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ABSTRACT

Uptake and transport of aluminium in Hortensia (Hydrangea macrophylla) in

relation to aluminium tolerance and blueing of the sepals

The difficulty in producing blue Hortensia (Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.) lies
in decreasing the pH value of the substrate by aluminium (Al) sulphate supply precisely
enough to guarantee sufficient Al translocation into the inflorescence for blueing, while
avoiding plant damages because of Al and proton toxicity. Better understanding of the
relations between Al uptake, translocation and blueing as well as of the reasons for the
remarkable Al tolerance should allow more precise control of Al supply, decrease the
risk of Al and proton toxicity and provide new possibilities in breeding Al resistant

Crops.

Applied experiments in substrate culture showed that the amount of Al sulphate
necessary for the pH decrease in the substrate can be estimated by an Al buffer curve
before the beginning of culture. Control of pH in a mixed substrate sample of all
cultivars at the beginning of forcing and adjustment of Al supply guaranteed at least a
satisfying blue of all cultivars. As reasons for cultivar differences in their capability for
blueing cultivar specific influences on substrate pH and Al availability, differences in
Al translocation or the blue of the petallike sepals at identical Al concentration were

identified.

As demonstrated by light and electron microscopic investigations cells at the edge of the
root apex were enlarged and showed enhanced vacuolation after Al treatment. The
element analytical proof of Al by electron spectroscopic imaging (ESI) indicated that Al
transport into the vacuoles contributes decisively to Al tolerance of Hydrangea. The
complexing of Al in the nutrient solution by organic acids did not influence the Al
uptake of the root and the Al translocations into the shoot. Induction of Al resistance
after pretreatment at low Al concentrations could be proved after 24 h. The exudation of
organic acid anions might play a part in Al resistance, but is not considered to be the

only cause.

Al is predominantly translocated from the root into the shoot in the xylem sap, probably
complexed with organic acids, especially citrate. The results indicate transpiration to be

an important factor for Al distribution in the plant.
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Al transport into the vacuoles of sepal subepidermis cells was demonstrated by energy
dispersive X-ray analysis of extracted vacuole sap. This is responsible for the blueing of
the sepals, as the sepal dye delphinidine is located in the vacuoles of the subepidermis.
Compartmentation of Al in the vacuole might be the reason for the remarkable Al

tolerance of Hydrangea not only in the root, but also in the shoot.

Because of its high Al concentrations in root and shoot Hydrangea represents a
promising system for further investigations of Al uptake and transport, especially for

distinction between apoplastic and symplastic transport.

Keywords: Aluminium transport, blueing, Hydrangea macrophylla
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KURZZUSAMMENFASSUNG

Die Schwierigkeit bei der Produktion blauer Hortensien (Hydrangea macrophylla
(Thunb.) Ser.) besteht darin, durch Aluminium(Al)-Sulfatangebot den pH-Wert des
Substrats prizise genug abzusenken, um eine fiir die Blaufirbung ausreichende Al-
Verlagerung in die Bliitenstéinde zu gewihrleisten, aber Pflanzenschiden durch Al- und
Protonentoxizitidt zu vermeiden. Ein besseres Verstandnis der Zusammenhénge zwi-
schen Al-Aufnahme, -Verlagerung und Blaufiarbung sowie der Ursachen fiir die au3er-
gewOhnliche Al-Toleranz sollte eine prizisere Steuerung des Al-Angebots ermoglichen,
so das Risiko von Al- und Protonentoxizitit vermindern und neue Mdglichkeiten bei der

Ziichtung Al-resistenter Nutzpflanzen er6ffnen.

In praxisnahen Substratkulturversuchen konnte gezeigt werden, daBl sich die zur
Absenkung des pH-Werts im Substrat benétigte Al-Sulfatmenge durch eine Al-
Pufferkurve vor Kulturbeginn abschétzen 148t. Durch eine Kontrolle des pH-Werts in
einer Substratmischprobe aller Sorten vor Beginn der Treiberei und Anpassung des Al-
Angebots liel sich bei allen Sorten mindestens eine zufriedenstellende Blaufdrbung
erreichen. Als Ursache fiir Sortenunterschiede in der Blaufirbbarkeit wurden die
sortenspezifische Beeinflussung des Substrat-pH-Werts bzw. der Al-Verfiigbarkeit,
Unterschiede in der Al-Verlagerung oder der Blaufarbung bei gleichem Al-Gehalt der
kronblattartigen Kelchblitter (Sepalen) festgestellt.

Wie licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, waren nach Al-
Behandlung die Zellen im Randbereich der Wurzelspitze vergroBert und stédrker
vakuolisiert. Der elementanalytische Nachweis durch Elektronen-Spektroskopische
Darstellung (ESI) von Al in diesen Vakuolen spricht dafiir, dal die Al-Verlagerung in
die Vakuolen entscheidend zur Al-Toleranz der Hortensie beitrdgt. Die Komplexierung
von Al in der Nihrlosung durch organische Sduren hatte keinen Einfluf auf die Al-
Aufnahme der Wurzel und die Al-Verlagerung in den Sprof3. Eine Induktion von Al-
Resistenz nach Vorbehandlung bei niedrigen Al-Konzentrationen lie3 sich kurzfristig
(24 h) nachweisen. Die Exsudation organischer Sdureanionen konnte zur Al-Resistenz

beitragen, kommt jedoch nicht als alleinige Ursache in Betracht.

Die Al-Verlagerung von der Wurzel in den Sprof3 erfolgt vorwiegend im Xylemsaft,
wahrscheinlich in komplexierter Form mit organischen Sduren, insbesondere Citrat. Die
Ergebnisse sprechen dafiir, daB die Al-Verteilung in der Pflanze entscheidend durch die

Transpiration bestimmt wird.
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Eine Al-Verlagerung in die Vakuolen von Subepidermiszellen der Sepalen konnte
mittels energiedispersiver Rontgenmikroanalyse (EDXA) des isolierten Vakuolensafts
nachgewiesen werden. Sie ist fiir die Blaufdrbung der Sepalen verantwortlich, da der
Sepalenfarbstoff Delphinidin in den Vakuolen der Subepidermis lokalisiert ist.
Kompartimentierung von Al in der Vakuole kommt also nicht nur in der Wurzel,
sondern auch im Sprof3 als Ursache fiir die aulergewdhnliche Al-Toleranz der Hortensie

in Betracht.

Die Hortensie stellt aufgrund der hohen Al-Gehalte in Wurzel und Sprof3 ein
vielversprechendes System zur weitergehenden Untersuchung der Al-Aufnahme und
-Verlagerung dar, insbesondere zur Differenzierung zwischen apo- und symplastischem

Transport.

Schlagworte: Aluminiumverlagerung, Blaufiarbung, Hydrangea macrophylla
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Aluminium (Al) ist fiir die meisten Pflanzenarten bereits in niedriger Konzentration
toxisch. Die Hortensie (Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.) gehort als Al-Akkumu-
lator zu den Pflanzenarten mit auBerordentlich hoher Al-Resistenz. Thre Fahigkeit zur
Verlagerung grofler Al-Mengen in die Bliitenstinde ist Voraussetzung fiir den Farb-
umschlag von rosa zu blau und trdgt dadurch entscheidend zum 6konomischen Wert
dieser Zierpflanze bei. Wiinschenswert wire ein besseres Verstindnis der Physiologie
von Al-Aufnahme und -Verlagerung dieses Al-Akkumulators, um in der Praxis immer
noch auftretende Schwierigkeiten bei der Kultur von blauen Hortensien durch prézisere
Steuerung des Al-Angebots zu verringern. AuBlerdem kommt der Erforschung der
Ursachen fiir die ausgepriagte Al-Resistenz eine grofle Bedeutung zu, da Al-Toxizitét fiir
erhebliche Einbuflen bei der Produktion von Nutzpflanzen auf sauren Bdden ver-
antwortlich ist. Durch die Ziichtung von Al-resistenten Nutzpflanzen liee sich der
Ertrag auf diesen sauren Bdden entscheidend steigern und die ackerbaulich nutzbare
Flache vergroBern. Immerhin bedecken saure Boden mit einem pH-Wert (H,O) unter
5,5 weltweit 30 % der eisfreien und 12 % der ackerbaulich genutzten Fliche (von

Uexkiill und Mutert, 1995).

Insbesondere Al(H,0)¢’" (AI") und AlO4Al2(OH)24(H20) 12" (Alj3) werden fiir die Al-
Toxizitdt verantwortlich gemacht, wihrend die Wirkung von Al(OH)*" und Al(OH),"
umstritten ist (Kinraide, 1991; 1997; Kochian, 1995; Parker et al., 1989). Toxische
Konzentrationen an gelostem Al in der Bodenlosung treten aufgrund der geringen
Loslichkeit von Al-Hydroxiden bei hoheren pH-Werten erst bei pH-Werten unter 5,5
auf (Foy et al., 1978; Lydersen et al., 1991). Das auffilligste Symptom von Al-Toxizitét
ist die schnelle Hemmung des Wurzelwachstums (Horst et al., 1992), die bei Mais
bereits nach weniger als einer Stunde meBbar ist (Llugany et al., 1995). Noch
empfindlicher 1463t sich die toxische Wirkung von Al bei vielen Pflanzenarten durch die
Induktion von Kallose nachweisen (Wissemeier et al., 1987; Llugany et al., 1994;
Wissemeier und Horst, 1995). Langfristig beeintrachtigt Al auch das Sprowachstum
durch Induktion von Wasser- und Néhrstoffmangel (Mg, Ca, P).

Die physiologischen Ursachen von Al-Toxizitdt und -Resistenz konnten bisher noch
nicht zufriedenstellend gekldrt werden, obwohl Al-Toxizitit bereits vor fast 100 Jahren
beschrieben (Fluri, 1909; Hartwell und Pember, 1918) und intensive Forschungsarbeit

auf diesem Gebiet geleistet wurde. Die Phytotoxizitdt von Al wird mit der starken
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Affinitdt von Al zu Zellwandmaterial, Phospholipiden, anorganischem Phosphat, ATP,
RNA, DNA, Carbonsduren und Proteinen in Verbindung gebracht (Martin, 1988 und
Referenzen darin). Untersuchungen zeigten Beeintrichtigungen der Zellteilung,
Zellstreckung, Cytoskelettorganisation, Membranfunktionen, Ca-Homdoostase, Signal-
transduktion und des Stoffwechsels (Reviews und Referenzen darin: Kochian, 1995;
Delhaize und Ryan, 1995; Horst, 1995; Matsumoto, 2000). Insbesondere die Beurtei-

lung, welches primédre und welches sekundire Effekte sind, bereitet Schwierigkeiten.

Aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen Al-Resistenz lassen sich Pflanzenarten,
Genotypen oder Okotypen in drei Gruppen einteilen (Foy et al., 1978): Al-Exkluder, die
Al a) von der Aufnahme in die Wurzel oder b) in den Sprof3 ausschlieBen, und c) Al-
Akkumulatoren, die Al in den SproB verlagern und in den Blattern Gehalte von mehr als
1 mg pro g Trockensubstanz aufweisen. Resistenzmechanismen konnen entsprechend
des Ortes der Al-Detoxifikation oder -Immobilisation in externe und interne unterschie-

den werden (Taylor, 1988; 1991).

Externe Exklusionsmechanismen beruhen auf dem Ausschlufl von Al aus dem Wurzel-
symplasten. Als Ursachen werden diskutiert a) eine geringere Bindung von Al im
Wurzelapoplasten durch geringere Kationenaustauschkapazitit (Blamey et al., 1990;
Biischer et al., 1990) und geringere Oberflichennegativitit der Plasmamembran
(Wagatsuma und Akiba, 1989; Wagatsuma et al., 1997), b) eine Erhéhung des pH-
Werts in der Rhizosphére oder im Apoplasten (Taylor und Foy, 1985; Degenhardt ef al.,
1998) und c¢) Komplexierung von Al durch Wurzelausscheidungen wie organische
Sdureanionen (Miyasaka et al., 1991; Delhaize et al., 1993; Basu et al., 1994a; Pellet et
al., 1995; Ma, 2000), Mucigel (Horst et al., 1982), Polypeptide (Basu et al. 1994b;
1999) oder Phosphat (Millard et al., 1990; Pellet ef al., 1995).

Interne Toleranzmechanismen basieren auf der Detoxifizierung oder Immobilisierung
von Al im Symplasten durch Komplexierung oder Bindung im Cytosol (Lee und Foy,
1986; Snowdon et al., 1995), der Evolution Al-resistenter cytosolischer Enzyme und
Erhohung der Enzymaktivitit (Slaski, 1989; 1990; Slaski et al., 1996) und Komparti-

mentierung in der Vakuole (Jensen ef al., 1989; Vazquez et al., 1999).

Die Vielzahl der diskutierten Al-Resistenzmechanismen spricht dafiir, dal die Al-
Resistenz unterschiedlicher Pflanzenarten auf unterschiedlichen Resistenzmechanismen
beruht. Auch die Al-Resistenz einer Art konnte auf die Kombination verschiedener

Mechanismen zuriickzufiihren sein (Pellet et al, 1997). Ubereinstimmend hiermit
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wurden Hinweise fiir eine multigenische Basis der Al-Resistenz gefunden, zumindest
bei Weizen und Roggen (Aniol und Gustafson, 1984; Snowdon et al., 1995). Fiir die
herausragende Al-Resistenz der Al-Akkumulatoren sind vermutlich neben Al-
Exklusionsmechanismen besonders wirksame interne Toleranzmechanismen erfor-
derlich. Obwohl theoretisch ein apoplastischer Transport in den Zellwédnden der Wurzel
bis zu den XylemgefdBen und in die Blitter vorstellbar wire, erscheint eine Al-
Aufnahme in den Symplasten aufgrund der hohen tolerierten Al-Gehalte in Wurzel und
Sprof3 und des entsprechend hohen Konzentrationsgradienten zwischen Apoplast und
Symplast wahrscheinlich. Bei Al-Exkludern ist die Al-Aufnahme in den Symplasten
insbesondere als Voraussetzung fiir primédre Toxizitditssymptome trotz zahlreicher
Untersuchungen umstritten (Marienfeld und Stelzer, 1993; Tice et al., 1992; Lazof et
al., 1994; 1996; Blamey et al., 1993a; Horst, 1995; Rengel, 1996; Horst et al., 1999).
Zuriickzufiihren ist dies vor allem auf die ungeniigende Sensitivitit der verfiigbaren
MeBmethoden fiir cytosolisches Al. Bei Al-Akkumulatoren sprechen einige Untersu-
chungen fiir die Al-Aufnahme in den Symplasten und in die Vakuole (Haridasan et al.,
1986; Cuenca et al., 1990; 1991; Guérin, 1998). Ob die hohen Al-Gewebegehalte
tatsdchlich mit einer erhohten Al-Konzentration im Cytoplasma verbunden sind, ist
fraglich. Obwohl die Konzentration an freiem A’ bei einem pH-Wert iiber 7,0 im
Cytoplasma 10" M nicht {ibersteigen sollte, sind auch solche geringen Konzentrationen
als phytotoxisch einzustufen (Martin, 1988). Hinsichtlich des Toleranzmechanismus
von Al-Akkumulatoren deuten die NMR-Untersuchungen von Ma et al. (1997) in
Hortensienbléttern auf eine Detoxifizierung von Al durch Komplexierung mit Citrat hin,
wihrend Watanabe et al. (1998) bei Melastoma malabathricum Oxalat und Nagata et al.
(1992; 1993) bei Tee (Camellia sinensis) vor allem Catechine und Fluoride fiir die

Entgiftung von Al verantwortlich machten.

Beziiglich des evolutionédren Status von Al-Akkumulatoren fanden Chenery und Sporne
(1976) einen positiven Zusammenhang zwischen der Al-Akkumulation und phylogene-
tisch urspriinglichen Merkmalen wie holzartigem Charakter und Zugehorigkeit zu
evolutiondr alten Familien. Besonders verbreitet sind Al-akkumulierende Familien in
tropischen Regenwiéldern (siehe auch Masunaga et al., 1998), in denen weltweit die
meisten urspriinglichen Pflanzen zu finden sind, und auf anderen sauren Bdden
(Haridasan, 1982; Britez et al., 1997). Al-Akkumulatoren wurden in 37 Familien in 16
teilweise wenig miteinander verwandten Ordnungen gefunden (Chenery, 1948; Chenery

und Sporne, 1976; Webb, 1954).



Einleitung 4

Hydrangea wird der Ordnung der Saxifragales zugeordnet (Fitschen, 1990). Der
Bliitenstand ist eine Doldenrispe aus unscheinbaren zentralen Bliiten und peripheren
Bliiten mit kronblattartig vergroBerten, gefarbten Kelchbléttern, den Sepalen. Entgegen
der weit verbreiteten Meinung, die peripheren Bliiten seien steril, wies Gotze (1982)
nach, da} beide Bliitenarten gleichermallen fertil sind. Beheimatet in Japan und China,
wurde die Hortensie bereits 1789 in den Koniglichen Botanischen Garten von Kew,
London, eingefiihrt, und 1796 wurden blaue Bliiten an einer zuvor rotbliihenden Pflanze
entdeckt (Curtis, 1799). Die Wirksamkeit von Al in Form von Alaun (KAI(SOs),) fiir
die Blaufiarbung von Hortensien wurde schon 1821 vom Petersburger Hofgéirtner Busch
mitgeteilt und 1897 in den grundlegenden physiologischen Versuchen von Molisch
bestitigt. Die Blaufdarbung der Sepalen beruht auf der Komplexierung des rosafarbenen
Anthocyanins Delphinidin-3-Gucosid mit Al (Chenery, 1937; Lawrence et al., 1938;
Storck, 1942; Allen, 1943), stabilisiert durch 3-Caffeoylchinasiure (Takeda et al., 1985;
1990).

Trotz der langjdhrigen Tradition der Blaufirbung von Hortensien ist die Kultur von
blauen Hortensien auch heute noch problematisch. Ein deutliches Indiz hierfiir sind die
schlechte Pflanzenqualitit und die unzuldngliche Blaufdarbung der Sepalen der in vielen
Girtnereien und vor allem in Supermérkten zum Verkauf angebotenen Hortensien. Die
Schwierigkeiten beruhen darauf, daB sich blaue Hortensien von guter Qualitit nur
innerhalb eines sehr engen pH-Wertbereichs zwischen 4,7 und 4,0 produzieren lassen.
Bei hoheren pH-Werten begrenzt die geringe Konzentration an 16slichem Al in der
Bodenlosung die Al-Aufnahme und -Verlagerung in die Bliiten und fiihrt zu mangel-
hafter Blaufarbung. Wird der pH-Wert des Substrats durch Al-Sulfatbehandlung unter
4,0 abgesenkt, erreichen Protonen- und Al-Konzentrationen in der Bodenlésung
toxische Werte und fiihren aufgrund von Wurzelschéden zu schlechter Pflanzenqualitit
und unbefriedigender Blaufirbung (Horst et al., 1993; Weithmann et al., 1994). Fiir die
Absenkung auf einen definierten pH-Wert sind bei verschiedenen Substraten sehr
unterschiedliche Mengen an Al-Sulfat erforderlich. Am Institut fiir Pflanzenerndhrung
(IPE) der Universitit Hannover wurde eine Strategie entwickelt, durch die der Bedarf an
Al-Sulfat zur Absenkung des pH-Werts von Substraten bereits vor Kulturbeginn
abgeschitzt werden kann (Weithmann et al., 1995; Horst und Weithmann, 1997,
Weithmann und Horst, 1997).
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Um Al-Aufnahme und -Verlagerung der Hortensie und den Zusammenhang mit
Blaufirbung und Al-Toleranz ndher zu charakterisieren, wurde folgende Vorgehens-

weise gewahlt.

In praxisnahen Versuchen in Substratkultur sollte die Blaufarbbarkeit verschiedener
Hortensiensorten und die Eignung der Strategie IPE zur Blaufirbung dieser Sorten
tiberpriift werden (2.2.1, 3.1, 4.1). Die Untersuchung der Zusammenhinge zwischen Al-
Angebot, pH-Wert des Substrats, Al-Verlagerung in die Sepalen und deren Blaufarbung
sollte zum besseren Verstindnis der die Blaufarbung bestimmenden Faktoren beitragen.
Unterschiedlich leicht blau zu firbende Sorten wurden ausgewihlt, um den Al-
Transport und mogliche Al-detoxifizierende organische Séuren im Xylemsaft ndher zu
untersuchen. Im Rahmen einer Kooperation wurde dieser Xylemsaft zur weiteren
Charakterisierung der Al-Spezies mittels Kat- und Anionenchromatographie dem
Institut fiir anorganische Chemie der Universitit Hannover zur Verfligung gestellt

(Busch, 2001).

Fir Al-Aufnahme, -Verlagerung, -Resistenz und Blaufirbung als besonders wichtig
betrachtete Aspekte wurden ausgewéhlt, um sie in weiterfilhrenden Versuchen ver-
tiefend zu betrachten. Diese Versuche wurden in Nahrlosungskultur durchgefiihrt,

sofern nichts anderes angegeben ist.

Die bei weniger Al-resistenten Pflanzenarten nach Al-Behandlung beobachteten
erheblichen morphologischen Wurzelveranderungen gaben Anlal3, deren Vorkommen
und Ausprigung bei der Hortensie mittels Licht- und Elektronenmikroskopie sowie
Elektronenspektroskopischer Darstellung zu untersuchen. Dabei sollte insbesondere ihre
Bedeutung fiir Al-Toxizitét, -Resistenz und -Aufnahme erkundet werden (2.2.2, 3.2,
4.2).

Um die Bedeutung der Komplexbildung von Al mit organischen Siuren fiir Al-
Toxizitdt, -Aufnahme und -Verlagerung zu beurteilen, wurden Al-Malat und -Citrat im

Vergleich zu Al-Chlorid in der Néhrldsung angeboten (2.2.3, 3.3, 4.3).

Ob es sich bei der Al-Resistenz der Hortensie um ein induzierbares Merkmal handelt,
sollte durch eine vorangehende Behandlung der Stecklinge bei niedriger und folgender

Behandlung bei hoherer Al-Konzentration geklédrt werden (2.2.4, 3.4, 4.4).

Da die Ausscheidung organischer Sdureanionen als mogliche Ursache fiir die grof3e Al-

Resistenz in Betracht zu ziehen ist, wurde {iberpriift, ob die ausgeschiedenen Mengen
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fiir eine Entgiftung des Al in der Rhizosphére verantwortlich sein kdnnen (2.2.5, 3.5,
4.5).

Sortenunterschiede bei der Ausscheidung organischer Sdureanionen kénnten pH-Werte
und somit die Al-Verfiigbarkeit im Substrat beeinflussen und fiir unterschiedliche Al-
Verlagerung in die Sepalen und Blaufarbbarkeit der Sorten verantwortlich sein. Deshalb
wurde untersucht, ob derartige Sortenunterschiede auch in Nahrlosung bei kontrollier-

tem pH-Wert und identischer Al-Verfiigbarkeit nachzuweisen sind (2.2.6, 3.6, 4.6).

Da die Verlagerung von Al in die Bliitenstinde vom Entwicklungsstadium des Bliiten-
stands abhdngt und sowohl mittels Phloem- als auch mittels Xylemtransport erfolgen
konnte, wurde der EinfluB der Bliitenstandsgrofle, einer Phloemunterbrechung (in
Substrat- und Nahrlosungskultur) und der Variation der Transpiration auf die Al-

Verlagerung in Bliitenstdnde bestimmt (2.2.7, 3.7, 4.7).

Um zu iiberpriifen, ob die Kompartimentierung von Al fiir die Al-Toleranz der Horten-
sie verantwortlich ist, sollte die Al-Konzentration im mittels modifizierter Druck-
mefBsondenmethode entnommenen Vakuolensaft mit Energiedispersiver Rontgenmikro-
analyse bestimmt werden. Zur Abschdtzung, inwieweit die Al-Verlagerung in die
Vakuole zu Sortenunterschieden bei der Blaufarbbarkeit beitrdgt, wurden erste orientie-

rende Untersuchungen an Pflanzen aus Substratkultur durchgefiihrt (2.2.8, 3.8, 4.8).

Die durchgefiihrten Versuche lassen sich also acht Versuchskomplexen zuordnen, deren
Versuchsdurchfiihrungen jeweils in den Kapiteln 2.2.1-2.2.8, Ergebnisse in 3.1-3.8 und
Diskussionen in 4.1-4.8 zu finden sind. Alle unterschiedlichen Versuche hatten das eine
Ziel, das bislang liickenhafte Bild von den Zusammenhéingen zwischen Al-Aufnahme,

-Verlagerung, Blaufirbung und Al-Toleranz bei der Hortensie zu ergédnzen.



Material und Methoden 7

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Pflanzenmaterial und Kulturbedingungen

2.1.1 Hortensiensorten

Im Rahmen der durchgefiihrten Versuche wurden Ballhortensien der Sorten ‘LK15’
(LK), ‘Renate Steiniger’ (RS), ‘Adria’ (AD), ‘Blauer Zwerg’ (BZ), ‘Elbtal’ (EL) und
‘Blauer Ball’ (BB) und Tellerhortensien der Sorten ‘Blaumeise’ (BM) und ‘Blauling’
(BL) verwendet. Ball- und Tellerhortensien sind hier jeweils nach abnehmender
Intensitit des Blaus ihrer Sepalen aufgefiihrt. In der Praxis und fritheren Versuchen hat
sich gezeigt, dal ‘Renate Steiniger’ sehr leicht, ‘Adria’ leicht bis mittelleicht und

‘Blauer Ball’ nur schwer blau zu farben ist.

2.1.2 Substratkultur

Die bewurzelten Stecklinge (K&tterheinrich, Lengerich; Rampp, Pfaffenhausen) wurden
in der 22. Woche 1997 in ein Torfsubstrat mit 30 % Ton, 1,5 kg PG-Mix (14:16:18),
50 g Flory 10 und 20 g Optifer (5 % Fe) pro m® Substrat (Balster, Frondenberg) in 1,5 L
Container (BC 15 Teku, Poppelmann Kunststoff-Technik GmbH & Co KG, Lohne)
getopft und am 25. 06. gestutzt. Die Pflanzen standen zunédchst im Gewaichshaus bei
20 °C Heiztemperatur, 25 °C Liiftungstemperatur, ab dem 09. 07. in offenen
Friihbeetkésten und ab dem 16. 10. 1997 bei 3 °C Heiztemperatur, 5 °C Liiftungstem-
peratur im Gewéchshaus. Zu Beginn der Treiberei, am 07. 01. 1998, betrug die Tem-
peratur tagsiiber 18 °C, nachts 22 °C. Durch die negative Differenz zwischen der Tag-
und Nachttemperatur sollte das Wachstum der Pflanzen reduziert und eine Behandlung
mit Wachstumsregulator iiberfliissig werden. Ab 10. 03. wurde die Temperatur auf
16 °C tagsiiber und 18 °C nachts abgesenkt, um eine intensivere Ausfarbung der
Sepalen zu erzielen. Die Bewdsserung erfolgte mittels Gief3gerédt von oben in den Topf
mit Leitungswasser (Hértegrad 8 °dH). Gediingt wurde wdochentlich mit 100 mL einer
0,33 %igen Flory 9 Losung (15:17:22:6) pro Topf, zehnmal nach dem Topfen und
wihrend der gesamten Treiberei, zusétzlich am 17. 06. 1997 mit 100 mL einer
0,01 %igen Fetrilonlosung. Die durchgefiihrten PflanzenschutzmaBBnahmen sind in

Tab. 2.1 aufgelistet.
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Tab. 2.1: Pflanzenschutzmafinahmen im Kulturjahr 1997/98.

8

Schaderreger Pflanzenschutzmitte]l Konzentration Datum der
[%] Malnahme

Echter Mehltau Saprol 0,1 07.07.97
Echter Mehltau Euparen 0,25 22.07.97
Echter Mehltau Saprol 0,1 22.08.97
Echter Mehltau Saprol 0,1 02. 09. 97
Echter Mehltau, Grauschimmel Euparen 0,5 17.09. 97
Grauschimmel Sumisclex 0,075 30. 09. 97
Grauschimmel Ronilan 0,1 07.10.97
Blattl4use Pirimor 0,05 23.12.97
Blattlduse Metasystox R 0,5 03.02.98
Spinnmilben Vertimec 0,025 11.02. 98

Zur gezielten pH-Wert-Steuerung im Versuch wurde die Pufferfdhigkeit des Substrats

ermittelt. Hierzu wurden jeweils 250 mL Substrat mit 50 mL unterschiedlich konzen-

trierter Al(SO4); x 18 H,O-Losung versetzt und so 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 und 16 g

Al(SO4); x 18 H,0 (L Substrat)”" appliziert. Nach zwei Wochen im Dunkeln wurden

Substratextrakte mit deionisiertem Wasser und 0,01 M CaCl, hergestellt und die pH-

Werte gemessen (2.3.1). Wie in Abb. 2.1 zu sehen ist, wurde der in Wasser gemessene

pH-Wert des Substrats durch ein Al-Sulfatangebot von 16 g (L Substrat)” von 5,8 auf

3,8 abgesenkt. Der in CaCl, gemessene pH-Wert lag ohne Al-Behandlung um 0,4 pH-

Werteinheiten tiefer und ndherte sich mit abnehmendem pH-Wert an den in Wasser

gemessenen pH-Wert an. Bei der hochsten Al-Behandlung war der Unterschied mit

0,1 pH-Werteinheiten vernachléssigbar.
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Abb. 2.1: pH-Werte des Substrats nach Applikation steigender Mengen an Al»(SO4)3; x
18 H,O (Al-Sulfat-,,Pufferkurve®), Extraktionsmittel: deionisiertes Wasser
(H,0), 0,01 M CaCl,.

2.1.3 Nahrlésungskultur

Mutterpflanzen der Sorten ‘Renate Steiniger’, ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ wurden aus
Stecklingen herangezogen. In Abhingigkeit vom Biomassezuwachs wurden von den
Mutterpflanzen ca. alle 2 Monate Kopfstecklinge geschnitten. Zur Aufrechterhaltung
der vegetativen Wachstumsphase der Mutterpflanzen wurden eine hohe Temperatur von
25 °C gewdhlt und bei jedem Stecklingsschnitt alle Triebe auf 1-2 Blattpaare zuriick-
geschnitten. Die Stecklinge bestanden aus einer Blattknospe und einem zweiten, auf
1 cm Lénge eingekiirzten Blattpaar. Die Bewurzelung erfolgte in 10 x 10 Kreuz-
schlitzen (Lange: 0,5 x 0,5 cm, Abstand: 2 cm) in schwarzer Plastikfolie, gespannt tiber
beliifteter Néhrlosung in 22-L-PVC-Eimern mit 18 L Né&hrlsung, bei natiirlicher
Photoperiode im Gewichshaus. Uber diese Eimer war eine lichtdurchlissige Folie mit
Beliiftungsschlitzen gespannt. Die Basisndhrlosung wies folgende Zusammensetzung
auf (uM): 1000 KNOs, 325 MgSO4, 250 Ca(NOs),, 100 KH,POs, 100 NaCl,
60 FeEDDHA, 8 H3BOs;, 5 MnSOy4, 0,2 ZnSO4 und 0,2 (NHs4)sM070,4. Nach einem
Monat wurden die bewurzelten Stecklinge in PVC-Platten mit 50 Lochern von 2 cm
Durchmesser auf Maurerkiibeln mit 65 L Nahrlosung vereinzelt. In Abb. 2.2 sind die
Stecklinge nach dem Schneiden, nach 7wdchiger und 3monatiger Bewurzelung in

Néhrlosung zu sehen.
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Fiir die Versuche wurde die Basisndhrlosung in folgender Weise zur Versuchsnéhr-
16sung modifiziert: Da Al nur bei niedrigem pH-Wert in pflanzenverfiigbarer, toxischer
Form vorliegt, wurde der pH-Wert der Nahrlosung zur Adaptation der Pflanzen bereits
einige Tage vor Beginn der Al-Behandlung auf 4,3 abgesenkt und mit einer pH-Stat-
Anlage konstant gehalten. AuBBerdem wurde die P-Konzentration von 100 auf 30 uM
reduziert, um das Risiko des Ausfallens von Al-Phosphat zu vermindern. Voraussetzung
fiir die Detektion friihzeitig eluierter organischer Sduren im Xylemsaft bei der HPLC-
Analyse ist eine niedrige NOs-Konzentration. Deshalb wurde KNO3 durch KCl ersetzt.
Alle Versuche wurden in einer Klimakammer bei 25 °C, 80 % Luftfeuchtigkeit und
einer PhotonenfluBdichte von 230 pumol m™ s photosynthetisch aktiver Strahlung
wihrend der 18stiindigen Tagphase durchgefiihrt, sofern bei der jeweiligen

Versuchsdurchfiihrung nichts anderes angegeben ist.

2 cm

Abb. 2.2: Stecklinge nach dem Schneiden, Swochiger und 3monatiger Bewurzelung in
Néhrlosung.

2.2 Versuchsdurchfilhrungen

2.21 EinfluB des Al-Angebots auf Al-Verlagerung und Blaufarbung

verschiedener Sorten in Substratkultur

Durch Variation des Al-Sulfatangebots sollten neben einer unbehandelten Kontrolle pH-
Werte (2.3.1) von 5,0, 4,5 und 4,0 eingestellt und so die Al-Verfiigbarkeit fiir die

Pflanzen modifiziert werden. Ziel des Versuchs war, das Optimum der Al-Sulfat-
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Dosierung beziiglich Al-Verlagerung und Blaufiarbung fiir die acht verschiedenen
Sorten: ‘LK15’, ‘Blaumeise’, ‘Renate Steiniger’, ‘Adria’, ‘Blduling’, ‘Blauer Zwerg’,
‘Elbtal’ und ‘Blauer Ball’ zu ermitteln. Insbesondere die Bedeutung organischer Séuren
im Xylemsaft fiir Al-Verlagerung und -Detoxifizierung sollte nidher untersucht werden.
Die zur Einstellung der pH-Werte benétigten Al-Sulfat-Gaben wurden aus der Al-
Pufferkurve abgelesen (Abb. 2.1). Mengen und Zeitpunkte der Ausbringung im Kultur-
verlauf sind aus Tab. 2.2 zu ersehen. Zur Kontrolle der pH-Werte im Substrat wihrend
der Kultur wurden mit einem Korkbohrer (@ 1,3 c¢cm) Substratproben in 1 ¢cm Ent-

fernung vom Topfrand entnommen.

Tab. 2.2: Mengen und Termine der Al-Sulfat-Gaben zur Einstellung der Ziel-pH-
Werte im Substrat

Ziel-pH-Wert Al-Angebot Al-Angebot Al-Angebot Al-Angebot:
zur Vorkultur®  vor der Treiberei®  zur Treiberei insgesamt

g Aly(SO4); x 18 H,O (L Substrat)™

Kontrolle - - - -
5,0 - 1 4x%0,5
4,5 1x2" 2 4x0,5 6
4,0 3x2 4 4x0,5 12

a: 11.09."/26.09./22. 10. 1997
b: 06.01. 1998
c:15.01./22.01/29.01./05.02. 1998

Der Versuch wurde als Split-Plot-Anlage mit Al-Angebot als GroBparzellenfaktor und
Sorte als Kleinparzellenfaktor in 4 Blocken angelegt (Abb. 2.3). Die Anzahl der
Pflanzen pro Al-Angebotsstufe, Sorte und Block betrug fiinf. Vor der Ernte wurde die
Bliitenfarbe aller Pflanzen visuell von 1 = rosa bis 6 = blau bonitiert (2.3.2). Fiir weitere
Untersuchungen wurde pro Sorte, Al-Variante und Block jeweils eine reprédsentative
Pflanze ausgewihlt. Die Farbe von fiinf flir diese Pflanze reprédsentativen Sepalen wurde
mit einem FarbmeBgerdt gemessen (2.3.3), das Frischgewicht der oberirdischen
Pflanzenteile gewogen und Sepalen einer reprasentativen Dolde fiir die Mineralstoff-
analyse getrocknet. Bei der Farbmessung wurde darauf geachtet, dafl die fiinf Sepalen
nicht nur repriasentativ fiir die mittlere Farbe der Pflanze sind, sondern auch die
unterschiedliche Ausfirbung der Sepalen an einer Pflanze widerspiegeln. Auf alle
abgeschnittenen Sproflreste wurden Pipettenspitzen aufgesetzt und fiir 1 /2 h Xylemsaft

(2.3.4) zur Analyse von organischen Sduren (2.3.9), Mineralstoffen (2.3.7) und pH-
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Wertmessung (2.3.1) gesammelt. Zur Spezifikation von Al im Xylemsaft erfolgten
Berechnungen mit dem Programm GEOCHEM-PC (2.3.10). Ca. 1/8 Tortenstiick aus
dem Wurzelballen wurde gesiebt (Maschenweite: 5 mm), mit deionisiertem Wasser
extrahiert und der pH-Wert bestimmt (2.3.1). Alle mit Al behandelten Versuchs-
varianten wurden fotografiert (RSX 100, Agfa Deutschland, K&In).

Bo: BW:: Boe 2 ASulfa

Abb. 2.3: Versuchsplan fiir den Versuch 2.2.1: EinfluB des Al-Angebots auf Al-
Verlagerung und Blaufarbung verschiedener Sorten in Substratkultur. Split-
Plot-Anlage mit Al-Angebot (g Al(SO4); x 18 H,O (L Substrat)') als
Grofparzellenfaktor und Sorte als Kleinparzellenfaktor in 4 Blocken.
Abkiirzungen fiir die Hortensiensortennamen: LK ‘LK15°, BM ‘Blaumeise’,
RS ‘Renate Steiniger’, AD ‘Adria’, BL ‘Blduling’, BZ ‘Blauer Zwerg’, EL
‘Elbtal’ und BB ‘Blauer Ball’.

2.2.2 EinfluB von Al auf Wurzelmorphologie und Al-Lokalisation in der

Wurzel

Stecklinge der Sorte ‘Renate Steiniger’ wurden fiir 5 bzw. 13 Wochen in der Basis-
ndhrlésung bewurzelt. Im folgenden werden die Stecklinge nach Swochiger Bewurze-
lung als jiingere, nach 13wochiger Bewurzelung als éltere Stecklinge bezeichnet. Nach
einer Adaptation an einen pH-Wert von 4,3 fiir 24 h erfolgte die Inkubation fiir 3 Tage
in der Versuchsndhrlosung (2.1.3) mit 0 bzw. 500 uM AICl;.
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Von je drei der jingeren Stecklinge ohne bzw. mit Al-Behandlung wurden fiinf 1 cm
lange Wurzelspitzen abgeschnitten. Je fiinf Wurzeln von drei der élteren Stecklinge
ohne bzw. mit Al-Behandlung wurden beginnend an der Wurzelspitze jeweils in acht
1 cm lange Abschnitte zerteilt. Von den Wurzelstiicken wurden nach Einbettung in
Epoxyharz fiir licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen mit Hilfe eines
Mikrotoms Diinnschnitte hergestellt (2.3.11). Mittels Elektronen-Energie-Verlust-
Spektroskopie (EELS) und Elektronen-Spektroskopischer-Abbildung (ESI) erfolgte die
Lokalisation von Al, P, S und Ca auf ultrastrukturellem Level (2.3.12).

2.2.3 EinfluB der Al-Form auf Al-Aufnahme, -Verlagerung und -Toxizitat

Vier Monate alte bewurzelte Stecklinge wurden drei Tage vor Versuchsbeginn aus der
Basisndhrlosung in Nihrlosung mit KCl anstelle von KNOs; und einer auf 30 uM
reduzierten P-Konzentration tiberfiihrt. Das Wurzelvolumen wurde durch Tauchwigung
ermittelt. Die Pflanzen wurden gleichmifig nach ihrer Grofe auf die vier verschiedenen
Versuchsvarianten verteilt. Innerhalb eines Tages wurde der pH-Wert auf 4,3 bzw. 6,0

abgesenkt.

Zur Herstellung der vier Nihrlosungsvarianten mit 500 uM Al als Chlorid (pH-Wert
4,3), Citrat (pH-Wert 4,3) und Malat (pH-Werte 4,3 und 6,0) wurde eine 500 mM
AICl;-Stammlésung (Fluka 06232, Buchs, Schweiz) angesetzt. Citronensdure-Mono-
hydrat (Merck K 16624644, Darmstadt) fiir 50 mM und L(-)Apfelsiure (M 1000,
Sigma, Steinheim) fiir 75 mM im Endvolumen wurden zunichst in einem Teil des
deionisierten Wassers geldst, dann mit AICI;-Stammlosung fiir 50 mM im Endvolumen
versetzt und auf das Endvolumen aufgefiillt. AuBerdem wurde eine 50 mM AlCI;-

Losung hergestellt.

Néhrlosung wurde mit diesen AICl;-, Al-Citrat- und Al-Malat-Losungen versetzt, so
dafl die Al-Konzentration jeweils 500 pM betrug. Der pH-Wert in allen Losungen
wurde auf 4,3 und in einer Malat-Variante zusétzlich auf 6,0 eingestellt. Zur Unter-
stiitzung der Komplexbildung zwischen Al und den organischen Sduren wurden alle
Néhrlosungen iiber Nacht geriihrt, und zwar bei 1 °C, um die Vermehrung von Mikro-
organismen zu vermeiden. Vor Versuchsbeginn wurde die Nahrlosung wieder auf

Zimmertemperatur temperiert.

Pro Nahrlosungsvariante wurden in je zwei 5-L-Topfen je zwei Stecklinge der Sorten

‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ kultiviert. Vor Beginn der zweitdgigen Al-
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Behandlung wurde die Tauchwégung wiederholt. Nach 47stlindiger Al-Behandlung
wurde der Sprof3 in drei Teilen (apikal, medial, basal) geerntet und fiir 1 2 h Xylemsaft
gesammelt. AnschlieBend wurden erneut eine Tauchwigung durchgefiihrt, Wurzel-
spitzen zur Bestimmung des Kallose- und Al-Gehalts geerntet und das restliche

Wurzelsystem fiir die Mineralstoffanalyse getrocknet.

Zur Ermittlung der Al-Spezies in den Nihrlosungen wurden vor und nach der Al-
Behandlung aus allen Topfen Proben genommen. Die Nahrlosung wurde zur Entfernung
von ausgefallenem, partikulirem Al durch Cellulose-Acetatfilter filtriert und die
Konzentration an gelostem Al mittels ICP gemessen. Die Bestimmung des monomeren
Al erfolgte mit Aluminon (2.3.7). Zuséatzlich wurden Berechnungen zur Spezifizierung

von Al mit dem Programm GEOCHEM-PC durchgefiihrt.

2.2.4 EinfluB eines kurzfristig niedrigen Al-Angebots auf die Induktion

von Al-Resistenz

Drei Monate alte bewurzelte Stecklinge der Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’
wurden nach 2tigiger Adaptation an den niedrigen pH-Wert von 4,3 zunéichst fiir eine
Woche mit 0, 25 und 50 uM AICIl; vorbehandelt. AnschlieBend wurde das Angebot auf
500 uM erhoht. Die Stecklinge wurden ihrer Grofe nach gleichméBig auf die vier
Varianten verteilt: 0/0, 0/500, 25/500 und 50/500 uM Al in der 1. Woche / 2. Woche.
Pro Variante wurden in jedes der drei 22 L fassenden Nahrlosungsgefillie vier Steck-
linge der Sorte ‘Renate Steiniger’ und drei der Sorte ‘Blauer Ball’ eingesetzt. Zur
Ermittlung des Wurzelwachstums wurde das Wurzelvolumen der Sorte ‘Renate
Steiniger’ vor Beginn der Vorbehandlung mit 0, 25, 50 uM Al, vor Beginn der Be-
handlung mit 500 pM Al und nach 4 bzw. 7 Tagen bei 500 uM Al durch Tauchwigung
erfa3t (2.3.5). Vor Beginn des hohen Al-Angebots und 24 h danach wurden Wurzel-
spitzen der Sorten ‘Renate Steiniger’ (nur von einer Pflanze pro Nihrlosungsgefal3, um
bei den drei iibrigen eine mogliche Beeinflussung der Al-Aufnahme durch Entfernung
der Wurzelspitzen zu vermeiden) und ‘Blauer Ball’ (von allen Pflanzen) zur Bestim-
mung der Al- und Kallosegehalte geerntet (2.3.7, 2.3.8). Wurzel und Sprof3 der Sorte
‘Blauer Ball” wurden nach 24 h hohem Al-Angebot fiir die Al-Bestimmung (2.3.7)
getrocknet. Nach einer Woche hohem Al-Angebot wurden fiir die Bestimmung von Al-
und Kallosegehalten Wurzelspitzen von den neun Stecklingen der Sorte ‘Renate

Steiniger’ verwendet, die zuvor noch nicht beerntet worden waren.
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2.2.5 EinfluB von Al auf die Exsudation organischer Saureanionen durch

die Wurzel

Nach dreimonatiger Bewurzlung im Gewéchshaus wurden die Stecklinge in eine
Klimakammer umgesetzt. Der pH-Wert der Nidhrlosung wurde innerhalb von 24 h von
5,0 auf 4,3 abgesenkt. Die drei folgenden Tage sollten eine Adaptation der Pflanzen an
diesen niedrigen pH-Wert ermdglichen. Die Inkubation von je 6 Pflanzen erfolgte in
Néhrlosung mit 0 bzw. 500 uM AICls. 0, 4, 24 und 48 h nach Beginn der Al-Behand-
lung wurden die Stecklinge zur Entfernung von anhaftendem Al und Verunreinigungen
zweimal in 100 pM CaCl, gespiilt und jeweils fiir 2 h in 500 mL 100 pM CaCl, iiber-
filhrt. Die CaCl,-Losung wurde beliiftet und der pH-Wert durch eine pH-Stat-Anlage
konstant auf 4,3 gehalten. Bis zur Bestimmung der durch die Wurzeln exsudierten
organischen Sduren wurde diese Losung bei —20 °C gelagert. Nach dem Sammeln der
Wurzelexsudate wurden die Stecklinge in die Ndhrlosung mit bzw. ohne Al zuriick-

gesetzt. Die tatséchliche Al-Behandlungsdauer betrug somit 0, 4, 22 und 44 h.

2.2.6 Al-Verlagerung in den Blutenstand und Blaufarbung in Nahr-

I6sungskultur

Circa 20 cm lange Stecklinge mit induzierten Bliitenknospen wurden zur Bewurzelung
im Gewdéchshaus bei 18 °C in Basisndhrlosung kultiviert. Nach 4 Monaten wurden die
nun blithenden bewurzelten Stecklinge in eine Klimakammer in die Versuchsnéhrlosung
umgesetzt und der pH-Wert im Verlauf eines Tages auf 4,2 abgesenkt. Jeweils
4 Stecklinge der Sorten ‘Renate Steiniger’, ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ wurden fiir 0, 2, 5,
10 und 15 Tage mit 500 uM AICI; behandelt. Die Al-Behandlung erfolgte in acht 22 L
Néhrlosung fassenden Gefillen mit je zwei Stecklingen der drei Sorten. Bei jeder Ernte
wurde aus vier Nahrlosungsgefdllen jeweils ein Steckling der drei Sorten entnommen.
Die Stecklinge wurden bei Versuchsbeginn so sortiert, da3 die Stecklingsbliiten der drei
Sorten in einem Nidhrlosungsgefdll zum jeweiligen Erntetermin moglichst dhnlich weit
aufgebliiht waren. Vor der Ernte erfolgte eine visuelle Bonitur der Sepalenfarbe (2.3.2).
Fiir die Mineralstoffanalyse wurden jedes Blattpaar und jedes Internodium, die Rispen-
aste erster und zweiter Ordnung und die Sepalen getrennt getrocknet. Die Zdhlung der

Blattpaare und Internodien begann basal mit 1.



Material und Methoden 16

2.2.7 EinfluRfaktoren auf die Al-Verlagerung in die Sepalen

2.2.7.1 Bliitenstandsgrofle

Die Pflanzen der Sorte ‘Renate Steiniger’ wurden im Kulturjahr 1999/2000 ent-
sprechend der fiir das Kulturjahr 1997/1998 in den Kapiteln 2.1.2 und 2.2.1 gegebenen
Beschreibung kultiviert. Der pH-Wert des Substrats wurde durch Al-Behandlung mit
insgesamt 10 g Al,(SO4); x 18 H,O (L Substrat)”! auf 3,8 abgesenkt, davon wurden je
2 gam 09. und 22. 09. 1999 wéhrend der Vorkultur und 6 g am 11. 01. 2000 vor Beginn
der Treiberei appliziert. Am 20. 03. erfolgte die Ernte von 20 moglichst unterschiedlich

grofen Bliitenstinden fiir die Mineralstoffanalyse.

2.2.7.2 Unterbrechung des Phloemtransports durch Ringelung

Der Einflu} einer Phloemunterbrechung durch Ringelung auf die Al-Verlagerung in die

Sepalen wurde an Pflanzen in Substratkultur und in Nahrlosungskultur untersucht.

Substratkultur:

Die Pflanzen der Sorte ‘Renate Steiniger’ wurden im Kulturjahr 1999/2000 ent-
sprechend der fiir das Kulturjahr 1997/1998 in den Kapiteln 2.1.2 und 2.2.1 gegebenen
Beschreibung kultiviert. Der pH-Wert des Substrats wurde durch Al-Behandlung mit
insgesamt 4 g Al»(SO4); x 18 H,O (L Substrat)'1 auf 4,7 abgesenkt, davon wurden 2 g
am 22.09. 1999 wiéhrend der Vorkultur und 2 g am 11. 01. 2000 vor Beginn der
Treiberei appliziert. Fiir den Versuch wurden 6 Pflanzen ausgewdhlt, die 2 Bliitenstdnde
in dhnlichem Entwicklungsstadium mit einem maximalen Durchmesser zwischen 5 und
12 cm aufwiesen. Unter jeweils einer dieser Bliiten wurde der Stengel durch Behand-
lung mit heilem Wasserdampf geringelt, um den Phloemtransport zu unterbrechen
(2.3.14). Anschliefend erfolgte die Behandlung aller Topfe mit 1 g Al>(SO4); x 18 H,O
(L Substrat)” gelost in 80 mL deionisiertem Wasser zur Maximierung der Al-Aufnahme

wihrend des 7tidgigen Versuchszeitraums.

Nahrlosungskultur:

Stecklinge wurden fiir 4 Monate in Néhrlosung bewurzelt (2.1.3), anschlieBend
4 Monate zur Bliiteninduktion einer niedrigeren Temperatur von 16 °C Heiztemperatur
bzw. 18 °C Liiftungstemperatur im Gewéchshaus ausgesetzt und dann 6 Monate bei
4 °C in einer Klimakammer bei 75 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert, davon die
ersten 2 Monate mit 12stlindiger Tag- und Nachtphase und die letzten 4 Monate ohne

Licht. Um die Pflanzen in ein moglichst dhnliches Vegetationsstadium zu bringen,
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wurden sie 28 bis 6 Tage vor Versuchsbeginn in eine warmere Klimakammer mit einer
Tages- bzw. Nachttemperatur von 23 bzw. 21 °C umgesetzt. Alle Seitentriebe wurden
entfernt, so daf} alle Pflanzen einen Trieb mit einem terminalen Bliitenstand aufwiesen.
Fiir den Versuch wurden 12 Pflanzen der Sorte ‘Renate Steiniger’, 8 der Sorte ‘Adria’
und 10 der Sorte ‘Blauer Ball’ verwendet. Je zwei Pflanzen mit &hnlich weit aufge-
bliihten Bliitenstinden von jeder der drei Sorten wurden in vier 22 L fassende Nahr-
16sungsgefdlle gesetzt, in ein fiinftes Ndhrlosungsgefd3 4 Pflanzen der Sorte ‘Renate
Steiniger’ und 2 der Sorte ‘Blauer Ball’. Nach 2tdgiger Adaptation an den niedrigen pH-
Wert von 4,3 wurden pro Sorte und Gefdl3 die Hélfte der Pflanzen unter dem Bliiten-
stand geringelt. AnschlieBend folgte eine Stigige Behandlung mit 500 uM AlCls.

Sowohl in Substrat- als auch in Nahrlosungskultur wurde die Farbe aller Bliitenstdnde
vor dem Ringeln und vor der Ernte bonitiert (2.3.2), fotografisch mit einer Digital-
kamera (Olympus, Tokyo, Japan) dokumentiert und der Durchmesser der Bliitenstdnde
an der breitesten Stelle und senkrecht dazu gemessen. Fiir die Mineralstoffanalyse
wurden die Sepalen, die Doldenstiele und ein 2,5 cm langes Stiick Stengel unter der

Ringelstelle geerntet.

2.2.7.3 Transpiration

Jeweils eine dreijahrige Hortensienpflanze der Sorte ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’
erhielten eine Al-Behandlung mit je 2 g am 09. und 22. 09. 1999 wihrend der Vorkultur
und 4 g am 11. 01. 2000 vor Beginn der Treiberei. An jeder Pflanze wurden viermal
drei dhnlich weit aufgebliihte Bliitenstinde ausgewéhlt. Jeweils einer der drei Bliiten-
stinde wurde in eine durchsichtige Plastiktiite mit einigen Schlitzen gesteckt, um die
Luftfeuchtigkeit zu erhohen und dadurch die Transpiration zu vermindern. Jeweils ein
weiterer Bliitenstand wurde ebenso eingetiitet. Zusdtzlich wurden 15 g Silikagel in
einem Teefilterbeutel hineingegeben und jeden Tag durch getrocknetes ausgetauscht,
um die Luftfeuchtigkeit zu vermindern und dadurch die Transpiration zu erhohen. Der
dritte Bliitenstand blieb jeweils ohne Tiite und Silikagel. Nach drei Wochen wurden die

Bliitensténde fiir die Mineralstoffanalyse geerntet.

2.2.8 Bestimmung der Al-Konzentration im Vakuolensaft von Sepalen

Pflanzen der Sorte ‘Renate Steiniger’ und Blauer Ball” wurden im Kulturjahr 1998/1999
entsprechend der fiir das Kulturjahr 1997/1998 in den Kapiteln 2.1.2 und 2.2.1 gegebe-
nen Beschreibung kultiviert. Der pH-Wert des unbehandelten Substrats betrug zur
Bliitezeit 4,8, die wihrend Vorkultur und Treiberei mit 2 bzw. 6 g Alx(SO4); x 18 H,O
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(L Substrat)! behandelten Varianten wiesen einen Substrat-pH-Wert von 4.2 bzw. 3,8
auf. Fiir die Bestimmung der Al-Konzentration im Vakuolensaft wurden von 1-2
Pflanzen pro Sorte und Al-Variante aus 2-4 Sepalen 1-3 Vakuolensaftproben mittels

modifizierter DruckmefBsondentechnik gewonnen (2.3.15).

2.3 Durchgefiuhrte Untersuchungen und chemische Analysen

2.3.1 pH-Wertbestimmung von Substratextrakten, Nahrlésung und

Xylemsaften

Zur Bestimmung des pH-Werts von Substrat wurden ein Volumenteil Substrat und drei
Volumenteile deionisiertes Wasser oder 0,01 M CaCl, gut verriihrt und nach 12 Stunden
der pH-Wert mit einem pH-Meter (Wissenschaftlich-technische Werkstitten Weilheim
i. OB) gemessen. Mit demselben Gerdt wurde der pH-Wert von Néhrldsungen
bestimmt. Die pH-Wertmessung im Xylemsaft erfolgte mit einer Mikro-pH-Elektrode
(Blue Line 16 pH, Schott, Mainz).

2.3.2 Farbbonitur

Fiir die Farbbonitur wurde folgendes 6stufiges Boniturschema aufgestellt:

1 0 % blau: rosa

<10 % blau: erste Blaufarbung sichtbar
10 - <60 % blau

60 - <90 % blau

90 % - <100 % blau

AN W R~ WD

100 % blau: maximale Blaufarbung der jeweiligen Sorte

Bei heterogener Ausfirbung der Sepalen sind die Prozentangaben als rdumliche
Verteilung von rosa und blau zu verstehen. Bei homogener Ausfiarbung beziehen sie
sich auf das Mischungsverhéltnis von rosa und blau. Die Mischung von rosa und blau
fiihrt zu Lilatonen. In Substratkultur waren die Hortensiensepalen bei unvollstindiger

Blaufarbung in der Regel an der Basis blau und zum Rand hin lila.

Da die maximal erreichbare Blaufiarbung = Boniturnote 6 sortentypisch ist, wurde
getrennt nach Sorten flir jede Boniturnote ein Beispielbliitenstand herausgesucht. Auf
Abb. 2.4 sind exemplarisch die den Boniturnoten zugeordneten Bliitenstinde der Sorten
‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ zu sehen. Fiir einige Boniturnoten lieen sich bei

manchen Sorten im Versuch keine entsprechenden Beispielbliitenstdnde finden.
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Eine Blaufiarbung der Boniturnote 4 ist nach Mallstdben von Hortensienproduzenten

noch als zufriedenstellend zu bewerten.

‘Renate Steiniger’

‘Blauer Ball’

g

‘ - 3
-~ \W ‘ J-r By
. I P 2

Nghy o
o

Abb. 2.4: Farbboniturskala fiir Bliitenstinde der Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer
Ball’.

2.3.3 Farbmessung

Die Messung der Bliitenfarbe erfolgte mit dem Chroma Meter CR-300 (Minolta, Osaka,
Japan) im gleichabstdndigen Farbsystem Lab (auch CIELAB, CIE: Commission
Internationale de I'Eclairage, 1976). In diesem Farbsystem entsprechen gleiche
Farbabstiinde ungefdhr gleichen visuell-empfindungsméfBigen Abstinden des Menschen.
Der Farbraum ist durch die Helligkeit L und die Farbkoordinaten a” und b" gekenn-
zeichnet. +a’ zeigt in Richtung rot, -b" steht fiir blau. Farbunterschiede, zum Beispiel
zwischen den Farben A und B (Abb. 2.5), konnen mit Hilfe des Farbabstands AEab*

angegeben werden:
AEz = (ALY + (A2")* + (Ab))"2

Farbabweichungen kénnen auch im L*C*h-Farbsystem bestimmt werden, dem dasselbe
Diagramm wie dem L’a’b -System zugrunde liegt. Hier werden jedoch Polarkoordina-

ten anstelle von rechtwinkligen Koordinaten benutzt. Der Helligkeitswert L* ist bei
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beiden Farbsystemen identisch. Die Buntheit C’ und der Bunttonwinkel h ergeben sich
aus folgenden Formeln:

C=(@)+®))"

h=tg(b'/a") [in Grad]

Die Farbtondifferenz AH wird folgendermallen berechnet (Abb. 2.6):

AH = ((Aa")* - (Ab")> (AC")*)"?

Um die Eignung der verschiedenen Parameter der Farbmessung zur Messung der
Sepalenfarbe im Vergleich zur Farbbonitur zu beurteilen, wurden die Spearmanschen

Rangkorrelationskoeffizienten (2.4) berechnet (Tab. 2.3).

Tab. 2.3: Bezichung zwischen der Farbbonitur und verschiedenen Parametern der
Farbmessung (Spearmansche Rangkorrelationskoeffizienten: n = 128).

Parameter der Farbmessung Spearmanscher Rangkorrelationskoeffizient

*

AE 0,90
AH" -0,90
Ab" -0,87

h -0,86
Aa’ -0,81
AL -0,61

Alle untersuchten Parameter der Farbmessung waren signifikant mit der Farbbonitur
korreliert (o < 0,001). Farbabstand AE" und Farbtondifferenz AH™ waren am engsten mit
der Farbbonitur korreliert. Beide Parameter eignen sich gleichermallen zur Beurteilung
der Sepalenfarbe. Im folgenden wurden Vergleiche zwischen Farbbonitur und Farb-
messung auf das L'a b -Farbsystem und insbesondere den Parameter Farbabstand AE’

beschrinkt.

Zur Auswertung der Farbmessung wurde das Programm ChromaControl C Version 2.0

verwendet.
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WeiB3

aE
e
.

A: Bezugsfarbe

B: Probenfarbe Schwarz
A': Bezugsfarbe auf dem Helligkeitsniveau der Probenfarbe

Abb. 2.5: Grafische Darstellung* (161; Berechnung des Farbabstands AE,, zwischen den
Farben A und B im L. a b -Farbraum (Minolta, 1996).

Gelb
+b*
60

Buntton

ah
\N\n\«e\d\“e‘e“l

60 +a* Rot

Abb. 2.6: Ausschnitt aus der Farbtafel a'b” zur Veranschaulichung der Berechnung
der Farbtondifferenz AH (Minolta, 1996).
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2.3.4 Gewinnung von Xylemexsudat

Nach Abschneiden des Sprosses ca. 4 cm iiber der Wurzel mit einer Rasierklinge und
Reinigung der Schnittstelle mit deionisiertem Wasser, pH-Wert 4,2, wurden auf den
Sprofirest entsprechend dem Holzdurchmesser zugeschnittene 1000-pL-Pipettenspitzen
zwischen Holz- und Bastteil des Sprosses eingefiihrt und zum Abdichten mit Parafilm
umwickelt (Abb. 2.7). Der sich in den Pipettenspitzen sammelnde Xylemsaft wurde
mindestens alle 15 Minuten in Reaktionsgefile auf Eis tberfiihrt, um den Abbau
organischer Sduren durch Mikroorganismen zu minimieren, und anschlieend bis zur

Analyse bei -20 °C eingefroren.

Abb. 2.7: Sammeln von Xylemexsudaten nach Abschneiden des Sprosses mit Hilfe
von auf den Sprofrest aufgesetzten Pipettenspitzen.

2.3.5 Bestimmung des Wurzelwachstums

Zur Bestimmung des Wurzelvolumens durch Tauchwégung wurden die Wurzelsysteme
von anhaftendem Wasser befreit und in ein wassergefiilltes, auf einer Waage stehendes
Gefal3 getaucht, ohne dessen Wand zu beriihren. Die Fixierung der Stecklinge erfolgte

mittels Stativ. Die Gewichtszunahme wurde ausgewogen (Young und Werner, 1984).

Das absolute Wurzelwachstum ergab sich als Differenz aus dem Ergebnis der Tauch-
wiégung (wz) zum Zeitpunkt des Endes (t;) und dem Ergebnis der Tauchwigung (w)
zum Zeitpunkt des Beginns (t;) der Al-Behandlung in der Einheit g. Um die unter-
schiedliche AusgangsgroBe der Stecklinge zu relativieren wurden zusatzlich das
prozentuale Wurzelwachstum (Tauchgewicht zu Beginn der Al-Behandlung gleich
100 %) und die relative Wurzelwachstumsrate (RWWR= (In w, — In w;)/(t — t;) nach
Hunt (1981)) ermittelt. Auerdem wurde beim Versuch zum Einflul der Al-Form auf

Al-Aufnahme, -Verlagerung und -Toxizitdt das theoretisch zu erwartende Wachstum
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ohne Al-Behandlung wéhrend des Zeitraums der Al-Behandlung aufgrund des

Wachstums in den zwei Tagen vor der Al-Behandlung errechnet.

2.3.6 Bestimmung des Trockengewichts

Zur Bestimmung des Trockengewichts wurde die Pflanzensubstanz bei 70 °C bis zur

Gewichtskonstanz getrocknet.

2.3.7 Mineralstoffbestimmungen

Bei 50 °C getrocknete Pflanzensubstanz wurde fein vermahlen (Analysenmiihle A 10,
Mikro-Feinmiihle Culatti, Ika-Labortechnik, Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Staufen
i. Br.), eine Teilprobe von 0,05, 0,1 oder 0,2 g 6 h bei 450 °C verascht, in 1 mL 4,7 M
HNOs; aufgenommen und nach 20 min 1:10 mit deionisiertem Wasser verdiinnt.
Xylemsaft wurde nach Zentrifugationsfiltration (Micro-Spin-Zentrifugationsfilter,
0,2 um Porengrofe, Nylon 66, Alltech GmbH, Unterhaching) 1:100 in 0,47 M HNO;
verdiinnt und eine Unterprobe zur Bestimmung organischer Sduren verwendet (2.3.9).
Nahrlosung wurde vor der Mineralstoffanalyse durch Cellulose-Acetatfilter (OE 66,
0,2 um PorengroBe, Schleicher & Schuell, Dassel) filtriert. Eine Filtration durch Filter
mit einer Porengrofe von 0,2 pm wird in der Regel zur Entfernung von partikulérem,
nicht toxischem Al aus Nahrlosungen durchgefiihrt. Da partikuldres Al im Xylemsaft
nicht zu erwarten ist, diente die Filtration hier vor allem der Entfernung von

Mikroorganismen fiir die HPLC-Analyse.

Die Mineralstoffgehalte wurden mittels ICP-OES-Analysetechnik (Spectroflame EOP,
Spectro Analytical Instr. GmbH, Kleve) oder Al in 1 cm langen Wurzelspitzen durch
Atomabsorptions-Spektrometrie mit Grafitrohrtechnik (Unicam, 939 QZ, Analytical
Technologies Inc., Cambridge, UK) gemessen. Alle Glaswaren wurden vor der Al-
Bestimmung mit 1 M HCI und deionisiertem oder doppelt deionisiertem Wasser

(18,3 MQ, E-Pure, Barnstead, Dubuque, lowa, USA) vorgespiilt.

Zur Bestimmung von monomerem Al (Alyono) Wurde ein Aluminon-Acetatpuffer nach
Kerven et al. (1989) verwendet. Eisen sollte durch die Zugabe von 10 pL. Ascorbinsiure
zu 1,5 mL Probenlosung (Nédhrlosung oder verdiinnter Xylemsaft) maskiert werden.
30 s nach Zugabe von 0,5 mL Aluminon-Acetatpuffer wurde die Extinktion bei 530 nm

Wellenlinge am Spektralphotometer (Lambda 15, Perkin Elmer, Uberlingen) gemessen.

Die anorganischen Anionen NO;, P (H2PO4_, HPO42_), SO42_ und ClI wurden im
Xylemsaft mit dem Dionex DX-100 Ionenchromatograph (Dionex GmbH, Idstein)
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quantifiziert (Institut fiir Bodenkunde, Universitdt Hannover). Als Eluenten wurden
1,7 mM NaHCO; und 1,8 mM Na,COs, fiir die chemische Suppression 50 mM H,SO4
benutzt. Fiir die Kalibration wurde ein Standard folgender Zusammensetzung verwendet
(mM): NaNO; 0,19, KH,PO4 0,06, Na,SO4 0,12 und NaCl 0,17 in 1-, 2-, 10- und
20facher Verdiinnung.

2.3.8 Kallosebestimmung

Die Kallosebestimmung erfolgte in Anlehnung an eine von Kauss (1989) entwickelte
Methode. Hierbei wird die Bildung eines fluoreszierenden Komplexes zwischen Kallose
und Sirofluor, einem Bestandteil von Anilinblau, ausgenutzt. Zur Extraktion der Kallose
wurden sieben 1 cm lange Wurzelspitzen in 1 mL 1 M NaOH fiir 0,5 min mit gepulstem
Ultraschall (Titanmikrospitze M73, 45 % Leistung, Sonoplus HD 70, Bandelin, Berlin)
und 1 min mit dem Potter (RW20, Janke & Kunkel, Staufen i. Br.) homogenisiert und
fiir 30 min bei 80 °C im Wasserbad inkubiert. Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei
12000 U min™! (Sorvall MC 12V, Du Pont de Nemours Co. Inc., Newton CONN., USA)
dienten zur Bestimmung der Gesamtfluoreszenz 120 pL Kallose-NaOH-Extrakt,
versetzt mit 750 uL Anilinblau-Glycin-NaOH-Pufferlosung (Anilinblau-Pufferlésung),
pH-Wert 9,5. Mit Hilfe einer Kontrollosung, bei der Anilinblau durch deionisiertes
Wasser ersetzt war, wurde die Autofluoreszenz der Proben ermittelt. Durch Zugabe
von Anilinblau-Pufferlésung zu 1 M NaOH ergab sich eine Verstdrkung der Fluores-
zenzintensitét. In der Annahme, daB3 diese Intensititsverstirkung gleichermaflen in den
Proben stattfindet, wurde die Differenz als Blindwert bezeichnet und subtrahiert.
Kallosebildung (=Kallosegehalt) und Kalloseinduktion wurden folgendermalien

berechnet:
Kallosebildung = (Gesamtfluoreszenz — Autofluoreszenz) —Blindwert

Kalloseinduktion = (Kallosebildung der Al-inkubierten Wurzeln)

- (Kallosebildung der Kontrollwurzeln)

20 min im Wasserbad bei 50 °C bewirkten die Entfirbung des Anilinblaus. Die
Intensitdt der Fluoreszenz wurde am Spektralfluorometer (F-2000, Hitachi Ltd., Tokyo,
Japan) bei 393 nm Anregungswellenlinge, 484 nm Emissionswellenldnge, 5 nm

Spaltbreite und 700 V Spannung gemessen.

Zur Kalibration wurde Pachyman von Poria cocos (Calbiochem, Bad Soden) mit einem

Polymerisationsgrad von 250-690 eingesetzt (Kauss, 1989), ein langkettiges 1,3-B-
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Glukan. Kallosegehalte und —induktion werden deshalb in der Einheit Pachymaniqui-

valent (PA) pro Wurzelspitze angegeben.

2.3.9 Bestimmung organischer Sauren

Organische Séduren wurden in Wurzelexsudaten und in Xylemséften bestimmt. Die
Bestimmung von organischen Sduren in Wurzelexsudaten erfolgte in Anlehnung an eine
von Maier (1997) entwickelte Methode. Partikuldre Verunreinigungen wurden durch
eine Filtration der Wurzelexsudatlosung durch Blaubandfilter (Schleicher & Schiill)
entfernt. Eine Elimination von Kationen erfolgte durch Perkolation von 70 mL Wurzel-
exsudatlosung durch 1 g Kationenaustauscher (5S0W-X8, 100-200 mesh, Hydrogenform,
BioRad Lab., Richmond CA, USA) in einer 6 mL Saule mit einem 75 mL fassenden
Aufsatz (Baker Spe 12 System, Baker Inc., Phillipsburg NJ, USA). Durch Spiilen mit
10 mL doppelt deionisiertem Wasser sollten noch im Kationenaustauscher befindliche
organische Sduren und Zucker herausgespiilt werden. Das Eluat wurde danach durch
eine Sdule mit 1 g Anionenaustauscher perkoliert. Durch Spiilen mit 10 mL doppelt
deionisiertem Wasser sollten Zucker eluiert werden. Organische Sduren wurden dann
durch 15 mL 8 M Ameisensédure von den Anionenaustauscherplitzen verdriangt. Durch
Vakuum-Zentrifugationsverdampfung (RC 10.22, Jouan GmbH, Unterhaching:
Heizstufe 1 fiir 320 min, mit Luftpulsation, Rest ohne Heizung, Kiltefalle: RCT 90,
Jouan GmbH, Drehschieber-Vakuumpumpe: RZ 5, Vacuubrand GmbH & Co, Wert-
heim) wurde die Ameisensdure bis zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in
0,5 mL 10 mM CIHO4 resuspendiert. Vor der Analyse erfolgte eine Zentrifugation
durch Zentrifugationsfilter (Ultrafree MC, 0,45 pum Porengréfe, Millipore Corp.,
Bedford, Mass, USA) bei 1000 xg fiir 1 min (Sorvall MC 12V, Du Pont de Nemours
Co. Inc., Newton CONN., USA). Auch Xylemsaft wurde vor der Analyse durch
Zentrifugationsfiltration gereinigt (vergl. 2.3.7).

Die Auftrennung der Sduren erfolgte mit einem isokratischen HPLC-System (HPLC
System 300 Kontron Intruments, Miinchen) mit einer Aminex HPX 87 H-Siule (300 x
7,8 mm, BioRad Lab., Richmond CA, USA). Vorgelagert war eine Vorsdule (Micro
Guard Cation-H', BioRad Lab.). Als Eluent wurde 10 mM CIHO4 mit einer FlieBrate
von 0,5 mL min™ bei 35 °C (Oven 480, Kontron Instr.) benutzt. Die Sduren wurden im
Eluat mit dem Detektor 332 (Kontron Instr.) bei einer Wellenldnge von 214 nm
detektiert. Zur Kalibration wurden Verdiinnungen von 1:20, 1:100 und 1:1000 eines

Standards folgender Zusammensetzung verwendet (mM): KNOs; 8, Oxalat 2, cis-
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Aconitat 0,01, Citrat 8, Glutarat 6, Malat 6, Malonat 20, trans-Aconitat 0,01, Succinat
200, Fumarat 0,3. Aufgrund der fiir organische Séuren im Standard ermittelten Reten-
tionszeiten konnten organische Séuren in den Proben identifiziert und mit Hilfe des
Programms KromaSystem 2000 (Kontron Instruments, Miinchen) ,,Peakflichen in
Konzentrationen umgerechnet werden. Auch wenn als Bezeichnung fiir die organischen
Séuren der Name des Carboxylat-Anions verwendet wird, ist darunter stets das Gleich-
gewicht zwischen Carbonsduren und Carboxylat-Anionen zu verstehen, das mit

sinkendem pH-Wert in Richtung der Sduren verschoben wird.

Um die Wiederfindung der organischen Sduren in der Wurzelexsudatlosung nach
Perkolation durch die Kat- und Anionenaustauscher und nach der Aufkonzentrierung
mittels Vakuum-Zentrifugationsverdampfung zu bestimmen, wurden 0,5 mL des 1:100
verdiinnten Standards im Verhéltnis von 1:140 mit doppelt deionisiertem Wasser
verdiinnt. Zwei dieser so verdiinnten Standardldsungen wurden jeweils zeitgleich mit
acht Proben der Wurzelexsudatlosung derselben Prozedur unterzogen. Die Wieder-
findung von Citrat, Glutarat, Malat und Succinat war mit 100, 102, 98 und 100 %
ausgezeichnet. Die Malonatkonzentration wurde um 46 % iiberschidtzt und in den
Proben korrigiert. Die Fumaratkonzentration wurde um 26 % {iberschitzt, cis-Aconitat-
und trans-Aconitatkonzentrationen des verwendeten Standards lagen unterhalb der
Nachweisgrenze. In den Wurzelexsudatlosungen waren Fumarat, cis- und trans-
Aconitatkonzentrationen jedoch bedeutungslos. Oxalat konnte nicht mit zufrieden-

stellender Genauigkeit bestimmt werden.

2.3.10 Berechnung der Al-Speziesverteilung mit GEOCHEM-PC

Zur chemischen Spezifikation von Al in Xylemséften und N&hrlosungen wurden
Berechnungen mit dem Computerprogramm GEOCHEM-PC Version 2.0 durchgefiihrt
(Parker et al., 1995). Mit Hilfe dieses Programms lassen sich Ionenspezifikationen von
Losungen im thermodynamischen Gleichgewicht modellieren. Ausfdllungen wurden bei
der Berechnung der Al-Speziesverteilung in Xylemsaft und Néhrlosung nicht erlaubt.
Eine Ausnahme stellt die Néhrlosungsvariante mit Al-Malat bei einem pH-Wert von 6,0
(2.2.3) dar. Hier wies eine Verminderung der Al-Konzentration durch Membran-
filtration auf Ausfillung von Al hin, weshalb in diesem Fall Ausfillungen bei der
Berechnung zugelassen wurden. Die Ionenstirke wurde im Xylemsaft aufgrund der

gemessenen lonenkonzentrationen, in der Nahrlosung aufgrund der Ionenkonzentra-
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tionen zu Versuchsbeginn berechnet und als Schitzwert fiir die von GEOCHEM-PC zu

berechnende lonenstirke eingegeben.

2.3.11 Licht- und Elektronenmikroskopie

Wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, wurden fiir die Licht- und Elektronenmikroskopie
1 cm lange Hortensienwurzelabschnitte hergestellt. Die Vorfixierung dieser Wurzel-
stiicke erfolgte bei 20 °C fiir 2 h in 1,5 % Glutardialdehyd in 50 mM PIPES-Puffer
(Merck, Darmstadt), pH-Wert 7,0 (Plattner und Zingsheim, 1987). Nach dreimaligem
Waschen mit PIPES-Puffer wurde fiir 75 min mit 1 Gew.-% Osmiumtetroxid in 50 mM
PIPES-Puffer (pH-Wert 7,0) nachfixiert und dreimal mit deionisiertem Wasser gespiilt.
Die Objekte wurden iiber Nacht im Exsikkator mit Aceton iiber CaCl, als Trocknungs-
mittel stufenlos bis zum Erreichen einer 70%igen Acetonkonzentration entwissert
(Sitte, 1962). Die restlichen 30 % Wasser wurden durch Aceton ersetzt, indem in
6 Stufen zweimal 50 % der Losung tropfenweise gegen die nidchsthohere Konzentration
ausgetauscht wurden und eine Adaptationsphase von je 30 min fiir die Gewebe folgte
(modifiziert nach Robinson et al, 1985). Zur Einbettung wurde das Aceton im
Verhéltnis von 1:1 (Vol.:Vol.) mit Durcupan ACM (Fluka, Buchs, Schweiz), einem
Epoxyharz, versetzt und das Aceton liber Nacht auf einem Rotor abgedampft. Fiir die
endgiiltige Einbettung wurden die Priparate in frisches Durcupan {iberfiihrt und dieses
im Wirmeschrank polymerisiert (24 h 40 °C, 48 h 60 °C). Zur Aushirtung lagerten die

Priparate mindestens einen Monat bei Zimmertemperatur.

Von den in Durcupan eingebetteten Wurzeln wurden mit einem Pyramitom (LKB,
Bromma, Schweden) 2 um dicke Semidiinnschnitte angefertigt und mit Methylenblau
nach Loffler (Romeis, 1948) angefarbt. Lichtmikroskopische Untersuchungen wurden
am Fotomikroskop Axiolab (MC80 HB050, Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Fiir die Schwarz-
Weill-Aufhahmen wurden Agfapan Professional Filme (25 ISO) verwendet. Vergrof3e-
rungen entstanden am Laborator 1200 (Durst, Bozen, Italien) auf Brovira Speed

Fotopapier (Agfa Deutschland, Koln).

Fir die Elektronenmikroskopie wurden mit dem Ultramikrotom OM-U3 (Reichert,
Osterreich) ultradiinne Wurzelquerschnitte (60-80 nm) hergestellt. Die Schnitte wurden
auf Langlochobjekttrager, beschichtet mit Pioloformfolie, aufgebracht und 20 min mit
2 Gew.-% wilrigem Uranylacetat und 4 min mit 6 Gew.-% alkalischem Bleicitrat

(Reynolds, 1963) nachkontrastiert.
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden am Transmissionselektronenmikroskop

Zeiss EM 10A (Zeiss, Oberkochen) angefertigt.

2.3.12 Lokalisation von Al, P, S und Ca mittels Elektronen-Energie-
Verlust-Spektroskopie (EELS) und Elektronen-Spektroskopischer-
Darstellung (ESI)

Die Elektronen-Energie-Verlust-Spektroskopie (engl.: electron energy loss spectro-
scopy, EELS) ermdglicht den Nachweis von Elementen in Ultradiinnschnitten in hoher
rdumlicher Auflosung. Grundlage dieser MeBtechnik ist der charakteristische Energie-

verlust eingestrahlter Elektronen durch Interaktion mit den Elementen der Probe.

Ultradiinnschnitte von in Durcupan eingebetteten Wurzelspitzen (2.2.2, 2.3.11) wurden
auf Kupfernetze (700 mesh hexagonal, Diinnsteg, Plano, Wetzlar) aufgebracht. Die
Aufnahme der Al-Spektren erfolgte in einem Zeiss EM 902 (Zeiss, Jena) bei einer
Beschleunigungsspannung von 81,50 bis 81,65 kV. Der charakteristische Energieverlust
der K-Schale des Al von AE=1600 eV wurde zum Nachweis benutzt. Fiir den
elementspezifischen Nachweis wurde von den Spektren als nicht elementspezifischer
Hintergrund der Mittelwert iiber den Bereich des Energieverlusts von AE = 1560 eV
subtrahiert. Der elementspezifische Energieverlust von 152, 200 bzw. 346 eV wurde

zum Nachweis von P, S bzw. Ca verwendet.

Durch Elektronen-Spektroskopische Darstellung (engl.: electron spectroscopic imaging,
ESI) kann die Verteilung eines Elements auf ultrastrukturellem Level bildlich darge-
stellt werden. Zur Darstellung der Zellstruktur wurde zunéchst ein Referenzbild des zu
messenden Ausschnitts bei einem Energieverlust von AE =240 eV aufgenommen.
AuBerdem wurden je ein Verteilungsbild bei elementspezifischem Energieverlust AE
(Al: 1600, P: 152, S:200eV) und des Hintergrunds (Al: 1560, P: 122, S 160 eV)
angefertigt. Ein errechnetes Differenzbild aus diesen beiden Bildern zeigte die Vertei-

lung des jeweils gemessenen Elements.

Diese sowie die unter 2.3.11 beschriebenen Arbeiten wurden mit freundlicher
Unterstiitzung der Arbeitsgruppe Herr Prof. Dr. H. Lehmann, Herr Dr. R. Stelzer und
Frau U. Kunz im Institut fiir Tier6kologie und Zellbiologie der Tierérztlichen

Hochschule Hannover durchgefiihrt.
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2.3.13 Ermittlung der Flache von Bliitenstanden

Um die Flache der Bliitenstinde zu berechnen, wurde ihr Durchmesser von oben
betrachtet an der breitesten Stelle (dm;) und senkrecht dazu an der breitesten Stelle
(dm,) gemessen. Da die Form der Bliitenstdnde nahezu elliptisch ist, wurde die Fliche
der Bliitenstinde nach der Formel fiir den Flacheninhalt (A) einer Ellipse berechnet:
A = 1/4 dm; dm,.

2.3.14 Ringelung zur Unterbrechung des Phloemtransports

Um lebende Zellen abzutoten, wurde ein 1,5 cm langer SproBabschnitt unterhalb des
Bliitenstands mit heilem Wasserdampf behandelt. Diese als Ringelung bezeichnete
Prozedur diente der Unterbrechung des Phloemtransports, wihrend Xylemsaft in den
toten Xylemzellen weiterhin transportiert werden sollte. Bei Pflanzen in Substratkultur
(2.2.7.2) fiihrte eine einminiitige Ringeldauer zur erkennbaren Abtotung des Gewebes,
Pflanzen in Néhrlsungskultur (2.2.7.2) bendtigten eine fiinfminiitige Behandlungs-
dauer (Abb. 2.8). An die Ringelstelle angrenzende Pflanzenteile wurden durch Ab-

deckung mit Papier vor Verbrithung geschiitzt. Zwei Zahnstocher, ober- und unterhalb

der Ringelstelle mit Parafilm umwickelt, dienten als Stiitze fiir die Ringelstelle.

Abb. 2.8: Ringelstelle von Hortensienpflanzen aus Substrat- (Ringeldauer: 1 min) und
Nahrlosungskultur (Ringeldauer: 5 min), fotografiert 7 bzw. 4 Tage nach
der Ringelung.

2.3.15 Gewinnung von Vakuolensaft aus Subepidermiszellen von Sepalen

mittels modifizierter DruckmeRBsondentechnik

Vakuoleninhalt wurde mittels modifizierter DruckmeBsondentechnik (Malone et al.,
1989) aus der zentralen Sepalenregion zwischen den 5 zentralen Leitbiindeln 1. Ord-

nung entnommen. Da Sepalenfarbstoff vor allem in Subepidermiszellen erkennbar ist
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(Allen, 1943 und eigene nicht dargestellte lichtmikroskopische Untersuchungen) und
orientierende EDX-Messungen auf einen hoheren Al-Gehalt in dieser Zellschicht als in
Epidermis- und Mesophyllzellen hinwiesen (nicht dargestellt), sollte Vakuolensaft aus
Subepidermiszellen entnommen werden. Um ein Einstromen des Epidermisvakuolen-
safts zu verhindern, wurde wéhrend des Durchstechens der Epidermiszelle ein Gegen-
druck in der Glaskapillare erzeugt. Zur Entnahme des Vakuolensafts aus der darunter-
liegenden Zellschicht wurde der Gegendruck aufgehoben und Vakuolensaft stromte
aufgrund des Turgors erkennbar in die Kapillare ein. Die Dauer der Vakuolensaft-
extraktion betrug weniger als 1 Sekunde. Vakuolensaft von jeweils 15 Einzelzellen
wurde in der Kapillare zu einer Mischprobe vereinigt und anschlieBend auf dem
Kiihltisch eines Nanoliterosmometers (Clifton Technical Physics, Hartford, NY, USA)

in wassergeséttigtem Silikondl bei 4 °C zwischengelagert.

2.3.16 Energiedispersive Rontgenmikroanalyse von Vakuolensaft

Tropfen der Standardléosungen mit 2,5, 5 und 10 mM AICl; wurden ebenso wie der
Vakuolensaft in wassergesdttigtes Silikondl pipettiert und davon definierte Volumina
von 10 pL mit einer Konstriktionspipette in die Maschenfelder von mit Pioloformfolie
beschichteten Kupfernetzen (Plano, Wetzlar) iibertragen. Von den Vakuolensaft-
Mischproben wurden mit derselben Konstriktionspipette 3 bis 4 Unterproben von 10 pL
auf dieselben Kupfernetze iibertragen (Hinde ef al., 1998). In jeden Vakuolensaft- und
Standardlosungstropfen wurden wieder mit derselben Konstriktionspipette 10 pL
200 mM Saccharose mit 50 mM Rubidiumchlorid als internem Standard (Hyatt und
Marshall, 1985; Bostrom et al., 1988; Hinde et al., 1998) pipettiert. Zur Entfernung des
Silikon6ls wurden die Kupfernetze nacheinander zunichst zweimal fiir 5 s in Hexan und
einmal in 2-Methyl-Butan (Isopentan) gewaschen und abschliefend im Luftstrom eines
Haarfons getrocknet. Die Saccharosematrix sollte eine gleichmiBige Auskristallisation
der Tropfen beim Trocknen bewirken. Fiir die Energiedispersive Rontgenanalytik (engl:
energy dispersive X-ray analysis, EDXA) wurden die Kupfernetze mit einer selbst-
klebenden, elektrisch leitfadhigen Folie auf Objekthaltern fixiert und zur Vorbereitung
der Messung auf dem Probentisch des Rasterelektronenmikroskops Philips XL-20 mit
Si/Li-Halbleiterdetektor (EDAX) befestigt. Der Neigungswinkel des Kupfernetzes zu
Elektronenstrahl und Rontgenstrahldetektor betrug jeweils 45°, der Abstand zwischen
Probenoberfliche und Rontgendetektor 11 bis 12 mm. Die Probentropfen wurden bei
1000facher VergroBerung gemessen, wobei die rechteckige MeBfliche der Tropfen-
grofle angepalit wurde. Die Beschleunigungsspannung betrug 20 kV, der Strahlstrom
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55 pA. Alle Proben wurden fiir 300 s (Nettomefzeit) dem gebiindelten Elektronenstrahl
ausgesetzt. Die Al-Konzentration konnte aufgrund der ermittelten ,,Peak‘/Hintergrund-
Verhiltnisse der Standardldsungen berechnet werden. Fiir Al-Bestimmungen eignet sich
Rubidium gut als interner Standard, weil sein ,,Peak® im Spektrum direkt nach dem Al-
,»Peak® folgt. Zur Korrektur von MeBlschwankungen, zum Beispiel durch elektrosta-
tische Aufladung, wurde stets der Quotient des ,,Peak*/Hintergrund-Verhéltnisses von

Al und Rubidium gebildet.

Diese Arbeiten wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn PD Dr. H.-W. Koyro
in der Zentralen Biotechnischen Betriebseinheit der Justus-Liebig-Universitidt Gieflen

durchgefiihrt.

2.4 Statistik

Fiir die varianzanalytische Verrechnung der Versuche wurde das Programm SAS
Version 6.12 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA 27513) verwendet. Multiple Mittel-
wertvergleiche wurden mit dem Tukey-Test durchgefiihrt. Nicht signifikante Unter-
schiede zwischen Mittelwerten sind in Abbildungen und Tabellen durch gleiche
Buchstaben gekennzeichnet, oder die Signifikanz von Unterschieden 146t sich anhand
der Grenzdifferenzen nach Tukey-Test bei vorgegebener Irrtumswahrscheinlichkeit von
5 % (GDr, 5 %) beurteilen. Zur Beurteilung der Korrelation zwischen Farbbonitur und
verschiedenen Parametern der Farbmessung, dem Substrat-pH-Wert sowie dem Al-
Gehalt der Sepalen wurde der Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient mit SAS
berechnet, da die Boniturnoten nicht metrisch, sondern ordinalskaliert sind. Bei allen
anderen Regressionsberechnungen wurden der Pearsonsche Korrelationskoeffizient r
bzw. das Bestimmtheitsma$8 r* mit dem Programm Sigma Plot Version 5.0 berechnet.
Bei der Angabe von Korrelationskoeffizienten und Ergebnissen des F-Tests stehen ***,
#% * ynd " fiir signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,1, 1, 5 und 10 %
und n. s. fir nicht signifikant. Standardabweichungen wurden in Abbildungen als
vertikale Balken dargestellt und im Text mit + gekennzeichnet. Der Variations-
koeffizient (CV) wurde nach der Formel CV = Standardabweichung x 100 / Mittelwert

berechnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 EinfluBR des Al-Angebots auf Al-Verlagerung und Blau-

farbung verschiedener Sorten in Substratkultur

Um die Zusammenhidnge zwischen Al-Angebot, pH-Wert des Substrats, Al-Verlage-
rung und Blaufarbung der Sepalen bei acht Hortensiensorten zu untersuchen, sollten
durch steigendes Al-Angebot im Substrat neben einer unbehandelten Kontrolle pH-

Werte von 5,0, 4,5 und 4,0 eingestellt werden (2.2.1).

3.1.1 Substrat-pH-Werte

Die Einstellung der angestrebten Substrat-pH-Werte von 5,0, 4,5 und 4,0 gelang fiir die
Sorten ‘Adria’, ‘Blauer Zwerg’ und ‘Elbtal’ relativ genau, wihrend die pH-Werte im
Mittel iiber alle acht Sorten um 0,3 bis 0,4 pH-Wert-Einheiten iiber den Ziel-pH-Werten
lagen. Der pH-Wert der Kontrolle betrug im Mittel iiber alle Sorten 6,1.

Die pH-Mittelwerte der Sorten wiesen bei der Kontrolle einen maximalen Unterschied
von 1,3 pH-Wert-Einheiten auf. Bei niedrigem Al-Angebot fiel dieser Unterschied
geringfiigig und bei hohem Al-Angebot mit 0,6 pH-Werteinheiten deutlich niedriger
aus. Der Substrat-pH-Wert der Sorte ‘Blauer Ball’ war durchschnittlich bei allen Al-
Behandlungsstufen hoher als der aller anderen Sorten, signifikant war dieser Effekt bei
allen Behandlungsstufen nur im Vergleich mit den Sorten ‘Adria’ und ‘Blauer Zwerg’.
Bei der hochsten Al-Behandlung lag der pH-Wert von ‘Blauer Ball” um 0,4 bis 0,6 pH-
Wert-Einheiten hoher als bei den anderen Sorten. ‘Elbtal’ und ‘Renate Steiniger’ wiesen
hier mit 4,1 den niedrigsten pH-Wert auf.

Die Interaktion zwischen Al-Angebot und Sorte beruhte weniger auf dem Einfluf} des
Al-Angebots als auf dem der Sorte. Wahrend die Reihenfolge der Al-Behandlungs-
stufen bei allen Sorten gleich war, unterschied sich die Reihenfolge der Sorten bei den
verschiedenen Al-Behandlungen. Unterschiede zwischen benachbarten Al-Behand-

lungsstufen waren jedoch nicht bei allen Sorten signifikant unterschiedlich.
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Abb. 3.1: pH-Werte im Substrat von acht Hortensiensorten bei der Bliite im April
1998 in  Abhéngigkeit vom  Al-Angebot (g Alx(SO4);x 18 HO
(L Substrat)"). MW: Mittelwert iiber acht Sorten. Mittelwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden. GDr, sy: fiir Sortenmittel-
werte getrennt nach Al-Angebot. n=4. Sortenreihenfolge entspricht ab-
nehmender Eignung zur Blaufarbung bei hohem Al-Angebot ermittelt durch
Farbbonitur (Abb. 3.2).

3.1.2 Sepalenfarbe

Farbbonitur

Die Blaufarbung, bewertet durch Farbbonitur, nahm im Mittel {iber alle acht Sorten
nach Al-Angebot von 3, 6 und 12 g Al-Sulfat zu (Abb. 3.2). Sie verbesserte sich von der
Boniturnote 3,0, iiber 3,9 auf 4,6. Wie ein Mittelwertvergleich getrennt nach Sorten
ergab, war die Interaktion zwischen Al-Angebot und Sorte nur auf die Sorten zuriickzu-
fiihren. Die Reihenfolge der Mittelwerte der Farbbonitur fiir die vier Al-Behandlungs-
stufen war bei allen Sorten gleich. Bei jeder Sorte verbesserte sich die Blaufarbung mit
jeder Erhohung des Al-Angebots signifikant. Deshalb wurden die Mittelwerte der Al-
Behandlungsstufen iiber alle Sorten trotz Interaktion verglichen. Ohne Al-Behandlung
waren die Bliiten aller Sorten in der Regel rosa gefédrbt und erhielten somit die Bonitur-
note 1. Nur bei einzelnen Pflanzen der Sorten ‘Renate Steiniger’, ‘Blauer Zwerg’ und
‘Elbtal’ war eine geringfiigige Blaufarbung erkennbar. Dies kann sowohl auf Verun-

reinigungen mit Al-Losung als auch auf eine lokal erhohte Verfiigbarkeit von in Ton
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gebundenem Al z. B. durch organische Séduren in Wurzelexsudaten zuriickzufiihren

sein.

Die Sorten unterschieden sich zum Teil signifikant in ihrer Blaufarbung. Abb. 3.3 zeigt
die unterschiedliche Verbesserung der Blaufdarbung nach der Al-Behandlung exempla-
risch fiir die Sorten ‘Blauer Ball’ und ‘Renate Steiniger’. Bei niedriger Al-Behandlung
unterschieden sich die Mittelwerte der Sorten um fast zwei Boniturnoten, bei hoher Al-
Behandlung verminderten sich diese Unterschiede auf weniger als eine Boniturnote. Bei
mittlerem und hohem Al-Angebot nahm die Blaufirbung der Sorten in folgender
Reihenfolge ab: ‘LK15°, ‘Blaumeise’, ‘Renate Steiniger’, ‘Adria’, ‘Blduling’, ‘Blauer
Zwerg’, ‘Elbtal’, ‘Blauer Ball’. In allen Sdulendiagrammen zu diesem Versuch sind die
Sorten in dieser Reihenfolge angeordnet. Bei niedrigem Al-Angebot belegten die Sorten
‘Blaumeise’, ‘Blauling’, ‘LK15° und ‘Adria’ die Rdnge 1 bis 4. ‘Renate Steiniger’

rangierte hier nur auf dem 5. Rang. Die drei letzten Range blieben unverindert.

6 S I I I F-Test:
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Abb. 3.2: Farbbonitur der Sepalen von acht Hortensiensorten bei der Bliite im April
1998 in  Abhidngigkeit vom  Al-Angebot (g Alx(SO4); x 18 HO
(L Substrat)'). MW: Mittelwert iiber acht Sorten. Mittelwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden. GDr, sy: fiir Sortenmittel-
werte getrennt nach Al-Angebot. n = 20.
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‘Blauer Ball’

g Al-Sulfat (L Substrat)’

Abb. 3.3: Pflanzen der Sorten ‘Blauer Ball’ und ‘Renate Steiniger’ bei der Bliite im
April 1998 in Abhéngigkeit vom Al-Angebot (g Alx(SO4);x 18 H,O
(L Substrat)™).

Farbmessung

Zusitzlich zur Farbbonitur wurde zur Bestimmung der Farbe der Sepalen auch eine
Farbmessung mit einem FarbmefBgerdt durchgefiihrt. Ein Vergleich von Abb. 3.2 mit
Abb. 3.4 zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung von Farbbonitur und Farbabstand
bei der Bewertung der Blaufarbung der Hortensiensepalen. Auch anhand des Parameters
Farbabstand wurde mit jeder Steigerung des Al-Angebots eine Verbesserung der
Blaufirbung gemittelt tiber alle Sorten nachgewiesen: von 3 ohne Al-Angebot tiber 37
und 45 auf 48 bei dem hochsten Al-Angebot. Bei Betrachtung jeder Sorte fiir sich
wurde die Blaufirbung bei dem hdochsten Al-Angebot nur bei der Sorte ‘Renate
Steiniger’ noch signifikant verbessert im Vergleich zum mittleren Al-Angebot. Der
Farbabstand der Kontrolle war grof3er als Null. Ursache hierfiir ist, da3 der Farbabstand
nur den Betrag des Farbunterschiedes angibt. Der Farbabstand der Kontrollpflanzen
wurde genau wie der Farbabstand nach Al-Behandlung mit einem gemittelten Wert der
vier Kontrollpflanzen als Bezugsbasis berechnet. Abweichungen von diesem Mittelwert
in unterschiedliche Richtungen erhielten kein unterschiedliches Vorzeichen und

summierten sich bei der Mittelwertbildung.

Relativ zu den anderen Sorten wurde die Blaufarbung der Sorte ‘Blaumeise’ anhand des
Farbabstands deutlich besser beurteilt als durch die Farbbonitur. Sie wies bei allen Al-

Behandlungen den hochsten Farbabstand auf. Auch die Blaufarbung von ‘Blauer Ball’
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wurde durch den Farbabstand im Sortenvergleich besser bewertet als durch die Farb-
bonitur. Dies brachte ‘Blauer Ball’ bei mittlerem Al-Angebot auf den vorletzten und bei

dem hochsten Al-Angebot sogar auf den drittletzten Rang.

Die relative Standardabweichung war beim Farbabstand deutlich kleiner als bei der
Farbbonitur. Dies konnte auf einer groBeren MeBgenauigkeit beruhen, ist jedoch
vermutlich vorwiegend darauf zuriickzufiihren, da3 der Farbabstand nur an der repré-

sentativen von den fiinf Pflanzen aus einer Reihe gemessen wurde.
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Abb. 3.4: Farbabstand der Sepalen von acht Hortensiensorten bei der Bliite im April
1998 in  Abhédngigkeit vom  Al-Angebot (g Alx(SO4); x 18 H,O
(L Substrat)). MW: Mittelwert iiber acht Sorten. Mittelwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden. GDr, so: fiir Sortenmittel-
werte getrennt nach Al-Angebot. n = 4.

Beziehung zwischen Substrat-pH-Wert und Sepalenfarbe

Der gemessene pH-Wert im Substrat und die Sepalenfarbe waren signifikant negativ
miteinander korreliert (Abb. 3.5). Dabei bestand zwischen pH-Wert und Farbbonitur
(r*=0,66"", Spearmanscher Rangkorrelationskoeffizient: r,=0,81"") eine etwas
engere Bezichung als zwischen pH-Wert und Farbabstand (1* = 0,58***). In
Abhidngigkeit vom gemessenen Substrat-pH-Wert lag die Blaufdrbung der Sorten
‘Adria’, ‘Blauer Zwerg’ und ‘Elbtal’ unter dem Durchschnitt, die der anderen Sorten

dariiber. Bei definiertem gemessenem Substrat-pH-Wert wiesen die sehr leicht blau zu
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farbende Sorte ‘Renate Steiniger’ und die nur schwer blau zu farbende Sorte ‘Blauer

Ball’ jeweils eine dhnliche, iiberdurchschnittliche Blaufarbung auf.
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Abb. 3.5: Beziehung zwischen dem gemessenen pH-Wert im Substrat und der
Farbbonitur (A) bzw. dem Farbabstand (B) der Sepalen. 8 Sorten mit jeweils
16 Wiederholungen.

3.1.3 Al- und Nahrstoffgehalte der Sepalen

Jede Steigerung des Al-Angebots und die damit verbundene Absenkung des Substrat-
pH-Werts fiihrte zu einer signifikanten Zunahme des Al-Gehalts der Sepalen gemittelt
tiber alle Sorten. Wie Abb. 3.6 zeigt, verdoppelte er sich von der niedrigen zur hohen
Al-Behandlung von 0,5 auf 1,0 mg Al (g TS) ™. Bei Betrachtung jeder Sorte fiir sich war
der Al-Gehalt der Sepalen bei dem hdchsten im Vergleich zum mittleren Al-Angebot
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jedoch nur bei den Sorten ‘LK15° und ‘Blaumeise’ signifikant erhoht. In den Kontrollen

wurden im Vergleich zu den Al-Varianten nur sehr geringe Al-Gehalte nachgewiesen.

Uberdurchschnittlich hohe Al-Gehalte in den Sepalen wiesen bei allen Al-Behandlun-
gen die Sorten ‘Adria’, ‘Blauling’ und ‘Blaumeise’ auf. Die Al-Gehalte von ‘Blauer

Ball’ und ‘Elbtal’ lagen hingegen deutlich, die von ‘Renate Steiniger’ leicht unter dem

Durchschnitt.
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Abb. 3.6: Al-Gehalt der Sepalen von acht Hortensiensorten bei der Bliite im April
1998 in  Abhidngigkeit vom  Al-Angebot (g Alx(SO4); x 18 HO
(L Substrat)™'). MW: Mittelwert iiber acht Sorten. Mittelwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden. GDr, so: fiir Sortenmittel-
werte getrennt nach Al-Angebot. n =4.

Die Abb. 3.7 verdeutlicht den iiber alle Sorten signifikanten Zusammenhang zwischen
der durch die Al-Behandlung erfolgenden Absenkung des Substrat-pH-Werts und dem
Al-Gehalt der Sepalen (r*=0,64 ), aber auch die bestechenden Sortenunterschiede.
Auch bei definiertem Substrat-pH-Wert lagen die Al-Gehalte der Sorten ‘Bléduling’,
‘Adria’ und ‘Blaumeise’ tiber dem Durchschnitt. Die sehr leicht zu blduenden Sorten
‘LK 15’ und ‘Renate Steiniger’ lagen hier jedoch zusammen mit der schwer zu blduen-

den Sorte ‘Blauer Ball’ im Mittelfeld, so daB3 allein ‘Elbtal” unter dem Durchschnitt lag.
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Abb. 3.7: Beziechung zwischen dem gemessenen pH-Wert im Substrat und dem Al-
Gehalt der Sepalen. 8 Sorten mit jeweils 16 Wiederholungen.

Wie in Abb. 3.8 zu sehen, korrelierte der Al-Gehalt der Sepalen sowohl mit der
Farbbonitur (r*=0,91"", Spearmanscher Rangkorrelationskoeffizient: r,=0,91"") als
auch mit dem Farbabstand (r* =0,96"") signifikant. Die Farbabstandswerte niherten
sich bereits bei niedrigerem Al-Gehalt der Sepalen dem Maximum an als die
Farbboniturwerte. Die Steigung der Farbabstandswerte war bei hoheren Gehalten als
0,5mg Al (g TS)" weniger steil als bei den Farbboniturwerten. Die Sorten ‘LK15’,
‘Blaumeise’ und ‘Renate Steiniger waren bei gegebenem Al-Gehalt iiberdurch-
schnittlich blau, unterdurchschnittlich blau waren ‘Adria’, ‘Blduling’” und ‘Blauer

Zwerg’.
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Tab. 3.1 zeigt die Gehalte an Kalium (K), Calcium (Ca), Phosphor (P) und Magnesium
(Mg) in Sepalen im Mittel {iber alle Sorten und in Abhédngigkeit von der Al-Behand-
lung. Wiahrend die Ca- und P-Gehalte mit steigendem Al-Angebot signifikant ab-

nahmen, waren die K- und Mg-Gehalte nicht vermindert.

Tab. 3.1: Mineralstoffgehalte (Standardabweichung) in den Sepalen bei der Bliite im
April 1998 in Abhidngigkeit vom Al-Angebot (g Aly(SO4);x 18 H,O
(L Substrat)™"). Mittelwerte (iiber acht Sorten) mit gleichen Buchstaben sind
nicht signifikant verschieden. n = 32.

Al-Angebot K-Gehalt Ca-Gehalt P-Gehalt Mg-Gehalt
g (L Substrat)” mg (g TS)”
0 12,7 (1,6) a 5,0 (0,9)a 2,9(0,4)a 1,8(0,3)a
3 13,2(2,1) a 4,6 (0,9) a 2,9 (0,6) a 2,1(0,4)b
6 12,9 (1,9) a 4,0 (0,7)b 2,7(0,5)b 2,0(0,4)b
12 13,3(2,1)a 3,6(0,7)b 2,4(0,5) ¢ 2,0 (0,4) ab
Ergebnisse des F-Tests
Al-Angebot n.s. otk oA woE
Sorte skoksk skoksk skksk koskok
Al X Sorte % skooksk skoksk +

3.1.4 Wachstum

Das Frischgewicht der Sprosse wurde durch niedriges und mittleres Al-Angebot nicht
negativ beeinflullt (Abb. 3.9). Das niedrige Al-Angebot fiihrte tendenziell sogar zu einer
leichten Erhohung des Frischgewichts. Erst bei hohem Al-Angebot war das Frisch-
gewicht gemittelt iiber alle Sorten signifikant reduziert, gegeniiber der Kontrolle um

14 %.

Bei hohem Al-Angebot entsprach die Reihenfolge der Sorten der fiir die Farbbonitur: Je
schlechter die Farbbonitur, desto geringer war auch das Frischgewicht. Aus dieser
Reihenfolge wichen nur die Sorten ‘Blauer Zwerg’ und ‘Elbtal’ nach oben ab. ‘Elbtal’
wies das hochste, ‘Blauer Ball” das niedrigste Frischgewicht auf. Dies waren die beiden

Sorten, die die zwei letzten Rénge bei der Farbbonitur belegt hatten.
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Abb. 3.9: Frischgewicht des Sprosses bei der Bliite im April 1998 in Abhéngigkeit
vom Al-Angebot (g Aly(SO4)s x 18 H,O (L Substrat)'). MW: Mittelwert
iiber acht Sorten. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant
verschieden. GDr, sy: fiir Sortenmittelwerte getrennt nach Al-Angebot.
n=4.

3.1.5 Al und organische Sauren im Xylemsaft — inklusiv berechneter Al-

Speziesverteilung

Um den Transport von Al in die Sepalen und die Form der Bindung von Al im Xylem-
saft zu untersuchen, wurden im Xylemsaft von drei unterschiedlich leicht blau zu
farbenden Sorten die Konzentrationen an Al, verschiedenen organischen Sduren und der

pH-Wert bestimmt.

Die Al-Konzentration im Xylemsaft wurde bereits durch die niedrige Gabe von 3 g Al-
Sulfat (L Substrat)’ bei allen drei Sorten gegeniiber der Kontrolle mindestens ver-
vierfacht (Abb. 3.10). Jedoch erst das mittlere Al-Angebot erhohte die Al-Konzentration
im Xylemsaft gegeniiber der Kontrolle bei allen Sorten signifikant. Bei den Sorten
‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’ war bei mittlerem Al-Angebot mit 0,30 bzw. 0,33 mM
bereits das Maximum der Al-Konzentration erreicht. Bei ‘Blauer Ball’ hingegen war die
Al-Konzentration mit 0,12 mM weniger als halb so hoch und wurde durch das hochste
Al-Angebot signifikant auf 0,24 mM verdoppelt. Die Al-Konzentration von ‘Blauer

Ball’ lag bei hochstem Al-Angebot zwischen der der beiden anderen Sorten.
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Wie Abb. 3.10 zeigt, stimmte die Citratkonzentration im Xylemsaft quantitativ weit-
gehend mit der Al-Konzentration iiberein. Bei den Sorten ‘Renate Steiniger’ und
‘Blauer Ball’ nahm die Citratkonzentration mit steigender Al-Behandlung signifikant
zu. Da jedoch bei der Kontrolle von ‘Adria’ nur bei einer Pflanze geniigend Xylemsaft
fiir die Bestimmung von organischen Sduren gewonnen werden konnte, war hier keine
signifikante Zunahme der Citratkonzentration mit steigendem Al-Angebot nachzu-
weisen. Wie bei der Al-Konzentration war auch bei der Citratkonzentration bei ‘Renate

Steiniger’ und ‘Adria’ bereits bei mittlerem Al-Angebot das Maximum erreicht.
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Abb. 3.10: Al- und Citratkonzentration im Xylemsaft von drei Hortensiensorten bei der
Bliite im April 1998 in Abhédngigkeit vom Al-Angebot (g Alx(SO4); x
18 H,O (L Substrat)'). Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht
signifikant verschieden (Tukey-Test, p <0,05). n=4 (* kennzeichnet eine
von 4 abweichende Anzahl an Wiederholungen).

Im Vergleich zu den anderen organischen Séuren spielte Citrat quantitativ jedoch nur
eine untergeordnete Rolle. Wesentlich hoher waren die Konzentrationen an Malat,
Malonat und Succinat, sie betrugen circa das 8-, 4- und 28fache der Citratkonzentration
(Abb. 3.11A, Tab. 3.2). Auch die Malat- und Malonatkonzentrationen nahmen gemittelt
iiber die drei Sorten mit steigendem Al-Angebot signifikant, die Succinatkonzentration
tendenziell zu. Gemittelt {iber alle Sorten und Al-Behandlungsstufen lag der Anteil von
Succinat-, Malat-, Malonat- und Citratkonzentrationen bei circa 70, 20, 10 und 2 % an
der Gesamtkonzentration aller gemessenen organischen Sduren. Trotzdem war Al nach

Berechnungen mit dem Spezifikationsprogramm GEOCHEM PC zu 40 bis 90 % mit
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Citrat komplexiert (Abb. 3.11B), zu 5 bis 55% mit Malonat, zu 1 bis 14 % mit Malat
und zu weniger als 4 % mit Succinat. Bei ‘Blauer Ball’ war Al nur zu 5 bis 8 % mit
Malonat komplexiert und spielte somit gemil diesen GEOCHEM-Berechnungen eine
deutlich geringere Rolle fiir die Komplexierung von Al als bei ‘Renate Steiniger’ und
‘Adria’, bei denen Al zu 16 bis 55 % mit Malonat komplexiert war. Bei ‘Adria’ hatte
die Komplexierung von Al durch Malat keine Bedeutung, weniger als 1 % Al war hier

mit Malat komplexiert.

Die Konzentrationen an Oxoglutarat, Oxalat und Fumarat lagen mindestens um den
Faktor 10 niedriger als an Citrat und spielten auch nach der Berechnung mit

GEOCHEM keine Rolle bei der Komplexierung von Al.

Bei der Berechnung der Al-Spezies mit GEOCHEM-PC wurden neben den Konzen-
trationen der Kationen K, Ca, Al, Mg, Mn, Zn, B und der organischen Siureanionen
Citrat, Malat, Malonat, Succinat und Oxalat auch die Konzentrationen der anorga-
nischen Anionen NO;, PO4, SOs und Cl beriicksichtigt. Die Konzentrationen der

anorganischen Anionen sind der Tab. 8.1 im Anhang zu entnehmen.

Da nicht mehr von allen Xylemséften ein ausreichendes Volumen vorhanden war, um
einen fiir jede der verschiedenen Sorten und Al-Behandlungsstufen reprasentativen pH-
Wert zu bestimmen, wurde bei den Berechnungen mit GEOCHEM-PC mit dem
Mittelwert {iber alle Sorten und Behandlungsstufen von 6,1 gerechnet. Tendenziell lag
der pH-Wert der Kontrollen bei 5,6 bis 5,7 und war nach Al-Behandlung auf 5,9 bis 6,6
erhoht.

Die Summe der Konzentrationen aller gemessenen organischen Sduren gemittelt {iber
alle drei Sorten war nach Al-Behandlung signifikant hoher als ohne Al-Behandlung
(Abb. 3.11A). Bei der Sorte ‘Renate Steiniger’ war die Summe der Konzentrationen
organischer Sduren bei niedrigem und mittlerem Al-Angebot mit circa 16 mM ungeféhr
doppelt so hoch wie bei ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’, bei hohem Al-Angebot lag sie mit

11 mM nur tendenziell iiber der der beiden anderen Sorten.
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Abb. 3.11: Konzentration organischer Sduren (A) und der nach Berechnung mit
GEOCHEM PC mit Al komplexierten organischen Sauren (B) im Xylemsaft
von drei Hortensiensorten bei der Bliite im April 1998 in Abhéngigkeit vom
Al-Angebot (g Alx(SO4); x 18 H,O (L Substrat) ™).

Tab. 3.2: Statistik zu Abb. 3.11 A

Citrat Malat Malonat Succinat Glutarat Oxalat Fumarat

Ergebnisse des F-Tests

Al-Gabe *x ok * + + n.s. n.s.
Sorte n.s. skskek skskok + skskok skskok +

Al x Sorte n.s. * n.s. n.s. + + n.s.
GDr, 59

RS 0,12 1,83 1,07 12,67 0,12 0,05 0,05

AD 0,68 3,53 0,93 10,26 0,05 0,05 0,01

BB 0,17 1,4 0,14 6,61 0,03 0,01 0,01

0 0,07 2,33 1,56 16,71 0,05 0,07 0,07

0,11 1,39 0,77 11,18 0,05 0,03 0,02

6 0,32 2,65 1,57 5,18 0,09 0,02 0,02

12 0,69 3,39 0,76 14,08 0,05 0,02 0,02
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Um den mdglichen Beitrag der verschiedenen Sduren zur Komplexierung von Al im
Xylemsaft abzuschitzen, wurde die Al-Konzentration mit der Konzentration orga-

nischer Sauren korreliert (Abb. 3.12).

Die Citratkonzentration korrelierte von den bestimmten organischen Sduren am engsten
mit der Al-Konzentration. Die Beziehung war mit Bestimmtheitsmaflen fiir ‘Renate
Steiniger’, ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ von 0,98, 0,79 und 0,82 mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von < 0,1 % signifikant. Dieses Verhiltnis war zudem fast dqui-
molar. Uberraschenderweise war das Verhéltnis zwischen Citrat und Al bei ‘Blauer

Ball” nicht kleiner, sondern geringfiigig grof3er als bei ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’.

Auch die Beziehung zwischen der Malat- und Al-Konzentration war bei allen drei
Sorten signifikant (r2 fiir RS: 0,44*, AD: 0,91***, BB: 0,31*), allerdings mit Ausnahme
von ‘Adria’ weniger eng als fiir Citrat. Die Steigung der Regressionsgerade der Malat-
und Al-Konzentration betrug bei den Sorten ‘Renate Steiniger’, ‘Blauer Ball’ bzw.

‘Adria’ 8, 5 bzw. 4.

Zwischen Malonat- und Al-Konzentration bestand bei den Sorten ‘Renate Steiniger’
und ‘Adria’ nur eine sehr lose Bezichung (r*: 0,277, 0,357). Bei ‘Blauer Ball’ war die
Steigung der Regressionsgerade von Malonat- und Al-Konzentration mit 0,4 deutlich

niedriger als flir ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’ mit 2, und 3,2.

Fiir die Succinatkonzentration war die Beziehung zur Al-Konzentration nur fiir ‘Adria’
und ‘Blauer Ball’ signifikant (r*: 0,93° ", 0,47"). Die Steigung der Regressionsgerade
lag zwischen 17 und 25.

Die Konzentrationen an Glutarat, Oxalat und Fumarat waren bei keiner Sorte signifikant
mit der Al-Konzentration im Xylemsaft korreliert (nicht dargestellt). Die einzige
Ausnahme hiervon bildete die Beziehung zwischen der Glutarat- und der Al-

Konzentration bei ‘Adria’(r* = 0,89"").
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Abb. 3.12: Beziehung zwischen der Al-Konzentration und den Konzentrationen an
Citrat, Malat, Malonat und Succinat im Xylemsaft von drei Hortensien-
sorten bei der Bliite im April 1998 nach unterschiedlichem Al-Angebot
(g Aly(SOy4); x 18 H,O (L Substrat)™).
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Sowohl die Al- als auch die Citratkonzentration im Xylemsaft waren eng mit dem Al-

Gehalt der Sepalen korreliert (Abb. 3.13). Bemerkenswerterweise war diese Korrelation

fiir die Citratkonzentration bei den Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’ (r2 =(,75%**,

0,71**) sogar enger als fiir die Al-Konzentration im Xylemsaft (1I* = 0,69%**, 0,53%).

Signifikante Beziehungen zum Al-Gehalt der Sepalen bestanden zusitzlich bei ‘Adria’
fiir Malat (r* = 0,59**) und Succinat (r* = 0,53*, nicht dargestellt) und bei ‘Blauer Ball’
fiir Malonat (r* = 0,27*, nicht dargestellt) und Succinat (r* = 0,26*, nicht dargestellt).
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3.2 EinfluB von Al auf Wurzelmorphologie und Al-Lokalisation

in der Wurzel

Um den EinfluB8 von Al auf die Morphologie der Wurzelspitze zu untersuchen, wurden
Wurzelspitzen von vier bewurzelten Stecklingen der Sorte ,Renate Steiniger’ ohne
vorherige Al-Behandlung mit Wurzelspitzen von vier Pflanzen nach dreitdgiger Al-
Behandlung verglichen (2.2.2). Abb. 3.14 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen von
Waurzelspitzen nach dreitagiger Behandlung mit 0 und 500 pM AICl; im Langsschnitt.
Nach Al-Behandlung waren im Vergleich zur Kontrolle folgende Verdnderungen zu
beobachten: a) Die Wurzelspitzen waren stirker abgerundet. Thr Durchmesser an der
dicksten Stelle war jedoch nicht deutlich erhoht. b) Die Zellen der dufleren zwei bis drei
Zellagen der Wurzelspitze waren auffillig vergroBert. ¢) Die Anzahl und GroBe von
Vesikeln und Vakuolen nahm in diesen Zellen deutlich zu. In der duBersten Zellschicht
waren die Vakuolen am gréfiten. d) In diesen Vesikeln und Vakuolen waren zum Teil
kornige Ablagerungen zu erkennen. Nach Al-Behandlung wurde eine erhohte Anzahl
und GroBle dieser kornigen Ablagerungen beobachtet. e) Die Zellstreckung begann
bereits in geringer Entfernung von der Wurzelspitze. Die vergroBerten Zellen im
Randbereich der Wurzelspitze, die erhohte Anzahl und GroBle an Vesikeln, Vakuolen

und Ablagerungen waren auch in Querschnitten zu erkennen (Abb. 3.15).

Noch deutlicher waren die Vakuolen und Ablagerungen auf elektronenmikroskopischen
Aufnahmen zu beobachten (Abb. 3.16). In diesen Ablagerungen wurde mittels EELS
nur nach Al-Behandlung der Wurzeln Al nachgewiesen. Ohne Al-Behandlung der
Wurzel wiesen sechs EELS-Messungen in Ablagerungen in Rhizodermiszellen und in
den vier duBeren Cortexzellen keinen ,,Peak® fiir Al auf. Nach Al-Behandlung fiel der
Al-Nachweis mittels EELS in je vier dieser Ablagerungen in Wurzelspitzen von zwei
Pflanzen positiv aus. Abb. 3.17 zeigt jeweils ein typisches EELS-Spektrum dieser
Ablagerungen in Wurzeln ohne bzw. mit Al-Behandlung. In Ubereinstimmung hiermit
wurde Al auch durch ESI nach der Al-Behandlung in diesen Ablagerungen lokalisiert,
wihrend auf dem Bild der Kontrollen kein Al nachzuweisen war (Abb. 3.18,

Abb. 3.19).
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100 pm

Abb. 3.14: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Wurzelspitzen im Lingsschnitt nach
dreitidgiger Behandlung der fiinf Wochen alten Hortensienstecklinge mit
0 (-Al) und 500 uM AICl; (+Al).

Abb. 3.15: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Wurzelspitzen im Querschnitt nach
dreitdgiger Behandlung der fiinf Wochen alten Hortensienstecklinge mit
0 (-Al) und 500 uM AICl; (+Al).
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Abb. 3.16: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Wurzelspitzen im Querschnitt
nach dreitidgiger Behandlung der 5 Wochen alten Hortensienstecklinge mit
500 pM AICls: Deformierte Kalyptrazellen (c), Rhizodermis (r), und
Cortex. Rahmen markiert AusschnittvergrofSerung von vakuoldren Abla-
gerungen in Cortexzellen (rechts).
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Abb. 3.17: EELS-Spektren von vakuoldren Ablagerungen in dulleren Cortexzellen nach
dreitdgiger Behandlung der 5 Wochen alten Hortensienstecklinge mit
(-Al) 0 und (+Al) 500 uM AICl;.
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Im Vergleich zur Transmissionselektronenmikroskopie (Abb. 3.16) werden durch ESI
schwarz und weil} invertiert, die elektronendichten Ablagerung werden deshalb durch
ESI hell dargestellt. In den Wanden der Rhizodermis- und dufleren Cortexzellen fiel der
Al-Nachweis grundsitzlich negativ aus, sowohl mittels EELS als auch mittels ESI.
Auch im Cytoplasma und in Vesikeln in der Ndhe von erkennbaren Ablagerungen war

Al nicht nachzuweisen.

1568 eV Aluminium

Abb. 3.18: ESI-Aufnahmen von vakuoldren Ablagerungen in einer dulleren Cortexzelle
von einer Wurzelspitze nach dreitdgiger Behandlung der 5 Wochen alten
Hortensienstecklinge mit 0 pM AICl;. (a) Ubersicht bei 240 eV mit
Zellwand (zw), Cytoplasma (cp) und Vakuole (v) mit Ablagerungen (va),
(b) nicht Al-spezifischer Hintergrund bei 1560 eV, (c) Al-spezifische
Aufnahme plus nicht Al-spezifischer Hintergrund bei 1600 eV, (d) Al-
Verteilung in der gezeigten Cortexzelle (a) (errechnetes Differenzbild von

(c) - (b)).

Abb. 3.19: ESI-Aufnahmen von vakuoldren Ablagerungen in einer dulleren Cortexzelle
von einer Wurzelspitze nach dreitdgiger Behandlung der 5 Wochen alten
Hortensienstecklinge mit 500 pM AICl;. (A) Ubersicht bei 240 eV mit
Zellwand (zw), Cytoplasma (cp) und Vakuole (v) mit Ablagerungen (va).
(B), (C) und (D) zeigen die Al-, P- und S-Verteilung in der gezeigten
Cortexzelle (A).
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Aufgrund ihrer hohen Ladungsdichte sind Al-Ionen in der Lage, Ca-lonen von ihren
Bindungsplétzen zu verdriangen. Ob ein Austausch von Ca durch Al in Ablagerungen
stattgefunden haben konnte, sollten Untersuchungen mittels EELS kldren. In vier
verschiedenen Ablagerungen einer Kontrollwurzel war jedoch kein Ca nachweisbar. Zur
Untersuchung der Zusammensetzung der Ablagerungen wurden EELS-Spektren und
ESI-Bilder fiir die Elemente P und S aufgenommen. Wahrend der Nachweis fiir diese
Elemente in Kontrollwurzeln negativ ausfiel, wurde nach Al-Behandlung eine Kolokali-

sation von Al, P und S festgestellt (Abb. 3.19).

Der Aufbau der Wurzel wurde anhand von Wurzelquerschnitten von der Wurzelspitze
bis zu einer Entfernung von 8 cm vom Apex untersucht. Abb. 3.20 zeigt ausgewéhlte
lichtmikroskopische Aufnahmen dieser Wurzelquerschnitte. Bereits in circa 1 mm
Entfernung von der Wurzelspitze wurden die ersten Xylemelemente beobachtet (nicht
dargestellt). In 1 cm Entfernung war die Unterteilung in Rinde und Zentralzylinder
bereits deutlich zu erkennen. Die Zellen der Xylemstrénge lieBen sich an ihren verdick-
ten Winden leicht identifizieren. In 2 cm Entfernung war auch das Phloem zwischen
den drei Xylemstrdangen ausgeprigt. In 4 cm Entfernung waren auBlerdem die Winde
der Zellen in der Mitte des Zentralzylinders verdickt und verholzt. In 7 cm Entfernung
war der gesamte zentrale Bereich des Zentralzylinders mit verholzten, dickwandigen
Zellen ausgefiillt. Diese werden in ihrer Gesamtheit als Holzteil (Xylem) bezeichnet.
Peripher zum Holzteil sind drei halbmondformig angeordnete Zellverbdnde des
Siebteils (Phloem) zu erkennen, zwischen Xylem und Phloem die in radialer Richtung
gestapelt erscheinenden Kambiumzellen. Die Anzahl der Xylemstrdnge von unter-

schiedlichen Wurzeln derselben Pflanze variierte zwischen zwei und vier.

Kontrdr zur Wurzelspitze wurden in mehr als 1 cm Entfernung von der Wurzelspitze
keine auffilligen Unterschiede zwischen den Al behandelten und den Kontrollwurzeln

beobachtet.
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100 pM

20: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Wurzelquerschnitten in 1, 2, 4 und

3.

Abb

Xylem: X, Phloem: P, Kambium: K.

9

7 cm Entfernung von der Wurzelspitze 13 Wochen alter Hortensien-

stecklinge. Rinde: R
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3.3 EinfluB der Al-Form auf Al-Aufnahme, -Verlagerung und

-Toxizitat

Zur Charakterisierung der Al-Aufnahme, -Verlagerung und -Toxizitdt verschiedener Al-
Formen wurden bewurzelte Stecklinge der Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’
fiir zwei Tage in Nahrlosung mit Al-Chlorid, -Malat und -Citrat bei einem pH-Wert von
4,3 und mit Al-Malat bei einem pH-Wert von 6,0 kultiviert (2.2.3).

3.3.1 Al-Speziesverteilung in der Nahrlosung

Die Al-Speziesverteilung der vier Nahrldsungsvarianten zu Beginn und Ende der Al-
Behandlung ist in Abb. 3.21 dargestellt. In dieser Abb. wurde das mit Aluminon
nachgewiesene Al als monomer bezeichnet. Der Anteil an komplexiertem Al wurde
berechnet als Differenz aus mit dem ICP gemessenem Al und dem monomeren Al. Da
vor der Al-Bestimmung mittels ICP die Nahrlosung durch Membranfilter (Porendurch-
messer: 0,2 um) filtriert wurde, um ausgefallenes, partikuldres Al zu entfernen, sollte
die Summe aus monomerem und komplexiertem Al das geldste Al représentieren.
Aufgrund der von den Pflanzen aufgenommenen Al-Mengen wurde die entsprechende

Verminderung der Al-Konzentration der Néhrldsung berechnet.

Zu Beginn der Al-Behandlung lieBen sich in den Varianten Al-Chlorid, -Malat und
-Citrat (pH 4,3) 95 bis 100 % der 500 uM Al in geldster Form mittels ICP wieder-
finden. In der Al-Malat-Variante (pH 6,0) waren hingegen nur 40 % wiederzufinden. In
der Al-Chlorid-Variante lag das gesamte geldste Al in monomerer Form vor. Durch
Zugabe von 750 uM Malat sank der Alpono-Anteil auf 50 %. Am niedrigsten war der
Alpono-Anteil mit 10 % in der Citrat-Variante, bei der Al-Malat-Variante (pH 6,0)
betrug er 60 %.

Im Verlauf der Al-Behandlung nahm die Konzentration an gelostem Al bei allen drei
Varianten mit niedrigem pH-Wert hochstens um 12 % ab, bei der Al-Malat-Variante
(pH 6,0) war die Abnahme mit 45 % sowohl prozentual als auch absolut am grofBten.
Die hohere Konzentration an geldostem Al nach der Behandlung in der Al-Citrat-
Variante diirfte auf MeBungenauigkeiten beruhen. Von den 500 uM Al in allen Nahr-
l6sungsvarianten wurden zwischen 4 und 20 % von den Pflanzen aufgenommen. Damit
kann die Abnahme der Konzentration an gelostem Al in den Chlorid und Malat-
Varianten (pH 4,3) teilweise und in der Malat-Variante (pH 6,0) vollstindig erklart

werden.
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Der Alnono-Anteil am gelosten Al nahm wihrend der Al-Behandlung bei der Malat-
(pH 4,3) und Citrat-Variante mit 19 bzw. 15 % leicht zu. In der Al-Chlorid-Variante
sank er hingegen von 100 % auf 73 %. Am niedrigsten war er zu Versuchsende mit

11 % in der Al-Malat-Variante (pH 6,0).

700
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Abb. 3.21: Al-Spezifizierung in den Néhrlosungsvarianten mit 500 uM Al-Chlorid,
-Malat und -Citrat (pH 4,3) und Malat (pH 6,0) zu Versuchsbeginn (B) und
-ende (E). Monomeres Al: mit Aluminon bestimmt, komplexiertes Al: mit
ICP gemessenes Al minus monomeres Al, aufgenommenes Al: berechnet
aufgrund der von den Pflanzen aufgenommenen Al-Menge.

Nach Berechnungen mit dem Programm GEOCHEM-PC lag Al in der Chlorid-Variante
bei Versuchsbeginn zu 100 % in monomerer Form vor, zu 67 % als freies Metall bzw.
zu 18 % mit SOy, zu 10 % mit OH und zu 5 % mit PO, komplexiert (nicht dargestellt).
In dieser Nahrlosungsvariante stimmten die Alpono-Bestimmung mit Aluminon und die
Berechnung iiberein, allerdings nur wenn bei der Berechnung Ausfillungen nicht
erlaubt wurden. Waren Ausfillungen jedoch erlaubt, sollte Al zu 89 % in fester Form

mit OH ausfallen.

Bei den Malat- und Citrat-Varianten (pH 4,3) war der berechnete Alpono-Anteil mit
2 bzw. 1 % deutlich niedriger als der gemessene. Das restliche Al sollte komplexiert mit

Malat bzw. Citrat vorliegen, unabhingig davon, ob Ausfillungen erlaubt waren.

Da die geringe, mit dem ICP wiedergefundene Al-Konzentration in der Variante Al-

Malat (pH 6,0) auf Ausfillungen hindeutet, wurden diese auch bei der Berechnung
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erlaubt. Der berechnete Anteil an ausgefallenem Al war mit 98 % wesentlich hoher als
das MeBergebnis. Mittels ICP konnten nur 60 % der 500 uM Al nicht wiedergefunden
werden und waren wahrscheinlich als Ausfillungen durch die Membranfiltration

entfernt worden.

3.3.2 Wurzelwachstum

Das Wurzelwachstum der Hortensienstecklinge unterschied sich in den drei Néhr-
l16sungsvarianten Al-Chlorid, -Malat und -Citrat bei einem pH-Wert von 4,3 nicht
signifikant. Dabei spielte es keine Rolle, ob das absolute Wurzelwachstum (Abb. 3.22),
die relative Wurzelwachstumsrate oder das prozentuale Wurzelwachstum (2.3.5)
betrachtet wurden oder das theoretisch zu erwartende Wachstum ohne Al-Behandlung
fiir den Zeitraum der Al-Behandlung errechnet und gleich 100 % gesetzt wurde (nicht
dargestellt). Das theoretisch wihrend der 48stiindigen Versuchsdauer zu erwartende
Wachstum ohne Al (Abb. 3.22) konnte aufgrund des Wachstums aller Versuchspflanzen
in den zwei Tagen vor Beginn der Al-Behandlung berechnet werden. Tendenziell war
das Wurzelwachstum von Stecklingen der Sorte ‘Renate Steiniger’ in der Al-Citrat-
Variante am geringsten. Bei ‘Blauer Ball’ hingegen war es mit Al-Citrat etwas stirker
als mit Al-Malat und mit Al-Chlorid am geringsten. Eine Erhéhung des pH-Werts von
4,3 auf 6,0 bei der Al-Malat-Variante fiihrte bei beiden Sorten zu einer Verdopplung des
Wachstums. Diese Wachstumsverdopplung war fiir ‘Renate Steiniger’ bei Berechnung
des prozentualen Wachstums (Wurzeltauchgewicht zu Beginn der Al-Behandlung
gleich 100 %) signifikant, aber nicht fiir ‘Blauer Ball’. Das absolute Wurzelwachstum
lag zwischen 0,6 g (RS, Al-Citrat) und 2 g (BB, Al-Malat, pH 6,0) pro Steckling in 2
Tagen. Wéhrend der Al-Behandlung wuchsen die Stecklinge der Varianten somit um
15 % bis 54 %. Das absolute Wurzelwachstum von ‘Blauer Ball’ war bei allen
Néhrlosungsvarianten durchschnittlich 35 % groBer als von ‘Renate Steiniger’. Dieser

Sortenunterschied war jedoch nicht signifikant.
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Abb. 3.22: Wurzelwachstum von Stecklingen der Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’
und ‘Blauer Ball’ wihrend eines 48stiindigen Angebots von 500 uM Al-
Chlorid, -Malat und -Citrat (pH 4,3) und -Malat (pH 6,0). n =4. Aufgrund
des Wachstums der 16 Versuchspflanzen pro Sorte in den zwei Tagen vor
der Al-Behandlung wurde das ohne Al (pH 4,3) zu erwartende Wachstum
fiir die Versuchsdauer errechnet.

3.3.3 Al- und Kallosegehalte der Wurzelspitzen

Die in der Nahrlosung angebotene Al-Form wirkte sich erheblich auf die Al-Gehalte der
Wurzelspitze aus (Abb. 3.23A). Der Al-Gehalt der Chlorid-Variante betrug gemittelt
iber beide Sorten 0,82 pg pro Wurzelspitze. In der Malat-Variante (pH 4,3) lag der Al-
Gehalt um 12 %, in der Citrat-Variante um 56 % niedriger. In der Malat-Variante
(pH 6,0) lag der Al-Gehalt um 83 % hoher als in der Chlorid-Variante. Die Sorten
unterschieden sich nicht signifikant beziiglich des Al-Gehalts der Wurzelspitzen.

Der Kallosegehalt in Wurzelspitzen der Chlorid-Variante betrug 0,24 pg Pachyman-
dquivalent (PA) pro Wurzelspitze (Abb. 3.23B). Im Vergleich hierzu wiesen Wurzel-
spitzen gemittelt liber beide Sorten bei niedrigem pH-Wert in der Malat-Variante einen
um 28 % und in der Al-Citrat-Variante um 71 % niedrigeren Kallosegehalt auf. In der
Malat-Variante bei dem hohen pH-Wert von 6,0 war der Kallosegehalt im Sortenmittel
um 56 % hoher als in der Chlorid-Variante. Wihrend beide Sorten in der Chlorid-
Variante denselben Kallosegehalt aufwiesen, war der Kallosegehalt der Sorte ‘Renate

Steiniger’ bei den restlichen drei Varianten um 45 - 65 % niedriger als bei ‘Blauer Ball’.
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Abb. 3.23: Al-Gehalte (A) und Kallosegehalte (B) von Wurzelspitzen der Hortensien-
sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ nach 48stiindigem Angebot von
500 uM Al-Chlorid, -Malat und -Citrat (pH 4,3) und -Malat (pH 6,0).
Gleiche Buchstaben kennzeichnen nicht signifikante Unterschiede zwischen
den Mittelwerten der Al-Formen iiber beide Sorten (Tukey-Test, p < 0,05).
n=4.

Wie in Abb. 3.24 zu sehen ist, korrelierten Al- und Kallosegehalte der Wurzelspitzen
bei den Sorten ‘Renate Steiniger’ (*=0,60"") und ‘Blauer Ball’ (* =0,69"") signifi-

kant positiv miteinander. Der Kallosegehalt von ‘Blauer Ball’ war bei gleichem Al-

Gehalt der Wurzelspitzen durchschnittlich hoher als bei ‘Renate Steiniger’.
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Abb. 3.24: Bezichung zwischen Al- und Kallosegehalten von Wurzelspitzen der
Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ nach 48stiindigem
Angebot von 500 uM Al-Chlorid, -Malat und -Citrat (pH 4,3) und -Malat
(pH 6,0).

3.3.4 AIl-Gehalt der Wurzel und verschiedener SproRfraktionen

Die Al-Form in der Nahrlosung hatte bei niedrigem pH-Wert keinen signifikanten
EinfluB3 auf die Al-Gehalte der Wurzeln (Abb. 3.25). Bei Al-Chlorid-Angebot betrug
der Al-Gehalt 3 mg (g TS)". Die Malat- und Citrat-Varianten wiesen nur geringfiigig
niedrigere Al-Gehalte als die Chlorid-Variante auf. Die Verminderung des Al-Gehalts
in der Citrat-Variante im Vergleich zur Chlorid-Variante fiel somit bei der Wurzel
weniger deutlich aus als bei der Wurzelspitze (Abb. 3.23A). In der Malat-Variante bei
hohem pH-Wert betrug der Al-Gehalt circa das Fiinffache der Varianten bei niedrigem
pH-Wert. Damit war dieser Unterschied auf der Ebene des gesamten Wurzelsystems
deutlich stirker ausgeprigt als auf der Ebene der Wurzelspitzen. Die Al-Gehalte der

Wurzeln beider Sorten unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Al-Malat- und Al-Citratangebot bewirkten bei niedrigem pH-Wert keine signifikante
Erhohung der in den Sprof8 verlagerten Al-Menge im Vergleich zu Al-Chlorid
(Tab. 3.3). Bei der Sorte ‘Renate Steiniger’ war die Al-Aufnahme in der Citrat-Variante
tendenziell sogar von 0,13 mg auf 0,08 mg im SproB3 vermindert. Auch die Al-Gehalte
in der basalen, medialen und apikalen SproBfraktion unterschieden sich bei Angebot

von Al-Malat und -Citrat im Vergleich zu -Chlorid bei niedrigem pH-Wert bei beiden
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Abb. 3.25: Al-Gehalt von Wurzeln der Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer
Ball’ nach 48stiindigem Angebot von 500 uM Al-Chlorid, -Malat und
-Citrat (pH 4,3) und -Malat (pH 6,0). Gleiche Buchstaben kennzeichnen
nicht signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Al-Formen
iber beide Sorten (Tukey-Test, p < 0,05). n = 4.

Sorten nicht signifikant (Abb. 3.26). Obwohl der Al-Gehalt in der Wurzel in der Malat-
Variante (pH 6,0) fiinfmal hoher war als in den Varianten bei niedrigem pH-Wert,
fiihrte dies nicht zu einer erhohten Al-Aufnahme in den SproB. Vielmehr wurden hier
von der in der gesamten Pflanze bestimmten Al-Menge nur 1,2 % Al im Sprof3 wieder-
gefunden. Das ist deutlich weniger als in den Varianten mit niedrigem pH-Wert, in
denen bei ‘Renate Steiniger’ 15 %, bei ‘Blauer Ball’ 11 % des gesamten Al in den
Sprof3 verlagert wurden. Auch absolut betrug die Al-Aufnahme des Sprosses mit
0,04 mg in der Variante Malat (pH 6,0) weniger als die Hélfte der Al-Aufnahme in den
anderen Varianten bei niedrigem pH-Wert. Im Sortenvergleich wies ‘Renate Steiniger’
gemittelt iiber alle vier Al-Varianten eine 50 % hohere Al-Aufnahme in den Sprof} als
‘Blauer Ball’ auf (nicht signifikant). Entsprechend lagen die Al-Gehalte von ‘Renate
Steiniger’ in der medialen SproBfraktion mit 0,09 mg (g TS)' um 55 % und in der
apikalen SproBfraktion mit 0,24 mg (g TS)' um 100 % signifikant hoher als von
‘Blauer Ball’. Wie ein Vergleich der Al-Gehalte in den verschiedenen SprofBfraktionen
zeigt, war der Al-Gehalt in der apikalen SprofBfraktion bei ‘Renate Steiniger’ circa
dreimal und bei ‘Blauer Ball’ circa doppelt so hoch wie in den basalen und medialen
SproBfraktionen, und zwar bei allen Al-Formen und einem pH-Wert von 4,3. Al wird

also offenbar bevorzugt in die SproB3spitze transportiert.
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Tab.3.3: In den SproB verlagerte Al-Menge bei den Hortensiensorten ‘Renate
Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ nach 48stiindigem Angebot von 500 uM Al-
Chlorid, -Malat und -Citrat (pH 4,3) und -Malat (pH 6,0). Gleiche Buch-
staben kennzeichnen nicht signifikante Unterschiede zwischen den Mittel-
werten der Al-Formen iiber beide Sorten (Tukey-Test, p <0,05). n =4.

Al-Form pH-Wert verlagerte Al-Menge
[mg pro Sprof3]

'Renate Steiniger' 'Blauer Ball'

Chlorid 4,3 0,13 0,07 a
Malat 4,3 0,13 0,07 a
Citrat 4,3 0,08 0,07 ab
Malat 6,0 0,04 0,03 b
F-Test: Al-Form; *** Sorte: n.s. Alx S: n.s.
F-Tests:
0,4 apikal
[ basal Al e
— 1 medial Sorte ***
@ 0,3 7 I apikal Alx S ns
RS medial
(@)] AI *kk
‘% 0.2 7 Sorte ***
o Al x S ***
(0]
(;? 0,1 basal
< Al ns
ﬂ;i Sorte ns
0,0 | | | Al xS ns

I
Sorte RS BB RS BB RS BB RS BB
Chlorid 4,3 Malat 4,3 Citrat 4,3 Malat 6,0

Al-Form und pH-Wert

Abb. 3.26: Al-Gehalte in den basalen, medialen und apikalen SproBfraktionen der
Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ nach 48stlindigem
Angebot von 500 uM Al-Chlorid, -Malat und -Citrat (pH 4,3) und -Malat
(pH 6,0). n=4.
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3.3.5 Wurzelfrischgewicht und exsudierte Xylemsaftmenge

Wie in Abb. 3.27 zu sehen ist, bestand eine enge positive Beziehung zwischen dem
Wurzelfrischgewicht der Hortensienstecklinge und der exsudierten Xylemsaftmenge
(r* = 0,93***). Durch das Sortieren der Stecklinge zu Versuchsbeginn wurde erreicht,
dal weder die Wurzelfrischgewichte noch die exsudierten Xylemsaftmengen der
unterschiedlichen Al-Varianten und Sorten signifikante Unterschiede aufwiesen
(Tab. 3.4). Folglich bestanden nur vernachldssigbar geringe Unterschiede zwischen den
Relationen von Xylemsaftkonzentration und exsudierter Stoffmenge (umol h™' Pflanze™
oder pmol h™' (g Wurzelfrischgewicht)') der verschiedenen Al-Varianten und Sorten.

Deshalb werden im folgenden alle Ergebnisse ausschlieBlich als Konzentrationen

prasentiert.
= 08
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Abb. 3.27: Beziechung zwischen dem Wurzelfrischgewicht und der wihrend 1,5h
exsudierten Xylemsaftmenge der Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’ und
‘Blauer Ball’ nach 48stiindigem Angebot von 500 uM Al-Chlorid, -Malat
und -Citrat (pH 4,3) und -Malat (pH 6,0).
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Tab. 3.4: Waurzelfrischgewicht und exsudierte Xylemsaftmenge der Hortensiensorten
‘Renate Steiniger’ (‘RS’) und ‘Blauer Ball’ (‘BB’) nach 48stlindigem
Angebot von 500 uM Al-Chlorid, -Malat und -Citrat (pH 4,3) und -Malat

(pH 6,0). n = 4.

Al-Form  pH-Wert Wurzelfrischgewicht exsudierte Xylemsaftmenge
[g] [g(1,5hx Pflanze)’]
'RS' 'BB' 'RS' 'BB'
Chlorid 4,3 53 6,5 0,34 0,28
Malat 4,3 5,1 6,0 0,29 0,39
Citrat 4,3 4,3 5,4 0,23 0,29
Malat 6,0 4,0 5,7 0,26 0,31

F-Test Al-Form: n.s.  Sorte:n.s.  Al-Form:n.s.  Sorte: n.s.

3.3.6 Al und organische Sauren im Xylemsaft

Die Al-Malat-Variante (pH 4,3) wies eine signifikant um 30 % erhdhte Al-Konzen-
tration im Xylemsaft auf im Vergleich zu den Al-Chlorid und -Citrat-Varianten bei
niedrigem pH-Wert (Abb. 3.28). Die Al-Konzentration im Xylemsaft einzelner Pflanzen
tiberstieg die in der Nahrlosung (0,50 mM) z. T. deutlich, im Extremfall um bis zu
0,18 mM. Gemittelt iiber Al-Form und Sorte betrug sie bei niedrigem pH-Wert
0,41 mM. Analog zur niedrigeren Konzentration an geldstem Al in der Nidhrlosung und
dem niedrigeren Al-Gehalt im Sprof3 in der Malat-Variante (pH 6,0) war auch die Al-
Konzentration im Xylemsaft um 85 % vermindert im Vergleich zu den Varianten bei
niedrigem pH-Wert. Im Sortenvergleich wies ‘Renate Steiniger’ eine signifikant hdhere
Al-Konzentration im Xylemsaft auf als ‘Blauer Ball’, gemittelt iiber die vier Varianten
um 22 %. Al-Konzentration und exsudierte Xylemsaftmenge waren nicht miteinander
korreliert. Monomeres Al konnte mit der Aluminon-Methode (2.3.7) weder in 1:30 noch
in 1:10 verdiinntem Xylemsaft nachgewiesen werden. Dabei spielte es keine Rolle, ob

Al in der Néhrlosung als Chlorid, Malat oder Citrat angeboten wurde.
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Abb. 3.28: Al-Konzentration im Xylemsaft der Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’ und
‘Blauer Ball’ nach 48stiindigem Angebot von 500 uM Al-Chlorid, -Malat
und -Citrat (pH 4,3) und -Malat (pH 6,0). Gleiche Buchstaben kennzeichnen
nicht signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Al-Formen
iber beide Sorten (Tukey-Test, p < 0,05). n = 4.

Auch auf die Konzentration organischer Sduren im Xylemsaft hatten die drei verschie-
denen Al-Formen in der Nidhrlésung bei niedrigem pH-Wert keinen signifikanten
EinfluB3 (Abb. 3.29). Selbst tendenziell war die Citratkonzentration bei Angebot von Al-
Citrat im Xylemsaft gemittelt iiber beide Sorten nicht hoher als bei Angebot von
Chlorid und Malat bei niedrigem pH-Wert. In der Malat-Variante (pH 6,0) war die
Citratkonzentration im Vergleich zu den anderen Varianten deutlich vermindert. Bei
allen anderen organischen Sduren unterschied sich die Malat-Variante (pH 6,0) nicht
signifikant von den {ibrigen Varianten. Im Unterschied zur Citratkonzentration war die
Malatkonzentration der Malat-Variante im Vergleich zur Chlorid-Variante zumindest
tendenziell erhoht, und zwar bei einem pH-Wert von 4,3 bei ‘Renate Steiniger’ und bei
einem pH-Wert von 6,0 bei beiden Sorten. Die Citrat-Variante wies tendenziell die
geringste Malatkonzentration auf. Die Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’
unterschieden sich nicht beziiglich ihrer Citrat-, Oxoglutarat- und Malatkonzentration
im Xylemsaft. Bei niedrigem pH-Wert lag die Malonatkonzentration von ‘Blauer Ball’
im Vergleich zu der von ‘Renate Steiniger’ um 42 % niedriger. ‘Blauer Ball’ wies
jedoch zweimal hohere Succinat- und Fumaratkonzentrationen als ‘Renate Steiniger’

auf.
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Abb. 3.29: Citrat-, Oxoglutarat-, Succinat-, Fumarat-, Malat- und Malonatkonzentration
im Xylemsaft der Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’
nach 48stiindigem Angebot von 500 uM Al-Chlorid, -Malat und -Citrat

(pH 4,3) und -Malat (pH 6,0). n=4.
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Die Citratkonzentration betrug 0,43 mM, gemittelt {iber die vier Al-Formen und beide
Sorten. Der Anteil an der Gesamtkonzentration aller gemessenen organischen Sduren
lag fiir Succinat, Malat, Malonat und Citrat bei 72, 14, 12 und 1,4 %, fiir Oxoglutarat
und Fumarat jeweils bei 0,2 % (nicht dargestellt). Trotzdem war Al nach Berechnungen
mit dem Spezifikationsprogramm GEOCHEM-PC (2.3.10, Ergebnisse nicht dargestellt)
zu 27 bis 60 % mit Citrat, zu 38 bis 72 % mit Malonat und zu weniger als 2,4 % mit
Malat und Succinat komplexiert. Bei ‘Blauer Ball’ war der berechnete, mit Citrat
komplexierte Al-Anteil circa zweimal hoher als bei ‘Renate Steiniger’. Bei ‘Renate
Steiniger’ sollte Malonat eine groBere Bedeutung fiir die Al-Komplexierung zukommen

als Citrat.

Wie Regressionsberechnungen zwischen den Konzentrationen an Al und der gemesse-
nen organischen Sduren im Xylemsaft ergaben, bestand ausschlielich zwischen der Al-
und der Citratkonzentration ein signifikanter Zusammenhang (Abb. 3.30, RS:

2 = 0,59%**% BB: 1 = 0,58%%%),

1.5 ® 'Renate Steiniger'
O 'Blauer Ball'
% ®)
= BB: r* = 0,58*** )
s 1.0 1 y =1,35x + 0,10
©
c
Q
N )
g 0,5
©
© ® RS: 2= 0,59***
y=0,88x + 0,14
0,0 +2 . : :

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Al-Konzentration [mM]

Abb. 3.30: Bezichung zwischen Al- und Citratkonzentration im Xylemsaft der Horten-
siensorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ nach 48stiindigem Angebot
von 500 uM Al-Chlorid, -Malat und -Citrat (pH 4,3) und -Malat (pH 6,0).
n=4.
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3.4 EinfluB eines kurzfristig niedrigen Al-Angebots auf die

Induktion von Al-Resistenz

Um die Moglichkeit der Induktion von Al-Resistenz bei Hortensien zu untersuchen,
wurden bewurzelte Stecklinge der Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ bei
niedrigem Al-Angebot von 25 und 50 pM Al fiir 7 Tage vorbehandelt und anschlielend
einem toxischem Angebot von 500 uM Al ausgesetzt (2.2.4).

3.4.1 Wurzelwachstum

Durch das niedrige Al-Angebot von 25 bzw. 50 uM war das relative Wurzelwachstum
im Vergleich zur Kontrolle nicht vermindert (Abb. 3.31A). AnschlieBende 4- bzw.
Ttagige Kultur bei 500 uM Al verringerten das relative Wurzelwachstum um circa 35 %
gegeniiber der Kontrolle (Abb. 3.31B). Signifikant war diese Verminderung nur nach
7 Tagen und Vorbehandlung mit 0 und 25 uM Al. Die Vorbehandlung bei niedrigem
Al-Angebot bewirkte jedoch kein erhohtes Wachstum im Vergleich zur nicht vorbehan-

delten Variante, wie es bei einer Induktion von Al-Resistenz zu erwarten gewesen wire.

X 175 175
€ 150_A 150_B a 4Tage
% a a a 7 7 Tage
S 125 - a 125 - a a
] b
2 100 A l 100 - b a |7
S 7 |1 T
5 75 75 — % T
> 50 504 [ %
o 2 2
£ 251 25+ Y 7
g o ? { T 0 Z | 2 i
0 25 50 O g s
Al-Angebot [uM] Al-Angebot [uM]
7 Tage 7 Tage/ 4 bzw. 7 Tage

Abb. 3.31: Relatives Wurzelwachstum der Sorte ‘Renate Steiniger’ ohne und bei
niedrigem Al-Angebot von 25 und 50 uM fiir 7 Tage (A) und Einfluf} dieser
Vorbehandlung auf das relative Wurzelwachstum wéhrend einer 4- und
7tagigen Behandlung mit 500 uM Al (B). Relative Wurzelwachstumsrate
der Kontrolle gleich 100 % gesetzt. Gleiche Buchstaben kennzeichnen nicht
signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Al-Vorbehand-
lungen (Tukey-Test, p <0,05). n=12.
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3.4.2 Al- und Kallosegehalte in Wurzelspitzen

Nach Vorbehandlung:

Die 7tigige Vorbehandlung mit 25 bzw. 50 uM Al fiihrte zu einer signifikanten
Erhohung der Al-Gehalte um circa 0,2 pg Wurzelspitze im Vergleich zur Kontrolle bei
den Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ (Abb. 3.32A). Trotz des erhdhten Al-
Gehalts der Wurzelspitzen war der Kallosegehalt signifikant um mehr als die Halfte

vermindert (Abb. 3.32B).

Nach Vorbehandlung und einem Tag bei 500 uM Al:

Nach der Vorbehandlung und einem zusétzlichen Tag bei 500 uM Al war der Al-Gehalt
der Wurzelspitzen im Vergleich zur Kontrolle (0/0) um 0,7 ng Wurzelspitze™ erhoht,
gemittelt {iber die drei Al-Varianten und beide Sorten (Abb. 3.32C). Der Al-Gehalt der
mit 25 pM vorbehandelten Variante (25/500) unterschied sich bei beiden Sorten nicht
von der nicht vorbehandelten Variante (0/500). Die Vorbehandlung mit 50 uM Al
erhohte den Al-Gehalt bei beiden Sorten signifikant. Diese Tatsache beruhte nur bei
‘Renate Steiniger’ auf einer héheren Aufnahme wiéhrend des einen Tages bei 500 uM
Al im Vergleich zur nicht vorbehandelten Variante. Bei ‘Blauer Ball’ hingegen lie3 sich
der hohere Al-Gehalt allein auf den bereits nach der Vorbehandlung mit 50 uM Al
erhohten Ausgangsgehalt zuriickfithren. Die Sorte ‘Renate Steiniger’ wies einen um den
Faktor 1,7 hoheren Al-Gehalt in den Wurzelspitzen als ‘Blauer Ball’ auf, gemittelt iiber

die drei Al-Varianten.

Der Kallosegehalt der nicht vorbehandelten Variante (0/500) nahm wihrend der
Itdgigen Al-Behandlung mit 500 uM im Vergleich zur Kontrolle (0/0) signifikant zu,
bei beiden Sorten um 0,27 pg PA Wurzelspitze™ (Abb. 3.32D). Die Vorbehandlung mit
25 bzw. 50 uM Al verringerte die Induktion der Kallosebildung wéhrend der 500 uM
Al-Behandlung signifikant um mehr als die Halfte verglichen mit der nicht vorbehan-
delten Variante (0/500). In der Variante 50/500 war die Kalloseinduktion sogar so stark
vermindert, daf} sich der Kallosegehalt nicht mehr signifikant von dem der Kontrolle
(0/0) unterschied. Auch zwischen den Kallosegehalten beider Sorten bestand kein

Unterschied.
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Abb. 3.32: Aluminium- (A) und Kallosegehalte (B) von Wurzelspitzen (1 cm) der
Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ ohne und bei niedrigem Al-
Angebot von 25 und 50 uM fiir 7 Tage und EinfluB3 dieser Vorbehandlung
auf Al- (C) und Kallosegehalte (D) nach 1tdgiger Behandlung mit 500 uM
Al. Gleiche Buchstaben kennzeichnen nicht signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten der Al-Vorbehandlungen iiber beide Sorten
(Tukey-Test, p <0,05). RS: n=3,BB: n=09.

Nach Vorbehandlung und 7 Tagen bei 500 uM Al:

Nach 7tiagiger Behandlung mit 500 uM Al lagen Al- und Kallosegehalte der Wurzel-
spitzen der Sorte ‘Renate Steiniger’ (Abb. 3.33A, B) auf dhnlichen Niveau wie bereits
nach Itigiger Behandlung, gemittelt {iber die drei Al-Varianten. Allerdings wies nicht
mehr die Variante 50/500 den hochsten Al-Gehalt auf, sondern der Al-Gehalt der
Variante 25/500 tibertraf den der Varianten 0/500 und 50/500 um 24 %. Ein Einfluf} der
Vorbehandlung auf die Induktion von Kallose lief sich nach der 7tdgigen Behandlung
mit 500 uM Al nicht mehr nachweisen.



Ergebnisse 71

1,5 0,4
A c _ B b
- ‘Tq_)
A [ s -8 o3 '
== 1,0 - b T o b
=3 1 c 0
£ 3 Lo 5% ]
5% 55 021
i5 o=
<=z 05 S < 7
2 %) 0,1 a “
= ] 2 %
0,0 E | | 0,0 i i i f
Q Q Q Q Q Q Q Q
Q 6\60 @6\60 69\60 Q 0\60 16\60 66\60
Al-Angebot [uM] Al-Angebot [uM]
7 Tage / 7 Tage 7 Tage / 7 Tage

Abb. 3.33: EinfluBl der Vorbehandlung ohne und bei niedrigem Al-Angebot von 25 und
50 uM fiir 7 Tage auf Al- (A) und Kallosegehalte (B) von Wurzelspitzen der
Sorte ‘Renate Steiniger’ nach 7tigiger Behandlung mit 500 uM Al. Gleiche
Buchstaben kennzeichnen nicht signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Al-Vorbehandlungen (Tukey-Test, p <0,05). n=9.

3.4.3 Al-Gehalte von Wurzel und Sprof

Die Wurzel der Sorte ‘Blauer Ball’ wies nach Itdgiger Behandlung mit 500 pM einen
Al-Gehalt von 4,1 mg (g TS)"' in der nicht vorbehandelten Variante (0/500) auf
(Abb. 3.34A). Die Vorbehandlung mit 25 bzw. 50 uM Al fithrte zu einer jeweils
signifikanten Erh6hung des Al-Gehalts um den Faktor 1,6 bzw. 1,9. Der Al-Gehalt des
Sprosses (Abb. 3.34B) betrug nur 1,4 % vom Al-Gehalt der Wurzel bei der nicht
vorbehandelten Variante (0/500). Die durch die Vorbehandlung bewirkte Erh6hung des
Al-Gehalts fiel im Sprof8 wesentlich starker aus als in der Wurzel. Die Vorbehandlung
mit 25 bzw. 50 uM Al erhohte den Al-Gehalt im Spro3 um den Faktor 5,7 bzw. 6,5.
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Abb. 3.34: Einfluf} der Vorbehandlung ohne und bei niedrigem Al-Angebot von 25 und
50 uM fiir 7 Tage auf die Al-Gehalte in Wurzel (A) und Sprof3 (B) der Sorte
‘Blauer Ball’ nach 1tdgiger Behandlung mit 500 uM Al. Gleiche Buch-
staben kennzeichnen nicht signifikante Unterschiede zwischen den Mittel-
werten der Al-Vorbehandlungen (Tukey-Test, p <0,05).n=9.

3.5 EinfluBR von Al auf die Exsudation organischer Saure-

anionen durch die Wurzel

Ob die Al-Resistenz der Hortensie auf der Ausscheidung von organischen Séuren
beruhen konnte, sollte durch die Analyse von organischen Sduren in Wurzelexsudaten
nach Al-Angebot untersucht werden (2.2.5). Bereits nach vierstiindiger Al-Behandlung
waren die Exsudationsraten fiir Citrat, Malat und Succinat im Vergleich zur Kontrolle
signifikant erhoht (Abb. 3.35). Fiir Citrat nahmen sie nach 24stiindiger Behandlung
(davon 22 h mit Al) tendenziell weiter zu, blieben nach 48 h (davon 44 h mit Al) jedoch
auf demselben Niveau. Die Malatexsudationsrate verdnderte sich im Anschluf3 an die
4stiindige Al-Behandlung nicht weiter. Nach 48stlindiger Behandlung wurde Succinat
mit 116 nmol (h g FG)" mit der hchsten Rate exsudiert, gefolgt von Citrat, Malonat,
Malat und Glutarat mit 9,0, 8,6, 3,8 und 2,4 nmol (h g FG)‘I. Die Exsudationsraten von
Malonat und Glutarat unterschieden sich mit und ohne Al-Behandlung nicht vonein-
ander (nicht dargestellt). Der Al-Gehalt in den Wurzeln betrug nach der 48stiindigen
Behandlung 2,4 mg (g TS)" und in den Sprossen 0,1 mg (g TS)" (nicht dargestellt). Das
Wurzelwachstum war durch die Al-Behandlung nicht signifikant vermindert (nicht

dargestellt).
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Abb. 3.35: Citrat-, Malat- und Succinat-Exsudationsraten von Wurzeln der Hortensien-
sorte ‘Renate Steiniger’ 0, 4, 24 und 48 h nach Behandlungsbeginn, davon
0, 4, 22 und 44 h bei einem Al-Angebot von 500 pM. Sammlung der Ex-
sudate fiir jeweils 2 h in 100 uM CaCl,, pH-Wert 4,3. Gleiche Buchstaben
kennzeichnen nicht signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
der Kontrollen und der Al-Behandlungen (Tukey-Test, p <0,05). n= 6.
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3.6 Al-Verlagerung in den Blitenstand und Blaufarbung in

Nahriosungskultur

Die Al-Verlagerung aus der Néhrlosung in die Bliitenstinde sollte durch Bestimmung
des Al-Gehalts von Internodien, Blattpaaren, Rispendsten und Sepalen von bewurzelten
Bliitenstecklingen der Sorten ‘Renate Steiniger’, ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ nach 0-, 2-,
5-, 10- und 15tigiger Behandlung mit 500 uM AICI; untersucht werden (2.2.6).

3.6.1 Al-Gehalte

Die Al-Gehalte der Rispendste erster und zweiter Ordnung sowie der Sepalen nahmen
bei allen Sorten mit ldingerer Behandlungsdauer zu (Abb. 3.36). Eine Ausnahme hiervon
bildete nur die Sorte ‘Renate Steiniger’, die bereits nach 5 Tagen maximale Al-Gehalte

aufwies.

Bereits nach 5 Tagen betrug der Al-Gehalt in den Sepalen der Sorte ‘Renate Steiniger’
0,74 mg (g TS)"'. Damit wurde der Al-Gehalt von ‘Adria’ um das 30fache und von
‘Blauer Ball’ um das 55fache iibertroffen. Nach 15tdgiger Al-Behandlung erreichte
‘Adria’ mit 0,67 mg (g TS)" einen dhnlichen Al-Gehalt wie ‘Renate Steiniger’ bereits
nach 5 Tagen. ‘Blauer Ball’ wies nach 15 Tagen einen um den Faktor 4 niedrigeren Al-
Gehalt in den Sepalen auf als ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’. Die Al-Gehalte in den
Sepalen lagen gemittelt iiber alle Sorten und Erntetermine um den Faktor 2,3 und 2,1

hoher als in den Rispenésten erster und zweiter Ordnung.

Wie Abb. 3.37 zeigt, traten nach 15tdgigem Al-Angebot innerhalb einer Sorte grofle
Unterschiede zwischen den Einzelpflanzen beim Al-Transport von der SprofB3basis zu
den Sepalen auf. Diese iibertrafen teilweise die Sortenunterschiede deutlich. Einige
Einzelpflanzen wiesen in den basalen Bléttern und Internodien niedrige Al-Gehalte auf,
wihrend in den apikalen Blittern und Sepalen relativ hohe Al-Gehalte beobachtet wur-
den (RS 2, RS 3, BB 3). Bei anderen Einzelpflanzen wiesen basale oder mediale Inter-
nodien wesentlich hohere Al-Gehalte als apikale Internodien auf (RS 1, RS 4, AD 1).
Die Al-Gehalte in den Blittern dhnelten zum Teil den Al-Gehalten der entsprechenden
Internodien oder iibertrafen diese zum Teil um ein Vielfaches. Insbesondere in den
apikalen Blattpaaren fand bei den meisten Pflanzen von ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’
eine starke Al-Akkumulation statt (RS 2 - 4, AD 1-3), so daB} hier durchschnittlich
hohere Al-Gehalte als in den entsprechenden Internodien und in den Sepalen erreicht

wurden. Auch in den apikalen Bléttern von zwei Pflanzen der Sorte ‘Blauer Ball” waren
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Abb. 3.36: Al-Gehalte in Rispenidsten erster und zweiter Ordnung und in Sepalen von
bewurzelten Bliitenstecklingen der Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’,
‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ nach 0-, 2-, 5-, 10- und 15tigigem Angebot von
500 uM  AICl;. GDr, sy: fiir Sortenunterschiede getrennt nach Al-
Angebotsdauer. n = 4.
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Abb. 3.37: Al-Verteilung in bewurzelten Bliitenstecklingen nach 15tdgigem Angebot
von 500 uM AICl;. Numerierung der Blétter und Internodien an der Sprof3-
basis (links) mit 1 beginnend, aufsteigend in Richtung Bliitenstand (rechts):
Rispendsten erster (R1) und zweiter Ordnung (R2) und Sepalen (S).
Untereinander dargestellt je vier Einzelpflanzen der Hortensiensorten
‘Renate Steiniger’ (RS 1-4), ‘Adria’ (AD 1-4) und ‘Blauer Ball’ (BB 1-4).
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die Al-Gehalte leicht erhoht (BB 1, BB 3). In drei Einzelpflanzen (AD 4, BB 2, BB 4)
erfolgte keine nennenswerte Al-Verlagerung in den Sprof. Im Mittel iiber alle
12 Einzelpflanzen wiesen die Al-Gehalte von Internodien und Blittern deutlich héhere

Variationskoeffizienten als die Al-Gehalte der Sepalen auf.

3.6.2 Beziehung zwischen Al-Gehalt und Farbe der Sepalen

Die ersten Anzeichen der Blaufdarbung lieBen sich bei ‘Renate Steiniger’ bereits nach
2 Tagen, bei ‘Adria’ nach 3 und bei ‘Blauer Ball’ nach 5 Tagen erkennen (nicht darge-
stellt). Abb. 3.38 zeigt die typische Blaufarbung von bewurzelten Hortensienstecklingen
nach 15tigiger Al-Behandlung. Die Farbunterschiede von Einzelpflanzen einer Sorte zu
einem Erntetermin betrugen allerdings bis zu zwei Boniturnoten. Der Al-Gehalt der
Sepalen war iiber die drei Sorten hinweg signifikant positiv mit der Blaufdarbung der

Sepalen korreliert (Abb. 3.39).

Abb. 3.38: Foto von bewurzelten Bliitenstecklingen der Hortensiensorten ‘Renate
Steiniger’, ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ nach 15tdgigem Angebot von 500 uM
AlCl;.
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Abb. 3.39: Beziechung zwischen dem Al-Gehalt und der Farbbonitur von Sepalen der
Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’, ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ nach 0- bis
15tdgigem Angebot von 500 uM AICIl;. * aufgrund von starken Nekrosen
nicht bei Korrelationsberechnung berticksichtigt.

3.7 EinfluRfaktoren auf die Al-Verlagerung in die Sepalen

3.7.1 BlitenstandsgroRe

Die Al-Verlagerung in Bliitenstinde verschiedener Grofe wurde untersucht, um
herauszufinden, ob bestimmte Entwicklungsphasen von besonderer Bedeutung fiir die
Al-Verlagerung in die Bliitenstinde sind (2.2.7.1). Die aus dem Substrat in die
Bliitenstéinde verlagerte Al-Menge war positiv linear mit dem Trockengewicht und der
Fliche der Blitenstinde korreliert (Abb. 3.40A und B). Der Al-Gehalt betrug
durchschnittlich 0,69 mg (g TS)" und war nicht signifikant mit dem Trockengewicht
(Abb. 3.40C) oder der Flache der Bliitenstinde korreliert (nicht dargestellt).
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Abb. 3.40: Bezichung zwischen der in die Bliitenstinde der Hortensiensorte ‘Renate
Steiniger’ aufgenommenen Al-Menge und dem Trockengewicht (A) bzw.
der Fliche (B) der Bliitenstinde. (C) Beziehung zwischen Al-Gehalt und
Trockengewicht der Bliitenstéinde. Pflanzen zuvor fiir 12 Monate in Substrat
kultiviert, Substrat-pH-Wert durch Gieflen von 10 g Al(SO4); x 18 H,O
(L Substrat)” auf 3,8 abgesenkt.
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3.7.2 Unterbrechung des Phloemtransports durch Ringelung

Mittels Unterbrechung des Phloemtransports durch Ringelung der SproBachse unter
dem Bliitenstand (2.3.14) sollte untersucht werden, ob Al im Phloem in den Bliitenstand
verlagert wird. Die Untersuchungen wurden an Pflanzen in Substrat und in Nahr-

16sungskultur durchgefiihrt (2.2.7.2).

Substratkultur:

Sieben Tage nach der Ringelung wiesen die Sepalen und Doldenstiele der unterhalb der
Bliitenstiinde geringelten Hortensientriebe der Sorte ‘Renate Steiniger’ nur geringfiigig,
nicht signifikant niedrigere Al-Gehalte auf als die der nicht geringelten Triebe
(Abb. 3.41). Die Al-Gehalte im Stengelstiick unter der Ringelstelle und einem ent-
sprechenden Stengelstiick der ungeringelten Triebe unterschieden sich nicht. Zum Zeit-
punkt des Ringelns betrug die Fliche sowohl der nicht geringelten als auch der
geringelten Bliitenstinde durchschnittlich 52 cm®. Sieben Tage spiter war die Fliche
der nicht geringelten Bliitenstinde mit 89 + 44 cm” um ein Drittel groBer als die Fliche
der geringelten (56 + 30 cm?), das Trockengewicht der Sepalen von nicht geringelten
Bliitenstinden lag mit 1,1 £ 0,4 g um 27 % hoher als das von geringelten (0,8 = 0,4 g).
Auch die in die Sepalen von nicht geringelten Bliitenstinden aufgenommene Al-Menge
betrug mit 0,60 £0,23 mg ein Drittel mehr als die von geringelten Bliitenstinden
(0,40 £ 0,21). Die zuvor genannten Unterschiede beziiglich Durchmesser der Bliiten-
stainde, Trockengewicht der Sepalen und der in die Sepalen aufgenommenen Al-Menge
zwischen nicht geringelten und geringelten Trieben waren nicht signifikant (nicht

dargestellt).
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Abb. 3.41: Al-Gehalte in Sepalen, Rispendsten und einem 2,5 cm langen Stiick der
SproBachse unterhalb der Ringelstelle bzw. einem entsprechenden Stiick der
nicht geringelten Triebe von Hortensienpflanzen der Sorte ‘Renate Steini-
ger’ 7 Tage nach der Ringelung. Pflanzen zuvor fiir 12 Monate in Substrat
kultiviert, Substrat-pH-Wert durch GieBen von 4 g Al,(SO4); x 18 H,O
(L Substrat)’ auf 4,3 abgesenkt, nach der Ringelung weitere Behandlung

mit 1 g Al,(SO4); x 18 H,O (L Substrat)™’. n = 6.

Néhrlosungskultur:

Nach der Ringelung und 5tdgiger Behandlung mit 500 uM AICl; unterschieden sich die

Al-Gehalte in den Sepalen von Hortensienpflanzen der Sorte ‘Renate Steiniger’ nicht

von denen der nicht geringelten Pflanzen (Abb. 3.42). ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’

hingegen wiesen in den Sepalen geringelter Pflanzen mit 0,06 und 0,01 mg (g TS)"

jeweils nur 53 % vom Al-Gehalt ungeringelter Pflanzen auf, wobei dieser Unterschied

nicht signifikant war. Da sich das Trockengewicht der Sepalen von geringelten und

nicht geringelten Pflanzen nicht signifikant unterschied, ergab sich fiir die in die

Sepalen verlagerten Al-Mengen (nicht dargestellt) ein dhnliches Bild wie fiir die Al-

Gehalte.
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Abb. 3.42: Al-Gehalte in Sepalen von nicht geringelten und geringelten 15 Monate
alten, eintriebigen Hortensienpflanzen der Sorten ‘Renate Steiniger’, ‘Adria’
und ‘Blauer Ball’ nach 5Stdgiger Behandlung mit 500 uM AICl;. ‘Renate
Steiniger’: n = 6; ‘Adria’: n = 4; ‘Blauer Ball’: n = 5.

3.7.3 Transpiration

Durch Eintiiten von Bliitenstdnden und Eintiiten plus Zugabe von Silikagel sollte die
Luftfeuchtigkeit und dadurch die Transpiration der Bliitenstinde variiert werden
(2.2.7.3), um den EinfluB der Transpiration auf die Al-Verlagerung in die Bliitenstéinde
zu untersuchen. Die hochsten Al-Gehalte wurden in Bliitenstinden nachgewiesen, die
fiir drei Wochen in Tiiten mit Silikagel gesteckt hatten (Abb. 3.43). Bliitenstinde der
Sorte ‘Renate Steiniger’ in Tiiten mit Silikagel wiesen mit 1,14 mg (g TS)" um 20 %
signifikant hohere Al-Gehalte auf als nicht eingetiitete. Bei ‘Adria’ war dieser Unter-
schied nicht signifikant. Hingegen ibertrafen die Al-Gehalte von Bliitenstinden in
Tiiten mit Silikagel der Sorte ‘Adria’ mit 1,17 mg (g TS)" die der eingetiiteten signifi-
kant um 15 %. Bliitenstéinde beider Sorten ohne und mit Tiite unterschieden sich nicht
signifikant beziiglich ihrer Al-Gehalte. Weder durch Eintiiten noch durch die Zugabe
von Silikagel wurde das Trockengewicht der Bliitenstdnde beeinfluft, weshalb sich fiir
die in die Bliitenstinde verlagerten Al-Mengen dasselbe Bild wie fiir die Al-Gehalte

ergab (nicht dargestellt).
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Abb. 3.43: Al-Gehalte von Bliitenstinden je einer 3 Jahre alten Hortensienpflanze der
Sorte ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’ in Abhéngigkeit von einer fiir
3 Wochen verdnderten Luftfeuchtigkeit. Erhohung der Luftfeuchtigkeit
sollte durch Eintiiten der Bliitenstinde, Verminderung durch Zugabe von
Silikagel in die Tiite erreicht werden. Pflanzen zuvor mit 8 g Alx(SO4); x
18 H,O (L Substrat)’ behandelt. Gleiche Buchstaben kennzeichnen nicht
signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten getrennt nach Sorten
(a, b) und gemittelt {iber die Sorten (A, B) (Tukey-Test, p <0,05). n=4.

3.8 Bestimmung der Al-Konzentration im Vakuolensaft von

Sepalen

Zur Bestimmung der Al-Konzentration wurde Vakuolensaft aus Subepidermiszellen
von Sepalen der Hortensiensorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ nach Angebot
von 0, 2 und 6 g Al,(SOy4); x 18 H,O (L Substrat)”" (2.2.8) mittels modifzierter Druck-
mefBsondentechnik (2.3.15) entnommen und mittels Energiedispersiver Rontgenmikro-

analyse (2.3.16) untersucht.

Fiir eine korrekte Entnahme des Vakuoleninhalts aus Subepidermiszellen spricht die
Tatsache, da3 Proben von rosa Sepalen im Lichtmikroskop erkennbar rosa und von
blauen Sepalen blau gefarbt waren. Die Abb. 3.44 zeigt EDXA-Spektren von Vakuolen-
saft aus Subepidermiszellen von Hortensiensepalen der Sorte ‘Renate Steiniger’ nach
Angebot von 0 und 6 g Alx(SO4); x 18 HO (L Substrat)'l. Ohne Al-Behandlung des
Substrats lag die Al-Konzentration in den gemessenen Vakuolensaftproben der Sorten
‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ unterhalb der Nachweisgrenze, die etwa bei

1,5 mM liegt. Nach Al-Angebot liel sich eindeutig Al im Vakuolensaft nachweisen.
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Nach Angebot von 6 g AL(SO4); x 18 H,O (L Substrat)”’ betrug die durchschnittliche
Al-Konzentration in den analysierten Vakuolensdften der Sorte ‘Renate Steiniger’
ca. 6,5 mM, wihrend sie bei ‘Blauer Ball’ mit ca. 3,5 mM deutlich niedriger lag
(Abb. 3.45). Die Sorte ‘Renate Steiniger’ wies mit ca. 3,0 mM Al in den analysierten
Vakuolensaftproben bereits bei einem Al-Angebot von 2 g Al,(SO4); x 18 H,O
(L Substrat)”’ eine #hnliche Konzentration auf wie ‘Blauer Ball’ bei dem hohen Al-
Angebot von 6 g Al(SO4); x 18 H,O (L Substrat)'l. Der Variationskoeffizient der 3 bis
4 Wiederholungsmessungen aus derselben Vakuolensaft-Mischprobe war bei Melwer-
ten um 3 mM Al mit 58 bis 112 relativ hoch, bei MeBwerten um 6,5 mM lag er mit 4 bis
31 deutlich niedriger. Die Konzentration im Vakuolensaft war iiber beide Sorten

signifikant positiv mit den Farbboniturnoten der Sepalen korreliert (Abb. 3.46).
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Abb. 3.44: EDXA-Spektren von Vakuolensaft aus Subepidermiszellen von Hortensien-
sepalen der Sorte ‘Renate Steiniger’ nach Angebot von (-Al) 0 und (+Al)
6 g Al(SO4); x 18 H,O (L Substrat)'l. Aus den gemessenen Gesamt-
impulsen (rote Linie) wurde von der Kalibrationssoftware eine Funktion
errechnet, die zur Ermittlung der ,,Peakfliche” zwischen der zugehdrigen
Kurve (blaue Linie) und der Basislinie (schwarz) diente.
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Abb. 3.45: Al-Konzentration im Vakuolensaft aus Subepidermiszellen von Hortensien-
sepalen der Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’ nach Angebot von
0, 2 und 6 g Alx(SO4); x 18 H,O (L Subs‘[rat)'1 und bei Substrat-pH-Werten

von 4,8, 4,2 und 3,8.

*nnon; gibt die Anzahl an Pflanzen (n;), Sepalen (n;) und Vakuolensaft-
Mischproben (n3;) aus 15 Subepidermiszellen an, die zur Bildung der Mittelwerte

analysiert wurden.
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Abb. 3.46: Bezichung zwischen der Al-Konzentration im Vakuolensaft (Mischprobe
aus je 15 Subepidermiszellen) und der Farbbonitur von Sepalen der Horten-
siensorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’.
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4 DISKUSSION

4.1 EinfluR des Al-Angebots auf Al-Verlagerung und Blau-

farbung verschiedener Sorten in Substratkultur

Nach der am Institut fiir Pflanzenerndhrung (IPE) entwickelten Strategie zur Blau-
farbung von Hortensien wird die zur Absenkung des Substrat-pH-Werts auf circa 4,3
benodtigte Al-Sulfatmenge bereits vor Kulturbeginn mit Hilfe einer ,,Pufferkurve
(Abb. 2.1) abgeschitzt (Weithmann et al., 1995; Horst und Weithmann, 1997; Weith-
mann und Horst, 1997). Im vorliegenden Versuch (2.2.1, 3.1) sollte die Blaufarbbarkeit
von verschiedenen Hortensiensorten mit Hilfe dieser Strategie untersucht werden.
AulBlerdem sollten grundlegende Erkenntnisse iiber die Zusammenhédnge zwischen Al-
Applikation, Substrat-pH-Wert, Al-Verlagerung in der Pflanze und Blaufarbung der
Sepalen gewonnen werden. Den organischen Sduren im Xylemsaft wurde als moglichen
Komplexoren fiir Al und denkbarer Ursache fiir die auBergewdhnliche Al-Verlagerung
in Hortensien besondere Beachtung geschenkt. Durch den Sortenvergleich sollten
Ursachen fiir die sortenspezifischen Unterschiede in der Blaufiarbung aufgedeckt

werden.
Substrat-pH-Werte

Durch Al-Behandlung mit 3, 6 und 12 g Al-Sulfat wurde der pH-Wert des unbehandel-
ten Substrats im Mittel iiber die acht Sorten von 6,1 iiber 5,4 und 4,9 auf 4,3 abgesenkt
(Abb. 3.1). Verglichen mit den urspriinglich angestrebten Ziel-pH-Werten von 5,0, 4,5
und 4,0 lagen diese Werte um 0,3 bis 0,4 pH-Werteinheiten hoher. Diese Abweichung
entspricht einer Verschlechterung der Bonitur der Blaufarbung um den Wert 0,7. Auch
eine solche Abweichung von der optimalen Blaufarbung fiihrt noch zu Pflanzen, deren
Blaufirbung als gut bis zufriedenstellend zu bezeichnen ist. Damit wire die erzielte
Blaufarbung deutlich besser, als sie durchschnittlich im Endverkauf anzutreffen ist. Bei
den Sorten ‘Adria’, ‘Blauer Zwerg’ und ‘Elbtal’ stimmten die gemessenen pH-Werte
sogar relativ genau mit den Ziel-pH-Werten iiberein. In zwei dhnlichen Versuchen im
Kulturjahr 1996/97 wurden, gemittelt iiber die Sorten, sogar noch geringere Ab-
weichungen von 0,01 bis 0,18 pH-Werteinheiten im Vergleich zu den Ziel-pH-Werten
beobachtet (Naumann und Horst, 1998). Die vorliegenden Untersuchungen zeigen die

gute Eignung der Al-Pufferkurve (Abb. 2.1) zur Abschitzung des Al-Bedarfs zur
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Absenkung des pH-Werts im Substrat bei verschiedenen Hortensiensorten. Eine
Kontrolle der pH-Werte im Substrat im Kulturverlauf bleibt jedoch unerldBlich. Dann
konnen Abweichungen vom berechneten Al-Bedarf zur Absenkung auf einen defi-
nierten Ziel-pH-Wert im Kulturverlauf durch entsprechende Anpassung der Al-Sulfat-
applikation leicht korrigiert werden. Trotz einer den pH-Wert stabilisierenden, nitrat-
betonten Diingungsstrategie sind Abweichungen vom Ziel-pH-Wert aufgrund
wechselnder klimatischer und betrieblicher Kulturbedingungen (z. B. hartes GieB-

wasser) moglich.
Farbbonitur

Die beste Blaufiarbung wurde bei allen Sorten bei dem hochsten Al-Angebot und einem
Substrat pH-Wert von 4,3 erzielt (Abb. 3.2). Sie war bei allen Sorten auBler ‘Blauer
Ball’ als gut zu beurteilen. Um eine bessere Blaufirbung der Sorte ‘Blauer Ball’ zu
erreichen, wire ein hoheres Al-Angebot und somit eine stirkere Absenkung des
Substrat-pH-Werts notwendig gewesen, als im vorliegenden Versuch erfolgte.
Aufgrund der Versuchsergebnisse der Kulturjahre 1996/97 und 1997/98 ist die
Einstellung eines pH-Werts zwischen 4,5 und 4,3 zur Erzielung einer guten Blaufarbung
empfehlenswert. Mit besonders leicht blau zu farbenden Sorten wie ‘LKI15’,
‘Blaumeise’ und ‘Renate Steiniger’ kann bei ausreichendem Al-Angebot und
entsprechender Pufferkapazitit des Substrats bereits bei einem pH-Wert von 5,0 eine
zufriedenstellende Blaufirbung erreicht und so die Gefahr von Wurzelschdden durch
Al- und Protonentoxizitit vermindert werden. Bei einer geringen Al-Pufferkapazitit des
Substrats und einem geringeren Al-Angebot als 4 g Al-Sulfat pro Liter Substrat kann
jedoch auch eine Absenkung des pH-Werts von 4,0 auf 3,8 noch zu einer Verbesserung
der Blaufarbung fithren (Kulturjahr 1998/1999, nicht dargestellt). Die Verbesserung der
Blaufdrbung ist wahrscheinlich jedoch mit einer Verminderung der Wurzel- und
SproB3qualitit aufgrund des niedrigen pH-Werts verbunden. Deshalb ist die Wahl eines
Substrats mit hoherer Al-Pufferkapazitit entscheidend fiir die Produktion qualitativ

hochwertiger Hortensien nach der Strategie IPE.
Farbmessung

Die Blaufdarbung wurde nicht nur mit Hilfe einer Farbbonitur, sondern zusitzlich auch
mit einem FarbmeBgerit erfaf3t. Hierfiir gab es folgende Griinde: 1. Die sortentypischen
Unterschiede der Ausgangsfarbe — mehr rosa oder mehr rot — und der maximal erreich-

baren Blaufirbung fiihren dazu, daf3 gleiche Boniturnoten bei unterschiedlichen Sorten
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nicht fiir identische Farben stehen. Der Vergleich von eher rot gefiarbten mit eher rosa
gefdarbten Sorten ist deshalb bei der Farbbonitur schwierig. 2. Individuelle Boniturfehler
konnen vermieden werden. Die Farbmessung ermoglicht den Vergleich von Versuchen
verschiedener Jahre. Dies ist aufgrund der Schwierigkeit der Aufstellung desselben
Boniturschemas in verschiedenen Jahren kompliziert, vor allem wenn die Bonitur von
unterschiedlichen Personen durchgefiihrt wird. 3. Im Gegensatz zur Farbbonitur fiihrt
die Farbmessung nicht zu ordinalskalierten, sondern zu metrischen Datensitzen. Dies

verbessert die Eigenschaften der Daten fiir die statistische Auswertung.

Die weitgehende Ubereinstimmung bei der Bewertung der Blaufirbung mittels Farb-
bonitur und —messung spricht fiir die Eignung beider Methoden (Abb. 3.2, Abb. 3.4).
Eine signifikante Verbesserung der Blaufarbung durch das hochste Al-Angebot im
Vergleich zum mittleren wurde jedoch fiir die meisten Sorten nur durch die Farbbonitur,
aber nicht durch die Farbmessung nachgewiesen. Die relative Standardabweichung war
zwar bei der Farbmessung niedriger als bei der Farbbonitur, aber dies ist vermutlich
vorwiegend darauf zuriickzufiihren, dall der Farbabstand nur an einer représentativen
von finf Pflanzen gemessen wurde. Da die Farbmessung deutlich aufwendiger als die
Farbbonitur ist, sind die Vorteile der Farbmessung mit dem Nachteil verbunden, daB in
derselben Zeit geringere Stichprobenanzahlen erfaflit werden konnen. Als weiterer
Nachteil der Farbmessung erwies sich, dal der Unterschied zwischen guter bis sehr
guter Blaufiarbung mit der Farbbonitur besser zu erfassen ist als mit der Farbmessung:
Werden Farbbonitur und Farbabstand gegen den Al-Gehalt der Sepalen aufgetragen, so
verlduft die Steigung des Farbabstands bei hohen Al-Gehalten flacher als bei der
Farbbonitur (Abb. 3.8). Begriindet ist dies wahrscheinlich darin, da3 sich gut und sehr
gut blau gefiarbte Sepalen vor allem in der Ausfarbung des Randbereichs unterscheiden.
Der Randbereich wird jedoch aufgrund der kreisférmigen Offnung des FarbmefBgeriits
nur zu einem sehr geringen Prozentsatz beriicksichtigt. Mit einer tortenstiickformigen
MeBoffnung des FarbmeBgerits konnte anteilig mehr Rand gemessen und so vermutlich

eine Verbesserung der Methode erzielt werden.

Bei der Farbmessung schnitt ‘Blauer Ball’ weniger schlecht ab als bei der Farbbonitur.
Dies ist eventuell auf den Umstand zuriickzufiihren, dal bei der Farbmessung der
Sepalenrand nicht ausreichend beriicksichtigt wurde. Aullerdem spielt bei der Vergabe

von Boniturnoten auch die Asthetik der Farbe eine Rolle. Schmutzige Farben und
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ungleichmiflig gefarbte Sepalen erhalten moglicherweise bei gleichem Farbabstand

schlechtere Boniturnoten.

Die Tellerhortensie ‘Blaumeise’ wies den groften Farbabstand auf, obwohl sie nicht als
besonders blau bonitiert worden war. Die schlechtere Bewertung bei der Bonitur ist auf
die relativ stark rote Originalfarbe zuriickfiihren. Dadurch erreichte diese Sorte auch bei

maximalem Al-Gehalt der Sepalen keine reine Blaufarbung, sondern einen Lilaton.
Al- und Néhrstoffgehalte der Sepalen

Fiir eine zufriedenstellende Blaufarbung der Sorte ‘Renate Steiniger’ ist ein Al-Gehalt
von mindestens 1 mg Al (g TS)" in den Sepalen erforderlich (Weithmann et al., 1995).
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal entsprechende Al-Gehalte bei
allen untersuchten Sorten zu einer zufriedenstellenden bis guten Blaufirbung fiihrten
(Abb. 3.8). Diese Beobachtung spricht dafiir, daB Al-Gehalte von iiber 1 mg (g TS)"
grundsitzlich eine zufriedenstellende Blaufdrbung von rosa Sepalen garantieren. Der
Al-Gehalt und die Blaufirbung der Sepalen waren iiber alle Sorten hinweg signifikant
positiv miteinander korreliert. Insbesondere fiir die einzelnen Sorten war diese
Korrelation fiir den Farbabstand deutlich enger als fiir die Farbbonitur. Sorten-
unterschiede bewirkten in der Regel bei gleichem Al-Gehalt der Sepalen hochstens eine
positive oder negative Abweichung vom Sortenmittel von einer Boniturnote bzw. eine

Verianderung des Farbabstands von 10.

Gemittelt iiber alle Sorten wurde in den Sepalen ein Al-Gehalt von 0,5 mg (g TS)™' mit
einem Angebot von 3 g Al-Sulfat (L Substrat)' erreicht (Abb. 3.6). In Anbetracht der
bei dem hohen Substrat-pH-Wert von 5,4 geringen Al-Verfiigbarkeit war dieser Al-
Gehalt in den Sepalen unerwartet hoch und fiihrte bereits zu einer mittelméfBigen
Blauférbung der Boniturnote 3,0. Mitverantwortlich fiir diese relativ hohe Al-Aufnahme
war vermutlich eine ungleichmiBige Al-Verteilung im Topf, die lokal niedrigere pH-
Werte bewirkte. Wihrend ein Al-Sulfatangebot von 6 g (L Substrat)’ bei einem
Substrat mit geringer Al-Pufferkapazitit fiir eine gute Blaufarbung ausreicht, wurde hier
mit einem Al-Gehalt von 0,8 mg (g TS)" in den Sepalen und einer Boniturnote von 3,9
nur eine zufriedenstellende Blaufarbung erreicht. Aufgrund der hohen Al-Pufferkapazi-
tit des Substrats senkte dieses Al-Angebot den Substrat-pH-Wert nur auf 4,9 ab. Bei
dem hochsten Angebot von 12 g Al-Sulfat und einem dadurch auf 4,3 abgesenkten
Substrat-pH-Wert erhohte sich der Al-Gehalt in den Sepalen auf 1,0 mg (g TS)"' und die

Blaufdrbung verbesserte sich auf die Boniturnote 4,6.



Diskussion 90

Neben dem gewiinschten Effekt der Al-Behandlung auf die Blaufarbung sind bei hohem
Al-Angebot negative Effekte auf die Pflanzenqualitét zu erwarten. Sowohl Protonen- als
auch Aluminiumtoxizitdt kénnen zu einer Verminderung des Frischgewichts durch
Konkurrenz bei der Kationenaufnahme (Godbold et al., 1988; Marschner, 1991) und
Verminderung der Phosphorverfiigbarkeit (Marschner, 1995) fiihren. In diesem Versuch
war das SproBfrischgewicht nur bei der hohen Gabe von 12 g Al-Sulfat (L Substrat)™
signifikant um 14 % gegeniiber der Kontrolle vermindert (Abb. 3.9). Durch die Al-
Behandlung war der Ca-Gehalt der Sepalen signifikant vermindert, wéhrend die K- und
Mg-Gehalte nicht abnahmen (Tab. 3.1). Die Ursache hierfiir ist vermutlich die konti-
nuierliche Diingung mit relativ hohen K- und Mg-Konzentrationen. Ca wurde hingegen
nicht gediingt, sondern nur mit dem Leitungswasser zugefiihrt. Auch der P-Gehalt in
den Sepalen war nach Al-Behandlung signifikant erniedrigt. Als Ursache hierflir kommt
die Bildung von Al-Phosphaten im Substrat in Betracht (Lindsay und Walthall, 1989).
Deren Loslichkeit und Pflanzenverfiigbarkeit nimmt mit sinkendem pH-Wert ab. Fiir
die Verminderung des Frischgewichts bei dem hochsten Al-Angebot spielte induzierter
Ca-Mangel vermutlich eine grofere Rolle als P-Mangel. Wihrend der Ca-Gehalt der
Sepalen mit 3,6 mg (g TS)" unter den nach Stout (1961) empfohlenen Gehalt fiir
optimale Entwicklung von 5 mg (g TS)™" absank, sollte ein P-Gehalt von 2,4 mg (g TS)™

noch fiir eine normale Entwicklung ausreichen.
Al und organische Siuren im Xylemsaft

Eine so starke Al-Verlagerung von der Wurzel in den Spro3 im Xylemsaft wie bei der
Hortensie setzt voraus, dal Al im Xylemsaft in geloster Form vorliegt. Bei einem pH-
Wert um 6 wire aufgrund der Ausfillung von AI(OH); nur eine geringe Konzentration
an gelostem Al zu erwarten (Lydersen ef al., 1991). Durch die Komplexierung von Al
mit organischen Sduren wird die Loslichkeit von Al-Hydroxiden jedoch heraufgesetzt
(Kwong und Huang, 1979). Zudem belegen zahlreiche Untersuchungen eine Verminde-
rung der Phytotoxizitdt von monomerem Al durch stark komplexierende organische
Sduren (Hue et al., 1986; Ma, 2000 und Referenzen darin). Wihrend einer durch
organische Sduren verminderten Phytotoxizitit von Al beim Transport in den toten
Xylemzellen wahrscheinlich eine geringere Bedeutung zukommt, konnte sie beim
Ubergang des Al in den Blattapoplasten und der bei dortiger Akkumulation unvermeid-
lichen Aufnahme in den Symplast entscheidend sein. Bei der Al-akkumulierenden

Pflanzenart Buchweizen fanden Ma und Hiradate (2000) Hinweise fiir einen Al-
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Citratkomplex als Transportform im Xylem, wéhrend fiir die Detoxifizierung im
Blattgewebe ebenso wie bei Melastoma malabathricum (Watanabe et al., 1998) ein Al-
Oxalatkomplex verantwortlich gemacht wurde (Ma et al., 1998). Fiir die interne Detoxi-
fizierung von Al in Blittern der Hortensie schrieben Ma et al. (1997) hingegen Citrat
eine entscheidende Bedeutung zu. Um zu untersuchen, ob und welche organischen
Séuren bei der Komplexierung von Al wihrend des Xylemtransports eine Rolle spielen,
wurde zur Bliitezeit Xylemsaft gesammelt und dessen Gehalt an Al, organischen Séuren
und weiteren Mineralstoffen sowie dessen pH-Wert bestimmt. Mit Hilfe des Programms
GEOCHEM-PC wurde die Komplexierung von Al mit den denkbaren Bindungspartnern

berechnet.

Nach der Al-Behandlung war die Al-Konzentration im Xylemsaft signifikant erhoht
(Abb. 3.10). Die hochste gemessene Al-Konzentration betrug 0,57 mM. Die hohe
Konzentration an Al im Xylemsaft 146t den SchluB} zu, dafl der Al-Transport im Xylem
fiir die Al-Verlagerung von der Wurzel in den Spro3 von entscheidender Bedeutung ist.
Die Al-Konzentration im Xylemsaft der drei Sorten bei unterschiedlichem Al-Angebot
wies, relativ gesehen, eine auffallende Ahnlichkeit zu den Al-Gehalten der Sepalen
(Abb. 3.6) auf. Obwohl es sich bei dem zur Bliite gesammelten Xylemsaft nur um eine
Momentaufnahme handelt, scheint sie erstaunlich aussagekréftig fiir das Verhiltnis der
Al-Gehalte der Sepalen verschiedener Al-Behandlungsstufen und Sorten zu sein, das
das Ergebnis der Al-Aufnahme und -Verlagerung wihrend der gesamten Kulturdauer
ist. Kleinere Abweichungen von der weitgehenden Ubereinstimmung zwischen den Al-
Konzentrationen im Xylemsaft und den Al-Gehalten in den Sepalen unterstiitzen die
Hypothese, daB3 es bei sehr hohem Al-Angebot im Verlauf der Kultur zu einer starken
Schadigung der Wurzeln kommt und die Mineralstoffaufnahme dadurch gehemmt wird.
Entsprechend dieser Hypothese war bei den Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’ die
Al-Konzentration bei dem hohen Al-Angebot relativ zum mittleren Al-Angebot im
Xylemsaft kleiner als das entsprechende Verhéltnis der Al-Gehalte in den Sepalen. Der
hochste Al-Gehalt in den Sepalen und die hochste Al-Konzentration im Xylemsaft von
‘Blauer Ball’ bei dem hochsten Al-Angebot lieBen sich dementsprechend auf eine
geringere Schidigung des Wurzelsystems und geringere Verminderung der Mineral-

stoffautnahme zurtickfiihren als bei den beiden anderen Sorten.

Fiir die Komplexierung von Al im Xylemsaft scheint Citrat die grofite Bedeutung von

allen gemessenen organischen Sduren zuzukommen. Dafiir spricht, daB3 1. die Citrat-
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und Al-Konzentrationen bei allen drei Sorten eng miteinander korrelierten (Abb. 3.12),
2. das Verhiltnis dquimolar war, 3. der Al-Gehalt der Sepalen eng mit der Citrat-
konzentration im Xylemsaft korrelierte (Abb. 3.13) und 4. nach Berechnungen mit dem
Spezifikationsprogramm GEOCHEM-PC zwischen 40 und 90 % des Al mit Citrat
komplexiert waren (Abb. 3.11). Fiir den Sortenunterschied bei der Blaufarbung scheint
die Fahigkeit zur Synthese ausreichender Citratmengen keine Rolle zu spielen. Trotz der
schlechteren Blaufdrbung war bei ‘Blauer Ball’ das Verhdltnis von Citrat zu Al im
Xylemsaft etwas hoher als bei ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’. Obwohl auch die
Konzentrationen an Malat und Malonat mit steigendem Al-Angebot signifikant und die
Succinatkonzentration tendenziell zunahmen und ihre Konzentration sogar das 8-, 4-
und 28fache der Citratkonzentration betrugen, scheint ihre Bedeutung fiir die Kom-
plexierung von Al geringer zu sein: Die Korrelation zwischen Al und Malat war
signifikant, aber weniger eng als fiir Citrat. Dasselbe gilt fiir Succinat, aufer fiir die
Sorte ‘Renate Steiniger’, bei der diese Beziehung nicht signifikant war. Berechnungen
mit GEOCHEM-PC weisen darauf hin, da3 Malonat einen entscheidenden Beitrag zum
besseren Al-Transport in die Sepalen bei den Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’
leisten konnte. Die Malonat- und die Al-Konzentration bei den Sorten ‘Renate Steini-
ger’ und ‘Adria’ korrelierten zwar nur lose miteinander (p = 0,07), nach Berechnungen
mit GEOCHEM-PC sollen jedoch bei diesen beiden Sorten 16 bis 65 % des Al mit
Malonat komplexiert vorliegen, wahrend der Anteil bei ‘Blauer Ball’ mit 5 und 8 %
vernachléssigbar ist. Sdmtliche Spezifikationen mit GEOCHEM-PC sind jedoch mit
grofler Vorsicht zu behandeln, da Kommentare im Programm die Vertrauenswiirdigkeit
der benutzten Stabilitdtskonstanten (log K's) in Frage stellen (Citrat: unterschiedliche
Werte zitiert, aber benutzte Werte vereinbar mit denen anderer Quellen, Oxalat: einige
Inkonsistenzen, Succinat: vorldufig (engl.: tentative), Malat: extrem vorldufig,
Originalquelle konnte nicht zuriickverfolgt werden, Malonat: nur als Anndherung zu
betrachten). Bereits geringfiigige Anderungen dieser Stabilitétskonstanten kénnen die

Speziesverteilung entscheidend beeinflussen.

Untersuchungen von Hue et al. (1986) zur Hemmung des Wurzelwachstums durch mit
organischen Sduren komplexiertem Aluminium lassen Zweifel aufkommen, inwieweit
die mit GEOCHEM-PC berechneten Speziesverteilungen der Realitdt entsprechen.
Wihrend Al nach eigenen Berechnungen mit GEOCHEM-PC bei gleicher Konzentra-
tion an Malat und Malonat nur zu einem geringen Teil mit Malat komplexiert war,

verminderten nach Hue ef al. (1986) gleiche Konzentrationen dieser Sduren die Hem-



Diskussion 93

mung des Wurzelwachstums durch Al in dhnlichem AusmalB. Die basierend auf dem
Wurzelwachstum berechneten &hnlichen Stabilitdtskonstanten fiir Al-Komplexe mit
Malat bzw. Malonat stimmten dariiber hinaus nach Hue ef al. (1986) gut mit bereits
verdffentlichten Stabilitdtskonstanten iiberein. Allerdings enthielt die fiir Malat zitierte
Quelle keine Angabe iiber die lonenstérke, fiir die die Stabilitdtskonstante gilt. Somit ist

die Aussagekraft eingeschrénkt.

Das Programm GEOCHEM-PC bietet die Optionen, bei Berechnungen Ausfillungen
zuzulassen oder zu untersagen. Bei erlaubter Ausfillung sollen ca. drei Viertel des
gemessenen Al im Xylemsaft in fester Form als AI(OH); ausfallen. Das ist aus fol-
genden zwei Griinden sehr unwahrscheinlich: 1. wurde der Xylemsaft vor der Al-
Bestimmung am ICP filtriert (0,2 um Porengrofe), um partikulire Ausfillungen zu
entfernen und 2. wurden betrdchtliche Mengen Al in die Bliiten transportiert, und dies
ist vermutlich ausschlieBlich in geldster Form mdglich. Fiir eine Diskrepanz zwischen
berechneter und realer Al-Spezifikation kdnnte von Bedeutung sein, daf3 nicht alle
Inhaltsstoffe des Xylemsafts bestimmt wurden. AuBerdem berechnet GEOCHEM-PC
die Verhéltnisse im thermodynamischen Gleichgewicht, also nach unendlich langer
Reaktionszeit. Beim Xylemsaft befinden sich die ablaufenden chemischen Reaktionen
hingegen im FlieBgleichgewicht. Die Option, die Ausfdllungen untersagt, entspricht
folglich eher den realen Bedingungen und wurde deshalb im vorliegenden Versuch bei

allen Berechnungen mit GEOCHEM-PC gewiéhlt.

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fiir anorganische Chemie der Universitit
Hannover wurde die Speziierung von Al in ausgewihlten Xylemséften aus diesem
Versuch von Busch (2001) kat- und anionenchromatographisch ndher untersucht.
Obwohl bisher nur Einzelproben ohne reprdsentative Wiederholungen gemessen
wurden, sind aufgrund der vorliegenden Ergebnisse doch bereits einige allgemeine
Aussagen moglich. Wie die ionenchromatographischen Untersuchungen zeigten, lagen
die geringen Konzentrationen an freiem AI’" in Xylemsiften von Al-behandelten
Pflanzen in der Nédhe der Nachweisgrenze, die aufgrund der komplexen Chemie von Al
nicht bestimmbar ist. Mit hochstens 10 % an der gesamten Al-Konzentration im
Xylemsaft kam den positiv geladenen und neutralen Al-Ligand-Systemen eine geringe
Bedeutung zu. Der Hauptanteil lag mit durchschnittlich mehr als 50 % als Al-Ligand-
System mit einer Ladung zwischen 0 und -1 vor. Hoher negativ geladene Spezies spiel-

ten mit weniger als 5 % eine untergeordnete Rolle. Al-Citrat- oder Oxalatspezies mit
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glatter positiver oder negativer Ladungszahl waren nicht nachweisbar. Folglich werden
andere Fin-Ligand-Komplexe, zum Beispiel Al-Malat- oder -Malonat-Komplexe, aus-
gebildet, oder durch Komplexierung von AI’* mit unterschiedlichen organischen Siuren
entstehen Mehr-Ligand-Systeme. Auflerdem wire eine Bildung von Al-Komplexen mit
zwei Al-Zentralionen und formaler Ladung zwischen 0 und 1 oder 1 und 2 durch
intermolekulare Dimerisierung denkbar. Nur fiir die circa 10 % des gesamten Al, die als
neutrales Al-Ligand-System vorliegen, ist ein 1:1 Al-Citrat-Komplex denkbar. Obwohl
aufgrund des dquimolaren Verhiltnisses von Al zu Citrat im Xylemsaft die Ausbildung
eines 1:1 Komplexes wahrscheinlich erscheint, lassen die Ergebnisse der chromato-
graphischen Al-Speziierung vermuten, dafl die tatsdchlichen Verhiltnisse fiir die

restlichen 90 % Al komplizierter sind.

Untersuchungen zum EinfluB von Al auf die Wasseraufhahme (Stienen, 1986) und
Transpiration (Grimme und Lindhauer, 1989; Schlegel ef al, 1991) von Pflanzen
lieferten Hinweise fiir eine Al-bedingte Verminderung. Daraus resultierende Verdnde-
rungen der XylemsaftfluBrate sollten den radialen Transport von Al und Wasser in die
XylemgetaBe in unterschiedlicher Weise beeinflussen (Steudle und Peterson, 1998) und
folglich die Al-Konzentration im Xylemsaft verdndern. Als Ma@ fiir die Flurate wurde
deshalb die Xylemsaftexsudationsrate in Abhdngigkeit von Al-Behandlung und Sorte
bestimmt, wobei es sich hier aufgrund des Abschneidens des Sprosses und der Unter-
brechung des Transpirationssoges nur um eine Anndherung handelt. Im vorliegenden
Versuch hatte die Al-Behandlung keinen signifikanten Einflul auf die exsudierte
Xylemsaftmenge (nicht dargestellt). Auch zwischen den Sorten bestand kein signifi-
kanter Unterschied beziiglich der exsudierten Xylemsaftmenge (nicht dargestellt). Auf-
grund der geringen Stichprobenanzahl und der relativ hohen Standardabweichung ist
dieses Ergebnis jedoch mit Vorsicht zu behandeln. Konzentrationen und Exsudations-
raten verschiedener Elemente und organischer Sduren waren relativ eng miteinander
korreliert (Al: * =0,69", Citrat: r* = 0,77 ). Deshalb wurde auf die Darstellung von
Exsudationsraten im Ergebnisteil verzichtet. Noch enger wire diese Korrelation
sicherlich, wenn die von Einzelpflanzen exsudierten Xylemsaftmengen nicht relativ
unterschiedlich wéren. Dies fiihrte dazu, daBB die relative Standardabweichung der
verschiedenen Versuchsvarianten fiir die Exsudationsraten hoher war als fiir die Kon-

zentrationen.
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Zwischen der exsudierten Xylemsaftmenge und dem Sprof3frischgewicht bestand eine
iiber die drei Sorten hinweg signifikante, positive Beziehung (nicht dargestellt). Das
Wurzel-SproB-Verhéltnis einer Pflanzenart ist in der Regel konstant, kann jedoch durch
externe Faktoren beeinflut werden (Klepper, 1991). Die Ursache fiir die Zunahme der
Xylemsaftexsudation ist in einer VergroBBerung der fiir die Wasseraufnahme verfiig-
baren Wurzeloberfliche zu suchen. Da das Al-Angebot hier keinen Einflufl auf die
Menge an Xylemexsudat hatte, scheint den Unterschieden des Frischgewichts der
Einzelpflanzen eine groBere Bedeutung fiir die exsudierte Menge zuzukommen als dem
EinfluB von Al auf das Frischgewicht. Fiir zukiinftige Untersuchungen heil3t das, daf3

der Faktor Pflanzengrof3e genau kontrolliert werden muf.
Sortenunterschiede

Als Ursache fiir Sortenunterschiede in der Blaufdrbbarkeit kommt eine sortenspezi-
fische Beeinflussung des Substrat-pH-Werts in Betracht. Dadurch konnte bei gleicher
Al-Sulfatbehandlung eine unterschiedliche Absenkung des Substrat-pH-Werts erfolgen
und somit die Pflanzenverfiigbarkeit von Al beeinflufit werden. Sorten kdnnten sich
jedoch auch bei gleichem Substrat-pH-Wert in ihrer Al-Aufnahme oder -Verlagerung
unterscheiden oder sogar bei gleichem Al-Gehalt in den Sepalen eine unterschiedliche
Blaufarbung aufweisen. In der vorliegenden Arbeit waren die Sortenunterschiede in der
Blaufirbung bei hohem Al-Angebot und niedrigem Substrat-pH-Wert weniger ausge-
prégt als bei niedrigem Al-Angebot und hohem pH-Wert (Abb. 3.2). Faktoren, die die
Aufnahme von Al durch die Wurzel beeinflussen, scheinen also eine groere Rolle fiir
diese Sortenunterschiede zu spielen als die Fiahigkeit zur Verlagerung in der Pflanze.
Eine sortenspezifische Beeinflussung des Substrat-pH-Werts konnte zum Beispiel auf
unterschiedlichen Verhéltnissen der Kationen-/Anionenaufnahme und auf unterschied-
licher Exsudation organischer Sédureanionen (vergl. Kap. 4.5) beruhen. Tatséchlich
unterschieden sich die pH-Werte der Sorten bei niedrigem Al-Angebot von 3 g Al-
Sulfat maximal um 1,1 pH-Wert-Einheiten, bei dem hochsten Al-Angebot von 12 g Al-
Sulfat um 0,6 pH-Wert-Einheiten (Abb. 3.1). Im allgemeinen entsprachen die {iber-
bzw. unterdurchschnittlichen Al-Gehalte in den Sepalen der Sorten nach gleicher Al-
Behandlung ihren unter- bzw. iiberdurchschnittlichen Substrat-pH-Werten (Abb. 3.6,
Abb. 3.1). Die Sorte ‘Adria’ zeichnete sich z. B. durch niedrigen Substrat-pH-Wert und
hohe Al-Gehalte aus. ‘LK 15° und ‘Renate Steiniger’ wiesen mittlere Substrat-pH-
Werte und Al-Gehalte auf. Der iiberdurchschnittliche Substrat-pH-Wert der schlecht
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blauzufarbenden Sorte ‘Blauer Ball’ spiegelte sich in ihrem unterdurchschnittlichen Al-
Gehalt wider. Bei einem bestimmten Substrat-pH-Wert erreichten die sehr leicht blau zu
farbenden Sorten ‘LK 15° sowie ‘Renate Steiniger’ und die schwer blauzufiarbende
Sorte ‘Blauer Ball’ jedoch &hnliche Al-Gehalte in den Sepalen (Abb. 3.7). Die
schlechtere Al-Verlagerung in die Sepalen von ‘Blauer Ball’ scheint also vorwiegend
auf die geringere Absenkung des Substrat-pH-Werts bei gleichem Al-Angebot zuriick-
zufiihren zu sein. Mdglicherweise spielt auch die geringere Malonatkonzentration und
Komplexierung von Malonat mit Al im Xylemsaft eine Rolle fiir die schlechtere Al-
Verlagerung der Sorte ‘Blauer Ball’ im Vergleich zu ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’
(Abb. 3.11). Wie die folgenden Beispiele zeigen, wird der unterschiedliche Al-Gehalt in
den Sepalen von Hortensiensorten nicht ausschlieBlich durch Substrat-pH-Wert bzw.
Al-Verfligbarkeit bestimmt. Trotz ihrer relativ hohen Substrat-pH-Werte waren die Al-
Gehalte in den Sepalen der Tellerhortensiensorten ‘Blaumeise’ und ‘Blduling’ nach
denen von ‘Adria’ am hochsten. Moglicherweise erfolgte hier aufgrund der geringeren
Anzahl von Sepalen eine stirkere Al-Akkumulation als bei den meisten Ballsorten. Bei
definiertem Substrat-pH-Wert erreichten die Sorten ‘Adria’, ‘Blaumeise’ und ‘Bléuling’
hohere Al-Gehalte in den Sepalen als ‘LK 15°, ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer Ball’
(Abb. 3.7). ‘Elbtal’ hingegen wies trotz des niedrigen Substrat-pH-Werts weit unter-
durchschnittliche Al-Gehalte auf. Anders als bei ‘Blauer Ball’ waren die geringen Al-
Gehalte in den Sepalen von ‘Elbtal’ also nicht auf erhéhte pH-Werte zuriickzufiihren.
Als Ursache kommt vielmehr das iiberdurchschnittliche Frischgewicht von ‘Elbtal’ in
Betracht, das bei derselben aufgenommenen Al-Menge einen niedrigeren Al-Gehalt zur

Folge hitte als bei einer Sorte mit geringerem Frischgewicht.

Interessanterweise nahm die Blaufdarbung der Sorten bei der hochsten Al-Behandlung in
derselben Reihenfolge ab wie das Frischgewicht. Dies scheint darauf hinzudeuten, daf3
sich eine gewisse Resistenz gegeniiber Al positiv auf die Blaufiarbung auswirkt. Von
diesem Trend wichen nur ‘Blauer Zwerg’ und vor allem ‘Elbtal’ ab. Das Frischgewicht
von ‘Elbtal” war nach der hochsten Al-Behandlung identisch mit dem der Kontrolle.
Dies deutet auf eine sehr hohe Al-Resistenz von ‘Elbtal’ hin. Trotzdem lag ‘Elbtal’ bei
der Bonitur der Blaufiarbung nur auf dem vorletzten Rang. Moglicherweise ist eine
gewisse Schiadigung der Wurzeln eine Voraussetzung fiir die Aufnahme von Al durch
die Wurzel. Wie bereits zuvor diskutiert, konnte allerdings auch allein das hohe
Frischgewicht bei gleicher Al-Aufnahme zu geringeren Al-Gehalten in den Sepalen und

damit zu schlechterer Blaufarbung fiihren.
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Die Blaufirbung aller Sorten - sowohl einzeln als auch gemittelt - war eng positiv mit
dem Al-Gehalt in den Sepalen korreliert (Abb. 3.8). Obwohl sich die Sorten ‘LK 15’
und ‘Renate Steiniger’ wesentlich leichter blau farben lassen als ‘Blauer Ball’, wiesen
sie bei gleichem Al-Gehalt in den Sepalen nicht nur, wie bereits erwihnt, dhnliche Al-
Gehalte in den Sepalen auf, sondern iiberdies eine dhnliche Blaufiarbung. Bei anderen
Sorten unterschied sich die Blaufdarbung jedoch auch bei gleichem Al-Gehalt in den
Sepalen um bis zu 2 Boniturnoten. Die sehr leicht zu blduenden Sorten ‘LK 15° und
‘Renate Steiniger’ wiesen bei definiertem Al-Gehalt eine iiberdurchschnittliche
Blaufirbung auf. Diese Tatsache trug entscheidend dazu bei, daf sie eine tiberdurch-
schnittliche Blaufarbung erreichten, obwohl sie bei allen drei Al-Angeboten nur mittlere
Al-Gehalte aufwiesen. Die Sorte ‘Adria’ hingegen lag trotz ihrer tiberdurchschnittlich
hohen Al-Gehalte in den Sepalen (Abb. 3.6) bei der Blaufiarbung nur im Mittelfeld
(Abb. 3.2), weil sie bei definiertem Al-Gehalt der Sepalen nur eine unterdurchschnitt-
liche Blaufiarbung erreichte (Abb. 3.8). Da der P-Gehalt in den Sepalen bei ‘Adria’
deutlich erhoht war (nicht dargestellt), konkurriert hier moglicherweise Phosphat mit
Delphinidin um die Bindung von Al. Der relativ hohe, fiir eine gute Blaufdrbung
benotigte Al-Gehalt von ‘Adria’ konnte fiir die Schwierigkeiten dieser Sorte bei der
Blaufarbung verantwortlich sein. Fiir die sortenspezifische Modifizierung der Blau-
farbung bei gleichem Al-Gehalt der Sepalen konnte ferner der Al-Bindungsform und
-Kompartimentierung, dem Gehalt an Delphinidin, weiteren durch Al nicht verénder-
baren roten Farbstoffen und den Al-Delphinidin-Komplex stabilisierenden Kompo-
nenten, z. B. 3-Caffeoylchinasdure (Takeda et al., 1985; 1990), eine Bedeutung

zukommen.

4.2 EinfluR von Al auf Wurzelmorphologie und Al-Lokalisation

in der Wurzel

Bei Al-Exkluderpflanzen konnte ein EinfluB von Al auf die Wurzelmorphologie und
Ultrastruktur der Wurzelzellen in zahlreichen Untersuchungen belegt werden (Waga-
tsuma et al., 1987; Bennet et al., 1985; Marienfeld, 1992; Budikova, 1999). Deshalb
erschien die Frage interessant, ob die Hortensie als Al-Akkumulator trotz ihrer Al-
Resistenz nach Al-Behandlung dhnliche Symptome aufweist. Die hoheren Al-Gehalte
von Al-Akkumulatoren im Vergleich zu Al-Exkludern stellen - in Anbetracht der gerin-
gen Sensitivitit der verfiigbaren Mefmethoden fiir Al - einen entscheidenden Vorteil fiir

die Al-Lokalisation dar. Obwohl die in diesem Versuch verwendete Konzentration von
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500 uM AICIl; nach einer Woche nur eine 35%ige Hemmung des Wurzelwachstums
bewirkte (Abb. 3.31) und nach 2wdchigem Angebot zu gesund wirkenden Pflanzen mit
sortenbedingt mehr oder weniger blauen Bliiten fiihrte (Kap. 3.6), waren nach der Al-
Behandlung deutliche Verdnderungen der Wurzelmorphologie zu beobachten (Kap. 3.2;
Naumann et al., 2001). Sie wurden ausschlieBlich in der Wurzelspitze beobachtet. In
mehr als 1 cm Entfernung von der Wurzelspitze waren keine Al-bedingten Verin-
derungen erkennbar. Der Hauptgrund hierfiir ist wahrscheinlich, dall das Wachstum des
dlteren Wurzelabschnitts in Abwesenheit von Al erfolgte und der erste Kontakt mit Al
erst nach weitgehend abgeschlossener Differenzierung der Zellen stattfand. Wahrend
der 3tdgigen Al-Behandlung wurde ein apikaler Wurzelzuwachs von ca. 3 mm Linge
beobachtet. Eine besondere Bedeutung der Wurzelspitze fiir Al-Toxizitét und -Resistenz
konnte bei Mais bereits nachgewiesen werden (Ryan et al., 1993; Sivaguru und Horst,
1998; Horst et al., 1999; Kollmeier et al., 2000). Bei einer mit der Wurzelbildung
beginnenden Al-Behandlung wiren allerdings auch morphologische Veranderungen an
dlteren Wurzelabschnitten vorstellbar. Fiir zukiinftige Versuche zur Kinetik der Al-
Aufnahme diirfte die Beobachtung, daB3 scheinbar gleichartige ,,Hauptwurzeln* zwei,
drei oder vier Xylem- und Phloemstringe aufwiesen, von entscheidender Bedeutung
sein. Vermutlich handelt es sich trotz des gleichartigen Erscheinungsbildes der Steck-
lingswurzeln um Haupt- und Seitenwurzeln, deren Transportraten in der Wurzel sich
aufgrund ihrer unterschiedlichen Morphologie unterscheiden. Die Xylemstrdange sind
aufgrund ihrer Fluoreszenz bei UV-Beleuchtung mikroskopisch in intakten Wurzeln

erkennbar (nicht dargestellt).

Mogliche Entstehungsursachen der beobachteten Al-bedingten Verdnderungen der
Wurzelmorphologie und Auswirkungen auf Al-Aufnahme und -Toleranz sollen im

folgenden diskutiert werden.

Nach der dreitdgigen Al-Behandlung wurde eine erhebliche Vergroferung der Zellen im
Randbereich der Wurzelspitzen beobachtet. Die ZellvergroBerung konnte auf eine
Hemmung der mitotischen Teilungsaktivitit zuriickzufiihren sein (Clarkson ef al., 1966;
Horst et al., 1983). Sie war jedoch nicht mit einer deutlichen Zunahme des Durch-
messers der Wurzelspitzen verbunden. Auch eine Zunahme der Anzahl an Zellagen
nach Al-Behandlung, wie sie von Marienfeld et al. (1995) bei Avena sativa nachge-
wiesen wurde, war bei Hortensienwurzeln nicht festzustellen. Allerdings war nach Al-

Behandlung eine stirkere Abrundung der Wurzelspitze durch die VergroBerung der
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Randzellen und die ndher an der Wurzelspitze beginnende Zellstreckung zu beobachten.
In Substrat konnte diese Form der Wurzelspitze das Eindringen erschweren. Der Effekt
der Hemmung des Wurzelwachstums konnte hierdurch im Vergleich zum Wachstum in

Néhrlosung noch verstarkt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verstirkte Bildung von Vesikeln und
Vakuolen nach Al-Angebot wurde gleichermallen auch von Bennet et al. (1985), Ikeda
und Tadano (1993), Marienfeld et al. (1995) und Budikova (1999) beobachtet. Mog-
licherweise haben die Hemmung der Zellteilung und die starke Vesikel- und Vakuolen-
bildung dieser Zellen dieselbe Ursache: Beeinflussung des Vesikeltransports vom
Golgiapparat zur Plasmamembran bzw. zur Zellplatte. Es ist davon auszugehen, daf3 die
Richtung des Vesikeltransports durch das Cytoskelett bestimmt wird, bei Pflanzen vor
allem durch Mikrofilamente (Taylor und Hepler, 1997; Franklin-Tong, 1999). Eine
Desorganisation der Struktur des Cytoskeletts nach Al-Behandlung konnte mehrfach
nachgewiesen werden (Grabski und Schindler, 1995; Baluska et al., 1997; Blancaflor et
al., 1998; Sivaguru et al., 1999; Frantzios et al., 2001). Eine Stérung des zielgerichteten
Transports von Vesikeln zu Plasmamembran und Zellplatte wiirde die Chance des
Kontakts mit den entsprechenden Membranen herabsetzen. Ohne Kontakt kann jedoch
keine Fusion der Vesikel erfolgen, so dafl daraus eine Anreicherung von Vesikeln
resultieren und die Ausbildung der Zellplatte verzdgert oder gestort wiirde. Sivaguru et
al. (1999) und Vazquez et al. (1999) beobachteten tatsdchlich unregelmallige Zell-
teilungen nach Al-Behandlung.

Al konnte neben der Transportrichtung jedoch auch direkt die Ca-regulierte Exocytose
von Vesikeln (Zorec und Tester, 1992; 1993; Thiel et al., 1994; Carroll et al., 1998)
durch eine Storung der Ca-Homoostase beeinflussen. Eine Stérung der Exocytose
wiirde eine Akkumulation von Vesikeln nach sich ziehen, deren Verschmelzung die
Bildung der beobachteten Vakuolen erkldaren konnte. Calciumionen spielen vermutlich
nicht nur bei der Regulierung der Exocytose eine bedeutende Rolle, sondern auch bei
der Kontrolle des Gleichgewichts zwischen Exo- und Endocytose (Steer, 1988; Battey
und Blackbourn, 1993). Insbesondere die Verschmelzung der Vesikel mit anderen
Membranen scheint durch Ca und somit moglicherweise auch durch Al beeinfluflt zu
werden. Wie Colombo et al. (1994) nachwiesen, wurde die Fusion von Endosomen mit
einem intrazelluldren proteolytischen Kompartiment durch Al-Fluorid gehemmt. Da Al

die Lipidzusammensetzung von Membranen (Lindberg und Griffiths, 1993; Zhang
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etal., 1997) und auch die Membranfluiditit (Zel et al., 1993; Zhang et al., 2000)
verdndert, ist ein Einflu auf Auf- und Abbau von Membranen (engl.: membrane
turnover) denkbar. Eine durch Al verminderte Membranfluiditit konnte durch eine
Verschiebung des Gleichgewichts zu Lasten des Membranabbaus eine Anreicherung
von Vesikeln nach sich ziehen. Aullerdem kénnen die Al-bedingte Verdnderung der
Lipidzusammensetzung und der Membranfluiditdt den Kreislauf des Transports von
Vesikeln vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zu den Dictyosomen, der
Plasmamembran und den Vakuolen (MembranfluBl, engl.: membrane cycling)
beeinflussen. Hinweise fiir die grole Bedeutung des Membranflusses entdeckten Carroll
et al. (1998) an sekretorischen Mais-Wurzelhaubenzellen. Die von Bennet et al. (1985)
und Puthota er al. (1991) beobachtete starke Verminderung des Volumens an
Dictyosomen und ER nach Al-Behandlung unterstiitzen die Hypothese, dal Al den
Membranfluf3 beeinflufit.

Als Ursache fiir die Al-bedingte stirkere Vakuolisierung konnte auch die Hemmung
von Zellteilung und Zellstreckung durch die Al-Behandlung eine Rolle spielen. Dadurch
sind Zellen in gleicher Entfernung von der Wurzelspitze dlter als in Kontrollwurzeln.
Ihr Differenzierungsgrad sollte dementsprechend weiter fortgeschritten sein. Da jedoch
Ikeda und Tadano (1993) bereits nach einstiindiger Al-Behandlung eine Akkumulation
von Vesikeln in Gerstenwurzeln beobachteten, erscheint ein direkter Einflufl von Al auf

die Vesikelbildung wahrscheinlicher.

Die granuldren Ablagerungen in den Vakuolen, in denen nur nach Al-Behandlung
mittels EELS und ESI Al nachgewiesen werden konnte, konnten sichtbarer Ausdruck
eines Detoxifizierungsmechanismus fiir Al in der Vakuole sein. Im folgenden sollen die
Moglichkeiten der Art dieses Detoxifizierungsmechanismus diskutiert werden. Auch
McQuattie und Schier (1990) beobachteten nach Al-Behandlung von Picea rubens-
Wurzeln granuldre Ablagerungen in der Vakuole, die sich mit Toluidinblau schwarz
farbten. Aufgrund ihrer Lokalisierung und ihres Auftretens unter dhnlichen Prépara-
tionsbedingungen hielten McQuattie und Schier eine phenolische Natur dieser Ablage-
rungen fiir wahrscheinlich, wobei sie auf die Arbeiten von Chafe und Durzan (1973)
und Johnson-Flanagan und Owens (1985) verwiesen. Insbesondere kondensierte
Tannine (Catechine) weisen eine starke Osmiophilitit auf (Lees et al., 1993; 1995) und
konnen Al komplexieren, wie Nagata et al. (1991; 1992; 1993) bei Tee (Camellia

sinensis) zeigen konnten. Dagegen wiesen Vazquez et al. (1999) in dhnlichen Al-
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reichen vakuoldren Ablagerungen in Maiswurzelspitzen zusitzlich P, Ca, Zn und Mg
nach und stellten eine &dhnliche Mineralzusammensetzung fest, wie sie fiir Phytin
nachgewiesen wurde (Mikus et al., 1992). Auch die vorliegenden Untersuchungen
zeigten eine Kolokalisation von Al, P und S in den vakuoldren Ablagerungen und
deuten somit eher auf eine Detoxifikation von Al in Form von Phytin, anderen Poly-
phosphaten oder eines Gemisches von Al-Phosphat und -Sulfat hin als auf eine pheno-
lische Natur der Ablagerungen. Ubereinstimmend wurden Al-Polyphosphate in den
Vakuolen von Mykorrhiza (Martin et al., 1994; Turnau et al., 1993) und erhohte
vakuoldre Phosphorkonzentrationen nach 2tégiger Al-Behandlung in Buchenwurzeln
beobachtet (Jensen et al., 1989). Denkbar wire ferner eine Detoxifizierung von Al
durch vakuoldre Proteine. Bisherige Untersuchungen beschiftigten sich jedoch nach
meiner Kenntnis nicht mit der Mdglichkeit der Detoxifizierung von Al durch Poly-
peptide in der Vakuole, sondern vor allem in Apoplast (Basu et al., 1997; Tamas et al.,
1997) und Cytoplasma (Aniol, 1984; Mistrik et al., 1997). Untersuchungen zur Vertei-
lung von Al bei dem Al-Akkumulator Melastoma malabathricum sprachen nicht fiir
eine Bindung von Al an Proteine (Watanabe ef al., 1998). Wenn der Inhalt der Vesikel,
wie von Puthota et al (1991) vermutet, aus polysaccharidischem Mucigel- oder
Zellwandmaterial besteht, konnten auch diese Polysaccharide eine Al-detoxifizierende

Funktion austiiben.

Bei der Akkumulation von Al in den vakuoldren Ablagerungen handelt es sich um
keinen Austausch von Ca durch Al, weil in diesen Strukturen in Kontrollwurzeln kein
Ca nachgewiesen werden konnte. Es ist fraglich, ob die Entstehung dieser Al-haltigen
Strukturen bereits im vitalen Zustand erfolgte oder ob sie erst im Verlauf der Prépa-
ration, z. B. wéhrend der Entwésserung bei der Einbettung, stattfand. Da Al-Ionen
aufgrund der grofen positiven Ladungsdichte jedoch relativ fest an negative Bindungs-
platze in der Zellwand gebunden sind (Grauer und Horst, 1992; Horst, 1995; Blamey
1990; 1992), erscheint eine Umverteilung und Verdrangung von Al aus dem Apoplasten
in die Vakuolen wihrend der Einbettung relativ unwahrscheinlich. Falls die nach der
Einbettung beobachtete Akkumulation von Al in den vakuoldren Strukturen tatsdchlich
die in situ Al-Verteilung widerspiegelt, wiirde das den Transport groBer Al-Mengen in
die Vakuole voraussetzen. Das heiit, Al miiite das Cytoplasma durchqueren. Ohne
negative Auswirkungen auf den Stoffwechsel im Cytoplasma ist dies wahrscheinlich
nur in detoxifizierter Form moglich, z. B. komplexiert mit organischen Sduren oder

Phosphat. Denkbar widre auch ein direkter endocytotischer Transport von Al vom
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Apoplast in die Vakuole ohne Durchquerung des Cytoplasmas. Berechnungen von
Akeson und Munns (1990) ergaben, daB3 an der Plasmamembranoberfliche gebundenes
und durch Endocytose aufgenommenes Al wesentlich an der Al-Aufnahme in die Zelle

beteiligt sein konnte.

Die beobachteten Al-bedingten morphologischen Verdnderungen der Wurzelspitze
beeinflussen sicherlich die Al-Aufnahme. Die Al-bedingte Hemmung des Wurzel-
wachstums fiihrt im Vergleich zu Kontrollpflanzen zu einer Reduktion der Wurzelober-
fliche, die zur Al-Aufnahme zur Verfligung steht. Der Al-Transport konnte sowohl auf
symplastischem Weg als auch teilweise, zumindest streckenweise, auf apoplastischem
Weg durch sogenannten ,,bypass-flow* in Richtung Zentralzylinder erfolgen (Marsch-
ner, 1995 und Referenzen darin). DaB} in Zellwinden kein Al nachgewiesen werden
konnte, heilit nicht, dall kein apoplastischer Transport stattfindet, sondern da3 die Al-
Konzentration im Apoplasten unter der Nachweisgrenze lag. Durch die Vergroferung
der Rhizodermis- und duBleren Cortexzellen wird das Verhiltnis von Apoplast zu
Symplast zu Lasten des Apoplasts verschoben. Damit konnte eine Verminderung des
apoplastischen Al-Transports verbunden sein. Falls es sich bei den beobachteten
vakuoldren Al-haltigen Ablagerungen um einen Detoxifikationsmechanismus fiir Al
handelt, er6ffnen sich zwei Moglichkeiten. 1. Die Verlagerung von Al in die Vakuolen
von Wurzelzellen ist endgiiltig, das vakuoldre Al steht fiir den Weitertransport in den
Sprof3 und die Bliite nicht mehr zur Verfiigung. 2. Al wird nur voriibergehend in den

Vakuolen zwischengelagert und dann weitertransportiert.

Die Al-bedingte Hemmung des Wurzelwachstums und die in geringerer Entfernung von
der Wurzelspitze einsetzende Zellstreckung sind vermutlich verbunden mit einem
hoheren Zellalter und groBerem Zelldifferenzierungsgrad in gleicher Entfernung von der
Waurzelspitze. Mit einer zunehmenden Differenzierung nahm bei Mais der Gehalt an
Lignin und Suberin in Rhizo-, Hypo- und Endodermis zu (Zeier et al., 1999). Durch
eine Inkrustierung der Wéinde von Exo- und Endodermiszellen mit Lignin und Suberin
wird der apoplastische Transport von Ionen eingeschrankt (Lauchli, 1976; Clarkson,
1996, Peterson und Cholewa, 1998; Gierth, 2000). Entsprechend konnte auch bei Al-
behandelten Hortensienwurzeln der apoplastische Transport durch Inkrustierung der
Zellwinde von Rhizo-, Hypo-, Exo- und Endodermis mit Lignin oder Suberin bereits
ndher an der Wurzelspitze eingeschriankt werden und so ein kiirzerer Bereich hinter der

Wurzelspitze flir ungehinderten apoplastischen Transport in den Zentralzylinder zur
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Verfligung stehen als bei Kontrollpflanzen. Neben dieser indirekten Induktion der
Ligninbildung iiber eine Beeinflussung des Differenzierungsgrads der Zellen wire auch
ein direkter Effekt von Al denkbar. Eine Al-induzierte Lignifizierung von Zellwénden
beobachteten zum Beispiel Sasaki et al. (1996; 1997) in den duBeren Zellschichten des
Cortex bei Weizen und Budikova (1999) in rhizodermalen, hypodermalen und cortica-
len Zellwianden in der Ndhe von Al-bedingten Gewebszusammenbriichen bei Mais.
Snowden und Gardener (1993) fanden ein Al-induziertes Gen (wali4) fiir Phenylalanin-
Ammonium-Lyase, ein Schliisselenzym der Ligninsynthese. Die Transkription dieses
Gens wurde auch durch Verletzungen erhoht (Snowden et al., 1995) und spricht fiir
einen engen Zusammenhang zwischen Al-induzierter und als ,,Wundreaktion* indu-
zierter Ligninbildung. Damit wére die Ligninbildung Ausdruck von Al-Toxizitit und
konnte gleichzeitig durch eine Verminderung der Al-Aufnahme die Al-Resistenz
erhohen. Fiir die Ziichtung leicht blau zu farbender Hortensiensorten wiren solche Al-

Resistenzmechanismen, die auf Al-Exklusion beruhen, jedoch negativ zu bewerten.

Eine weitere Erhohung der Al-Konzentration sollte die morphologischen Veridnde-
rungen verstirken und letztlich die Wurzel und insbesondere die Membranen so stark
schéddigen, daf} eine Kontrolle der Al-Aufnahme unmoglich wird (vergl. Wagatsuma et
al., 1997). Diese Hypothese zieht die SchluBfolgerung nach sich, daf3 die in Substrat bei
sehr hohem Al-Angebot beobachtete unbefriedigende Blaufiarbung (Horst et al., 1993;
Weithmann, personliche Mitteilung) nicht auf geringere Al-Gehalte der Wurzel, son-
dern eher auf eine Verminderung der Al-Verlagerung von der Wurzel in den Spro3 und
die Sepalen zuriickzufiihren ist. Die Al-bedingte Hemmung des Wurzelwachstums und
die folglich kleinere fiir die Al-Aufnahme verfligbare Wurzeloberflache sollte entschei-

dend zur geringeren Al-Verlagerung in den Sprof3 beitragen.

4.3 EinfluR der Al-Form auf Al-Aufnahme, -Verlagerung und

-Toxizitat
Al-Speziesverteilung in der Nahrlosung

In vielen Versuchen konnte eine Verminderung der Toxizitdt von Al durch die Kom-
plexierung mit organischen Sduren nachgewiesen werden (Review: Ma, 2000). Der
EinfluB auf die Al-Aufnahme wurde bisher jedoch wenig untersucht. In mehreren
Untersuchungen bei Mensch und Tier wurden bei gleichzeitiger Erndhrung mit Al und

Citrat oder auch allein Citrat erhohte Al-Gehalte in verschiedenen Geweben nachge-
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wiesen (Martin, 1988 und Referenzen darin). Im Pflanzenreich hingegen wurde bei
Angebot von Al im Komplex mit organischen Séuren in der Regel eine verminderte Al-
Aufnahme festgestellt, z. B. von Bartlett und Riego (1972) bei Mais und von Vitorello
und Haug (1996) bei Tabakzellen. Kontrdr hierzu beobachteten Muchovej et al. (1988)
eine erhohte Al-Aufnahme bei Al-Angebot in komplexierter Form. Allerdings konnte
dieser Effekt bei dem hohen N#hrlosungs-pH-Wert von 6,0 auf einer Erhohung der
Loslichkeit von Al und somit der Pflanzenverfiigbarkeit in der Néhrlosung durch die
organischen Komplexoren beruhen. Auch Taylor e al. (2000) wiesen nach Komplexie-
rung von Al mit Citrat einen erhéhten Transport von Al durch die Plasmamembran in
den Protoplasten an einzelnen Zellen von Chara corallina nach. Welchen Einflu3 die
Al-Form auf Al-Toxizitit, -Aufnahme und -Verlagerung bei dem Al-Akkumulator

Hortensie hat, soll im folgenden diskutiert werden.

Da die Chemie von Al in wiBrigen Losungen sehr kompliziert ist, sollten zunéchst die
Al-Formen der vier Nahrlosungsvarianten mittels chemischer Spezifikationsbe-
stimmungen und theoretischer Berechungen néher charakterisiert werden (3.3.1). Durch
eine hohere Malatkonzentration (750 uM) in der Néhrlosung im Vergleich zu Citrat
(500 uM) sollte die geringere Stabilitit des Komplexes zwischen Al und Malat im
Vergleich zu Citrat zumindest partiell ausgeglichen werden. Auch die Malat-Variante
mit dem erh6hten pH-Wert von 6,0 wurde gewéhlt, um zu tiberpriifen, ob sich hierdurch
der Anteil an mit Malat komplexiertem Al erh6éhen 14Bt. Denkbar wére dies, weil das
Gleichgewicht bei hoherem pH-Wert von der Carbonsdure in Richtung des negativ
geladenen Carboxylations verschoben wird, das moglicherweise positiv geladenes Al
stairker komplexieren kann. Eine Erhohung des Anteils an Al-Malat wiirde voraus-
setzen, da} die Stabilitdtskonstante des Al-Malatkomplexes bei dem pH-Wert von 6,0
die von Al(OH); iibertrifft, da AI(OH); sonst bei diesem pH-Wert ausfallen wiirde
(Lydersen et al., 1991). Nach Kwong und Huang (1979) sind organische Sduren in der
Lage, die Loslichkeit von Al-Hydroxiden heraufzusetzen, und konnten somit die Al-

Ausféllung vermindern.

Zur Uberpriifung, in welchem Umfang in den Nihrldsungsvarianten eine Ausfillung
von Al auftrat, wurden die Proben vor der Messung von Al mittels ICP durch Membran-
filter mit einer Porengréfe von 0,2 um filtriert. Nur in der Malat-Variante bei einem
pH-Wert von 6,0 konnte mit dieser Methode eine Ausfillung von Al nachgewiesen

werden (Abb. 3.21). Damit reduzierte sich die Konzentration an geldstem und somit
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phytotoxischem Al im Vergleich zu den Varianten bei niedrigem pH-Wert (4,3) von
500 uM auf 200 uM. Durch Malat konnte die Ausfiallung von Al-Hydroxiden bei dem
hohen pH-Wert von 6,0 also nur partiell verhindert werden. Der Anteil an ausgefalle-
nem Al konnte bei der angewandten Methode eher unter- als iiberschitzt werden, da
durch die Filtration bei einer Porengro3e von 0,2 um sehr feine Al-Hydroxid-Mikro-

partikel moglicherweise nicht vollstindig entfernt werden (Menzies et al., 1991).

Im Gegensatz zu den Messungen sollte Al nach Berechnungen mittels GEOCHEM-PC
in der Al-Chlorid-Variante zu 89 % in fester Form als Al-Hydroxid ausfallen. Dies
erscheint in Anbetracht der mittels ICP bestimmten Al-Konzentration und der Tatsache,
dafl von Pflanzen aller Varianten bei niedrigem pH-Wert dhnliche Al-Mengen aufge-
nommen wurden, sehr unwahrscheinlich. Eine Erklarung fiir die Diskrepanz zwischen
Messung und Berechnung kénnte darin zu sehen sein, dal GEOCHEM den Gleich-
gewichtszustand nach unendlich langer Zeit berechnet, dieser jedoch wéhrend der
kurzen Versuchsdauer nicht erreicht wird. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese
haben Kinraide und Parker (1989) gezeigt, dal Al in Losungen fiir viele Tage mono-
nuklear bleibt, sofern der Quotient der Aktivititen {Al’"}/{H"} kleiner als 10*® bleibt,
was fiir diesen Versuch zutrifft. Auch in der Malat-Variante (pH 6,0) tbertrifft die
berechnete Ausfillung von Al mit 98 % wahrscheinlich die tatsdchliche Ausféillung
deutlich. Diese Behauptung 146t sich aus der mittels ICP bestimmten Al-Konzentration
der Nahrlosung und der Al-Aufnahme der Pflanzen ableiten. Fiir die Malat- und Citrat-
Varianten bei niedrigem pH-Wert wurden iibereinstimmend mit den Messungen keine

Al-Ausfillungen berechnet.

Entsprechend den hoheren Stabilititskonstanten flir Al-Citrat-Komplexe im Vergleich
zu Al-Malat-Komplexen (Hue et al., 1986; Parker et al., 1995 und Referenzen darin)
lagen in der Citrat-Variante 90 %, in der Malat-Variante (pH 4,3) hingegen nur 50 %
des Al in komplexierter Form vor. Da der Anteil an komplexiertem Al die Differenz aus
dem mit dem ICP gemessenen Anteil an gelostem Al und dem mittels Aluminon
bestimmten Anteil an monomerem Al darstellt, spricht dies fiir die Eignung der
Aluminon-Methode (2.3.7) zur Darstellung relativer Unterschiede des Anteils an
monomerem Al durch Komplexierung mit organischen Séduren. Hingegen sind die
absoluten, mittels der Aluminon-Methode bestimmten Konzentrationen an monomerem
Al kritisch zu betrachten, da das Reaktionsgleichgewicht in der Probenlosung durch

Vermischung mit der Farbstofflosung verdndert werden kann und die Reaktionszeit
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zwischen Proben- und Farbstofflosung mit 30 Sekunden willkiirlich gewéahlt wurde
(ThoB, personliche Mitteilung). Die mit GEOCHEM-PC berechneten Anteile an
monomerem Al lagen in der Citrat-Variante mit 1 % und vor allem in der Malat-
Variante (pH 4,3) mit 2 % deutlich niedriger als die MeBwerte. In der Realitét liegen die
Anteile an monomerem Al vermutlich zwischen den berechneten und den MeBwerten.
Dafiir sprechen die Untersuchungen von Delhaize ef al. (1993) an Weizen, nach denen
ein Al-Malat-Angebot im Verhéltnis von 1: 1,5 zu einer etwa 30%prozentigen Erho-
hung des Wurzelwachstums der Al-behandelten Variante fiihrte im Vergleich zur
Kontrolle (ohne Al und ohne Malat). Der Anteil an komplexiertem Al lag hier also
vermutlich mindestens bei 30 %. Die Erhdhung des pH-Werts im vorliegenden Versuch
in der Malat-Variante auf 6,0 resultierte nicht wie beabsichtigt in einer hdheren
Konzentration an Al-Malat, sondern vor allem aufgrund der Ausféllung von Al in einer

niedrigeren Konzentration an Al-Malat.

Die Zunahme des Anteils an komplexiertem Al wahrend der 48stiindigen Al-Chlorid-
Behandlung der Pflanzen (Abb. 3.21) konnte auf der Ausscheidung organischer
Sdureanionen beruhen (Kap. 3.5). Die leichte Verminderung dieses Anteils in der Al-
Malat- (pH 4,3) und -Citrat-Variante hingegen konnte auf einen Abbau organischer
Séuren - sowohl der angebotenen als auch zusitzlich exsudierter - durch Mikroorganis-
men zurlickzufiihren sein. Das Populationswachstum von Mikroorganismen konnte hier
durch die von Anfang an hohe Konzentration organischer Sduren begiinstigt sein,
wihrend sie auf die Ausscheidung organischer Séureanionen vermutlich negativ wirkt.
Die starke Verminderung des Anteils an monomerem Al in der Malat-Variante (pH 6,0)
lieBe sich durch die Ausscheidung organischer Sdureanionen wihrend der Al-Behand-
lung erkldren, die eine hohere Komplexstabilitidt aufweisen und so zu einer Verschie-

bung zugunsten des Anteils an komplexiertem Al fiithren.
Wurzelwachstum, Kallose- und Al-Gehalte der Wurzelspitzen

Als Parameter fiir die Charakterisierung der Toxizitdt von Al eignen sich die Hemmung
des Wurzelwachstums (Horst et al., 1992; Weithmann et al., 1995) und die Induktion
der Kallosesynthese (Wissemeier et al., 1987; 1995; Schreiner et al., 1994) in Wurzel-
spitzen. Ein Angebot von Al-Malat (pH 4,3) und Al-Citrat fiihrte nicht zu stirkerem
Wurzelwachstum im Vergleich zu Al-Chlorid (Abb. 3.22), wie es bei einer Verminde-
rung der Toxizitdt von Al durch die Komplexierung mit Malat und Citrat zu erwarten

gewesen wire. Allerdings war auch das Wurzelwachstum der Al-Chlorid-Variante im
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Vergleich zum Wachstum ohne Al (in den zwei Tagen vor Beginn der Al-Behandlung)
nur geringfiigig vermindert. Deshalb ist es unzuldssig, aus dem Wurzelwachstum
SchluB3folgerungen iiber die unterschiedliche Toxizitdt der Al-Formen zu ziehen. Auch
im Versuch zum Einflu von Al auf die Exsudation organischer Sduren fiihrte eine
zweitdgige Al-Behandlung nicht zu einer wesentlichen Hemmung des Wurzel-
wachstums (Kap. 3.5), wihrend nach vier- und siebentigiger Al-Behandlung eine
30%ige Hemmung des Wurzelwachstums nachzuweisen war (Kap. 3.4.1). Da Horten-
sien im Vergleich zu Mais wesentlich langsamer wachsen und deutlich Al-toleranter
sind, erfolgt eine Hemmung des Wurzelwachstums bei Hortensien moglicherweise erst

mit Verzogerung (Lag-Phase).

Der Kallosegehalt der Wurzelspitzen war hingegen in der Malat-Variante tendenziell
und in der Citrat-Variante deutlich niedriger als bei Angebot von Al-Chlorid
(Abb. 3.23B). Dies deutet auf eine leichte Verminderung der Al-Toxizitdt durch Malat
und eine stirkere durch Citrat hin. Die verminderte Kalloseinduktion ist verbunden mit
geringeren Al-Gehalten in der Wurzelspitze (Abb. 3.23 A, Abb. 3.24), die somit als
Ursache fiir die geringere Kalloseinduktion in Betracht kommen. Die geringeren Al-
Gehalte in der Wurzelspitze beruhen nicht auf einer Verdiinnung durch stirkeres
Wachstum oder stirkerer Verlagerung in den Sprof3. Wahrscheinlich sind sie die Folge
unterschiedlich starker Bindung der verschiedenen Al-Formen im Apoplast. Uberein-
stimmend beobachteten Taylor et al. (2000) bei Angebot von Al-Citrat eine geringere
Al-Akkumulation in Zellwdnden von Chara corallina als bei Angebot von Al-Chlorid
und hielten die verdnderte Ladung vom dreifach positiv geladenen Al-lon im Vergleich
zu neutralen und einfach negativ geladenen Al-Citrat-Komplexen (AICit’, AlCity.) fiir
eine wahrscheinliche Ursache. Verantwortlich fiir die Al-Adsorption im Apoplast sind
die negativen Ladungen der Carboxylgruppen des Pektins der Zellwand und der Pro-
teine und Phospholipide der AuBlenseite der Plasmamembran (Grauer und Horst, 1992;
Horst, 1995; Blamey et al., 1990; 1992). Die Adsorption von Al an Ca-Pektat (Blamey
et al., 1997) und Phospholipid-Vesikel (Shi und Haug, 1988) war in Anwesenheit von
Komplexbildnern wie Citrat und Malat in vitro vermindert und konnte folglich die
geringeren Al-Gehalte der Wurzelspitzen in den entsprechenden Nahrlosungsvarianten
erklaren. Dal} die unterschiedlichen Al-Formen keinen Einflul auf die Al-Gehalte des
gesamten Wurzelsystems hatten, konnte auf die geringeren Pektingehalte &lterer
Wurzelbereiche im Vergleich zur Wurzelspitze zuriickzufiihren sein (Schmohl, 2001

und personliche Mitteilung).
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Obwohl die Konzentration an geldstem Al in der Al-Malat-Variante bei einem pH-Wert
von 6,0 im Vergleich zu den drei Varianten bei niedrigem pH-Wert (4,3) um 60 %
vermindert war, wiesen die Wurzelspitzen dieser Variante signifikant erhohte Al-
Gehalte und erhohte Kallosegehalte auf. Erstaunlicherweise war jedoch trotz des
erhohten Al-Gehalts das Wurzelwachstum gegentiber den Varianten bei niedrigem pH-
Wert verdoppelt. Die Verbesserung des Wurzelwachstums ist vermutlich grofBtenteils
auf die geringere Konzentration an geldstem Al zuriickzufithren. Auch verminderte
Protonentoxizitdt konnte zu diesem Effekt beitragen. Die hoheren Al-Gehalte der
Waurzelspitze lassen sich durch eine Zunahme der Kationenaustauschkapazitét von Ca-
Pektat bei steigendem pH-Wert durch zunehmende Deprotonierung von Carboxyl-
gruppen zu negativ geladenen Carboxylatgruppen erkldren (Blamey et al., 1993b). Auch
die Bindung von Al an Phospholipide der Plasmamembran konnte bei einem pH-Wert
von 6,0 erhoht sein, wofiir Shi und Haug (1988) in Untersuchungen an Phospholipid-
Vesikeln Hinweise fanden. Die bevorzugte Ausfillung von Al(OH); an Oberflichen
und das Wachstum von relativ stabilen Al-Hydroxid-Polymeren an bereits gebundenem
Al (Hem, 1986) konnte zur Erhohung der Al-Gehalte beitragen. Wie 148t sich der
Widerspruch erkléren, dal das stirkere Wachstum fiir eine geringere Al-Toxizitdt der
Malat-Variante (pH 6,0) spricht, wéhrend der hohere Kallosegehalt auf eine stirkere
Toxizitdt hindeutet? Fiir diese gegensitzliche Wirkung des hohen Al-Gehalts der
Wurzelspitze auf die Kallosesynthese und das Wurzelwachstum sind zwei
Interpretationen denkbar: 1. Sowohl die Zunahme des Wachstums als auch der
Kallosesynthese sind weniger mit dem Al-Gehalt verbunden als vielmehr auf eine
Verminderung der Protonentoxizitit zuriickzufiihren. Der héhere pH-Wert konnte sich
positiv auf die Enzymaktivitit der Kallose-Synthetase auswirken und auch andere
Wachstumsprozesse giinstig beeinflussen. 2. Die Induktion der Kallosesynthese erfolgt
durch andere Mechanismen als die Hemmung des Wurzelwachstums. Denkbar wiére,
dal3 apoplastisch gebundenes Al Kallosebildung induzieren kann, wihrend fiir die
Hemmung des Wachstum Al in ldslicher Form vorliegen muf3 und unter Umsténden
eine Aufnahme in den Symplasten voraussetzt. Dies steht im Widerspruch zu
Untersuchungen bei Mais und Kartoffel, die viele Hinweise fiir die Hemmung des
Wurzelwachstums durch apoplastisches, an Pektin gebundenes Al iiber Interaktion mit
dem Zellwand-Plasmamembran-Cytoskelett-Kontinuum lieferten (Horst et al., 1999;
Schmohl et al., 2000). AuBBerdem zeichnete sich ein Al-resistenter Mais-Genotyp im

Vergleich zu einem sensitiven durch eine geringere Al-Akkumulation, geringere
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Hemmung des Wurzelwachstums und geringere Al-induzierte Kallosebildung aus,
wobei sich die Wurzelzone in 1-2 mm Entfernung von der Wurzelspitze als besonders
Al-sensitiv beziiglich der Wachstumshemmung erwies (Kollmeier et al., 2000).
Unterschiede in der toxischen Wirkung von Al sind allerdings zu erwarten, da der Al-
Akkumulator Hortensie iiber andere Toleranz-Mechanismen als die wesentlich Al-
sensitiveren Pflanzenarten Mais und Kartoffel verfiigen sollte. Auch die tendenziell
hoheren Kallosegehalte der Sorte ‘Blauer Ball’ stehen im Widerspruch zum tendenziell
hoheren Wachstum von ‘Blauer Ball’ im Vergleich zu ‘Renate Steiniger’. Auch hier
konnte entsprechend dieser zweiten Interpretation eine geringere Al-Verlagerung in den
Symplast fiir das bessere Wachstum von ‘Blauer Ball’ im Vergleich zu ‘Renate

Steiniger’ verantwortlich sein.
Al-Gehalte der Wurzel und verschiedener Sprofifraktionen

Im Gegensatz zu den Wurzelspitzen unterschieden sich die Al-Gehalte des gesamten
Wurzelsystems bei niedrigem pH-Wert bei Angebot von Al in Form von Chlorid, Malat
oder Citrat nicht (Abb. 3.25). Auch die Al-Verlagerung in den Spro3 wurde durch die
Al-Form bei niedrigem pH-Wert nicht beeinflufit (Tab. 3.3, Abb. 3.26). Fiir die Al-
Aufnahme und Verlagerung in den Sprof3 scheint es folglich unerheblich zu sein, in
welcher Form das Al vorliegt. Monomeres und komplexiertes Al scheinen mit der
gleichen Aufnahmerate aufgenommen zu werden. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Bartlett und Riego (1972), die bei Angebot von Al-Chlorid wesentlich
hohere Al-Gehalte in Maiswurzeln und -sprossen fanden als mit Al-Citrat. Wie bereits
erklart, sollten sich Al-Exkluder und -Akkumulatoren jedoch in der Art und Weise ihrer
Al-Aufnahme unterscheiden. Die vorliegenden Ergebnisse widersprechen auch der von
Martin (1988) aufgestellten Hypothese, dafl der neutrale Al-Citrat-Komplex die
Permeation von Al durch Membranen ermoglichen konnte. Bei einem pH-Wert von 4,3
soll Al-Citrat zumindest teilweise als neutraler 1:1 Al-Citrat-Komplex vorliegen
(Martin, 1988). Allerdings bezogen sich die Uberlegungen von Martin auf tierische
Systeme und konnen aufgrund der pflanzlichen Zellwand und unterschiedlicher
Membranzusammensetzung nicht unbedingt auf pflanzliche Systeme iibertragen
werden. Im Gegensatz zu der Hypothese von Martin (1988) berechneten Akeson und
Munns (1990), dall passive Permeation von ungeladenen und geladenen Al-Citrat-
Komplexen nicht zur Aufhahme von Al in den Wurzelsymplast beitrdgt. Auch Phopho-

lipidvesikel wiesen eine sehr geringe Permeationsrate fiir Al-Citrat auf (Akeson und
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Munns, 1989). Die Permeabilitit biologischer Membranen kann sich jedoch erheblich
von der von Phospholipidvesikeln unterscheiden. Einzelne Zellen von Chara corallina
wiesen nach Behandlung mit Al-Citrat hohere Al-Gehalte im Protoplast auf als bei
Behandlung mit Al-Chlorid, wobei hier Zellwand und Protoplast fiir die Al-Bestim-
mung durch mechanische Priparation voneinander getrennt wurden (Taylor et al.,
2000). Keine der genannten Untersuchungen oder Uberlegungen enthilt einen Erkli-
rungsansatz fiir das Ergebnis des vorliegenden Versuchs, dall die Al-Verlagerung in den
Sprof3 unabhingig von der Komplexierung des Al durch Malat oder Citrat war. Neben
derselben Aufnahmerate fiir monomeres und komplexiertes Al liee sich die
Unabhéngigkeit der Al-Verlagerung von der Al-Form durch zwei weitere Hypothesen
erkldren: 1. Die Al-Komplexe werden vor der Al-Aufnahme zerstort, so dal
ausschlieBlich monomeres Al aufgenommen wird. 2. Es konnen genug organische
Sdureanionen ausgeschieden werden, so dal auch in der Al-Chlorid-Variante Al in

komplexierter Form aufgenommen werden kann.

Der Al-Gehalt des gesamten Wurzelsystems der Al-Malat-Variante (pH 6,0) lag
flinfmal hoher als in den Varianten mit niedrigem pH-Wert. Trotzdem betrug die in den
Sprof} verlagerte Al-Menge bei hohem pH-Wert nur ca. ein Drittel der bei niedrigem
pH-Wert verlagerten Al-Menge. Die geringe Al-Verlagerung in den Sprof3 in der Al-
Malat-Variante (pH 6,0) 146t vermuten, dal die hohen Al-Gehalte der Wurzel vor-
wiegend auf einer Erhohung des apoplastisch gebundenen Al und nicht auf einer
erhohten Aufnahme in den Symplasten beruhen. Sollte dies zutreffen, liee sich
aulerdem die SchluBfolgerung ziehen, dafl die Al-Aufnahme nicht durch das apo-
plastisch gebundene Al, sondern durch die Konzentration an geldstem Al in der
Nihrldsung bzw. im Apoplasten bestimmt wird. In Ubereinstimmung mit dieser
Annahme waren sowohl die Konzentration an 16slichem Al in der Nahrlosung als auch
die Al-Verlagerung in den Spro3 um ca. zwei Drittel reduziert. Die Verminderung der
Konzentration an l16slichem Al in der Néhrlosung wéhrend der 48stiindigen
Versuchsdauer liel sich vollstindig durch die in der Pflanzensubstanz analysierte Al-
Menge erkldren. Mdgliche Ursachen fiir die hoheren Al-Gehalte der Wurzel bei erhoh-
tem pH-Wert wurden bereits in bezug auf die Wurzelspitze erldutert und diirften auch
fiir das gesamte Wurzelsystem zutreffen. Wiahrend der Al-Gehalt des gesamten
Wurzelsystems in der Variante Al-Malat (pH 6,0) jedoch fiinfmal hoher war als in den
Varianten bei niedrigem pH-Wert, betrug dieser Unterschied auf der Ebene der

Waurzelspitzen nur das Doppelte. Dieser Unterschied 146t sich auf das stirkere
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Wachstum der Wurzelspitzen in der Malat-Variante (pH 6,0) zuriickfithren, der mit

einer stirkeren Verdiinnung des Al verbunden sein konnte.

Als Nebeneffekt der separaten Mineralstoffanalyse in der basalen, medialen und
apikalen Sprof3fraktion konnte nachgewiesen werden, dafl Al bei niedrigem pH-Wert
bevorzugt in die apikale SproBfraktion verlagert wurde und sich dort akkumulierte.
Dieser Effekt war bei der Sorte ‘Renate Steiniger’ wesentlich ausgeprigter als bei
‘Blauer Ball’ und tragt sicherlich zur leichteren Blaufarbbarkeit von ‘Renate Steiniger’
bei. In der medialen Sprof3fraktion unterschieden sich die Al-Gehalte der beiden Sorten
nur geringfligig, in der basalen SprofBfraktion und der Wurzel nicht. Da der hohe
Assimilatbedarf von Meristemen vorwiegend iiber Phloemtransport gedeckt wird
(Marschner, 1995), konnte die Al-Akkumulation in der apikalen SproBfraktion auf
diesem Weg erfolgen. Denkbar wire jedoch auch, dal Al im Xylemsaft bis in den
apikalen Sprof3bereich transportiert wird und sich dort akkumuliert, nachdem zunéchst
die Bindungsstellen fiir Al in der Wurzel und dann auch in den basaler gelegenen
SproBbereichen abgeséttigt wurden. Dafiir spricht, da3 die apikale Al-Akkumulation der
Sorte ‘Blauer Ball’, die insgesamt weniger Al in den Sprof3 verlagerte, geringer ausfiel.
AuBerdem war in der Al-Malat-Variante (pH 6,0) mit der geringsten in den Sprof3
verlagerten Al-Menge bei beiden Sorten keine Al-Akkumulation in der apikalen
Sproffraktion zu beobachten.

Al und organische Siuren im Xylem

Wihrend die in den SproB3 verlagerten Al-Mengen und die Al-Gehalte in den drei
Sproffraktionen bei niedrigem pH-Wert nicht von der angebotenen Al-Form beeinfluf3t
wurden, war die Al-Konzentration im Xylemsaft in der Malat-Variante (pH 4,3)
signifikant erh6ht im Vergleich zu den Al-Chlorid und -Citrat-Varianten (Abb. 3.28).
Auch die Malatkonzentration im Xylemsaft war in den beiden Al-Malat-Varianten
geringfiigig erhoht im Vergleich zu den Varianten mit Al-Chlorid und -Citrat-Angebot
(Abb. 3.29). Diese beiden Beobachtungen lassen sich als Hinweis auf eine Beteiligung
von Malat an der Al-Aufnahme bzw. an der Verlagerung und Detoxifizierung von Al im
Xylemsaft interpretieren. Falls Malat tatsdchlich eine Rolle spielen sollte, so ist die
Hortensie jedoch in der Lage, die erforderlichen Konzentrationen an Malat selbst zu
produzieren. Tatsdchlich war die Malatkonzentration im Xylemsaft in Substratkultur
nach Behandlung mit Al signifikant erhoht. Bei Angebot von Al-Chlorid in der

Néhrlosung betrug die Malatkonzentration circa 4 mM und war somit fiinfmal hoher als
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in der Néhrlosung. Ein Angebot von 500 uM Al mit einer mehrfach héheren Konzen-
tration an Malat konnte den Anteil an mit Malat komplexiertem Al in der Nahrlosung
erhohen und eventuell den Einflu auf Al- und Malatkonzentration im Xylemsaft
deutlicher erkennen lassen. Moglicherweise konnte ein langfristiges Angebot von Al-
Malat eine Erhohung der Al-Aufnahme oder zumindest eine Verbesserung der
Pflanzenqualitit bewirken, da die Pflanze Energie fiir die Produktion von Malat
einsparen konnte. Trotzdem wire dieser Effekt fiir eine Verbesserung der Al-Aufnahme
bei der Produktion von blauen Hortensien in Substratkultur wahrscheinlich bedeu-
tungslos, da aufgrund des relativ schnellen Abbaus des Malats im Substrat durch
Mikroorganismen (Jones, 1998) kein langfristiges Angebot von Al in komplexierter

Form aufrecht erhalten werden konnte.

Im Gegensatz zu Al-Malat beeinflute ein Angebot von Al-Citrat weder die Al- noch
die Citratkonzentration im Xylemsaft. Al- und Citratkonzentration waren jedoch im
Xylemsaft signifikant miteinander korreliert (Abb. 3.30). Zwischen Al- und Malatkon-
zentration bestand kein Zusammenhang. Folglich ist es denkbar, dal Al komplexiert mit
Malat aufgenommen und fiir den Transport im Xylem zu Al-Citrat umkomplexiert wird.
Abweichend von den vorliegenden Ergebnissen fiihrte ein Angebot von komplexiertem
Al in Form von Oxalat bei Buchweizen im Vergleich zu Al-Chlorid zu einer starken
Verminderung der Al-Konzentration im Xylemsaft. Dieses Ergebnis interpretierten Ma
und Hiradate (2000) als Hinweis auf eine Aufnahme von Al in ionischer Form. Die Al-
induzierte Exsudation von Oxalat bei Buchweizen (Zheng et al., 1998a) konnte somit
zur Verminderung der Al-Aufnahme beitragen. Ubereinstimmend mit den vorliegenden
Untersuchungen scheint auch bei Buchweizen Al im Xylem mit Citrat komplexiert
transportiert zu werden. Auch bei Buchweizen soll somit Al in unterschiedlichen
Formen aufgenommen und im Xylem transportiert werden. Wihrend Al bei Hortensien
jedoch auch in den Blittern durch Komplexierung mit Citrat detoxifiziert werden soll
(Ma et al., 1997), erfolgt bei Buchweizen hier anscheinend eine erneute Umkomplexie-
rung zu Al-Oxalat (Ma et al., 1998). Bei dem Al-Akkumulator Tee (Camellia sinensis)
hingegen wurden Al-Fluorid-Komplexe als Transportform favorisiert (Nagata et al.,
1993; Yuan et al., 1996) und Al-Catechin-Komplexe fiir die Detoxifizierung in den
Blattern verantwortlich gemacht (Nagata et al., 1992).

Wie ein Vergleich von Stecklingen aus Néhrlosung mit Pflanzen aus Substratkultur

zeigt, dhneln sich die prozentualen Anteile der verschiedenen organischen Sduren im



Diskussion 113

Xylemsaft. Néhrlosungsversuche scheinen also fiir Untersuchungen zur Charakteri-
sierung des Al-Transports und der transportierten Al-Form geeignet zu sein. Absolut
waren jedoch in Néhrlosungskultur sowohl die Konzentration an Al als auch an

organischen Sduren im Xylemsaft etwas erhdht.

4.4 EinfluB eines kurzfristig niedrigen Al-Angebots auf die

Induktion von Al-Resistenz

Durch die Vorbehandlung mit einer niedrigen Al-Konzentration lie sich die Al-
Toleranz von Weizenkeimlingen erheblich steigern. Aniol (1984) fand Hinweise, daf3
als Ursache fiir diesen Effekt die Al-induzierte Synthese eines Al-bindenden Proteins in
Frage kommt. Fiir die Induzierbarkeit von Al-Resistenz sprechen auch Beobachtungen
von Horst et al. (1983), die nach 18stiindiger Al-Behandlung ein Wiedereinsetzen der
Zellteilung bei Cowpea (Vigna unguiculata) feststellten, ebenso wie die Tatsache, daf3
die hochste Al-Resistenz bei Buschbohne (Phaseolus vulgaris) erst mit Verzogerung
erreicht wurde (Cumming und Tomsett, 1992). In Zusammenhang mit der Induktion
von Al-Resistenz wurden die Induktion von cytosolischen und membrangebundenen
Proteinen (Ownby und Hruschka, 1991; Basu et al., 1994c; Taylor et al., 1997), die
Exsudation von Polypeptiden (Basu et al., 1994b; 1999), die Expression eines Gens fiir
ein metallothionein-dhnliches Protein (Snowden et al., 1995) und die Bildung Al-
unempfindlicher Enzyme (Slaski, 1989) beobachtet. Bei Roggen schien eine
Umsteuerung des Stoffwechsels Voraussetzung fiir die Exsudation von organischen
Sauren zu sein (Li ef al., 2000). Ob auch bei Hortensienstecklingen eine Induktion von
Al-Resistenz durch eine Vorbehandlung bei niedriger Al-Konzentration gelingt, sollte
in diesem Versuch iiberpriift werden. Falls die 7tigige Vorbehandlung mit 25 bzw.
50 uM Al eine Induktion von Al-Resistenz bewirken sollte, wire in den vorbehandelten
Varianten ein stirkeres Wurzelwachstum als in der nicht vorbehandelten Variante
(0/500) zu erwarten. Aber weder nach 4 noch nach 7 Tagen anschlieBendem, hohem Al-
Angebot konnte anhand dieses Parameters eine Erhdhung der Resistenz durch die
Vorbehandlung nachgewiesen werden (Abb. 3.31B). Geringere Kallosegehalte in den
mit Al vorbehandelten Wurzelspitzen nach 24stiindigem hohem Al-Angebot wiesen
jedoch auf eine kurzfristige Verminderung der Al-Sensitivitit hin (Abb. 3.32D),
insbesondere da der Al-Gehalt der Wurzelspitzen nach Vorbehandlung mit 50 uM Al
sogar erhoht war (Abb. 3.32C). Nach einem verldngerten hohen Al-Angebot von
500 uM fiir 7 Tage lieB sich jedoch auch anhand des Parameters Kallose keine Vermin-
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derung der Sensitivitit durch die Vorbehandlung mehr nachweisen (Abb. 3.33B).
Ebenso unterschieden sich die Al-Gehalte der Wurzelspitzen nicht mehr in Abhéngig-
keit von der Vorbehandlung (Abb. 3.33A). Die Vorbehandlung scheint also zumindest
kurzfristig eine Induktion von Al-Resistenz zu bewirken, diese flihrt aber nicht zu einer

langfristigen Verbesserung des Wurzelwachstums und Erhohung der Al-Resistenz.

Im Sortenvergleich schienen die tendenziell hoheren Kallosegehalte der Wurzelspitzen
von ‘Blauer Ball’ trotz ihrer signifikant niedrigeren Al-Gehalte auf eine hohere Al-
Sensitivitdt im Vergleich zur Sorte ‘Renate Steiniger’ hinzudeuten. Im Versuch zum
EinfluB der Al-Form auf Al-Aufnahme, -Verlagerung und -Toxizitét hatte sich diese
Tendenz bei Angebot von Al-Chlorid jedoch nicht gezeigt (Abb. 3.24).

Die Vorbehandlung mit den niedrigen Al-Konzentrationen selbst wirkte nicht toxisch,
sie verminderte das Wurzelwachstum nicht (Abb. 3.31A). Vielmehr war der Kallose-
gehalt der Wurzelspitzen nach der Vorbehandlung trotz der signifikant erhohten Al-
Gehalte (Abb. 3.32A) sogar signifikant verringert (Abb. 3.32B). Dieser Effekt 148t sich
bei dem niedrigen pH-Wert von 4,3 durch eine Melioration der Protonentoxizitit durch
die niedrigen Al-Konzentrationen erkldren (Grauer und Horst, 1992; Blamey et al.,
1992; Kinraide et al., 1992; Kinraide, 1993). Nach den in der zuvor genannten Literatur
beschriebenen Modellen wird die Toxizitit von Al und H™ durch die Bindung von Al
und von konkurrierenden Kationen wie H' an sensitive Kationenaustauschplitze im
Apoplasten bzw. durch die Aktivitit der Kationen an der Oberflache der Wurzelzellen

bestimmt.

Die beobachtete kurzfristige Verminderung der Al-Toxizitdt durch die Vorbehandlung
ist keinesfalls auf eine verminderte Al-Aufnahme in die Wurzelspitzen oder die gesamte
Wurzel zuriickzufiihren. Im Gegenteil, tibereinstimmend mit den Ergebnissen von Aniol
(1984), wiesen auch Wurzelspitzen, Wurzel und Sprof3 der Hortensienstecklinge nach
Vorbehandlung und einem Tag bei hohem Angebot hohere Al-Gehalte auf als ohne
Vorbehandlung. Zum Teil waren die erhdhten Al-Gehalte nicht allein auf Al-Aufnahme
wéhrend der Vorbehandlung zuriickfiihren, sondern lieen sich nur durch eine erhéhte
Aufnahmerate wihrend des hohen Al-Angebots erklidren. Insbesondere traf dies auf
Waurzelspitzen der Sorte ‘Renate Steiniger’ nach Vorbehandlung mit 50 uM Al und
einem Tag bei hohem Al-Angebot (Abb. 3.32C) und fiir die Verlagerung von Al in den
Sprof3 der Sorte ‘Blauer Ball’ (Abb. 3.34B) zu. Wire der stark erhohte Al-Gehalt im

Sprof} in den vorbehandelten Varianten allein auf die Aufnahme wéhrend der Vorbe-



Diskussion 115

handlung zuriickzufiihren, dann hétte die zusitzlich zur Aufnahme der nicht vorbehan-
delten Variante (0/500) aufgenommene Al-Menge in der Variante 50/500 deutlich h6her
als in der mit 25 pM vorbehandelten Variante ausfallen miissen. Die verstirkte Al-
Verlagerung in den Sprofl nach der Vorbehandlung stimmt gut mit der in Kap. 4.3
aufgestellten Hypothese iiberein, da3 eine stirkere Al-Akkumulation im Sprof3 erst nach

der Absittigung der Al-Bindungsplétze in der Wurzel erfolgt.

Aufgrund der Erfahrung mit den beiden Parametern Al-induzierte Kallosesynthese und
Hemmung des Wurzelwachstums in diesem und den vorangegangen Versuchen soll ihre
Eignung zur Charakterisierung der Al-Toxizitdt bei Hortensienstecklingen beurteilt
werden. Die Ergebnisse dieses Versuchs wie auch des Versuchs 3.3 sprechen fiir eine
tiberlegene Empfindlichkeit der Kalloseinduktion zur Erfassung der Al-Toxizitdt im
Vergleich zum Wurzelwachstum. Aufgrund des geringen Wurzelwachstums der
Hortensienstecklinge im Vergleich zu anderen Pflanzenarten, der beschrinkten Genau-
igkeit der Tauchwégung und der uneinheitlichen, relativ geringen Grof3e der Stecklinge
war das durch Tauchwigung ermittelte Wurzelwachstum nur zur Erfassung groferer
Wachstumsunterschiede (hier nach 7tdgigem Angebot von 500 uM Al) geeignet,
wihrend sich mittels Kalloseinduktion auch geringere und kurzfristigere Effekte
charakterisieren lieBen (hier nach Itdgigem Angebot von 500 uM oder 7 Tagen bei
25 uM). Die Al-induzierte Kallosesynthese scheint sich jedoch zur Beurteilung
langfristiger Al-Effekte bei verschiedenen Pflanzenarten unterschiedlich gut zu eignen.
Zhang et al. (1994) beobachteten wihrend eines 48stiindigen Al-Angebots bei Weizen
zwar einen stetigen Anstieg der Kallosegehalte, bei verschiedenen Maissorten hingegen
nahmen die Al-induzierten Kallosegehalte trotz andauernder Al-Behandlung bereits
nach wenigen Stunden wieder stark ab (Collet, 2001). Die nach einem Tag hohem Al-
Angebot etwas hoheren Kallosegehalte als nach sieben Tagen sprechen fiir eine
Abnahme der Al-induzierten Syntheserate von Kallose auch bei Hortensie. Die
Bestimmung des Wurzelwachstums durch Tauchwégung wurde bevorzugt, weil das
Wurzelsystem der Hortensien fiir die routineméfige Erfassung des Wurzelwachstums
durch Messung des Wurzellangenwachstums im Vergleich zu dem einfachen Wurzel-
system von Keimlingen wie z. B. von Mais schlecht geeignet ist. Griinde hierfiir sind
die diinnen, verletzungsempfindlichen und langsam wachsenden Hortensienwurzeln und
die Komplexizitit des Wurzelsystems, bei dem sich Haupt- und Nebenwurzeln mit dem

bloBen Auge nicht unterscheiden lassen (vergl. Kap. 4.2).
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Fiir die Kultur von blauen Hortensien in der Praxis lassen sich aus dem vorliegenden
Versuch folgende SchluBfolgerungen ziehen. Bei Applikation einer fiir die Hortensien-
pflanzen potentiell letalen Dosis konnte einer Verminderung der Sensitivitidt durch
Vorbehandlung eine entscheidende Bedeutung zukommen: Wie Aniol (1984) beobach-
tete, liberlebten nach Vorbehandlung 70 bis 80 % zweier Sorten von Weizenkeimlingen
die Behandlung mit einer sonst letal wirkenden Al-Dosis. Moglicherweise konnen also
Al-Behandlungen wiéhrend der Vorkultur die Vertraglichkeit von Al-Behandlungen
wihrend der Treiberei verbessern. Zusétzlich konnte sich der nach der Vorbehandlung
beobachtete Effekt einer verstiarkten Al-Verlagerung in den Sprof3 positiv auf die Al-

Verlagerung in die Bliite und somit auf die Blaufarbung auswirken.

4.5 EinfluR von Al auf die Exsudation organischer Saure-

anionen durch die Wurzel

Die Al-Resistenz wurde bei verschiedenen Pflanzenarten und -sorten mit der Fihigkeit
threr Wurzeln zur Ausscheidung von organischen Sduren in Verbindung gebracht
(Miyasaka, 1991; de la Fuente et al., 1997; Zheng et al., 1998a; Review: Jones, 1998).
Die vorliegenden Untersuchungen sollten kldren, inwieweit die Ausscheidung
organischer Sduren zur auBlergewohnlichen Al-Resistenz der Hortensie beitragen

konnte.

Die beobachtete Erhohung der Exsudationsrate von Citrat, Malat und Succinat nach Al-
Behandlung (Abb. 3.35) 146t sich als Hinweis fiir eine Beteiligung dieser Sduren an der
Detoxifizierung von Al interpretieren. Allerdings weisen weit weniger Al-resistente
Pflanzenarten wie Rettich, Raps, Hafer oder Weizen &hnliche Exsudationsraten fiir
Citrat und Malat auf (Zheng et al., 1998b). Die auBergewohnliche Al-Resistenz der
Hortensie 148t sich folglich nicht allein auf die Ausscheidung organischer Séduren
zuriickfithren. Der Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit auf Trockengewicht
basierenden Literaturangaben war moglich, indem die Exsudationsrate fiir die Umrech-
nung von g Frischgewicht auf g Trockengewicht als Bezugsbasis mit dem Faktor 11,8

multipliziert wurde.

Es stellt sich die Frage, inwieweit die von den Stecklingen in die Inkubationslésung
exsudierten organischen Sdureanionen in der Lage sind, Al zu komplexieren und zu
detoxifizieren. Nach 44stiindiger Behandlung mit 500 uM AICl; und anschlieBender

2stlindiger Exsudation in 500 mL CaCl,-Losung betrug die Summe der Konzentrationen
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an Citrat, Malat, Malonat und Succinat 4 uM. Nach Berechnungen mit dem Spezifika-
tionsprogramm GEOCHEM-PC konnten diese 4 uM von 500 uM Al nur 0,56 %
komplexieren. Im Boden wire jedoch eine stirkere Aufkonzentrierung der exsudierten
organischen Séduren in der Rhizosphire denkbar als in den 500 mL CaCl,-Losung im
Versuch. Beitragen konnten hierzu die geringere Diffusionsgeschwindigkeit im Boden
im Vergleich zur Hydrokultur und eine verstirkte Exsudation durch eine hoéhere
Konzentration an toxischem Al in der Rhizosphére oder nach lingerer Exsudationszeit.
AuBerdem reagierten bei Weizen und Mais insbesondere die Wurzelspitzen Al-
empfindlich und wurden als entscheidende Exsudationsquelle fiir organische Saure-
anionen identifiziert (Ryan et al., 1993; Delhaize et al., 1993; Sivaguru und Horst,
1998; Horst et al., 1999; Kollmeier ef al., 2000; 2001). Im folgenden soll deshalb die
Komplexierung von Al durch organische Sdureanionen unter der Voraussetzung berech-
net werden, daf3 sie ausschlieflich in die Rhizosphére in bis zu 500 pm Entfernung von
Wurzelspitzen ausgeschieden werden (vergl. Jones et al., 1996). Wenn eine Pflanze
durchschnittlich 40 Wurzelspitzen mit einer Linge von 1 cm und einem Durchmesser
von 0,03 cm hat, ergibt sich ein Rhizosphirenvolumen von ca. 0,5 cm’. Wiirden die
organischen Sauren also in ein Rhizosphédrenvolumen von 0,5 mL statt in 500 mL CacCl,
exsudiert, entsprache das einer Konzentrationserhohung der organischen Séduren um den
Faktor 1000. Unter diesen Voraussetzungen wiren von 500 uM Al 99 % mit
organischen Sduren komplexiert, davon 42 % mit Citrat, 31 % mit Malonat und je 13 %
mit Malat und Succinat. Theoretisch wire durch die exsudierten organischen
Sdureanionen also eine Komplexierung des monomeren Al in der Rhizosphire der
Waurzelspitzen denkbar. Zur Beantwortung der Frage, ob dies unter realen Bedingungen

der Fall ist, sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Parker und Pedler (1998) bezweifeln, da3 die Exsudation von Malat entscheidend zur
Al-Toleranz von Weizen beitragen kann. Es ist zu berilicksichtigen, daB3 organische
Séuren im Boden schnell von Mikroorganismen abgebaut werden und nicht nur mit Al
Komplexe bilden, sondern auch andere Bindungspartner der Bodenldsung und der
festen Phase um die organischen Sduren konkurrieren (Jones, 1998 und Referenzen
darin). Entgegen der verbreiteten Annahme, dal die Aktivitit von Mikroorganismen im
Bereich der Wurzelspitze gering ist, sprechen einige Untersuchungen fiir eine schnelle
Besiedelung der Wurzelspitzen durch Mikroorganismen (Jones, 1998 und Referenzen
darin). Die Gefahr einer zusitzlichen Mobilisierung von im Boden festgelegtem Al

durch die ausgeschiedenen organischen Sduren besteht zwar, war in Untersuchungen
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von Singh et al. (1997) jedoch vernachlédssigbar. Da die Synthese der organischen
Sduren energetisch aufwendig ist, stellt sich die Frage, ob sich Pflanzen eine Exsudation
dauerhaft leisten konnen. Ob die hier nach Al-Behandlung erhéhte Exsudation allein auf
der Offnung von entsprechenden Anionen-Kanilen beruht oder eine Erhohung des
Gehalts an organischen Sduren durch Umsteuerung des Stoffwechsels Voraussetzung
ist, 148t sich nicht sagen. Li ef al. (2000) fanden bei Weizen Hinweise fiir eine erhdhte
Exsudation durch Aktivierung eines Kanals. Bei Roggen hingegen sprachen ihre
Ergebnisse fiir eine Umsteuerung des Stoffwechsels. Auch fiir Mais wurde ein Al-
aktivierter Anionenkanal beschrieben (Piferos und Kochian, 2001; Kollmeier et al.,

2001).

Beziiglich der Wirkung der Komplexierung von Al durch Citrat und Malat auf Al-
Aufnahme, -Verlagerung und -Toxizitdt bei Hortensie wird auf die Diskussion in

Kap. 4.3 verwiesen.

4.6 Al-Verlagerung in den Blutenstand und Blaufarbung in

Nahriosungskultur

Als Ursache fiir die Sortenunterschiede in der Leichtigkeit der Blaufirbung kommen
Unterschiede bei der Al-Verlagerung in die Bliite in Betracht. Der Vorteil der Nahr-
16sungskultur besteht darin, dall das gesamte Wurzelsystem bei kontrolliertem pH-Wert
mit einer definierten Al-Konzentration behandelt werden kann. Im Substrat hingegen
kann die tatsichlich in der Rhizosphédre pflanzenverfiigbare Al-Konzentration aufgrund
der komplexen Wechselwirkungen mit dem Substrat selbst mit groBem Aufwand nur
nidherungsweise bestimmt werden. Auerdem ist bei gleichem Al-Angebot in Substrat-
kultur eine unterschiedliche Beeinflussung des pH-Werts und damit der Al-Verfiig-
barkeit durch verschiedene Sorten denkbar. Deshalb wurden Al-Verlagerung in die

Bliitenstéinde und die Blaufiarbung der Sepalen auch in Nahrlosungskultur untersucht.

Die Untersuchungen zur Al-Verlagerung in den Bliitenstand lassen die SchluB3folgerung
zu, daB fiir die leichtere Blaufarbbarkeit der Sorte ‘Renate Steiniger’ die Eigenschaft,
bei gleichem Al-Angebot in kiirzerer Zeit hohere Al-Gehalte in den Sepalen zu er-
reichen als die Sorte ‘Adria’ (Abb. 3.36), entscheidend ist. Bereits nach Stigigem Al-
Angebot von 500 uM AICl; betrug der durchschnittliche Al-Gehalt in den Sepalen von
‘Renate Steiniger’ 0,74 mg (g TS)", wihrend die Sepalen von ‘Adria’ einen dhnlich
hohen Al-Gehalt erst nach 15tdgigem Al-Angebot aufwiesen. Die wesentlich schlech-
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tere Blaufarbung von ‘Blauer Ball’ ist eindeutig auf die schlechtere Verlagerung in den
Sprof3 und insbesondere in die Sepalen zuriickzufiihren (Abb. 3.36, Abb. 3.37). Die
schlechtere Al-Verlagerung von ‘Blauer Ball’ in die SproBspitze wurde {iiberein-
stimmend auch in Kapitel 3.3 (Abb. 3.26) beobachtet. Die Ergebnisse dieses Néhr-
l6sungsversuchs unterscheiden sich in folgendem Punkt von denen des Versuchs in
Substratkultur (Kapitel 4.1). Wéhrend in Nihrlosung die Sorte ‘Blauer Ball” auch bei
gleicher Al-Konzentration und gleichem pH-Wert niedrigere Al-Gehalte im Sprof3 auf-
wies, waren Al-Gehalte und Blaufdrbung der Sepalen dieser Sorte im Substratversuch
bei gleichem Substrat-pH-Wert &hnlich wie bei der Sorte ‘Renate Steiniger’. Dies lie3e
sich dadurch erkldren, da3 der gleiche pH-Wert im Substrat bei der Sorte ‘Blauer Ball’
erst bei einem hoheren Al-Angebot erreicht wird als bei ‘Renate Steiniger’. Aus diesem
Grund konnte die Al-Verfiigbarkeit im Substrat der Sorte ‘Blauer Ball’ bei gleichem
pH-Wert hoher sein als bei der Sorte ‘Renate Steiniger’. Diese Vermutung wiirde
zutreffen, wenn im Substrat der Sorte ‘Renate Steiniger’ noch keine Al-Séttigung in der

Bodenlosung erreicht wurde.

Als Ursache fiir die gro3en Unterschiede von Einzelpflanzen bei der Al-Verlagerung in
die Sepalen kommen genetische Unterschiede in Betracht, da es sich bei den Hortensi-
ensorten nicht um isogene Linien handelt und die Stecklinge von verschiedenen Mutter-
pflanzen stammen. Eine groBe Bedeutung fiir die unterschiedliche Al-Verlagerung in
die Sepalen von Einzelpflanzen scheint die sehr unterschiedliche Al-Akkumulation in
den Blittern zu haben (Abb. 3.37). Wihrend einige Einzelpflanzen in den basalen
Bléttern niedrige Al-Gehalte aufwiesen oder dhnliche wie die entsprechenden Inter-
nodien, libertrafen die Al-Gehalte bei anderen Einzelpflanzen auch in basalen Bléttern
die der Internodien um ein Vielfaches. Fiir die extremen Unterschiede der Al-
Verlagerung in die Blitter konnen unterschiedliche Transpirationsraten der Blétter
verantwortlich sein. Wie auf Abb. 3.38 zu sehen ist, waren die Blatter einiger Pflanzen
vollstindig vom Bliitenstand iiberdeckt, wiahrend sie bei anderen seitlich darunter
hervorragten. Nur Al, das nicht in die Blatter verlagert wurde, steht fiir den Weiter-
transport in die Sepalen zur Verfligung. Dieser Weitertransport wird von der Transpi-
rationsrate der Sepalen beeinfluBit (vergl. 4.7.3). Die im Vergleich zu den Blittern
geringeren Unterschiede der Al-Gehalte in den Sepalen von Einzelpflanzen lassen sich
entsprechend der zuvor aufgestellten Hypothese auf die gleichméBigeren Transpira-
tionsraten der freistehenden Bliitenstidnde zurtlickfithren. Moglicherweise verringern sich

die Unterschiede der in die Blatter verlagerten Al-Mengen auch in der Summe iiber alle
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Blitter. Die Ergebnisse zeigen, da3 die in einzelnen Blittern bestimmten Al-Gehalte
nicht unbedingt aussagekriftig fiir den Al-Gehalt des gesamten Sprosses oder der

Sepalen sind.

Nach 15tigigem Al-Angebot wiesen die apikalen Blétter der meisten Pflanzen die
stirkste Al-Akkumulation auf. Auch in den Sepalen der meisten Pflanzen fand eine
starke Al-Akkumulation statt, allerdings lagen die Al-Gehalte im allgemeinen unter
denen der apikalen Blitter. Die bevorzugte Al-Verlagerung in die apikalen Blétter und
die Sepalen konnte auf eine besonders hohe Transpirationsrate dieser Pflanzenteile
zuriickzufithren sein. Die hohere Transpirationsrate der apikalen Pflanzenteile im
Vergleich zu der der dlteren basalen Pflanzenteile konnte auf eine mit zunehmendem
Blattalter verminderte cuticuldre Transpiration zuriickzufiihren sein (Whitehead und
Singh, 1995; Sase et al., 1998; Hauke und Schreiber, 1998). Wie in diesem Versuch
wurde auch in Kapitel 3.3 (Abb. 3.26) eine bevorzugte Al-Verlagerung in die SproB-
spitze beobachtet. Wéhrend es sich dort jedoch um eine vegetative Sprofspitze mit
schnell wachsenden jungen Blittern handelte, in die ein Al-Transport im Phloem
denkbar wire, waren die apikalen Blatter der Bliitenstecklinge in diesem Versuch
bereits vollstindig ausgewachsen. Somit scheint hier ein Al-Transport mit dem Transpi-
rationsstrom im Xylem wahrscheinlicher als im Phloem zu sein. Nach Canny (1995)
akkumulieren sich im Xylemsaft geloste Substanzen, die langsamer als Wasser in den
Symplast eindringen, in den schmaler werdenden Gefdflen in transpirierenden Blittern
und Sprofspitzen. Hinweise auf eine Transpirationsabhéngigkeit der Al-Verlagerung in
den Sprof3 von Hortensien geben die in Kapitel 4.7.3 diskutierten Versuchsergebnisse.
Die im Vergleich zu den apikalen Blittern geringeren Al-Gehalte in den Sepalen sind

vermutlich auf einen wachstumsbedingten Verdiinnungsetfekt zuriickzufiihren.

Im Vergleich zur Substratkultur erfolgten Al-Verlagerung in die Sepalen und deren
Blaufiarbung in Néhrlosungskultur in wesentlich kiirzerer Zeit. Erfahrungsgeméif
werden in Substratkultur ein Al-Gehalt von iiber 1 mg (g TS)" und zufriedenstellende
Blaufirbung nur bei rechtzeitiger Al-Behandlung und Absenkung des Substrat-pH-
Werts erreicht. In der Praxis wird deshalb angestrebt, durch Al-Behandlung den
Substrat-pH-Wert spétestens vier Wochen vor der Bliite auf 4,3 abgesenkt zu haben.
Entsprechend der oben beschriebenen schnellen Al-Verlagerung in die Sepalen wurden
im vorliegenden Versuch bei der Sorte ‘Renate Steiniger’ bereits nach 2tdgigem

Angebot von 500 uM Al die ersten Anzeichen von Blaufiarbung und nach 10 Tagen eine
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zufriedenstellende Blaufarbung der Bliitenstdinde beobachtet (nicht dargestellt). Ebenso
wie in Substratkultur (Abb. 3.8) war die Blaufirbung iiber die drei Sorten signifikant
mit dem Al-Gehalt der Sepalen korreliert (Abb. 3.39).

Die bessere Verlagerung von Al in die Sepalen in Ndhrlosungskultur ist vermutlich vor
allem auf die bessere Verfligbarkeit von Al in Nahrlosung aufgrund des konstant
niedrigen pH-Werts von 4,3 zuriickzufiihren. Im Substrat ist hingegen keine gleich-
miBige Al-Verteilung zu erzielen, so dal3 lokal vermutlich toxische Al- und Protonen-
konzentrationen neben Bereichen mit hohem pH-Wert und somit mangelhafter Al-
Verfiigbarkeit auftreten. Im Vergleich zur Nahrlosungskultur ist die fiir die Al-
Aufnahme zur Verfiigung stehende Wurzeloberfldche in Substratkultur vermindert, da
hier Aufnahme nur an der mit der Bodenldsung in Kontakt stehenden Wurzeloberfldche
erfolgen kann. AuBerdem wurde gezeigt, dal die Wurzeln vieler Pflanzenarten bei
Luftkontakt in feuchter Umgebung, wie er auch in Substratkultur bei Kontakt mit der
Bodenluft vorkommt, frither und haufiger eine suberinisierte und cutinisierte Exodermis
ausbilden als in Né&hrlosung und dadurch die lonenaufnahme beeintrachtigt wird
(Enstone und Peterson, 1998; Zimmermann und Steudle, 1998; Zimmermann et al.,
2000; Gierth, 2000). Zusitzlich konnten hohe Al-Gehalte in den in diesem Versuch
verwendeten eintriebigen Bliitenstecklingen generell schneller erreicht werden als in

mehrtriebigen Pflanzen, wie sie in dem Versuch in Substratkultur verwendet wurden.

4.7 EinfluRfaktoren auf die Al-Verlagerung in die Sepalen

4.7.1 Blutenstandsgrofe

Bei nicht frithzeitig in der Treiberei beginnender Al-Behandlung kann nach Beobach-
tungen aus der Praxis héufig keine zufriedenstellende Blaufarbung der Hortensien mehr
erzielt werden. Ob die Phase zu Beginn der Entwicklung der Bliitenstinde von Horten-
sien wichtiger fiir die Al-Aufnahme ist als spétere Phasen, sollte durch Untersuchung

der Al-Verlagerung in Bliitenstdnde von unterschiedlicher Groe iiberpriift werden.

Die lineare Korrelation zwischen der in die Bliitenstinde verlagerten Al-Menge und
dem Trockengewicht bzw. der Fliche der Bliitenstinde sowie die Unabhingigkeit des
Al-Gehalts vom Trockengewicht der Bliitenstinde sprechen nicht fiir eine besondere
Bedeutung der friihen Entwicklungsphase der Bliitenstinde fiir die Al-Aufnahme
(Abb. 3.40). Die in die Bliitenstdnde verlagerte Al-Menge glich also bei Bliitenstdnden

mit einem Trockengewicht zwischen 0,21 g und 3,75 g bzw. einer Fliche zwischen 28
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und 305 cm’ die durch das Wachstum der Bliitenstinde bewirkte Verdiinnung des Al-
Gehalts aus. Wire der Beginn der Entwicklung der Bliitenstdnde besonders wichtig fiir
die Al-Verlagerung in die Sepalen, hitten junge, kleine Bliitenstéinde besonders hohe
Al-Gehalte aufweisen miissen. Entgegen dieser Hypothese wiesen junge Bliitenstinde
jedoch dhnliche, hochstens geringfiigig hohere Al-Gehalte auf. Wichtig fiir die Er-
zielung hoher Al-Gehalte in den Sepalen und somit einer zufriedenstellenden Blau-
farbung scheint eine kontinuierlich gute Al-Verfiigbarkeit ab Beginn der Treiberei zu

sein, damit die Al-Aufnahme iiber einen mdglichst langen Zeitraum erfolgen kann.

4.7.2 Unterbrechung des Phloemtransports durch Ringelung

Da die Bedeutung des Phloemtransports relativ zum Xylemtransport fiir stark wachsen-
de Gewebe grofler ist als in dlteren Geweben (Marschner, 1995), wire es denkbar, daf3
der Al-Transport in die stark wachsenden Sepalen zum groflen Teil im Phloem erfolgt.
Inwieweit der Phloemtransport zur Al-Verlagerung in die Bliitenstinde beitrigt, sollte
durch Abtétung der Phloemzellen unterhalb des Bliitenstands mittels heilen Wasser-
dampfes, der sogenannten Ringelung, abgeschitzt werden. In Substratkultur war der Al-
Gehalt in Sepalen und Rispenésten 7 Tage nach der Ringelung nur tendenziell, aber
nicht signifikant niedriger als in ungeringelten Bliitensténden (Abb. 3.41). Sowohl das
Wachstum als auch die Al-Aufnahme der geringelten Bliitenstinde waren durchschnitt-
lich um circa 30 % geringer als bei den nicht geringelten Bliitenstanden. Die tendenziell
verminderte Al-Aufnahme konnte auf die Unterbrechung des Phloemtransports
zuriickzufiihren sein. Aber da die BliitenstandsgroBe vermindert war, kommt auch eine
aufgrund der kleineren Oberfliche verminderte Transpiration als Ursache in Frage.
Zusitzlich konnte die Unterbrechung des Phloemtransports die turgorgesteuerte Spalt-
offnungsbewegung beeintrachtigen, die durch den Saccharose-Konzentrationsgradienten
zwischen Sym- und Apoplast der SchlieBzellen reguliert wird (Outlaw and Vlieghere-
He, 2001), und dadurch die Transpirationsrate in den geringelten Bliitenstinden negativ

beeinflussen.

Es ist zu vermuten, dafl die wéahrend der 7 Tage nach der Ringelung aufgenommene Al-
Menge im Vergleich zur bereits zuvor aufgenommenen Al-Menge relativ gering war.
Nicht geringelte Bliitenstéinde verdoppelten ihre Fldche wéhrend der 7tdgigen Versuchs-
dauer nahezu. Da in Kap. 3.7.1 (Abb. 3.40B) eine lineare Korrelation zwischen Bliiten-
standsfliche und Al-Aufnahme nachgewiesen wurde, 1483t sich berechnen, dal} die

Halfte der in die nicht geringelten Bliitenstinde aufgenommenen Al-Menge, nimlich
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0,3 mg, bereits vor dem Termin der Ringelung aufgenommen wurde. Folglich wiren
durch die geringelten Bliitenstinde wihrend der 7 Tage nur 25 % zusitzlich auf-
genommen worden. Da also sowohl die Al-Aufnahme als auch das Wachstum der
geringelten Bliitenstinde relativ gering waren, kann aus dem ohne und mit Ringelung
dhnlichen Al-Gehalt nicht der Schluf3 gezogen werden, dall Phloemtransport keine Rolle
fiir die Al-Verlagerung in die Bliitenstdnde spielt. Eine Vorbehandlung des Substrats
mit Al bereits vor der Ringelung erschien notwendig, da eine meflbare Al-Verlagerung
in die Bliitenstdnde innerhalb von 7 Tagen nach Al-Behandlung des Substrats als
unwahrscheinlich einzuschitzen ist. Eine lingere Versuchsdauer ist nicht moglich, da
bereits nach 7 Tagen die ersten Anzeichen abnehmender Turgeszenz der Bliitenstdnde

erkennbar waren.

Anders als in Substratkultur konnen in Ndhrlésungskultur Al-Angebot und pH-Wert
und damit die Al-Verfiigbarkeit besser gesteuert werden. Auflerdem wurde bereits eine
ausreichend schnell mefbare Al-Verlagerung in die Bliitenstinde beobachtet (3.6.1,
Abb. 3.36). Deshalb wurde ein dhnlicher Versuch mit bliihenden Hortensienstecklingen
in Néhrlosung durchgefiihrt, bei dem erst nach der Ringelung mit der Al-Behandlung
begonnen wurde. Nach 5Stigigem Angebot von 500 pM AICl; unterschieden sich die Al-
Gehalte in den Sepalen von geringelten und nicht geringelten Bliitenstéinden der Sorten
‘Renate Steiniger’, ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ nicht signifikant (Abb. 3.42). Tendenziell
wiesen die Sorten ‘Adria’ und ‘Blauer Ball’ jedoch nach der Ringelung einen um 47 %
geringeren Al-Gehalt auf. Fiir die in die Sepalen verlagerten Al-Mengen ergab sich ein
dhnliches Bild wie fiir die Al-Gehalte (nicht dargestellt). Diese Ergebnisse lassen die
SchluBifolgerung zu, dafl die Al-Verlagerung in die Sepalen zu mindestens 50 % nicht
im Phloem, sondern im Xylem erfolgt. Phloemtransport kénnte jedoch bei ‘Adria’ und
‘Blauer Ball’ zu knapp 50 % an der Al-Verlagerung in die Sepalen beteiligt sein. Die
nach der Ringelung beobachteten verminderten Al-Gehalte kdnnten jedoch, wie fiir den
Versuch in Substratkultur diskutiert, auch auf eine geringere Transpiration in dieser

Variante zuriickzufiihren sein.

Allerdings sind die Ergebnisse dieses Nahrlosungsversuchs mit Vorsicht zu betrachten,
da die Versuchspflanzen vier Tage vor der Ringelung aufgrund eines Defekts der
Klimakammer fiir einige Stunden einer Temperatur von iiber 50 °C ausgesetzt waren.
Dieser Hitzeschock fiihrte bei einigen Versuchspflanzen zu leichten Nekrosen an

Bléttern und Sepalen. Im Vergleich zu den in Kapitel 3.6 beschriebenen Ergebnissen
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(Abb. 3.36) war der Al-Gehalt in den Sepalen der Sorte ‘Renate Steiniger’ in diesem
Versuch nach 5Stigigem Al-Angebot durchschnittlich wesentlich geringer. Wéhrend
einige Einzelpflanzen &hnliche Al-Gehalte wie im vorigen Versuch aufwiesen, schien
bei einigen die Al-Verlagerung in die Sepalen durch den Hitzeschock gestort zu sein.
Auch zwei nicht sichtbar geschéddigte Bliitenstinde der Sorte ‘Renate Steiniger’ wiesen
ungewoOhnlich niedrige Al-Gehalte auf. Wahrscheinlich ist die hohe Standard-
abweichung auf den Hitzeschock zuriickzufiihren. Der Wert der Beobachtung, da3 Al-
Transport in die Sepalen trotz Ringelung unterhalb des Bliitenstandes stattfindet, wird
durch den Hitzeschock nicht gemindert. Deshalb und wegen der sehr zeit- und
arbeitsintensiven Anzucht von blithenden Stecklingen in Nahrlésungskultur wurde

dieser Versuch hier trotz des nicht optimalen Versuchsablaufs dokumentiert.

4.7.3 Transpiration

Der Einflu der Transpiration auf die Al-Verlagerung in Pflanzen ist bisher wenig
untersucht. Bei einigen Al-akkumulierenden Pflanzenarten deuten einzelne Unter-
suchungen jedoch auf eine Abhéngigkeit der Al-Aufnahme und -Verlagerung von der
Transpiration hin: Wagatsuma (1984) folgerte aufgrund der unterschiedlichen Al-
Verlagerung wahrend der Nacht- bzw. Tagphase, dal die Al-Verlagerung in den Sprof3
bei dem Al-Akkumulator Raphanus sativus L. (Japanischer Rettich) von der Transpira-
tion abhingt, beim Al-Akkumulator Fagopyrum esculentum Moench (Buchweizen)
hingegen vom Wurzeldruck. Neue Untersuchungen belegen jedoch, dall die Al-Vertei-
lung in Blittern bei Fagopyrum esculentum von der Transpirationsrate und dem
Blattalter bzw. der Dauer, wihrend der die Transpiration wirkte, abhidngt (Shen und Ma,
2001). Auch fiir die hohere Al-Aufnahme von Wurzeln intakter Pflanzen im Vergleich
zu abgeschnittenen Wurzeln machten Watanabe et al. (2001) beim Al-Akkumulator
Melastoma malabathricum L. die Abhingigkeit der Al-Verlagerung von der Transpira-

tion verantwortlich.

Um den EinfluB8 der Transpirationsrate auf die Al-Verlagerung in die Bliitenstinde von
Hortensien zu untersuchen, wurde die Luftfeuchtigkeit variiert (3.7.3). Durch Eintiiten
der Bliitenstinde sollte die Luftfeuchtigkeit im Vergleich zu Bliitenstdnden ohne Tiiten
erhoht und somit die Transpirationsrate herabgesetzt werden. Eine Zugabe von Silikagel
sollte eine Verminderung der Luftfeuchtigkeit in der Tiite und eine Erhohung der
Transpirationsrate bewirken. Wenn der Al-Transport von der Transpiration abhingt,

wire bei erhohter Transpirationsrate eine erhohte Al-Verlagerung in die Bliitenstinde zu
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erwarten. Tatsdchlich wiesen Bliitenstinde nach drei Wochen in Tiiten mit Silikagel
gemittelt iiber die Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’ iibereinstimmend mit dieser
Hypothese um 13 % signifikant hohere Al-Gehalte auf als Bliitenstdnde mit Tiite ohne
Silikagel (Abb. 3.43). Zwischen der Variante mit und ohne Tiite unterschieden sich die
Al-Gehalte allerdings nicht signifikant. Erkldren lieBen sich die Beobachtungen durch
die Annahme, dafl in der Tiite mit Silikagel eine geringere Luftfeuchtigkeit erreicht
wurde als in der Tiite ohne Silikagel, widhrend der Luftfeuchtigkeitsunterschied
zwischen der Variante ohne und mit Tiite weniger gro3 war. Da alle untersuchten
Bliitenstinde der beiden Sorten jeweils von einer Pflanze stammten, ist keine Aussage
iiber die Signifikanz von Sortenunterschieden mdéglich. Kohl ef al. (1996) vermuteten,
daB die starke Al-Akkumulation in Bléttern verschiedener Baumarten des Laurelwaldes
der Kanarischen Inseln eine Konsequenz der schlechten Transpirationskontrolle ihrer
phylogenetisch urspriinglichen Blatter sei. Die Ergebnisse des vorliegenden Versuchs
sprechen dafiir, daB3 auch die Al-Verlagerung der Hortensie transpirationsabhéngig und
die Al-Akkumulation in den Sepalen die Konsequenz einer hohen Transpirationsrate

und folglich hohen Wasseraufnahme ist.

4.8 Bestimmung der Al-Konzentration im Vakuolensaft von

Sepalen

In blaugefirbten Sepalen werden Gehalte von iiber 1 mg Al (g Trockensubstanz)’
erreicht. Die Kompartimentierung von Al in Vakuolen konnte dazu beitragen, die Al-
Konzentration im Cytoplasma niedrig zu halten und so negative Auswirkungen auf den
Zellstoffwechsel zu minimieren. Nachdem die EELS und ESI-Untersuchungen der
Wurzeln Hinweise fiir die Al-Akkumulation in Vakuolen von Cortexzellen geliefert
haben (4.2), sollte liberpriift werden, ob dieser Mechanismus auch in Sepalen eine Rolle
spielt. Verschiedene Al-akkumulierende Pflanzenspezies aus einem Nebelwald in
Venezuela wiesen in BlattpreBsédften Al-Konzentrationen von nicht nachweisbar bis
177 mM auf (Cuenca et al., 1990). Allerdings zeigten EDX-Untersuchungen zur Al-
Verteilung in Blittern von Tee (Camellia sinensis) Al-Akkumulationen in den Zell-
wénden der Epidermis (Memon et al., 1981). Sowohl bei Camellia sinensis (Echlin,
1996a) als auch bei Richeria grandis (Cuenca et al., 1991) wurde mittels EDX-Analyse
in epidermalen Zellwidnden mehr Al nachgewiesen als in epidermalen Vakuolen. Da bei
der Gewinnung von BlattpreBsaft bei hohem Al-Gehalt der Zellwande vermutlich eine

Kontamination des Vakuolensafts stattfindet, wurde in der vorliegenden Arbeit Vakuo-
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lensaft mittels Glaskapillaren und modifizierter DruckmeBsondentechnik aus einzelnen
Sepalenzellen entnommen (2.2.8). Eigene Voruntersuchungen mittels EDX-Analyse
ergaben Hinweise fiir eine besonders hohe Al-Akkumulation in der adaxialen
Subepidermis und geringere Al-Akkumulationen in der Epidermis und der ersten unter
der Subepidermis liegenden Mesophyllzellschicht, in der zweiten und dritten
Mesophyllzellschicht war hingegen kein Al nachweisbar (nicht dargestellt). Neben der
hohen Al-Konzentration scheint auch das Vorkommen des Sepalenfarbstoffs insbeson-
dere in den Subepidermiszellen (Allen, 1943 und eigene nicht dargestellte lichtmikro-
skopische Untersuchungen) auf eine besondere Bedeutung dieser Zellschicht fiir die
Blaufarbung und moglicherweise auch fiir die Entgiftung von Al in den Sepalen hinzu-
deuten. Deshalb sollte Vakuolensaft aus dieser Zellschicht entnommen werden. Da
Vakuolensaft von rosa Sepalen deutlich rosa und von blauen Sepalen deutlich blau
gefarbt war, ist davon auszugehen, dall der analysierte Vakuolensaft wie beabsichtigt

vor allem aus Subepidermiszellen stammte.

Die mittels modifizierter DruckmeBsondentechnik gewonnenen Fliissigkeiten aus der
Subepidermis von Sepalen der Sorte ‘Renate Steiniger’ wiesen nach Al-Angebot von
6 g Al(SO4); x 18 HLO (L Substra‘[)'1 eine durchschnittliche Al-Konzentration von
6,5mM auf (Abb. 3.45). Erfahrungsgemil weisen blaue Sepalen mit einer
Farbboniturnote von 5 bis 5,5, wie sie hier erreicht wurden, Al-Gehalte von etwa 1 bis
1,5mg (g TS)" auf, was 4,4 bis 6,6 mmol (kg Frischgewicht)" oder geldst in 1 L einer
Konzentration von 4,4 bis 6,6 mM entspriache. Die gemessenen Al-Konzentrationen
liegen somit in einem Bereich, der eine starke Verlagerung von Al in die Vakuole
voraussetzt. Die hohe Al-Konzentration 1at vermuten, dal die Kompartimentierung
von Al in Vakuolen zur Al-Toleranz von Subepidermiszellen und wahrscheinlich auch
von Sepalen und Blittern insgesamt beitrdgt. Durch die Komplexbildung von Al mit
dem Farbstoff Delphinidin kénnte die Al’’-Konzentration im Vakuolensaft niedrig
gehalten und ein Transport bzw. Riicktransport ins Cytoplasma verhindert werden. Auf
welche Art ein Al-Transport durch das Cytoplasma in die Vakuole erfolgen kdnnte,
wurde bereits fiir die Wurzel diskutiert (4.2) und diirfte im Blatt dhnlich sein. Ob
dariiber hinaus auch eine Al-Akkumulation in den Zellwidnden erfolgt, wie sie bei Tee
(Camellia sinensis) und Richeria grandis beobachtet wurde (Memon et al., 1981,
Echlin, 1996a; Cuenca et al., 1991), erscheint fraglich. Die bei Hydrangea in eigenen
orientierenden EDX-Untersuchungen gefundenen Hinweise fiir hohere Al-Gehalte in

subepidermalen Vakuolen als in epidermalen Vakuolen stehen im Einklang mit der
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Beobachtung bei Camellia sinensis, dall Vakuolen aus Palisadenparenchymzellen
hohere Al-Konzentrationen als epidermale Vakuolen aufwiesen (Echlin, 1996a).
Moglicherweise wird der Weitertransport von Al zu den epidermalen Vakuolen bei
Hydrangea durch eine starke Al-Akkumulation in den Vakuolen der Subepidermis
durch Komplexierung mit dem Farbstoff Delphinidin beschrinkt. In subepidermalen
Vakuolen der Blitter von Camellia sinensis konnten andere Phenole eine dhnliche Rolle
spielen. Dort wurden elektronendichte Einlagerungen nachgewiesen, fiir deren
phenolischen Charakter ihre stark eisenbindenden Eigenschaften sprechen (BaB, et al.,

1997).

Das Verhiltnis von Al-Gehalt in Hortensienbldttern und Al-Konzentration im Pref3saft
dieser Blitter war dhnlich wie oben fiir die Sepalen berechnet. Ma et al. (1997) fanden
im PreBsaft von Hortensienblidttern mit einem im Vergleich zu den Sepalen deutlich
héheren Al-Gehalt von 15,66 mmol (kg Frischgewicht)" auch entsprechend hohere Al-

Konzentrationen von 13,70 mM.

Neben dem generellen Nachweis von vakuoldrem Al war ein weiteres Ziel des vor-
liegenden Versuchs, einen ersten Eindruck vom EinfluB des Al-Angebots und der
Hortensiensorte zu gewinnen. Die Al-Konzentration in den analysierten Vakuolenséften
der Sorte ‘Blauer Ball” war mit 3,5 mM bei identischem Al-Angebot von 6 g Al,(SO4)3
x 18 H,O (L Substrat)’ nur etwa halb so hoch wie bei ‘Renate Steiniger’. Diese
Beobachtung steht im Einklang zu den geringeren Al-Gesamtgewebegehalten der
Sepalen und zu der bei gleichem Al-Angebot schlechteren Blaufirbung von ‘Blauer
Ball’ im Vergleich zu ‘Renate Steiniger’ (3.1). ‘Renate Steiniger’ erreichte dhnliche Al-
Gehalte in den analysierten Vakuolensiften bereits bei einem wesentlich niedrigerem
Al-Angebot von 2 g Al(SO4); x 18 H,O (L Substrat)”. Ebenso wie die Gesamtgewebe-
gehalte der Sepalen an Al (Abb. 3.8) war auch die Al-Konzentration des Vakuolensafts
signifikant positiv mit der Blaufarbung der Sepalen korreliert (Abb. 3.46). Dabei wiesen
Sepalen von ‘Blauer Ball’ und ‘Renate Steiniger’, deren Vakuolensifte dhnliche Al-
Konzentrationen hatten, eine dhnliche Blaufiarbung auf. Die unterschiedliche Blau-
farbung der Sorten scheint auf unterschiedlicher Al-Verlagerung in die Sepalen und
unterschiedlichen Al-Gehalten zu beruhen, bei gleichem Al-Gesamtgewebegehalt

scheint die Al-Verlagerung in die Vakuole jedoch bei beiden Sorten identisch zu sein.

Die unterschiedliche Anzahl an Wiederholungen sollte eine Orientierung tiber die

Variabilitit der vakuoldren Al-Konzentration von verschiedenen Einzelpflanzen,



Diskussion 128

Sepalen einer Pflanze und verschiedenen Proben aus derselben Sepale ermdoglichen.
Eine reprisentative Probennahme zum Nachweis des Einflusses von Al-Angebot und
Sorte hitte den geplanten materiellen und zeitlichen Rahmen der Kooperation mit der
Zentralen Biotechnischen Betriebseinheit der Justus-Liebig-Universitit Gieflen (Koyro)

und dieser Arbeit Uuberschritten.

Die Nachweisgrenze fiir die EDX-Analyse lag nach Marienfeld (1992) bei einer
Konzentration von 13,7 mM Al und kann bei in situ Messungen durch Aufkonzen-
trierung der Elemente beim Atzen der Gewebeoberfliche um den Faktor sechs herab-
gesetzt werden. Bei der hier angewendeten Methode wurde durch die Trocknung der
Tropfen (10 pL) vor der EDX-Messung schitzungsweise eine Aufkonzentrierung um
einen Faktor von mehr als zehn erreicht. Dadurch konnte die Al-Konzentration auf
Werte oberhalb der Nachweisgrenze erhoht werden. Nachweisgrenze und Reproduzier-
barkeit der Methode waren zum eindeutigen Nachweis von Al in den Vakuolensiften
bereits ausreichend, lassen sich fiir zukiinftige Untersuchungen jedoch noch verbessern,
z. B durch Erhohung des Probenvolumens, Verdnderung der MeBzeit oder weiterer
MeBparameter. Die Beeinflussung der EDX-Messung durch moglicherweise unter-
schiedliche osmotische Driicke in Vakuolensaftproben und Standards mit 200 mM

Saccharose wurde hier nicht beriicksichtigt.

Im Gegensatz zur in situ Bestimmung besteht bei dieser Methode nicht die Gefahr,
benachbartes Cytoplasma oder Zellwand mitzumessen. Eine Kontamination der
gewonnenen Vakuolenfliissigkeit durch Al aus Zellwdnden und Cytoplasma erscheint
vernachléssigbar, da das aus diesen Kompartimenten entnommene Fliissigkeitsvolumen
aufgrund des grofen Anteils der Vakuole am Gesamtvolumen der Zelle von etwa 80 bis
99 % vernachlissigbar sein sollte (vergl. Malone et al., 1991). Die Al-Konzentration im

Cytoplasma sollte zudem deutlich niedriger liegen.

Aufgrund der geringen Al-Aufnahme, -Verlagerung und -Toleranz der Mehrzahl der
Pflanzenarten und der beschrinkten Empfindlichkeit und rdumlichen Aufldsung der
verfiigbaren MeBmethoden fiir Al (vergl. Rengel, 1996) sind bislang nur sehr wenige
quantitative Bestimmungen beziiglich Al-Aufnahme in die Vakuole und Al-Konzen-
tration des Vakuolensafts erfolgreich gewesen. Mittels des seltenen Elements *°Al und
Beschleunigungs-Massenspektrometrie ermittelten Taylor et al. (2000) nach einer
30miniitigen Lag-Phase einen Anstieg der Aufnahmerate auf bis zu 46 ng Al m™ min™

in die Vakuole einzelner Zellen der Alge Chara corallina, wobei sie die Vakuole vor
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der Al-Bestimmung mechanisch aus dem Protoplast herauspriparierten. Echlin (1996b)
fand in Voruntersuchungen mittels Low-Voltage EDX-Analyse etwas hohere Al-
Gehalte in Epidermiszellwidnden von Blittern bei Tee (Camellia sinensis) als in der
Vakuole. In der Zellwand konnte er nach Al-Behandlung Al-Gehalte von 3295 ppm Al
(£ 597, n = 32) quantifizieren (Echlin, 1999).

Die vorliegende Untersuchung ist in der mir zuginglichen Literatur die erste, in der Al
im Vakuolensaft von Hortensiensepalen quantifiziert werden konnte. Die Ergebnisse
dieses Versuchs sprechen dafiir, dal das vakuolédre Al einen bedeutenden Anteil am Al-
Gesamtgewebegehalt der Sepalen darstellt und fiir die Blaufarbung verantwortlich ist.
Dabei ist zu betonen, dal die Angabe der Al-Konzentration aufgrund der geringen
Anzahl an Wiederholungen und des hohen Variationskoeffizienten der Parallelmessun-

gen in einer Vakuolensaftprobe einen ,,semiquantitativen* Charakter hat.
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5 SCHLUSSBETRACHTUNG UND AUSBLICK

Im folgenden soll anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und weiterer Literatur
ein zusammenhingendes, teilweise noch hypothetisches Bild entworfen werden, wie Al
in die Wurzelspitze bzw. das gesamte Wurzelsystem aufgenommen und in der
Hortensienpflanze von der Wurzel in den Sprof3 und die Bliitenstinde verlagert wird.
Dabei wird den Ursachen fiir die auBergewohnliche Al-Toleranz der Hortensie und den
Faktoren, die die Blaufarbung beeinflussen und fiir Sortenunterschiede verantwortlich

sind, besondere Beachtung geschenkt.

Sofern Al bei niedrigem pH-Wert in geldster Form in der Boden- oder Nahrlosung
vorliegt, wird es von der Hortensie aufgenommen. Aufgrund der Tatsache, dal Al in
Vakuolen von Cortexzellen der Wurzelspitze gefunden wurde, ist zu vermuten, daf3 die
Verlagerung von Al von der Rhizodermis zum Zentralzylinder nicht nur auf
apoplastischem, sondern auch auf symplastischem Weg erfolgt. Al-Behandlung und
-Aufnahme in die Wurzel wurden begleitet von morphologischen Verdnderungen, die
insbesondere die Wurzelspitze betrafen. Zu beobachten waren eine Vergroferung der
Zellen im Randbereich der Wurzelspitze, verbunden mit einer deutlichen Zunahme der
Anzahl und Grofe von Vakuolen und Vesikeln, und der Beginn der Zellstreckung in
geringer Entfernung von der Wurzelspitze. Diese Verdnderungen konnen auf Al-
bedingten Storungen des Membranabbaus oder des Vesikeltransport-Kreislaufs vom
Endoplasmatischen Retikulum (ER), zu den Dictyosomen, der Plasmamembran und den
Vakuolen (Membranflul, engl.: membrane cycling) beruhen, die zur Storung der
Zellteilung und Hemmung des Wurzelwachstums fiihren. Da dhnliche morphologische
Verdnderungen bei weniger Al-resistenten Pflanzenarten bereits bei wesentlich
niedrigerem Al-Angebot oder kiirzerer Behandlungsdauer auftraten, mufl die Hortensie

iiber effektive Resistenzmechanismen verfligen.

Die bei Al-Angebot stimulierte Exsudation organischer Sdureanionen kann als Mecha-
nismus zur Detoxifizierung des stark toxischen freien AI’* bereits vor der Aufnahme
durch die Wurzel interpretiert werden. Allerdings waren Al-Aufnahme und
-Verlagerung bei Angebot von komplexiertem Al im Vergleich zu monomerem Al bei
der Hortensie anders als beim Al-Akkumulator Buchweizen (Ma und Hiradate, 2000)
oder dem Al-sensitiven, Al-Exkluder Mais (Bartlett und Riego,1972) nicht vermindert.
Moglicherweise exsudiert die Hortensie bei Angebot von monomerem Al ausreichend

organische Sdureanionen und kann diese Al-Komplexe im Unterschied zu den anderen
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Pflanzenarten auch aufnehmen. Eine Al-Aufnahme ausschlieBlich in komplexierter
Form wiirde erkldren, weshalb bei Angebot von Al-Chlorid, -Malat und -Citrat die
gleiche Al-Menge aufgenommen wurde. Die oben beschriebenen Unterschiede der drei
Pflanzenarten bei der Aufnahme von komplexiertem Al im Vergleich zu monomerem
Al konnen auf unterschiedlicher Ladung der Komplexe beruhen, insbesondere wenn
verschiedene organischen Sduren verglichen werden. Bei Buchweizen wurde zum
Beispiel Al-Oxalat angeboten. Aullerdem kann sich die Permeabilitit der Zellwénde
und Membranen unterschiedlicher Pflanzenarten fiir Al-Komplexe mit derselben
Ladung unterscheiden. Da wesentlich Al-empfindlichere Pflanzenarten &hnliche
Exsudationsraten fiir organische Sdureanionen aufweisen, ist davon auszugehen, daf} fiir
die Al-Toleranz der Hortensie nicht allein die Menge der exsudierten organischen
Séureanionen entscheidend ist. Von maf3geblicher Bedeutung fiir die Al-Toleranz diirfte
die Al-Verlagerung in die Vakuolen von Wurzelzellen sein, wodurch eine niedrige Al-
Konzentration im Cytoplasma und somit eine geringe Beeintrachtigung des
Zellstoffwechsels gewéhrleistet werden kann. Auch der schnelle Weitertransport von Al
in den Zentralzylinder und den SproB3 konnte dazu beitragen, die Al-Gehalte in der
Wurzel und speziell in der bei anderen Pflanzenarten als besonders Al-empfindlich
charakterisierten Wurzelspitze moglichst niedrig zu halten. Tatséchlich wies die Al-
sensitive Pflanzenart Mais nach 4tiagigem Angebot von 25 uM Al mit 0,3 pg (1 cm
Wurzelspitze)'1 (Collet, 2001) einen hoheren Al-Gehalt auf als Hortensie mit
0,2 ug (1 cm Wurzelspitze)' nach 7titgiger Behandlung (Abb. 3.32A).

Der Al-Transport von der Wurzel in den Sprof3 erfolgt in hoher Konzentration im
Xylem, hochstwahrscheinlich komplexiert mit organischen Séureanionen. Die grofte
Rolle spielt hierbei wahrscheinlich die Komplexierung mit Citrat, gefolgt von Malonat
und Malat. Bei einem pH-Wert um 6 im Xylemsaft konnen organische Sduren zur
Loslichkeit von Al beitragen, indem sie die Ausfdllung von Al(OH); verhindern. Nach
2tagigem Angebot von 500 uM Al in der Ndhrlosung wurden im Xylemsaft zum Teil
dhnliche Al-Konzentrationen und zum Teil sogar eine Aufkonzentrierung um bis zu
35 % nachgewiesen. Eine solche Aufkonzentrierung wére denkbar, wenn Wasser mit
schnellerer Rate aus den Xylemgefdflen austrite als Al. Dann wére vor allem in sich
verjiingenden Xylemgefdflen und bei starker Transpiration eine Al-Akkumulation zu
erwarten (Canny, 1995). Tatsidchlich akkumulierte Al nach 2- bis 15tdgigem Angebot in
den apikalen Blittern der Pflanze, die sich verjiingende GefdBe besitzen und deren

Transpirationsrate hoch ist. Durch experimentelle Variation der Transpirationsrate
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konnte die Vermutung, da3 die Transpiration die treibende Kraft fiir die Al-Verlagerung
in der Hortensie ist, erhdrtet werden. Zur auBBergewohnlich hohen Al-Akkumulation im
Sprof3 der Hortensie konnte eine mangelhafte Transpirationskontrolle von Blittern

phylogenetisch urspriinglicher Pflanzen beitragen (vergl. Kohl et al., 1996).

Die Al-Verteilung im Pflanzengewebe wird anscheinend hauptséchlich durch den Al-
Eintrag mit dem Xylemstrom bestimmt. Al-Gewebegehalte wiren somit wie bei dem
Al-Akkumulator Buchweizen (Shen und Ma, 2001) abhingig von der Dauer des
Xylemeinstroms (Blattalter), dessen Stirke (Transpirationsrate) und von der
Wachstumsrate des Gewebes. Die beobachteten niedrigeren Al-Gehalte in Sepalen
verglichen mit apikalen Bléttern sind demnach auf die spdtere Entwicklung der
Bliitenstinde und die somit kiirzere Einstromdauer und auf die noch bis kurz vor der
Ernte hohen Wachstumsraten zuriickzufiihren. Die Vermutung, die friihe
Entwicklungsphase der Bliitenstinde konnte eine besondere Bedeutung fiir die Al-
Verlagerung haben, wurde nicht bestitigt. In jungen genauso wie in alten Bliitenstdnden
glich die aufgenommene Al-Menge nur die wachstumsbedingte Verdiinnung aus, so daf3
die Al-Gehalte unabhingig von der Entwicklungsphase konstant blieben. Trotzdem ist
zur Verminderung des Risikos bei der Blaufdrbung eine kontinuierlich hohe Al-Verfiig-
barkeit ab Beginn der Treiberei sicherlich empfehlenswert, damit die Al-Aufnahme iiber
einen moglichst langen Zeitraum erfolgen kann. Je besser die Al-Verfiigbarkeit gesteu-
ert wird und dabei rhizotoxische Al- und Protonenkonzentrationen vermieden werden
konnen, in desto kiirzerer Zeit sollte eine fiir gute Blaufarbung ausreichende Al-Menge
in die Sepalen verlagert werden. Diese Hypothese 148t sich aus der Beobachtung
ableiten, daB3 in Nahrlosungskultur eine zufriedenstellende Blaufirbung bereits nach
einem nur 10tdgigem Angebot von 500 uM Al bei einem pH-Wert von 4,3 erreicht
werden konnte. Durch Ringelung des Sprosses unterhalb der Bliitenstinde konnte
gezeigt werden, dall der Al-Transport im Phloem in die Bliitenstinde, wenn iiberhaupt,

hochstens eine untergeordnete Rolle spielt.

Spitestens bei Ubergang aus dem Xylem in den Blattapoplasten und der bei dortiger
Akkumulation unvermeidlichen Aufnahme in den Symplast von Mesophyll und
Epidermis sollte sich der Transport von Al im Komplex mit organischen Sdureanionen
durch die schwicher cytotoxischen Eigenschaften im Vergleich zu monomerem Al
positiv auswirken. In der vorliegenden Arbeit gelang erstmals ein direkter Nachweis flir

die Al-Verlagerung in Vakuolen von Hortensien durch die Gewinnung von
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Vakuoleninhalt aus Subepidermiszellen von blauen Sepalen und die Bestimmung der
Al-Konzentration mittels EDX-Analyse. Die blaue Farbe des extrahierten
Vakuoleninhalts ist auf das Vorliegen von Al im Komplex mit dem Sepalenfarbstoff
Delphinidin (Takeda et al., 1985; 1990) zuriickzufiihren. Ebenso wie in Sepalen und
Wurzel erfolgt wahrscheinlich in Bléttern eine Al-Verlagerung in die Vakuolen von
Epidermis- und Mesophyllzellen, wobei hier eher von einer Komplexierung mit Citrat
auszugehen ist. Diese Annahme beruht auf Untersuchungen von Ma et al. (1997), die
durch Bestimmung der Konzentrationen von Al und Citrat in BlattpreBsédften sowie
NMR-Untersuchungen von intakten Bléttern und BlattpreBsaft Hinweise fiir die Bildung
eines 1:1 Al-Citrat-Komplexes fanden. Eine Verlagerung von Al in die Vakuole durch
endocytotischen Transport ist zwar theoretisch denkbar, jedoch sprechen die vermutlich
hohen Al-Konzentrationen in der Zellwand und die nachweislich hohen Al-Konzentra-
tionen in der Vakuole dafiir, daB aufgrund der hohen Konzentrationsgradienten eine Al-
Aufnahme in das Cytoplasma stattfinden mufl. Wenngleich bei dem etwa neutralen pH-
Wert des Cytoplasmas die Konzentration an freiem AI’" aufgrund der Bildung von
unloslichem AI(OH); (Gibbsit) unter 107" M liegen sollte, wire auch eine solch
niedrige Konzentration als phytotoxisch einzustufen (Martin, 1986; Ma et al., 2001). Da
die Stabilititskonstanten fiir den Al-Citrat-Komplex groBer als fiir den Al-ATP-
Komplex sind, kénnte eine hohe Citratkonzentration die freie AI’’-Konzentration im
Cytoplasma so effektiv reduzieren, da3 der Zellstoffwechsel nicht beeintrachtigt wird

(Ma et al., 2001).

Die Versuchsergebnisse sprechen dafiir, dal Sortenunterschiede in der Blauférbbarkeit
der Sepalen auf sortenspezifischer Beeinflussung des Substrat-pH-Werts, z. B. durch
Ausscheidung von organischen Sdureanionen, und somit der Al-Verfiigbarkeit beruhen
konnen. Auch bei gleicher Al-Verfligbarkeit kann Al in Pflanzen verschiedener Sorten
unterschiedlich stark aufgenommen und verlagert werden. AuBerdem konnen sich
Sorten in ihrer Blaufirbung bei gleichen Al-Gehalten der Sepalen unterscheiden. Die
sortenspezifische Blaufarbbarkeit wird durch die Form des Bliitenstands und
wahrscheinlich durch die Al-Resistenz der Wurzeln bzw. das SproBwachstum und die
P-Verlagerung in die Sepalen beeinflufit. Dabei scheint Faktoren, die die Al-Aufnahme
durch die Wurzel beeinflussen, eine grolere Bedeutung zuzukommen als der Féhigkeit
zur Verlagerung in der Pflanze. Ein Al-Gehalt von iiber 1 mg (g TS)" reichte bei allen
Sorten mindestens fiir eine zufriedenstellende Blaufirbung aus. Die Fiahigkeit zur

Synthese ausreichender Mengen an Citrat spielt offenbar keine Rolle fiir die bessere Al-
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Verlagerung und Blaufiarbung der Sorte ‘Renate Steiniger’ im Vergleich zu ‘Blauer
Ball’. Die niedrigere Malonatkonzentration im Xylemsaft von ‘Blauer Ball’ als von
‘Renate Steiniger’ und ‘Adria’ spricht dafiir, da Malonat als Ursache fiir Sorten-

unterschiede bei der Al-Verlagerung im Xylem in Frage kommt.

Die praxisnahen Versuche in Substratkultur mit verschiedenen Hortensiensorten
zeigten, daf} sich eine vor Kulturbeginn ermittelte Al-Pufferkurve gut zur Abschétzung
der Al-Sulfatmenge eignet, die zur Absenkung des pH-Werts im Substrat benotigt wird.
Kontrollen des Substrat-pH-Werts im Kulturverlauf sind empfehlenswert. In Substraten
mit ausreichender Pufferkapazitdt fiihrte eine Absenkung des Substrat-pH-Werts auf 4,5
bis 4,2 durch Behandlung mit 5 bis 12 g Al,(SO4); x 18 H,O (L Substrat)” bei fast allen
Sorten mindestens zu zufriedenstellender, im allgemeinen zu guter bis sehr guter
Blaufiarbung und guter Pflanzenqualitit. Ein Substrat mit entsprechender Puffer-
kapazitit ist folglich empfehlenswert. Bei einem Substrat mit geringer Al-Puffer-
kapazitdt, bei dem eine Al-Behandlung von weniger als 4 g Aly(SOs4)s x 18 H,O
(L Substrat)”’ zu einer pH-Wertabsenkung unter 4,0 fiihrte, konnte eine Verbesserung
der Blaufarbung nur durch ein hoheres Al-Angebot und eine Absenkung des pH-Werts
auf 3,8 erzielt werden. Allerdings nimmt bei so niedrigen pH-Werten die Gefahr von
Wurzelschidden durch Protonentoxizitit zu. Es ist zu vermuten, daf3 eine Anhebung des
pH-Werts der Al-Sulfatlosung auf 4,0 bis 4,3 eine geringere pH-Wert Absenkung des
Substrats bewirken wiirde. Das wiirde geringere Protonentoxizitit bedeuten und zu
besserer Pflanzenqualitét fiihren. Eine solche Einstellung des pH-Werts der Al-Lésung
auf 4,0 wird zum Beispiel bei der Blaufirbung von Hortensien nach dem ,,Wolbecker

System® empfohlen (Richter, 2000).

Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich zahlreiche Ideen fiir weiterfiihrende Unter-
suchungen. Erste Untersuchungen mittels EDX-Analyse haben ergeben, dafl die Al-
Bestimmung in Wurzel und Sprof3 aufgrund der hohen Al-Gewebegehalte, die auch
unter praxisiiblichen Kulturbedingung zur Produktion blauer Hortensien erzielt werden,
moglich ist. Anders als bei nicht Al akkumulierenden Pflanzen miissen hier nicht
Lunnatiirlich® hohe Al-Konzentrationen eingesetzt werden, um Al-Gehalte oberhalb der
Nachweisgrenze zu erreichen. Die Hortensie ist deshalb ein vielversprechendes System
zur differenzierten Untersuchung der Kinetik der Al-Verlagerung in der Wurzel. Um
eine Al-Verlagerung wéhrend der Priparation auszuschlieBen, sollte schockgefrorenes

Pflanzenmaterial verwendet werden. Moglicherweise erweist sich die Hortensie sogar
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als geeignetes System um apoplastischen von symplastischem Al-Transport zu unter-
scheiden. Auch die Konfokale Laser Scanning Mikroskopie in Kombination mit Al
spezifischen Farbstoffen sollte bei der Untersuchung der Al-Aufnahme und
-Verlagerung in der Wurzel von Nutzen sein. Wichtig wére zu kldren, wie relevant
apoplastischer Al-Transport von der Rhizodermis bis in den Zentralzylinder, insbeson-

dere in der Wurzelspitze, fiir die Al-Verlagerung in den Sprof ist.

Trotz der auBergewohnlichen Al-Toleranz der Hortensie waren nach Al-Behandlung
ganz dhnliche morphologische Wurzelverdnderungen zu beobachten, wie bei wesentlich
Al-sensitiveren Pflanzenarten bereits bei geringeren Al-Konzentrationen auftreten. Das
gibt Anlafl zu der Vermutung, dafl an Al-Akkumulatoren gewonnene Erkenntnisse liber
die toxische Wirkung von Al in stirkerem Mall zum besseren Verstindnis der Al-

Toxizitdt bei anderen Pflanzenarten beitragen konnten, als bisher angenommen.

Die selbst in Néahrlosungskultur oft beobachtete starke Anhdufung von Wurzelhauben-
zellen legt die Vermutung nahe, dal Mucilage und Wurzelhaubenzellen, wie bei
anderen Pflanzenarten beobachtet (Horst ef al., 1982; Ryan et al., 1993; Miyasaka und
Hawes, 2001), einen Beitrag zur Al-Resistenz der Hortensie leisten. Dieser konnte
einerseits in einer Akkumulation von Al im Mucilage und dadurch verminderter Al-
Verlagerung in die Wurzel bestehen oder andererseits die Wirksamkeit der exsudierten
organischen Sduren erhdhen, indem eine schnelle Verdiinnung durch Diffusion ver-

hindert und der Abbau durch Mikroorganismen erschwert werden.

Auch die Induktion von Phenolen durch Al wird zunehmend als Resistenzmechanismus
diskutiert. Catechine wurden z. B. mit der Detoxifizierung von Al in Teeblittern
(Camellia sinensis) und in Wurzelexsudaten bei Mais in Verbindung gebracht (Nagata
etal., 1992; 1993; Kidd et al., 2001). Eine Al-induzierte Lignifizierung von Zellwénden
in den dufleren Zellschichten des Cortex bei Weizen beobachteten zum Beispiel Sasaki
et al. (1996; 1997). Sowohl aufgrund der nach Al-Behandlung beobachteten niher an
der Wurzelspitze beginnenden Zellstreckung als auch durch direkte Al-Induktion wére
eine stirkere und nédher hinter der Wurzelspitze auftretende Lignifizierung denkbar.
Eine solche Lignifizierung konnte die Permeabilitdt der Zellwinde vermindern. Sie
lieBe sich mikroskopisch im UV-Licht aufgrund der starken Autofluoreszenz einfach

erkennen.

Da viele Hinweise fiir einen entscheidenden Einflu der Transpiration auf die Al-

Verlagerung in der Hortensie sprechen, wiirden weitere Versuche in dieser Richtung
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sicherlich zum besseren Verstindnis der Al-Verlagerung beitragen. Insbesondere
Untersuchungen unter kontrollierten Bedingungen zum FEinflul der bei unterschied-
licher Luftfeuchtigkeit verdnderten Transpirationsrate auf die Al-Verlagerung wiren
sicher aufschluBBreich. Mdoglicherweise spielt die Transpirationsrate auch eine Rolle fiir

sorten- und gewebespezifische (Sepalen/Blétter) Unterschiede in der Al-Verlagerung.

Zur Identifizierung der im Xylemsaft verlagerten Al-Spezies schldgt Busch (2001) eine
Fraktionierung mittels ionenchromatographischer Auftrennung und Bestimmung der
Liganden mittels Elektrospray Interface Massenspektrometrie oder mittels HPLC

(2.3.9) vor.

Als mogliche Liganden von Al im Vakuolensaft von Bléttern kommen organische
Sduren, insbesondere Citrat, in Betracht. Die Konzentration organischer Sduren sollte in
extrahiertem Vakuolensaft mittels spezifischer Fluoreszenzfarbstoffe und bildanaly-

tischer Methoden quantifizierbar sein.

Neben unterschiedlichen Al-Gehalten der Sepalen konnten fiir die Sortenunterschiede in
der Blaufarbbarkeit der Gehalt an Delphinidin und anderen roten Farbstoffen, die mit Al
keinen blauen Komplex bilden, eine Rolle spielen. Auch eine unterschiedliche Anzahl
an Farbstoff enthaltenden Zellschichten konnte die Blaufarbbarkeit verschiedener

Sorten beeinflussen.

Fir die Produktion von Hortensienpflanzen mit erstklassiger Blaufdrbung und
Pflanzenqualitét sind folgende Richtwerte von Interesse: 1. Welche Mindestmengen an
Al bzw. welche Pufferkapazitit des Substrats sind fiir eine erfolgreiche Blaufarbung bei
guter Al-Verfiigbarkeit (Substrat-pH-Wert ca. 4,3) erforderlich? 2. Mit welcher Al-
Menge bzw. bei welcher Pufferkapazitit des Substrats 146t sich die beste Pflanzen-
qualitdt produzieren? Beide Fragen konnen durch Steigerung der Al-Pufferkapazitit
eines Substrats durch Erhohung des Kalkgehalts und anschlieBende Absenkung des
Substrat-pH-Werts auf 4,3 mittels entsprechender Al-Sulfatbehandlung im Kultur-

verlauf beantwortet werden.

AuBerdem stellt sich die Frage, inwieweit durch eine Anhebung des pH-Werts in der
Al-Sulfatlosung auf 4,0 bis 4,3 die starke Absenkung des Substrat-pH-Werts vermindert
wird. Eine geringere Absenkung des Substrat-pH-Werts durch definierte Al-Sulfatgaben
wire insbesondere bei Substraten mit geringer Pufferkapazitit wiinschenswert. Zu

iiberpriifen wire des weiteren, ob eine Anhebung des pH-Werts in der Al-Sulfatlésung
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auch bei Substraten mit hoher Pufferkapazitét sinnvoll ist. Hier besteht die Gefahr, daf3
bei ungeniigender Absenkung eines hohen Substrat-pH-Werts das Al nach der Al-
Behandlung schnell ausfillt und auch bei haufiger Al-Behandlung eine ausreichende Al-

Verfiigbarkeit nicht fiir eine ausreichende Zeitdauer gewahrleistet werden kann.

Da in Nahrlosungskultur eine Blauféarbung in deutlich kiirzerer Zeit als in Substratkultur
zu erreichen war, wire zu klaren, wie dies auch in Substrat moglich wird. Wenn eine
geringere Al-Verfiigbarkeit im Substrat die Ursache ist, konnte eine gleichméaBigere Al-
Verteilung im Topf eine Verbesserung der Al-Aufnahme bewirken. Aufgrund der
geringen Mobilitdit von Al im Substrat ist es denkbar, dafl sich durch wiederholtes
Tauchen in einer 500 uM Al-Lésung mit einem pH-Wert von 4,3 eine bessere Al-
Verteilung im Topf erzielen lieBe als durch GieB3en der Al-Losung von oben in den Topf

oder durch Al-Zufuhr mittels Anstaubewésserung von unten.



Zusammenfassung 138

6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Hortensie (Hydrangea macrophylla) ist im Vergleich zu anderen Pflanzenarten
auBergewohnlich Al-resistent. Bei entsprechender Al-Verfiigbarkeit verlagert diese Al-
Akkumulatorpflanze grofle Al-Mengen in den SproB und die Bliitenstinde. Deren
Blauférbbarkeit durch Komplexierung des urspriinglich rosa Farbstoffs Delphinidin mit
Al tragt entscheidend zum 6konomischen Wert dieser Zierpflanze bei. Schwierigkeiten
bei der Blaufirbung beruhen darauf, dal nur pH-Werte zwischen 4,7 und 4,0 im
Substrat eine gute Al-Verfligbarkeit, Blaufarbung und Pflanzenqualitidt gewdhrleisten.
Die erforderlichen Al-Sulfatmengen zur Absenkung des pH-Werts konnen jedoch je

nach Al-Pufferkapazitit des Substrats sehr unterschiedlich sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden Al-Aufnahme und -Verlagerung bei der Hortensie in
Beziehung zu Blaufirbung und Al-Toleranz untersucht. Ein besseres Verstindnis dieser
Zusammenhdnge sollte zum einen das Risiko bei der Produktion blauer Hortensien
vermindern und zum anderen neue Moglichkeiten bei der Ziichtung Al-resistenter
Nutzpflanzen erdffnen. Die folgende Unterteilung dieser Zusammenfassung entspricht
den acht Versuchskomplexen der vorliegenden Arbeit. Die Numerierung erlaubt die
Zuordnung zu den Versuchsdurchfiihrungen (2.2.1*-2.2.8*), Ergebnissen (3.1*-3.8*) und
Diskussionen (4.1°-4.8") der acht Versuchskomplexe.

1" In praxisnahen Substratkulturversuchen mit verschiedenen Hortensiensorten konnte
gezeigt werden, daf} sich die zur Absenkung des pH-Werts im Substrat benétigte Al-
Sulfatmenge vor Kulturbeginn mit einer Al-Pufferkurve abschdtzen laft. Nach der
Behandlung mit definierten Al-Sulfatmengen wurden die angestrebten pH-Werte im
Substrat gemittelt {iber die Sorten um 0,3 bis 0,4 pH-Werteinheiten iibertroffen.
Durch eine pH-Wert-Kontrolle iiber alle Sorten im Kulturverlauf (z. B. vor Beginn
der Treiberei) ist eine solche Abweichung rechtzeitig erkennbar und 148t sich durch
Anpassung der Al-Behandlung leicht korrigieren. Alle Sorten erreichten bei dem
héchsten Al-Sulfatangebot von 12 g (L Substrat)’ und einem sortenspezifisch
unterschiedlichen Substrat-pH-Wert zwischen 4,1 und 4,7 eine zufriedenstellende
Blaufirbung. Dabei gewihrleisteten Al-Gehalte iiber 1 mg (g TS)" in den Sepalen
bei allen Sorten eine zufriedenstellende oder bessere Blaufirbung. Zur Bewertung
der Blaufarbung eigneten sich die Methoden Farbbonitur und Farbmessung. In
diesem und dhnlichen Versuchen erwies sich eine Absenkung des Substrat-pH-

Werts auf 4,5 bis 4,3 durch Al-Behandlungen mit 5 bis 12 g Al,(SO4); x 18 H,O
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(L Substrat)” fiir verschiedene Sorten als geeignet, um eine gute Blaufirbung und
Pflanzenqualitdt zu erzielen. Das Substrat sollte eine ausreichende Al-Puffer-
kapazitit aufweisen. Mit besonders leicht blau zu firbenden Hortensiensorten wie
‘LK 15°, ‘Blaumeise’ und ‘Renate Steiniger’ war eine zufriedenstellende Blaufér-
bung bei ausreichendem Al-Angebot bereits bei hoheren pH-Werten von bis zu 5,0
erreichbar. Um eine optimale Férbung von bekanntlich schwierig zu blduenden
Sorten wie ‘Blauer Ball’ sicherzustellen, ist eine sortenspezifische Kontrolle des
Substrat-pH-Werts empfehlenswert. Bei geringer Al-Pufferkapazitit des Substrats
und Al-Angebot von weniger als 4 g Aly(SO4); x 18 H,O (L Substrat) ' konnte durch
Erhohung des Al-Angebots und stirkere Absenkung des Substrat-pH-Werts auf 3,8
eine Verbesserung der Blaufdarbung erzielt werden. Allerdings erhoht sich bei so

niedrigen Substrat-pH-Werten das Risiko von Wurzelschiden.

Die bei dem hochsten Al-Sulfatangebot von 12 g beobachtete 14 %ige Verminde-
rung des Frischgewichts im Vergleich zur Kontrolle war vor allem auf induzierten
Ca-Mangel zuriickzufiihren. Bei geringem bis mittelméaBigem SproBwachstum bzw.
entsprechender Al-Resistenz scheint eine positive Korrelation zur Blaufdarbung der
Sepalen zu bestehen. Besonders niedrige Al-Gehalte in den Sepalen bei besonders
hohem Wachstum bzw. hoher Al-Resistenz deuten darauf hin, daf eine Al-bedingte
Schadigung der Wurzel Vorraussetzung fiir die Al-Aufnahme sein konnte. Sie
lieBen sich jedoch auch allein auf einen wachstumsbedingten Verdiinnungseffekt

zuruckfiihren.

Fir die Al-Verlagerung in der Hortensie ist der Al-Transport im Xylem von
entscheidender Bedeutung. Dies zeigten erstens die hohen Al-Konzentrationen im
Xylemsaft von bis zu 0,57 mM nach Al-Behandlung des Substrats. Zweitens dhnelte
das relative Verhiltnis der Al-Konzentrationen der drei Sorten bei unterschied-
lichem Al-Angebot in zur Bliitezeit gesammelten Xylemsiften stark den Al-
Gehalten der Sepalen, die das Ergebnis der gesamten Vegetationsperiode sind. Nach
Berechnungen mit GEOCHEM-PC liegt Al im Xylemsaft im Komplex mit
organischen Séduren vor. Dabei scheint Citrat die grofite Bedeutung zuzukommen,
gefolgt von Malonat und Malat. Nach ionenchromatographischen Speziierungen
(Busch 2001) lag die Konzentration an freiem AI’" in Xylemsiften auch nach Al-
Behandlung der Pflanzen in der Nédhe der Nachweisgrenze. Der Anteil positiv

geladener und neutraler Al-Ligand-Systeme betrug hochstens 10 % der gesamten
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Al-Konzentration, wobei die Ergebnisse auf das Vorliegen eines neutralen Al-Citrat-
Komplexes hindeuten. Durchschnittlich mehr als 50 % lagen als Al-Ligand-Systeme
mit einer Ladung zwischen 0 und -1 vor. Hoher negativ geladene Spezies spielten

mit weniger als 5 % eine untergeordnete Rolle.

Sortenunterschiede in der Blaufdrbbarkeit der Sepalen kdnnen auf sortenspezifischer
Beeinflussung des Substrat-pH-Werts, z. B. durch Exsudation organischer Séure-
anionen, und somit der Al-Verfligbarkeit beruhen. Auch bei gleicher Al-
Verfligbarkeit kann die Al-Verlagerung in der Pflanze bei verschiedenen Sorten
unterschiedlich sein. Zudem koénnen sich Sorten bei gleichen Al-Gehalten der
Sepalen in ihrer Blaufirbung unterscheiden. Faktoren, die die Al-Aufnahme durch
die Wurzel beeinflussen, spielen insgesamt anscheinend eine grofere Rolle fiir die
Blaufiarbung als die Fihigkeit zur Verlagerung in der Pflanze. Die deutlich
schlechtere Blaufarbung der Sorte ‘Blauer Ball’ im Vergleich zu ‘LK 15 und
‘Renate Steiniger’ lieB sich zum groBlen Teil auf den bei gleichem Al-Angebot
hoheren Substrat-pH-Wert und die dadurch geringere Al-Verfiigbarkeit zuriickfiih-
ren. Die trotz niedrigem Substrat-pH-Wert unterdurchschnittliche Al-Verlagerung in
die Sepalen und Blaufirbbarkeit der Sorte °‘Elbtal’ scheint hingegen mit dem
tiberdurchschnittlichen Frischgewicht dieser Sorte zusammenzuhdngen. Als Ursache
wiren eine besonders hohe Al-Resistenz verbunden mit geringer Al-Aufnahme oder
-Verlagerung bzw. ein wachstumsbedingter Verdiinnungseffekt denkbar. Wéhrend
fiir Sortenunterschiede bei der Al-Verlagerung im Xylemsaft die Fahigkeit zur
Synthese ausreichender Citratmengen offenbar keine Rolle spielt, kommen Unter-
schiede in der Malonatkonzentration hingegen als Ursache in Betracht. Die trotz
ihres besonders hohen Al-Gehalts nur mittelmédBige Blaufarbung der Sorte ‘Adria’
konnte eine Folge des hohen P-Gehalts in den Sepalen sein und auf der Konkurrenz
zwischen Phosphat und Delphinidin um die Bindung mit Al beruhen. Die beiden
Tellerhortensiensorten ‘Blduling” und ‘Blaumeise’ wiesen nach der Ballhortensien-
sorte ‘Adria’ die hochsten Al-Gehalte auf. Moglicherweise erfolgt bei Tellerhorten-
sien aufgrund der geringeren Anzahl an Sepalen eine stirkere Al-Akkumulation als

bei Ballsorten.

Trotz der auBergewohnlichen Al-Resistenz der Hortensie fithrte eine 3tdgige
Behandlung mit 500 uM AICI; zu dhnlichen morphologischen Verdnderungen an

Wurzelspitzen, wie bei Al-empfindlicheren Pflanzen bereits bei niedrigeren Al-
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Konzentrationen oder nach kiirzerer Behandlungsdauer zu beobachten waren. Die
Zellen im Randbereich der Wurzelspitze waren erheblich vergroBert. Die
Zellstreckung begann in geringerer Entfernung von der Wurzelspitze. Anzahl und
GroBe von Vakuolen und Vesikeln nahmen in den dufleren Zellschichten der
Wurzelspitze deutlich zu. In diesen Vesikeln und Vakuolen waren nach Al-
Behandlung der Wurzeln hiufiger und groBere elektronendichte Strukturen
erkennbar, in denen nur nach Al-Behandlung Al, P und S mittels EELS und ESI
nachgewiesen werden konnte. Al-Verlagerung in die Vakuole diirfte entscheidend

zur Al-Toleranz der Hortensie beitragen.

Die Versuchsergebnisse unterstiitzen die Hypothese, daBl Al-Toxizitit durch
Komplexierung mit organischen Sdureanionen vermindert wird, und zwar aufgrund
der hoheren Komplexbildungskonstante durch Citrat in stirkerem Mal} als durch
Malat. Der Kallosegehalt der Wurzelspitzen war dementsprechend bei Angebot von
Al-Malat tendenziell und von Al-Citrat deutlich niedriger als bei Angebot von Al-
Chlorid. In scheinbarem Widerspruch zur Hypothese fiihrte die 2tégige Behandlung
mit Al-Malat (pH 4,3) und Al-Citrat (pH 4,3) im Vergleich zu Al-Chlorid nicht zu
stairkerem Wurzelwachstum. Allerdings lie sich eine Hemmung des Wurzel-

wachstums durch 500 uM AICl; nach 2 Tagen generell noch nicht nachweisen.

Kontrér zu bisherigen Untersuchungen an anderen Pflanzenarten fiihrte ein Angebot
von Al in Form von Chlorid, Malat oder Citrat bei niedrigem pH-Wert (4,3) weder
zu unterschiedlichen Al-Gehalten des gesamten Wurzelsystems noch zu
unterschiedlicher Al-Verlagerung in die Sprosse der Hortensie. Bei Angebot von Al-
Malat und einem pH-Wert von 6,0 waren die Al-Gehalte in der Wurzelspitze und
dem gesamten Wurzelsystem deutlich hoher als bei niedrigerem pH-Wert. Auch die
Kallosegehalte der Wurzelspitze lagen dementsprechend deutlich hdoher.
Erstaunlicherweise war das Wurzelwachstum jedoch verdoppelt, und die Al-
Verlagerung in den SproB betrug nur ca. ein Drittel. Eine signifikant erhdhte Al-
Konzentration im Xylemsaft bei Angebot von Al-Malat (pH 4,3) und geringfiigig
erhohte Malatkonzentrationen bei Al-Malatangebot und pH-Werten von 4,3 sowie
6,0 sprechen fiir eine Beteiligung von Malat an der Al-Aufnahme bzw. -Verlagerung
im Xylemsaft. Allerdings scheint die Hortensie in der Lage zu sein, ausreichende
Mengen an Malat selbst zu produzieren. Ein Angebot von Al-Citrat beeinfluf3te

hingegen weder die Al- noch die Citratkonzentration im Xylemsatft.
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Es wurde eine Al-Akkumulation in der SproB3spitze beobachtet, die bei der Sorte

‘Renate Steiniger’ starker als bei ‘Blauer Ball’ ausfiel.

Eine Induktion von Al-Resistenz konnte kurzfristig (24 h) durch Vorbehandlung mit
einer niedrigen Al-Konzentration (25 und 50 uM) erzielt werden. Dafiir sprachen
die geringeren Kallosegehalte in den vorbehandelten Wurzelspitzen nach 24stiindi-
gem, hohem Al-Angebot. Langfristig fiihrte die Vorbehandlung jedoch nicht zu
einer Verbesserung des Wurzelwachstums. Weder nach 4 noch nach 7 Tagen hohem
Al-Angebot konnte mittels Wurzelwachstums eine Erhohung der Resistenz durch

die Vorbehandlung nachgewiesen werden.

Fiir eine Beteiligung der organischen Sdureanionen Citrat und Malat an der Detoxi-
fizierung von Al spricht die Erhéhung ihrer Exsudationsraten nach Al-Behandlung
der Wurzel. Zur auBergewohnlichen Al-Resistenz der Hortensie miissen jedoch
weitere Mechanismen beitragen, da wesentlich Al-empfindlichere Pflanzenarten

ahnliche Exsudationsraten aufweisen.

Verantwortlich fiir die leichte Blaufarbbarkeit der Sorte ‘Renate Steiniger’ ist ihre
Eigenschaft, schneller groBe Al-Mengen in die Sepalen verlagern zu konnen als
‘Adria’. Die wesentlich schlechtere Blaufirbbarkeit von ‘Blauer Ball’ ist auf die
schlechtere Verlagerung von Al in den Sprof3 und die Sepalen zuriickzufiihren, auch
bei identischem pH-Wert und identischer Al-Verfiigbarkeit in der Néhrlosung. Eine
besonders starke Akkumulation fand in der Regel in den apikalen Blittern statt.
Auch innerhalb einer Sorte bestanden gro3e Unterschiede zwischen Einzelpflanzen
bei der Al-Verlagerung innerhalb der Pflanze. In Nihrlosungskultur erfolgte die Al-
Verlagerung in die Sepalen und die Blaufirbung der Sepalen deutlich schneller als
in Substratkultur. Wahrscheinlich ist hierfiir die bessere Al-Verfiigbarkeit in Nihr-

16sung aufgrund des konstant niedrigen pH-Werts verantwortlich.

Die Al-Verlagerung in die Bliitenstdande war unabhingig von ihrem Entwicklungs-
zustand. Wichtig fiir gute Blaufarbung scheint eine kontinuierlich hohe Al-
Verfiigbarkeit ab Beginn der Treiberei zu sein, damit die Al-Aufnahme iiber einen
moglichst langen Zeitraum erfolgen kann. Durch Dampfringelung des Sprosses
unterhalb des Bliitenstands konnte die Hypothese erhidrtet werden, dall Al vor-
wiegend im Xylemsaft in die Sepalen transportiert wird und Phloemtransport
hochstens eine untergeordnete Rolle spielt. Die Transpiration beeinflufite die Al-

Verlagerung in die Bliitenstdnde. Die Al-Akkumulation in den Sepalen konnte die
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Konsequenz einer hohen Transpirationsrate und folglich hohen Wasseraufnahme

sein.

8 AbschlieBend wurden Untersuchungen zur Lokalisierung des Farbstoffs Delphinidin
und von Al in Sepalen durchgefiihrt. Voruntersuchungen mittels Energiedispersiver
Rontgenmikroanalyse ergaben Hinweise fiir eine Al-Akkumulation in adaxialen
Subepidermiszellen. Auch das Vorkommen des Sepalenfarbstoffs Delphinidin
vorwiegend in dieser Zellschicht deutet auf ihre besondere Bedeutung fiir die
Blaufdarbung hin. Der mittels modifizierter DruckmeBsondentechnik extrahierte
Vakuolensaft aus blauen Sepalen war sichtbar blau gefdrbt. Es ist also davon
auszugehen, daB3 die Entnahme des analysierten Vakuolensafts, wie beabsichtigt,
vorwiegend aus Subepidermiszellen erfolgte. In blau gefirbtem, extrahiertem
Vakuolensaft wurden mittels EDX-Analyse so hohe Konzentrationen an Al nachge-
wiesen, daf} eine massive Al-Verlagerung in die Vakuole vorauszusetzen ist. Es ist
zu vermuten, dafl eine Kompartimentierung, wie sie in Vakuolen von
Subepidermiszellen beobachtet wurde, auch im iibrigen Sepalen- und Blattgewebe
entscheidend zur aullergewdhnlichen Al-Toleranz der Hortensie beitrdagt. Die Al-
Konzentrationen im Vakuolensaft waren signifikant positiv mit der Blaufarbung der
Sepalen korreliert. Dabei wiesen Sepalen der Sorten ‘Renate Steiniger’ und ‘Blauer
Ball’ mit dhnlicher Al-Konzentration auch eine dhnliche Blaufiarbung auf. Die
sortentypisch unterschiedliche Blaufarbung ist auf unterschiedliche Al-Verlagerung
in die Sepalen und somit unterschiedliche Al-Gehalte zuriickzufiihren. Bei gleichem
Al-Gesamtgewebegehalt scheinen Al-Verlagerung in die Vakuole und Blaufdrbung

der beiden Sorten identisch zu sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Uberblick iiber die Kinetik der Al-Verlagerung in
der Hortensie gewonnen werden. Die Al-Verlagerung von der Wurzel in den Sprof3 und
die Bliitenstinde erfolgt hauptsédchlich im Xylem, die Al-Verteilung in der Pflanze wird
entscheidend durch die Transpiration bestimmt. Als wahrscheinliche Ursache fiir die
aullergewdhnliche Al-Toleranz der Hortensie wurden die Komplexierung mit orga-
nischen Sdureanionen und die Al-Kompartimentierung in Vakuolen erkannt. Aufgrund
der hohen Al-Toleranz und folglich hohen Al-Gewebegehalte stellt die Hortensie ein
vielversprechendes System zur weitergehenden, differenzierten Untersuchung der Al-
Kinetik dar, das den Einsatz von Untersuchungsmethoden wie z. B. EDX-Analyse

erlaubt, die bei weniger Al-resistenten Pflanzen an der Nachweisempfindlichkeit der
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verfiigbaren Methoden scheitern. Ahnliche morphologische Verinderungen der Wurzel-
spitze nach Al-Behandlung néhren die Hoffnung, daf3 die bei der Hortensie gewonnenen
Ergebnisse, insbesondere beziiglich der toxischen Wirkung von Al, in groBerem Malle

auf weniger Al-resistente Pflanzenarten iibertragbar sind als bislang vermutet.
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8 ANHANG

Tab. 8.1: Anionenkonzentration im Xylemsaft von drei Hortensiensorten bei der
Bliite im April 1998 in Abhingigkeit vom Al-Angebot (g Al,(SO4); x 18
H,O (L Substrat)’. Alle Werte reprisentieren eine Messungen in einer
Mischproben von den vier Wiederholungen pro Sorte und Al-Angebot.

Sorte Al-Angebot NO; PO, SO, Cl
g (L Substrat)” mM mM mM mM
‘Renate Steiniger’ 0 0,95 0,78 1,09 1,35
3 0,96 0,64 1,40 2,34
6 0,73 0,46 1,20 1,26
12 0,62 0,20 0,47 0,59
‘Adria’ 0 0,56 0,92 0,68 4,48
3 1,69 0,98 0,70 4,71
0,90 0,64 1,27 3,37
12 1,83 0,67 0,73 3,24
‘Blauer Ball’ 0 1,82 0,64 0,46 1,43
3 2,20 0,51 0,79 1,98
4,75 0,58 1,29 1,92

12 3,40 0,42 0,76 2,29
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