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1. Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Entwicklung von Methoden, die zur Quantifizierung
und ldentifikation von organischen Sauren und Zuckern aus Wurzelexsudaten in
Bodenldsung auch in sehr niedrigen Konzentrationen geeignet sind.

Salix variegata, eine chinesische Weidenart, wurde Uber 36 Tage in staunassen
Bedingungen bei 10°, 20° und 30° Wurzeltemperatur in Glasperlen und Nahrlésung
kultiviert. Bei vier Probennahmen, im Abstand von 5-6 Tagen, wurden zufallig
ausgewahlte Pflanzen aus jedem Ansatz enthommen, die Bodenldsung entzogen
und die Pflanzen geerntet.

Drei der Pflanzen in 30° warmer L6sung starben im Versuchsverlauf ab, die Ubrigen
zeigten zum Teil Verfarbungen der Blatter und Blattverluste.

Als Substrat wurden Glasperlen verwendet, da diese als inertes Material keinen
Einfluss auf die Nahrstoffversorgung und die Exsudate im Wurzelraum haben sollten
(keine Adsorption).

Zur Bestimmung der Zuckerkonzentrationen wurden die Proben durch
Gefriertrocknung eingeengt und die Konzentrationen von Glukose, Fruktose und
Sukrose enzymatisch tiber die Anderung der optischen Dichte mit einem ELISA
Reader (Photometer) bestimmit.

In allen Anséatzen wurden Zucker gefunden. Konzentrationen lagen im Bereich bis
595 umol/g Wurzeltrockengewicht. Konzentrationsmaxima traten im 30°C Ansatz in
der 2. Ernte (nach 22 Tagen unter staunassen Bedingungen), im 20°C Ansatz in der
3. Ernte und im 10°C Ansatz bereits in der 1. und 2. Ernte auf. Die hochsten
Konzentrationen wurden im 30°C Ansatz gefunden, im 20°C Ansatz liegen die
Konzentrationen etwas niedriger, die niedrigsten Konzentrationen traten im 10°C
Ansatz auf.

Die Konzentrationen organischer Sauren wurden mittels Kapilar-Elektrophorese (CE)
bestimmt. In den Bodenlésungen konnten 6 organische Sauren (Oxalat, Formiat,
Succinat, Acetat, Lactat, Citrat) nachgewiesen werden.

Es wurden Saurekonzentrationen von 0-185umol/g Wurzeltrockengewicht gefunden.
Dabei zeigten die drei Temperaturansatze Zeit versetze Sauremaxima.

Fur 30°C lag die gro3te Saurekonzentration in der ersten Probennahme, bei 20°C in
der 2. und bei 10°C in der 4. Probennahme.

Wie bereits von LUO et al. (2007) und SCHREIBER et al. (unpubl.) gezeigt werden
konnte kommt es bei Salix variegata auch unter staunassen Bedingungen zu
Wachstumsprozessen insbesondere der Wurzeln. Dabei nahm die Wurzeloberflache
deutlich zu, dass Wurzelgewicht nur geringfligig. Dies wurde als Hinweis auf die
Bildung von Aerenchymen interpretiert. Die Pflanzen im 20°C Ansatz entwickelten im
Versuchszeitraum das hoéchste Spross- und Wurzeltrockengewicht (Gesamtmittel),
die groRte Wurzeloberflache und die gréf3te mittlere Blattanzahl. Bei den Pflanzen
des 30°C Ansatzes traten die meisten Blattverluste und Verfarbungen auf und die
meisten Anzeichen flr Zersetzungsprozesse an den Wurzeln. Es zeigt sich ein
quantitativer Einfluss der Temperatur, mit héchsten Saure und Zuckermengen im
30°C Ansatz.



Ein Temperatureinfluss auf die Wurzelexsudation deutet sich auch in der zeitlichen
Verteilung der Saure- und Zuckermaxima an, die in den Ansatzen niedrigerer
Temperatur spéater auftreten.

2. Einleitung

2.1 Projekt : Auftaktversuch zum Plant-Microbial Fuel Cell Kooperationsprojekt
Das Plant Microbial Fuel Cell Projekt ist ein Kooperationsprojekt von 10 Teilnehmern
aus vier Landern. Beteiligt sind Universitaten, Forschungszentren und Firmen aus
den Niederlanden (4Teilnehmer), Deutschland (3), Grol3britannien und Frankreich.
Es wird vier Jahre lang von der Europaischen Union gefordert.

Ziel ist die Weiterentwicklung und Optimierung der Plant-Microbial Fuel Cell zur
klimaneutralen Gewinnung von Strom mit Hilfe lebender Pflanzen und Bakterien.

Die Funktionsfahig des Systems konnte bereits in den Niederlanden nachgewiesen
werden. Die erzielten Strome sind jedoch fur eine 6konomische Nutzung noch bei
weitem zu gering. Daher befassen sich die einzelnen Teilnehmer des Projektes mit
der Optimierung der Materialien und Widerstande, der genauen Identifikation der
beteiligten Mikroorganismen, sie testen verschiedene Pflanzenarten auf ihre Eignung
fur das System und untersuchen Einflusse, die die Abgabe verschiedener
Kohlenstoffverbindungen in den Boden beeinflussen. Das ICG-3 im
Forschungszentrum Jilich wird die Eignung verschiedener Pflanzen zur Kultivierung
unter staunassen Bedingungen untersuchen. Eine zentrale Fragestellung ist dabei
inwieweit sich die Exsudation interessanter Kohlenstoffverbindungen durch die
Pflanzenwurzel durch Faktoren wie zum Beispiel die Temperatur im Wurzelraum
gualitativ und quantitativ beeinflussen lasst.

Die vorliegende Arbeit diente als erster Vorversuch zu diesen Untersuchungen im
ICG3 und daher vor allem dem Test und der Entwicklung der Methoden fur
Kultivierung, Probennahme und Probenanalyse. Da dieser Versuch der erste einer
ganz neuen Versuchsreihe in diesem Bereich ist, war im Vorfeld wenig tGber die zu
erwartenden Stoffkonzentrationen, das Verhalten der Versuchspflanzen unter diesen
Bedingungen und mégliche methodische Besonderheiten bekannt, die sich fur die
Messung der Exsudate und die anschliel3ende Auswertung ergeben konnten.

Die hierbei gewonnenen Erfahrungen kommen den weiteren Arbeiten im EU-
Kooperationsprojekt zu Gute. Hierbei sollen in weiteren Versuchen verschiedene
potentiell geeignete Pflanzenarten fir den Einsatz in der Plant-MFC getestet werden.
Der Versuch, der dieser Arbeit zu Grunde liegt wurde mit der Weidenart Salix
variegata aus dem Yangtze-Gebiet in China durchgefuihrt. Zu dieser Pflanze liegen
bereits Erkenntnisse zur Uberflutungstoleranz und der Wurzelexsudation unter
Uberflutungsbedingungen vor. Daten ermittelten SCHREIBER et al. im Rahmen des
Yangtze-Projektes in Kooperation mit der Universitat Southwest China University,
Beibei/Chongquing .

Das macht sie auch zu einer interessanten Testpflanze fur den Einsatz unter
staunassen und potentiell anaeroben Bedingungen in der Plant-Microbial Fuel Cell.




1.3 Exsudation und Rhizosphére

Als Rhizosphare bezeichnet man den dynamischen Mikrolebensraum in
unmittelbarem Kontakt zur Pflanzenwurzel. Die Rhizosphéare wird durch
Wurzelwachstum und die Abgabe von Substanzen aus den Wurzeln standig erneuert
und verandert (LIPTON et al.1987). Pflanzenwurzeln sind in der Lage durch Aufnahme
von Wasser und geldsten Nahrstoffen und durch die Abgabe einer grof3en
Bandbreite verschiedenster Substanzen Einfluss auf ihre unmittelbare Umgebung zu
nehmen. (NEUMANN & ROMHELD 2001; BADRI &VIVANCO 2009). Diese unmittelbar
von der Wurzel beeinflusste Region wird als Rhizosphére bezeichnet. Rhizosphére
und umgebender Boden unterscheiden sich deutlich in ihrer chemischen
Zusammensetzung (DINKELAKER et al. 1993). Bedingt durch pH-Anderungen, durch
die Abgabe von Protonen und organischen Sauren, Nahrstoffaufnahme und diverse
Interaktionen mit Bakterien, Pilzen und anderen Mikroorganismen. Die von Pflanzen
in die Rhizosphare freigesetzten Substanzen kann man nach der Art ihrer
Freisetzung unterscheiden in durch Autolyse toter Zellen und Gewebe freigesetzte
Lysate und von lebenden Zellen und Geweben abgegebene oder durch Diffusion in
die Umgebung verlorene Exsudate (NEUMANN & ROMHELD 2001).

Es wird eine grol3e zeitliche und raumliche Heterogenitat in der Zusammensetzung
der Wurzelexsudate beschrieben (JONES et al. 2003).

1.4. Einflusse auf die Wurzelexsudation:

Die Abgabe von Exsudaten wird durch zahlreiche abiotische und biotische Faktoren
beeinflusst. Die wichtigsten abiotischen Faktoren sind die Lichtintensitat, da es sich
bei den Wurzelexsudaten vor allem um neuassimilierte Photosyntheseprodukte
handelt (Kastovska & Santraékova 2007). Temperatur, Nahrstoffversorgung,
unterschiedliche Stressfaktoren (LIPTON et al. 1987), mechanische Einflisse durch
das Substrat sowie die Adorptionseigenschaften des Wachstumsmediums. Zu den
biotischen Einflissen zahlen z.B. Wiederaufnahmemechanismen der Wurzel,
Interaktionen mit (symbiontischen oder pathogenen, parasitischen) Mikroorganismen,
Mykorrhiza oder den Wurzeln anderer Pflanzen. (NEUMANN & ROMHELD 2001; BADRI
and VIVANCO 2009). Der Wassergehalt des Bodens beeinflusst die Exsudation tber
die veranderte Sauerstoffverfugbarkeit da die Diffusionsgeschwindigkeit von
Sauerstoff durch Wasser geringer ist als in Luft (TIEDJE et al., 1984). Hypoxische
Verhaltnisse kdnnen Garungsprozesse initiieren deren Endprodukte von den
Wourzeln abgeschieden da sie cytotoxisch wirken. Die Wurzelexsudation zeigt einen
Tagesrhythmus mit maximaler Exsudatabgabe tUber den Tag und minimaler Abgabe
vor Morgengrauen (HOCKING & JEFFERY 2004; BADRI & VIVANCO 2009) und saisonale
Rhythmen (Maxima in Frihjahr und Friihsommer) (BADRI and VIVANCO 2009;
STROBEL 2000).




1.5 Chemie der Exsudate

In Bodenlésungen findet sich eine grol3e Bandbreite unterschiedlichster Substanzen
mikrobieller und pflanzlicher Herkunft. Besonders interessant sind im Hinblick auf die
energetische Nutzung Zucker und Karbonséauren.

Daruber hinaus findet man in der Bodenlésung Aminosauren, Proteine, Fettsauren,
aromatische Verbindungen, Phosphat- und Nitratverbindungen sowie zahlreiche
weitere Substanzen wie Wachstumsregulatoren und Vitamine.

Ein Teil der Substanzen, insbesondere ungeladene Zucker, der die
Lipiddoppelschicht des Plasmalemma passieren kann verlasst passiv die Zelle. Die
Diffusion zahlreicher Substanzen wird durch den starken elektrochemischen
Gradienten zwischen Cytoplasma und Aul3enmedium gefdrdert. Im Cytoplasma
liegen z.B. organische Sauren im millimolaren Bereich vor, im Boden jedoch nur im
mikromolaren Bereich (BADRI & VIVANCO 2009).

Bei Baumen stellen organische Sauren und Aminoséauren, die quantitativ wichtigsten
Komponenten der Exsudate dar (ELDHUSET 2005). Verschiedene Pflanzen enthalten
sehr unterschiedliche Mengen und Zusammensetzungen an Karbonsauren in ihren
Wurzeln. Der hochste Gehalt an organischen Sauren mit niedrigem Molekulargewicht
findet sich in den oberen Bodenschichten, den Zonen hdchster Wurzel- und
Mikroben-Aktivitat. Dort machen organische Sauren bis zu 10% des geldsten
Kohlenstoffes aus (STROBEL 2000). Di- und Tricarboxylsauren wie Citrat, Oxalat und
Succinat liegen dort in Mengen von 0-50umol vor. In Wald- und Wiesenbdden
werden hohere Konzentrationen als in bewirtschafteten Boden gefunden (STROBEL

2000).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Bodenldsungsproben auf die
Saureanionen Oxalat, Formiat, Succinat, Acetat, Citrat und Laktat untersucht. An
Zuckern wurden die Monosaccharide Glukose und Fruktose und das Disaccharid
Saccharose (Glukose + Fruktose) mit einer enzymatischen Zuckermessung
photometrisch bestimmt. Fir all diese Kohlenhydrate gibt es verschiedene mdgliche
Quellen, es ist jedoch bekannt, dass sie alle im Pflanzenstoffwechsel gebildet werden
und sowohl von lebenden Wurzeln als auch von totem Pflanzenmaterial an die
Umgebung abgegeben werden. Die meisten der Karbonsauren mit niedrigem
Molekulargewicht die in Bodenlésungen zu finden sind, sind als Metabolite des
Zitronensaurezyklusses bekannt (z.B. Citrat, Succinat) (STROBEL 2000; RICHTER
1996). Die untersuchten Karbonsauren lassen sich in drei Gruppen einordnen.
Formiat und Acetat sind Monokarbonséauren, Oxalat und Succinat gehoren zu den
Dikarbonsauren, Laktat ist eine Hydroxykarbonsaure, Citrat eine Tricarbonsaure
(RICHTER 1996). Es handelt sich um aliphatische Karbonséauren, die bei pH-Werten
zwischen 7,0 und 7,5 als Anionen vorliegen.

Die Monosaccharide stellen eine besonders reaktionsfahige Gruppe der
Carbonylverbindungen dar. Durch glykosidische Bindungen kdnnen sie
Mehrfachzucker oder Polymere wie Starke und Cellulose bilden (RICHTER 1996),
die fur Pflanzen unverzichtbar sind. Das Disaccharid Saccharose ist aus den beiden
Monosacchariden Glukose und Fruktose aufgebaut. Saccharose wiederum entsteht



bei der Mobilisierung von Speicherstoffen als typisches Produkt der Starkespaltung.
Da Glukose im Energiestoffwechsel der meisten Organismen eine zentrale Rolle
spielt sind die wichtigsten Reservepolysaccharide Glukane wie Amylose und
Amylopektin (ALBAN & BLASCHECK 2007).

1.6 Sauerstoffeinflisse auf Rhizosphé&renprozesse:

Unter staunassen Bedingungen oder bei besonders hohem Gehalt an organischen
Substanzen kann es in Béden zu Sauerstoffmangelbedingungen kommen (TIEDJE et
al. 1984). Sauerstoffloslichkeit und Diffusionsgeschwindigkeit sind von verschiedenen
chemischen und physikalischen Bedingungen abhangig. Der Diffusionskoeffizient
von Sauerstoff durch wassergefiillte Poren ist 10* -fach geringer als durch luftgefiillte
Bodenporen, daher hangt die Sauerstoffverfigbarkeit unmittelbar von der
Bodenfeuchte ab (TIEDJE et al. 1984). Somit kbnnen bei hoher Sauerstoffzehrung
lokal anaerobe Zonen entstehen (TIEDJE et al. 1984). Der Grad der
Sauerstoffzehrung ist von der Kohlenstoffverfigbarkeit abhéngig. Pflanzenwurzeln
bendtigen ein hohes Sauerstoffangebot (RICHTER 1996) da Wasser die Diffusion
von Sauerstoff einschrankt haben Wasserpflanzen spezielle Anpassungen entwickelt
um anaerobe Bedingungen im Wurzelraum zu Uberstehen. Unterwasserpflanzen und
Pflanzen staunasser Bdden finden sich viele Arten von Aerenchymen, von
schwammartigen Geweben mit groRen Poren, Uber Luft geflllte R6hren bis hin zu
vollig hohle Sprossachsen (z.B. Alternanthera philoxeroides MART. siehe
SCHREIBER et al. unpubl; LUO et al. 2007). Diese Aerenchyme erleichtern die
Zufuhr von Sauerstoff in Teile der Pflanze wie Wurzeln oder Sprossachsen, die im
Wasser oder anaeroben Sedimenten wachsen. Auch die untersuchte Weidenart Salix
variegata kann bei Uberflutung Aerenchyme ausbilden (siehe LUO et al. 2007;
SCHREIBER et al. unpubl.). Werden Pflanzenzellen mit zu geringen
Sauerstoffmengen versorgt muss die Energiegewinnung tUber Garungsprozesse
erfolgen. Dies ist jedoch aufgrund der geringeren ATP Ausbeute unglnstiger als
aerobe Glykolyse /Dissimilation (RICHTER 1996). Die Abgabe organischer Sauren,
insbesondere Acetat und Laktat, durch die Wurzel wird auch als Stressreaktion auf
anaerobe Verhaltnisse beschrieben (TIEDJE et al. 1984). Bei
Sauerstoffkonzentrationen, die keine oxidative Phosphorylierung mehr erlauben
spricht man von Anoxie, sind nur noch Restmengen von Sauerstoff in Geweben
vorhanden, die auf anaeroben Stoffwechsel umstellen spricht man von Hypoxie.
Anaerobiose bezeichnet den vollig Sauerstoff-freien Zustand der Zellen (RICHTER
1996). Als Normoxie wird der nattrliche Sauerstoffpartialdruck von 20,9 kPa
bezeichnet.

1.7 Mechanismen der Exsudation

Niedermolekulare Substanzen wie organische Sauren, Zucker, Aminosauren und
Phenole verlassen die Wurzeln vor allem passiv durch Diffusion, angetrieben durch
das steile Konzentrationsgefalle zwischen Cytosol (mM Konzentrationen) und
Bodenldsung (UM Konzentrationen). Die Diffusion durch die Lipiddoppelschicht des




Plasmalemma ist von der Membranpermeabilitét und der Ladung der Substanzen
abhangig. Die Membranpermeabilitat erhdoht sich mit zunehmender Temperatur.
Ein elektrochemischer Gradient Giber die Membran ermdglicht die Aufnahme von
Kationen aus der Umgebungslésung und die Diffusion von Kohlenwasserstoffionen
aus der Zelle in die Bodenlésung (NEUMANN & ROMHELD 2001).

Die schnelle Abgabe grof3er Mengen spezifischer Substanzen als Reaktion auf
Stressfaktoren, zur Mobilisierung von Nahrstoffen oder Entgiftung von
Schwermetallen erfolgt vor allem Uber regulierbare lonenkandle (betrifft z.B. Citrat,
Malat, Oxalat bei Aluminium Toxizitat) (NEUMANN & ROMHELD 2001).

1.8. Mengenanteile der Exsudate an den Photosyntheseprodukten:
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Abbildung 1: Mogliche Kohlenstoffflisse innerhalb des Versuchsaufbaus
(modifiziert nach JONES 1998)

Die Pflanzenwurzeln fungieren in diesem Versuchsansatz als Quelle von Kohlenstoff,
der von den Pflanzen photosynthetisch fixiert oder aus internen Reserven freigesetzt
wird. Als mdgliche Senke fur Kohlenstoffverbindungen aus der Bodenlésung kommen
aerobe und anaerobe Mikroorganismen in Frage. Neben der Respiration und der
Freisetzung von CO; erfolgen auch die Umwandlung verschiedener Substanzen und
die Abgabe von Stoffwechselprodukten. Ein geringer Teil der Exsudate diffundiert
aus dem Substrat in die Losung und wird so stark verdinnt, dass er dort nicht mehr
nachgewiesen werden kann. Mdglicherweise wird ein Teil der Substanzen durch
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Ruckgewinnungmechanismen der Wurzel wieder in die Pflanze aufgenommen. Eine
Adsorption der Substanzen an Substratpartikel, wie sie in Boden beobachtet wird ist
hier nicht zu erwarten, da Glasperlen ein inertes, ungeladenes Material darstellen.

Der Anteil des exsudierten Kohlenstoffes am gesamten photosynthetisch fixierten
Kohlenstoff variiert mit der Art, dem Alter und physiologischen Zustand der jeweilgen
Pflanze ( Jones 1998). Neben saisonalen Dynamiken zeigt sich auch zwischen ein-
und mehrjéahrigen Pflanzen ein deutlicher Unterschied. Einjahrige Pflanzen geben
weniger von ihrem fixierten Kohlenstoff ab als mehrjahrige Pflanzen (GRAYSTONE et
al. 1996). Fur Getreide werden Werte von 20-30%, fur Weidegraser von 30-50% des
assimilierten Kohlenstoffes angegeben (KuzyAkov & DOMANSKI 2000).

Fur Mais werden Konzentrationen organischer Séauren in den Wurzeln mit Werten um
10-20mM angegeben (1-4% des Trockengewichtes), fir Zucker werden Werte von
90mM angegeben (JONES 1998). Die Abgabe von Kohlenstoffverbindungen in den
Boden erfolgt sehr schnell nach deren Assimilation. Bereits in den ersten Stunden
(10% des fixierten C in 27h) konnten radioaktiv markierte Kohlenstoffe im
Wurzelraum nachgewiesen werden (Kastovska & Santragkova 2007).

1.9. Respiration und Mikrobieller Umsatz

In der Rhizosphare treten verschiedenste Mikroorganismen gehauft auf (PATERSON
et al. 2006). Mikroorganismen nutzen Wurzelexsudate als leicht abbaubare
Kohlenstoffquellen. Dies flihrt zu erhdhter mikrobieller Aktivitat und erhéhter
Mineralisation in der Rhizosphéare. KuzyAkov et al. (2000) konnten mit C14-
Pulsmarkierung unter ihren Versuchsbedingungen Werte fur die Wurzelrespiration
von 1,4-3,5% des neu assimilierten Kohlenstoffes messen, die mikrobielle
Respiration der Wurzelexsudate in ihrem Versuch betrug zwischen 0,9 und 6,8%
(KuzyAkov et al. 2000). Mikrobielles Wachstum in Béden ist Kohlenstoff limitiert
(GRAYSTONE et al. 1996) und wird als wesentliche Senke fir photosynthetisch
fixierten Kohlenstoff im Boden angesehen (Kastovska & Santra¢kova 2007).

1.10. Okologie der Versuchspflanzen

Salix variegata ist eine kleinwtichsige Weidenart (bis zu 2m, Luo et al. 2007), die auf
sandigen Flussufern in China heimisch ist. Die Blatter von S.variegata sind langlich-
oval und in der GroR3e sehr variabel (Flora of China). Man findet die Art an den
Flussufern vom siuid-6stlichen Gansu, Guizhou, Henan, West Hubei, Sid Shaanxi,
Sichuan, Ost Xizang, Nord Yunnan (Flora of China). Entlang des Yangtzes
rekolonisieren sie sehr schnell neu angespiilte Sedimente. Die Pflanzen tolerieren
Uberflutungen die langer als 3 Monate andauern (LuUo et al. 2007). Durch ihre
starken Wurzeln und die sehr geringen Nahrstoffanspriiche sind sie in der Lage die
Treibsand-artigen Sedimente und sogar Weil3sandstandorte zu besiedeln. Zur
besseren Belliftung in anaeroben staunassen Sedimenten kann S. variegata
Aerenchyme in Spross und Wurzeln ausbilden (CHEN et al. 2007). In ihrem
natdrlichen Habitat tolerieren sie schlechte Lichtbedingungen bei hdaufigem Nebel
oder der Uberflutung durch triibes, stark sedimenthaltiges Flusswasser.
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Abbildung 2: Bluten von Salix variegata

Unter staunassen Bedingungen behielten Pflanzen der Art S. variegata auch nach 40
Tagen signifikant h6here Photosyntheseraten als Pflanzen der nicht Uberflutungs-
toleranten Art Salix babylonica (LUO et al. 2007). Wahrend 32 Tagen Staunasse
beobachteten LUO et al. (2007) die Bildung zahlreicher Adventivwurzeln. Staunasse
Pflanzen erzielten groR3ere Zuwachse der Sprosslange, der Anzahl der Triebe, neu
gebildeter Blatter, an Wurzelbiomasse und Gesamtbiomasse als die nicht
staunassen Kontrollpflanzen. Bei vélliger Uberflutung fanden SCHREIBER et al.
(unpubl.) in der Bodenldsung von Salix variegata niedrige, zum Teil abnehmende
Sauremengen. Als dominierende Saureformen wiesen sie Formiat und Lactat nach.
Acetat und Glyoxylat machten ebenfalls einen nennenswerten Teil der gesamten
Séauremenge aus. In geringen Mengen wurden auch Oxalat, Malat, Succinat und
Citrat nachgewiesen (SCHREIBER et al. unpubl.).

Im Gegensatz zu den Untersuchungen an Salix variegata im Rahmen des
Chinaprojektes durch SCHREIBER et al., die bei kompletter Uberflutung der Pflanzen
durchgefiihrt wurden, ragt in diesem Fall der gesamte Spross der Pflanzen aus dem
Wasser hinaus und kann in normalem Umfang Photosynthese betreiben. Lediglich
der gesamte Wurzelbereich der Pflanzen befindet sich permanent in einem
staunassen Substrat aus feinen, chemisch inerten Glasperlen.

Betrachtet wird in diesem Versuch ob ein Temperatureffekt auf die Qualitat und
Quantitat der organischen Wurzelexsudate, insbesondere der Zucker und
aliphatischen Karbonséauren, unter den gegebenen Versuchsbedingungen zu
beobachten ist. AuRerdem wird beobachtet, wie die Pflanzen auf die permanente
Staundasse uber einen Zeitraum von 36 Tagen reagieren.
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1.11. Ziel der Arbeit- Hypothesen und Fragestellungen des Vorversuches
Diese Arbeit dient in erster Linie dem Test und der Entwicklung des Versuchsaufbaus
und der Untersuchungsmethoden zum Nachweis und zur Quantifizierung
Organischer Sauren mit niedrigem Molekulargewicht (Acetat, Lactat, Citrat, Oxalat,
Formiat, Succinat) sowie dem Nachweis und der Quantifizierung von Zuckern
(Saccharose/Sukrose, Glukose, Fruktose) aus Bodenlésungsproben von Pflanzen
unter staunassen Bedingungen.

Der Versuchsaufbau wird anhand der hier gewonnenen Erfahrungen modifiziert. Die
Methoden wurden auf ihre Eignung getestet vor allem im Hinblick auf die in diesem
Versuchsansatz gefundenen Konzentrationen.

1. Der hier beschriebene Versuchsansatz und die verwendeten Aufbereitungs-
und Analysemethoden sind geeignet gesicherte Aussagen Uber die Qualitat
von Wurzelexsudaten von Salix variegata zu treffen.

2. Eine Quantifizierung der Exsudation ist auf diese Weise mdoglich.

3. Es lassen sich Aussagen uber einen Temperatureinfluss auf die Exsudation
von Zuckern und Sauren treffen.

4. Ein unsteriler Versuchsansatz unter Bedingungen, die denen im
Ursprungshabitat der Pflanze nahe kommen ist flr diese Fragestellung
geeignet und aussagekraftig.

Hypothesen die im weiteren Verlauf der Versuche genauer beleuchtet werden sollen
1. Es ist ein Temperatureffekt auf die Wurzelexsudation festzustellen (quantitativ
oder gualitativ).

2. Es gibt signifikante Unterschiede in Konzentration und oder Zusammensetzung
der Sauren und Zucker zwischen den Ansétzen.

3. Die Pflanzenparameter Wurzelgewicht, Wurzeloberflache, Sprossmasse und
Blattzahl haben einen erkennbaren Einfluss auf die Exsudation.
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2.1 Versuchsaufbau und Durchfiihrung

Versuchsanordnung

E F

Abbildung 3 A-F: A Pflanze im Ansatz, B Ansatz mit Pflanzen und mit Alufolie
abgedeckter Wasseroberflache, C Versuchsanséatze ohne Pflanzen, D
Pflanzenhalterung, E 10°C Ansatz mit Kihlschnecke, F gesamter
Versuchsaufbau.
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Die Versuchspflanzen fir die drei Temperaturansatze wurden zuvor aus Stecklingen
gezogen und in mit Gaze ausgekleidete Topfe mit inertem Substrat aus Glasperlen
(Durchmesser 425-850um) eingesetzt. Die Gaze verhinderte ein Austreten des
Substrates. Der Versuchsaufbau bestand aus drei Kunststofftonnen mit 250L 15%
Hoagland-Nahrlosung. In diese wurde eine Aufhangevorrichtung eingehéangt, auf die
in jedem Ansatz 20 Pflanzen von Salix variegata eingesetzt wurden. Dabei wurden
die Pflanzen moglichst so verteilt, dass GroRenunterschiede insgesamt ausgeglichen
wurden. Der Versuch wurde in einer Klimakammer bei 21 Grad Lufttemperatur und
60% Luftfeuchte durchgefuhrt. Beleuchtet wird mit Leuchtstoffréhren vom Typ Osram
FLUORA 58W. Auf Hohe der Pflanzen wurde zwischen 80 und 100uEinstein/m2*s
photosynthetisch aktive Strahlung gemessen. Der 10°C Ansatz wurde mit Hilfe einer
aus einem Kunststoffschlauch angefertigten Kiihlschnecke gekuhlt, durch die mit
einem Kryostaten auf 7°C gekuhltes Wasser-Glycerol-Gemisch geleitet wurde. Der
30°C Ansatz wurde mit 2 Aquarienheizstdben beheizt. Die Tonnen dieser beiden
Ansétze waren mit Luftpolsterfolie isoliert. Der 20°C Ansatz wurde bei
Raumtemperatur belassen. Temperaturschwankungen von £1°C wurden toleriert.
Eine Umwalzpumpe mit Filter und UV Lampe wurde alle 3 Tage zwischen den drei
Ansétzen ausgetauscht. Die UV Lampe dient der Vermeidung von Algenwachstum.
Dem Einsetzen der Pflanzen in die Versuchsansatze folgte eine siebentagige
Akklimatisationsphase. Es wurden vier Probennahmen durchgefiuhrt. Die Erste
erfolgte am 15. Tag nach der Akklimatisationsphase (nach 22 Tagen Staunasse). Die
zweite Probennahme erfolgte am 21. Versuchstag (nach 28 Tagen Staunasse), die
Dritte am 24. Tag (nach 31 Tagen Staunasse) und die Vierte am 30. Versuchstag
(nach 37 Tagen Staunasse). Bei der vierten Probennahme wurden die Blindwerte
genommen. Dazu wurde je ein Topf ohne Pflanze nur mit Substrat gefillt in jedem
Versuchsansatz mitlaufen lassen und dann genauso wie die Substrate der
Versuchspflanzen beprobt. Aul3erdem wurden Wasserproben aus den
Versuchsansatzen genommen. Parallel wurden Sauerstoffmessungen im Substrat
einzelner Pflanzen tber 24h Stunden hinweg durchgefiihrt. Im Anschluss an jede
Probennahme wurden die Wurzeln mit einem Flachbettscanner gescannt und
Oberflache, Volumen und GroRRenverteilung des gesamten Wurzelsystems jeder
Pflanze ermittelt. Das gesamte Pflanzenmaterial wurde getrocknet (= 24h bei 75°C)
und die Trockengewichte wurden bestimmt. Die Bodenlésungsproben wurden zur
enzymatischen Zuckermessung durch Gefriertrocknung aufkonzentriert. Es wurden
Glukose, Fruktose und Saccharose gemessen. Sechs organische Sauren wurden
mittels Kapillar-Elektrophorese bestimmt und quantifiziert.

2.2. Ablauf einer Probenahme/Ernte

Je funf zufallig ausgewahlte Pflanzen wurden den Ansatzen enthommen. Dabei
wurde abtropfendes Wasser in einer Schale aufgefangen. Die Pflanzen wurden aus
den Topfen entnommen und mit Wurzeln und Substrat in den Filter einer
Saugflasche gegeben. Das Nassgewicht von Substrat inklusive Pflanze wurde
notiert. Dann wurde mit Hilfe einer Vakuumpumpe in der Flasche unter dem
Nylonfilter ein Unterdruck erzeugt wodurch dem Substrat die Flissigkeit entzogen
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wurde. Diese wurde in der Flasche aufgefangen gewogen und bei minus 25°C tief
gefroren. Das Trockengewicht des Substrates mit Pflanze wurde ermittelt. Zum
Schluss wurde das Substrat im Trockenschrank bei 75° C 24h-48h getrocknet um
den Gehalt an Restwasser zu ermitteln. Die ausgespulten Pflanzen wurden
fraktioniert und das Frischgewicht von Spross und Wurzel wurde ermittelt. Es wurde
aulRerdem die Anzahl der Blatter aufgenommen und die frischen Wurzeln wurden
gescannt und vermessen. AnschlieRend wurde das Pflanzenmaterial 48h bei 75° C
getrocknet und das Trockengewicht ermittelt. Der beschriebene Ablauf der
Probenahme wurde fir alle Ernten und ebenfalls fir die Bearbeitung der Nullproben
beibehalten.

Abbildung 5: Aufbau der Absaugevorrichtung ohne Pflanzen

Die Methode der Probennahme wurde in &hnlicher Form von SCHREIBER et al.
(unpubl. in Vorbereitung) im Rahmen des Yangtze-Projektes verwendet und flr
diesen Versuch entsprechen angepasst.

Fur Details zu Materialien und verwendeten Geraten siehe Anhang ab Seite 60
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2.3 Auswertungs/Messmethoden

2.4. Kapillar Elektrophorese

Verwendet wurde ein Agilent Capillary Electrophoresis system G 1600A, der Firma
Agilent, Boblingen mit einem Diode Array Detektor (DAD) und fused silica Kapillaren
(75um innen Durchmesser).

Die Auftrennung erfolgte bei 30kV und 25°C zur Quantifizierung wurden interne
Standards der Sauren (5, 10, 20umol) verwendet. Jede Probe wurde zweifach
gemessen nachdem die Kapillare 5 Minuten mit 0,1 NaOH, 1Minute mit Wasser und
5 Minuten mit Elektrolyt gespult wurde. ein kompletter Durchlauf fir eine Probe
dauerte 23 Minuten. 20 Proben konnten in einem Durchlauf gemessen werden.

Die Auftrennung der einzelnen Substanzen erfolgt nach ihrer Ladung. Anhand der
internen Standards ist es moglich Substanzen zu bestimmen indem ihre Abfolge und
der Abstand zu anderen Peaks verglichen werden. Lasst dies keine eindeutige
Bestimmung der Substanz zu kann durch Zugabe definierter Mengen bekannter
Substanzen nach dem Ausschlussprinzip vorgegangen werden. Es ist somit nur
maoglich Stoffe zu identifizieren, die in den verwendeten Standards enthalten sind.

2.5. Enzymatische Zuckermessung mit ,,ELISA-Reader‘ Mikroplatten-
Absorptionsspektrometer

Gemessen wurden die Proben aus dem ersten Absaugvorgang aller Probennahmen,
die zuvor durch Gefriertrocknung eingeengt wurden. Die Konzentrationsfaktoren
waren recht unterschiedlich und wurden daher mit dem jeweiligen Probenmesswert
einzeln verrechnet bevor die Proben einer Ernte zusammengefasst wurden.
Verfahren: enzymatische Messung der Zuckerkonzentrationen ber die Anderung der
Optischen Dichte (OD). Gemessen wurden die Monosaccharide Glukose und
Fruktose und das Disaccharid Saccharose (Glukose+Fruktose). Der Probelésung
wurde dazu zuerst Hexokinase zugegeben, diese phosphoryliert mit Hilfe von ATP(
Adenosintriphosphat) die in der Probelésung vorhandene Glukose zu Glucose-6-
phosphat. In Gegenwart des Enzyms Glucose-6-phosphat Dehydrogenase wird
Glucose-6-phosphat von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat (NADP) zu
Gluconat-6-phosphat oxidiert. (UGRINOVITS,1980). Es entsteht reduziertes NADP,
das anhand seiner Absorption bei 340nm als Anderung der Optischen Dichte
photometrisch bestimmt. Aus der Differenz der Optischen Dichte vor Enzymzugabe
und nach Erreichen eines konstanten Wertes nach Enzymzugabe kann mit der unten
angegebenen Formel die Zuckerkonzentration in mmol/L errechnet werden. Nach
dem gleichen Prinzip verlauft die Bestimmung der Fruktosekonzentration mit Hilfe
des Enzyms Phospho-Gluko-lsomerase und die Bestimmung der Sukrose-
Konzentration mit Invertase.
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Berechnung der Zuckerkonzentration:
Formel zur Berechnung der Zuckerkonzentration:
(Differenz der OD -3,455)/320,091= Zuckerkonzentration in mmol/Liter (mM)

A
sucrose
oD
fructose
glucose
Fy 7y yy yy >
time

160ul +2ul +2ul PGI +2ul
Mastermix+ Hexose Invertase
20ul Probe

Abbildung 6: Messvorgang Ablauf der enzymatischen Zuckermessung

Es wurden immer 2 Ansatze fir jede Probe und zwei Proben aus jeder Bodenlésung
gemessen (es liegen also 4 Messwerte fur jede Losungsprobe vor). Zusatzlich
wurden als Nullwert H,O bidest. und reiner Mastermix gemessen. Von jedem
zumessenden Zucker wurde zur Kontrolle der Enzymfunktionalitat ein Standard
gemessen. Wenn die Messwerte der Probelésungen konstante Werte annehmen
kann das erste Enzym zugegeben werden. Der Zeitpunkt der Enzymzugabe wird
notiert. Die Differenz des Messwertes vor Enzymzugabe und bei Erreichen eines
neuen konstanten Messwertes dient als Anderung der Optischen Dichte der
Konzentrationsberechnung fir den jeweiligen Zucker.

Messgenauigkeit:

Da die Zuckerkonzentrationen in den Bodenldsungsproben sehr niedrig waren
mussten die Proben zuvor durch Gefriertrocknung aufkonzentriert werden. Trotz
Eintrocknung der Proben lagen die Konzentrationen nahe an der Auflésungsgrenze
der Messmethode (ca. 20pmol/L).
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2.5. Gerate/Materialien:

Hoagland-L6sung (Nahrl6sunq):

Eine 100% Hoagland-Nahrldsung enthalt: 5Sml/l KNO3 5ml/l Ca(NOs3),, 2ml/l MgSO,4,
1ml/Il KH2PO4, 1ml/l Spurenelemente, 1ml/l| FEEDTA Fe-
Athylendinitrilotetraessigsaure)

Spurenelementlésung (Hoagland und Long Ashton): 0,01mmol/L MnCl,; mal 4 H,0,
0,001 mmol/L CuSO,4 mal 5 H,0, 0,001mmol/L ZnSO4 mal 7 H,O, 0,05mmol/L
H3BO3 0,0005mmol/L Na;MoO4 mal 2 H,0

Verwendet wurden pro Versuchsansatz 2501 15% Hoaglandldsung.

3. Ergebnisse:

3.1. Entwicklung der Versuchspflanzen

Beobachtungen

Pflanzen im 10°C Ansatz:

Am 14. Versuchstag (nach 21 Tagen Staunasse) zeigten einige Pflanzen im 10°C
Ansatz abgestorbene Blattspitzen an alteren Blattern (siehe Photo 1)

Wurzel:

Die Wurzeln im 10°C Ansatz waren in der Regel sehr hell gefarbt, weil3-beige mit
dunkleren Spitzen. Sie zeigten keine erkennbare Zersetzung, wenig dunkle
Ruckstande im Filter und keinen Faulnisgeruch.

Pflanzen im 20°C Ansatz :

Ab dem 14. Versuchstag (nach insgesamt 21 Tagen im Ansatz) traten auch im 20°C
Ansatz abgestorbene Blattspitzen und Blattrander an alteren Blattern auf. Bei vier
Pflanzen zeigte sich zusétzlich eine Gelbfarbung einzelner Blatter.

Wurzeln:

Zum Ende des Versuches wiesen die Wurzeln dunkle Stellen auf und leichter
fauliger Geruch deutete auf Zersetzungsprozesse hin.

Pflanzen im 30°C Ansatz:

In diesem Ansatz starben drei der 20 Versuchspflanzen ab. Bei 6 der verbleibenden
17 Pflanzen trat eine Gelbfarbung der Blatter auf gefolgt von Blattverlusten.
Wurzeln:

Bereits bei der ersten Probennahme waren die Wurzeln sehr dunkel, sie wiesen viele
weiche Stellen auf. Faulnisgeruch deutete auf starkere Zersetzungsprozesse an den
Waurzeln hin. Zudem zeigten einige Wurzeln einen violetten Uberzug, wie er auf
abgestorbenen Pflanzenteilen am Grund von eutrophen Gewdassern zu beobachten
ist. Nach dem Absaugen der Bodenl6sung verblieben dunkle Ablagerungen im Filter.
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Allgemeine Tendenz:

Die auftretenden Blattverlust nahmen generell zum Ende des Versuchszeitraumes
hin zu je langer die staunassen Bedingungen andauerten.

Pflanzenparameter

Erhobene Daten zu den Pflanzenparametern, Frisch- und Trockengewichte der
Wurzeln und Sprosse, Blattanzahl und Wurzeloberflache sind im Anhang ab
Seite 48 dargestellt.

Abb. 8: Abgestorbene Blattspitzen Abb.9: Wurzeln im 10°C Ansatz
im 10°C Ansatz.

Abbildung 10: links Pflanzen aus dem 10°C Ansatz, Mitte Pflanzen
aus dem 20°C Ansatz und rechts aus dem 30°C Ansatz (Tag 30/3.Ernte)

20



Abbildung 11: Komplette Pflanze aus dem 10°C Ansatz. (29.04.2009/ nach 22
Tagen Staunasse)

Abbildung 12: Komplette Pflanze aus dem 20°C Ansatz (nach 22 Tagen Staunasse)

Abbildung 13: Komplette Pflanze aus dem 30°C Ansatz (nach 22 Tagen Staunasse)
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Abbildung 14 a-d : Gesamtsduremengen der sechs gemessenen organischen Sauren
(Oxalat, Formiat, Succinat, Acetat, Lactat, Citrat) in den Bodenlésungen der vier
verschiedenen Probenahmen aus den drei Temperaturansatzen 10°C, 20°C und 30°C .

Sauremenge:
Im Verlauf des Versuches wurden alle sechs der gemessenen organischen Sauren in den

Ansatzen aufgefunden jedoch in sehr unterschiedlicher Menge.

Mit Ausnahme von Formiat wurden alle betrachteten Sauren in jedem Ansatz mindestens
einmal aufgefunden. Dabei zeigen die 4 Probennahmen eine starke Dynamik in der
Sauremenge und Zusammensetzung in den Bodenlésungen innerhalb eines
Temperaturansatzes sowie zwischen den drei Temperaturansatzen.

In allen vier Probennahmen fanden sich Acetat und Lactat, Succinat und Citrat traten in sehr
geringen Mengen auf (<3umaol).

Den héchsten Sauregehalt der vier Probennahmen weist die erste Ernte auf. Hier liegen die
hdchsten Werte bei Acetat (29,56 £ 2,09) im 30°C Ansatz, 10° und 20°C weisen ebenfalls
grolRere Mengen Acetat auf (siehe Abb. 14 a).

In der 2. Probennahme hat die Acetatmenge deutlich abgenommen.

Die vorherrschende Saure in der 2.Probenahme ist Laktat mit einem maximalen Wert von
8,55umol (x12,11) bei 20°C. In der dritten Probennahme liegen alle Werte unter 5umol.

In der vierten Probennahme findet sich Formiat, als einer der hochsten Werte im 10°C
Ansatz. Formiat wurde nur in diesem Ansatz und nur bei der 4. Probennahme gefunden.
Oxalat hingegen wurde nur in der 1. Probennahme im 30°C Ansatz in nennenswerter Menge
nachgewiesen.

Bedingt durch die groRe Heterogenitat der Einzelmesswerte ist die Standardabweichung
zum Teil sehr hoch.

Der Vergleich der vier Probennahmen zeigt, fir den 30°C Ansatz ein Maximum der
Sauremenge in der 1. Ernte mit Hochstwerten fiir Acetat (29,56 + 2,09) und Oxalat (5,8+
11,85). Die héchsten Werte im 20°C Ansatz liegen bei Acetat in der 1. und Lactat in der 2.
Probennahme (siehe X a und b). In der 2. Probennahme enthalt der 20° C Ansatz insgesamt
die grofte Sauremenge. Das Maximum der Sduremenge im 10°C Ansatz tritt in der 4. Ernte
auf mit hdéchsten Werten bei Formiat (12,91 +18,26) und Lactat (15,3 £21,64).

Alle Sauremengen liegen unterhalb von 35umol.
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3. Ernte Séauren pro Wurzelgewicht
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Abbildung 15 a-d : Sduren bezogen auf das Wurzeltrockengewicht der Pflanzen aus den
jeweiligen Ansétzen zu den vier Probennahmeterminen.



Séaure pro Wurzeltrockengewicht:

Die gemessenen Saurekonzentrationen liegen im Bereich 0-200umol/g
Wurzeltrockengewicht. In der ersten Ernte finden sich die hdchsten Acetat Konzentrationen
die im Versuchszeitraum gemessen wurden. Der hdchste Wert wurde im 30°C Ansatz
gefunden (185,17+277,03umol/g), der zweithdchste Wert bei 20°C (49,05+14,66umol/g) und
der Wert fur 10°C mit 41,45+23,23umol/g Wurzeltrockengewicht. Die Acetatkonzentrationen
der weiteren drei Probennahmen sind deutlich geringer. Die hdchsten Saurekonzentrationen
im 30°C Ansatz findet man fir Acetat und Oxalat (116,12+222,51mmol/g) in der ersten
Probennahme. In der 3. Probennahme werden in der 30°C Probe nennenswerte Mengen an
Lactat (37,21+64,45umol/g) und Citrat (15,94+27,6umol/g) gefunden. Fir Citrat ist dies der
einzige Messwert grof3er als 5pmol. Der 20°C Ansatz weist in der ersten Ernte das Maximum
der Acetat Konzentration auf. In der 2. Probennahme findet man eine Lactat Konzentration
von 35,72+61,53umol/g Wurzeltrockengewicht. Der 10°C Ansatz weist, mit Ausnahme der
hohen Acetat Konzentration in der ersten Ernte, in der 4. Probennahme die hdochsten
Saurekonzentrationen auf, mit 67,95+96,09umol/g fir Formiat und 80,53+113,59umol/g fir
Laktat. Damit weist der 10°C Ansatz den einzigen Messwert fir Formiat und die hochste
Konzentration an Laktat auf. Die Dominanz des 30°C Ansatzes bei der Acetatkonzentration
zeigt sich noch deutlicher bezogen auf das Wurzeltrockengewicht. Die Sauremenge pro
Wourzelgewicht ist bei 30°C sehr hoch. Die Wurzelgewichte bei 30°C sind deutlich niedriger
als die bei 10°C und 20°C. Die Laktat Konzentration nimmt bezogen auf das Wurzelgewicht
etwas ab, die Acetat Konzentration nimmt zu.

Die Saurekonzentration wurde auch auf die Wurzeloberflache bezogen. Die Ergebnisse
befinden sich im Anhang ab Seite 56.
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Abbildung 16 a-d Zuckermengen in den Bodenldsungsproben der drei Temperaturansatze
an den 4 Probenahmeterminen.
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Zuckermenge fur die 4 Probennahmen

Alle drei Zucker (Glukose, Fruktose, Saccharose) wurden in den Proben aller drei
Temperaturansatze gefunden. Die Menge des Disaccharides Sukrose/Saccharose ist in der
Regel mindestens doppelt so groR wie die Menge der Monosaccharide Glukose und
Fruktose. Insgesamt bleiben die Werte unterhalb von 200pumol. Die grof3te
Saccharosemenge zeigt sich in der 2. Probennahme im 30°C Ansatz (21,36+32,78umol).
Auch fir den 10°C Ansatz wurde hier die grofdte Menge Saccharose gemessen
(8,3+10,22umol) (siehe Abb 16.b).Im 20°C Ansatz wurde in den Proben der 3. Probennahme
der meiste Zucker gemessen mit Werten fur Glukose von 2,52+4,4umol, fur Fruktose
5,56+6,28umol und Saccharose mit 14,23+8,4umol. Die héchsten Werte die fur Glukose und
Fruktose gemessen wurden fanden sich im 30°C Ansatz mit 4,47+6,87umol Glukose und
6,19+9,2umol Fruktose. Damit weist der 10°C in der ersten Ernte den meisten Zucker auf.
Saccharose nimmt von der ersten auf die 2. Ernte noch zu (von 6,04 umol in der 1. Ernte auf
8,3umol in der 2. Ernte). Alle weiteren Messwerte flir 10°C sind deutlich niedriger. Fur 20°C
liegen die gréRten Zuckermengen in der 3. Ernte vor, die Messwerte in den 3 anderen
Probennahmen sind deutlich niedriger. Der 30°C Ansatz weist in der 2. Probennahme die
groflite Zuckermenge auf. Diese Werte sind die héchsten aller 4 Ernten und aller 3 Ansatze.
Die Werte fir die 3. und 4. Probennahme sind deutlich geringer als die fur die 1. und 2.
Probennahme.
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Abbildung 17d

Abbildung 17 a-d: Zucker bezogen auf das Wurzeltrockengewicht der Pflanzen des
jeweiligen Temperaturansatzes und der jeweiligen Ernte.

Zucker pro Wurzeltrockengewicht:

Bezogen auf das Wurzeltrockengewicht wird die Dominanz des 30°C Ansatzes (vor allem in
der 2. Ernte) noch deutlicher. Dort werden maximale Konzentrationen von fast 600umol/g
Wourzeltrockengewicht erreicht. Im 20°C Ansatz finden sich pro Wurzelgewicht in der 1. und
2. Ernte nur verschwindend geringe Zuckerkonzentrationen. In der 3. Ernte werden etwas
hohere Konzentrationen fir 20°C erreicht, diese bleiben jedoch unterhalb von 100umol/g
Wourzeltrockengewicht. Im 10°C Ansatz findet sich besonders wenig Zucker pro Gramm
Wourzeltrockengewicht, die hochsten Werte werden hier in der ersten und zweiten ernte
gemessen. Alle Werte fur 10°C bleiben deutlich unter 50pumol/Gramm Wurzeltrockengewicht.
In der 4. Ernte findet sich insgesamt in allen drei Ansatzen kaum noch Zucker.

Die Zuckerkonzentration wurde auch auf die Wurzeloberflache bezogen. Die
Ergebnisse befinden sich im Anhang ab Seite 58.

Diskussion:

In Bezug auf Wurzeloberflache, Frisch und Trockengewichte von Spross und
Wurzeln und die Anzahl der Blatter liegen die Werte fir die Pflanzen aus dem 20°C
Ansatz deutlich héher als die fur 10°C. Die Werte fir 30°C sind die Niedrigsten.

Das spezifische Wurzelgewicht fir die drei Temperaturansétze liegt jedoch fur alle
Ansétze im gleichen Bereich. Es zeigt sich ebenfalls fir alle drei Ansatze eine
starkere Zunahme der Wurzeloberflache wéhrend das Wurzeltrockengewicht recht
konstant bleibt. Eine mogliche Erklarung dafir kann die Bildung von Aerenchymen
zur Verbesserung der Sauerstoffzufuhr in die Wurzel sein. Es wurde beschrieben,
dass sowohl der Spross als auch die Wurzeln von Salix variegata Aerenchyme bilden
kénnen (CHEN et al. 2007). Die Sauerstoffkonzentrationen im Substrat, die in den
drei Ansatzen gemessen wurden waren um 2-3mg/L gegentuber der mdglichen
Sauerstoffsattigung reduziert. Dies ist ein Indiz daflr, dass Respirationsprozesse in
der Rhizosphére abliefen. Es kommen dabei sowohl Wurzelatmung als auch
mikrobieller Stoffwechsel in Frage. Es muss dabei jedoch bertcksichtigt werden,
dass eine Punktmessung nur einen winzigen Ausschnitt der tatsachlichen
Sauerstoffverhaltnisse in der Rhizosphare abbilden kann. Daten zur Photosynthese
von LUO (unpubl.) zeigen, dass Salix variegata in staunassem Substrat bei
photosynthetisch aktiven Lichtmengen im Bereich von 80-100uEinstein eine
Photosyntheseleistung von maximal 4,87pmol CO, m™ s™ erbringen kann. Das ist
etwa 1/3 dessen was bei intensiver Sonneneinstrahlung (1000-1500UE) erreicht
werden kann. Bei volliger Uberflutung fanden SCHREIBER et al. (unpubl.) in der
Bodenldsung von Salix variegata niedrige, zum Teil abnehmende Sauremengen. Als
dominierende Saureformen wiesen sie Formiat und Laktat nach. Acetat machte
ebenfalls einen nennenswerten Teil der gesamten Sauremenge aus. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen die im vorliegenden Versuch bei Staundsse gefunden wurden.
Formiat wurde hier allerdings nur einmal, im 10°C Ansatz, gefunden. Acetat war die
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dominierende organische Saure gefolgt von Laktat. Wie auch im in dieser Arbeit
beschriebenen Versuch zeigten sich im Versuch von SCHREIBER et al. (unpubl.)
Konzentrationsmaxima in einzelnen Probennahmen nach denen die Konzentrationen
stark abfielen. In geringen Mengen wurden bei vélliger Uberflutung (neben anderen,
hier nicht betrachteten Sauren) auch Oxalat, Succinat und Citrat nachgewiesen
(SCHREIBER et al. unpubl.). Mit einer Ausnahme, einem hohen Oxalat Messwert im
30°C Ansatz, wurde im vorliegenden Versuch keine der genannten Sauren in
nennenswerten Mengen nachgewiesen. Die Konzentrationen der Sauren im
Uberflutungsversuch von SCHREIBER et al. (unpubl.) sich in den ersten Wochen bei
20°C unter 10 pumol/g TG und bei 30°C unter 5umol/g Trockengewicht.

Die ermittelten Sauremengen im dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuch wéahrend
37 Tagen staunassen Bedingungen lagen unterhalb 200umol/g
Wurzeltrockengewicht (mittlere Wurzeltrockengewichte(TG) zwischen 0,14 und
0,22g). Dabei lagen alle Saurekonzentrationen im 10°C Ansatz unter 100umol/g TG,
im 20°C Ansatz lagen sie bei maximal 50umol/g TG nur im 30°C Ansatz erreichten
sie in der ersten Ernte Werte Uber 180umol/g TG. In den drei weiteren
Probennahmen lagen die Konzentrationen fir 30°C unterhalb von 40umol/g TG.
Damit liegen die unter Staundsse gemessenen Saurekonzentrationen im durchschnitt
in der gleichen GroRenordnung wie die unter volliger Uberflutung gemessenen
Werte. Auch im Uberflutungs-Versuch von SCHREIBER et al. (unpubl.) genauso wie
im hier beschriebenen Versuch bei 37Tagen Staunésse starben Pflanzen im 30°C
Ansatz ab und es zeigten sich bei 30°C besonders ausgepragte, bei 20°C geringe
und bei 10°C kaum noch Blattverluste und -verfarbungen.

Die gefundenen Unterschiede in der Zusammensetzung und dem zeitlichen Auftreten
von Zuckern und Sauren in den drei Temperaturanséatzen deuten darauf hin, dass ein
Temperatureinfluss auf die Wurzelexsudation existiert. Auf einen moglichen
Temperatureinfluss auf die Art und Zusammensetzung der Wurzelexsudate deutet
allerdings nur hin, dass Formiat ausschlief3lich im 10°C Ansatz und Oxalat nur bei
30°C nachgewiesen werden konnte. Bereits zu Beginn (Tag 22.) treten gré3ere
Mengen an Acetat und Lactat auf. Dabei handelt es sich um typische
Garungsprodukte. Dies deutet auf beginnenden Sauerstoffmangel in der
Rhizosphare hin. Bei 30°C findet sich eine besonders hohe Acetat Konzentration.
Aufgrund der erhdhten Stoffwechselraten die bei 30°C gegeniber 20°C und 10°C zu
erwarten sind, durfte auch eine gréf3ere Sauerstoffzehrung stattfinden. Da die
Sauerstoffloslichkeit bei 30°C zudem geringer ist als bei niedrigeren Temperaturen
werden in diesem Ansatz starker hypoxische Verhaltnisse erreicht.

Vor allem Saccharose wurde in groReren Mengen gemessen (mindestens doppelt
soviel wie Glukose und Fruktose). Beim Disaccharid Saccharose handelt es sich um
ein Spaltprodukt der Starkemobilisierung, das wiederum aus Glukose und Fruktose
zusammengesetzt ist. Die hohe Saccharosekonzentration kénnte ein Indiz dafir sein,
dass die Pflanzen Reservestoffe mobilisieren um bei einem erhdhten Zuckerumsatz
und verringerten Wirkungsgrad bei Garungsprozessen trotzdem ihren (erhéhten)
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Energiebedarf decken zu kénnen. Garungsprozesse verursachen wegen der
geringeren Energieausbeute (2 ATP aus 1 Molekule Zucker/Pyruvat gegenuber

aus 3 ATP bei oxidativer Phosphorylierung) einen erhéhten Zuckerumsatz (RICHTER
1996).

Die Abnahme der Zuckermengen in den beiden letzten Ernten lasst sich durch
mikrobiellen Abbau, oder durch Wiederaufnahmemechanismen der Pflanzenwurzeln
erklaren. Dass der Zuckerabbau nicht viel eher erfolgte kann in der Verzogerung der
Abbauprozesse durch den Sauerstoffmangel begrindet sein.

Im 20°C Ansatz tritt in etwa die gleiche Dynamik auf, nur zeitlich verzégert. Sauren,
vor allem Acetat und Laktat, treten verstarkt in der 1.und 2. Ernte auf. Jedoch in
weitaus geringeren Konzentrationen als bei 30°C. Zucker treten vor allem in der
dritten Ernte auf. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass der Stoffwechsel und die
Sauerstoffzehrung der Wurzeln in 20°C geringer sind.

Der Sauerstoffmangel tritt spater und schwacher auf. Daher kommt es nur in einem
geringeren Umfang zu Garungsprozessen. Vor allem Milchs&duregéarung scheint eine
grolRere Rolle zu spielen. Im 10°C Ansatz treten in der 1. Ernte Acetat und Laktat auf.
Acetat und Laktat kdnnen aus Garungsprozessen in Wurzelzellen stammen oder
Stoffwechselendprodukte von Mikroorganismen darstellen. Insgesamt zeigt sich fur
alle Ansatze in der 2. und 3. Ernte sehr viel weniger Saure. Méglicherweise drosseln
die Pflanzen ihre Stoffwechselprozesse als Reaktion auf den oxidativen Stress. Der
10°C Ansatz weist in der 4. Ernte erhohte Formiat und Laktat Konzentrationen auf.
Dies deutet daraufhin, dass zu diesem Zeitpunkt eine Sauerstoffkonzentration
erreicht wurde bei der vermehrt Garungsprozesse auftraten.

Milchsauregéarung setzt bei Sauerstoffmangel in Wurzeln und keimenden Samen
rasch ein. Milchsaure fiihrt im Cytosol jedoch zu letaler Ubersauerung und wird daher
schnell nach AuRen abgegeben. Die Milchsauregarung wird nach kurzer Zeit von der
alkoholischen Garung abgelost (RICHTER 1996). Auch verschiedene fakultativ
Anaerobe Bakterien erzeugen bei der Garung Laktat und Acetat. Weitere
Garungsarten wie die Malolaktische Garung, bei der Malat zu Laktat umgewandelt
wird und die Ameisensauregarung bei der Formiat entsteht finden sich bei fakultativ
anaeroben Bakterien. Heterofermentative Milchsdurebakterien sind in der Umgebung
von Pflanzen haufig anzutreffen. Sie bauen hauptsachlich Zucker und organische
Sauren ab (UNDEN & ZAUNMULLER 2009). Allgemein wird eine schnelle Umsetzung
von Wurzelexsudaten durch Mikroorganismen beschrieben (KuzyAKOV & DOMANSKI.
2000). BoDDY et al. zeigten (2007), dass Glukose und Aminosauren in Bodenlésung
in situ eine sehr kurze Halbwertszeit haben (t ¥2= 20-40min.). Es ist also davon
auszugehen, dass die nachgewiesen Zucker zeitnah zur Probennahme freigesetzt
worden sein missen. Mikroorganismen gelten prinzipiell als wesentliche Senke flr
photosynthetisch fixierten Kohlenstoff im Boden (Kastovska & Santrackova 2007).
Acetat erzeugende Bakterien oxidieren Zucker und Alkohol zu Acetat, das sich
schnell im Medium anreichern kann. Ihre Aktivitat ist an eine gute
Sauerstoffversorgung gebunden (GUILLAMON & MAS 2009). Milchs&urebakterien
produzieren als typisches Endprodukt des anaeroben Glukoseabbaus Laktat (KONIG
& FROHLICH 2009) sie sind damit auch bei Sauerstoffmangel zum Abbau organischer
Substanzen in der Lage.

Es ist anzunehmen, dass es sich bei den gefundenen Kohlenstoffverbindungen

weniger um neu gebildete Photosyntheseprodukte als eher um Anzeichen fir die
Mobilisierung von Starkespeichern als Reaktion auf eintretendem Sauerstoffmangel
handelt.
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Wirde es sich bei den gefundenen Substanzen um relativ zeitnah fixierte
Photosyntheseprodukte handeln ware zu erwarten, dass mit erhdohter Blattanzahl und
Gesamtmasse der Pflanzen auch die Menge der Exsudate zunehmen sollte.

Der 30°C Ansatz weist insgesamt die gréf3ten Zucker und Sauremengen auf besitzt
gleichzeitig aber die geringste Blattanzahl und Gesamtmasse. Bei 20°C, wo die
Blattanzahl und Pflanzenmasse am grof3ten waren, sollte dementsprechend die
hdchste Konzentration von Kohlenstoffverbindungen in der Bodenlésung zu finden
sein, die ist jedoch nicht der Fall. (siehe Pflanzenparameter im Anhang Seite 46 und
47 Tabelle 1 und 2 ). Da die Sprosse alle die gleiche Temperatur haben durfte es
keinen Temperatureinfluss auf die Photosyntheseleistung geben. Auch lasst sich
durch die Photosyntheserate nicht die plotzliche Zu- und Abnahme der Saure- und
Zuckerkonzentrationen innerhalb weniger Tage erkléaren. So schnelle Freisetzung
gréRerer Mengen von Kohlenstoffverbindungen lasst sich nur durch massive
Mobilisierung von Reservestoffen erklaren. Daten von YE (unpubl.) zeigen eine
Abnahme von feinkdrniger Wurzelstarke ab dem 40. Tag unter staunassen
Bedingungen. Blatt und Spross-Starke nehmen in den ersten 40 tagen Staunasse
stark ab, ab dem 40 Versuchstag nehmen sie dann jedoch wieder stark zu. Es ist zu
vermuten, dass dies auf eine Energie intensive Anpassung an die staunassen
Bedingungen durch Bildung von Aerenchymen und eine Uberbriickung der
Sauerstoffknappheit durch Garung zuriickgefuhrt werden kann. Nach der Bildung von
Aerenchymen kann die Wurzel besser mit Sauerstoff versorgt werden, die
ineffizienten Garungsprozesse kdnnen beendet werden und es ist wieder Wachstum
und Einlagerung von Reservestoffen moglich. Die von YE (unpubl.) gefundenen
Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass eine Freisetzung mobilisierter
Reservestoffe auftritt und zu den gefundenen Zuckermengen in der Bodenlésung
beitragt. Es ist nicht davon auszugehen, dass Verluste von Kohlenstoffverbindungen
aus der Bodenlésung durch die Adsorption von Substanzen an Bodenpartikel einen
Einfluss auf die gefundenen Mengen ausgetibt haben. Das Glassubstrat ist inert und
ungeladen und enthélt keinerlei Metalle, die in Boden hauptverantwortlich fur die
Adsorption organischer Sauren sind. Bei Zuckern ist ohnehin keine Adsorption zu
erwarten, da sie selbst keine Ladungen tragen und daher keine Bindungen zu
Substratpartikeln eingehen. Aus diesem Grund erscheint das Glassubstrat fr die
Quantifizierung von organischen Sauren und Zuckern gut geeignet.

Es wurden zahlreiche Daten zum Einfluss von Nahrstoffmangel auf die
Wurzelexsudation veréffentlicht (NEUMANN & ROMHELD 2001). In der Regel handelt
es sich dabei um die Abgabe gré3erer Mengen von Citrat. Es spricht jedoch nichts
dafur, dass ein Nahrstoffmangel fiir die beobachteten Effekte im hier beschriebenen
Versuch mit Salix variegata verantwortlich sein kénnte.

Salix variegata toleriert sehr nédhrstoffarme Bedingungen. Die Pflanzen kénnen selbst

auf extrem nahrstoffarmen Weil3sandstandorten wachsen (LUO et al. 2007).

Von LUO und SCHREIBER wurde 10% Hoagland-Nahrlésung verwendet. Unter diesen
Bedingungen konnten Wachstum, Photosynthese, Bildung von Adventivwurzeln und
die Exsudation von organischen Sauren belegt werden.

Im vorliegenden Versuch wurde sogar 15% Hoagland-Nahrlésung verwendet.
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Die gemessenen Werte fur Spross und Wurzelgewicht sowie fur die
Wurzeloberflache zeigen, dass die Pflanzen im Versuchsaufbau wachsen und an
Biomasse zunehmen konnten. Sie konnten demnach ausreichend Photosynthese
betreiben und notwendige Nahrstoffe aufnehmen.

Ein Einfluss mechanischer Verletzungen bei der Ernte der Pflanzen kann zur
Freisetzung grol3erer Mengen organischer Substanzen fuhren und damit die
Messungen verfalschen. Dieses Risiko wurde dadurch minimiert, dass Substrat und
Wurzeln gemeinsam aus dem Topf gel6st und in den Filter Gberfuhrt wurden. Erst
nach dem Absaugen der Bodenldsung wurden die Wurzeln aus dem Substrat
herausgelost.

Dieser Versuch diente in erster Linie dem Test und der Entwicklung des
Versuchsaufbaus und der Untersuchungsmethoden zum Nachweis und zur
Quantifizierung Organischer Sauren mit niedrigem Molekulargewicht (Acetat, Lactat,
Citrat, Oxalat, Formiat, Succinat t) sowie dem Nachweis und der Quantifizierung von
Zuckern (Saccharose/Sukrose, Glukose, Fruktose) aus Bodenldsungsproben.
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein Temperatureffekt auf die Quantitat
und die zeitliche Dynamik/das zeitliche Auftreten von Sauren und Zuckern zu
beobachten ist. Einen Einfluss auf die Qualitat der Exsudate kann man nur am
Auftreten von Oxalat, dass nur bei 30°C gefunden und wurde, und von Formiat
festmachen, dass nur bei 10°C nachgewiesen werden konnte.

Daruber ob bei einer langeren Versuchslaufzeit die internen Reserven der Pflanzen
aufgebraucht wirden kann nur spekuliert werden. Die erwahnten Ergebnisse von YE
(unpublished) zeigen jedoch, dass zu einem spateren Zeitpunkt (nach Tag 40 der
staunassen Bedingungen) eine Zunahme der Starkekonzentration in der Pflanze
beobachtet werden konnte. Dies deutet daraufhin, dass durch erfolgte
Anpassungsprozel3e, wie die Bildung von Aerenchymen, eine Verbesserte
Sauerstoffversorgung der Wurzeln erfolgen kann und daher weniger Verluste durch
ineffektive anaerobe Energiegewinnung auftreten.

Evaluation des Versuchsaufbaus und der Messmethoden

Der Versuch hat gezeigt, dass es mit diesem Versuchsaufbau prinzipiell méglich ist
Aussagen uber Qualitdt und Quantitat von Kohlenstoffverbindungen in der
Rhizosphare zu treffen. Es ist nicht méglich die gefundenen Substanzen eindeutig
als Exsudate oder mikrobielle Stoffwechselprodukte zu klassifizieren.

Damit sind auch keine Aussagen dariber moglich inwieweit ein Abbau und
Umwandlung von Exsudaten stattgefunden hat.

Um die in der Bodenl6ésung gefundenen Substanzen einer Quelle, zeitnahe Fixation
in der Photosynthese, Abbau von Speicherstoffen oder abgestorbenem
Pflanzenmaterial oder mikrobiellen Prozessen, zuordnen zu kdnnen wéhre eine
Behandlung mit radioaktiv markierten Kohlenstoffisotopen zu erwagen. So liel3e sich
der Weg des Kohlenstoffes durch den Versuchsaufbau eher nachvollziehen.
Zumindest die Kohlenstoffverbindungen die innerhalb des Zeitraumes der
radioaktiven Markierung photosynthetisch erzeugt wurden kdnnten identifiziert und
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guantifiziert werden. Es wirde dadurch auch vermieden, dass Abbauprodukte toter
Wurzeln miteinbezogen wuirden.

Um die umfangreichen und komplexen mikrobielle Einflisse in der Rhizosphare
sauber von der eigentlichen Wurzelexsudation trennen zu kdnnen ist zu prifen ob es
umsetzbar ist einen vergleichbaren Versuchsansatz unter sterilen Bedingungen zu
erzeugen. Dabei ist zu beachten, dass der Vergleich von sterilem und unsterilem
Rhizospharengeschehen wichtig ist um ein moéglichst realistisches Bild der
Exsudation zu bekommen. In der Literatur wurden zahlreiche Einfliisse von
mikrobiellen Stoffwechselprodukten auf die Exsudation beschrieben. Diese kénnen
sowohl die Exsudation bestimmter Substanzen und das Wachstum der Wurzel
fordern als auch in parasitischen oder pathogenen Interaktionen die Wurzel
schadigen, Exsudate abbauen oder umwandeln. Wird eine Substanz schnell aus der
Bodenldsung entfernt halt dies das steile Konzentrationsgefalle zwischen Cytosol
und Bodenlosung aufrecht und férdert somit die Diffusion dieser Substanz aus der
Wurzel in die Bodenlésung. Die Akkumulation von Stoffwechselprodukten kann die
Wurzel schadigen.

Die Zuckerkonzentrationen, die in diesem Versuch auftraten liegen nahe der
Messschwelle/Auflésung der enzymatischen Zuckerbestimmung. Es ware zu priufen
ob es geeignetere Methoden mit einer besseren Auflésung im Bereich sehr kleiner
Zuckerkonzentrationen gibt.

Fur geringe Probenvolumina entstehen durch Gefriertrocknung Schwankungen im
Grad der Aufkonzentrierung. Moglicherweise konnte man diesen Effekt dadurch
umgehen, dass die Proben maximal eingetrocknet und mit definierten
Flassigkeitsmengen wiederaufgeldst wirden. Dies musste zuvor mit Zuckerstandards
gepruft werden um sicherzustellen, dass sich die Zucker aus der Probe wieder
vollstandig l6sen lassen.

Um Dynamiken in der Rhizosphare von Salix variegata besser erfassen zu kénnen
ware es nitzlich den Versuch unter Gleichen Versuchsbedingungen

Bedingungen in einem Rhizotron zu wiederholen. Dieses Gerét ist speziell zur
Beprobung des Wurzelraumes entwickelt worden. Mit einer minimal-invasiven
Methode, der Beprobung mit Hilfe von Mikrosaugkerzen, ist die Beprobung einer
einzelnen Pflanze lber einen langeren Zeitraum mdoglich. Dabei kdnnen unterschiede
in der Zusammensetzung der Rhizosphare in Millimeterabstdnden entlang der
Wurzel erfasst werden.

Eine Vollernte des Pflanzenmaterials erleichtert jedoch die Erfassung von Biomasse-
Veranderungen und die Messung von Wurzeloberflache, Wurzelvolumen sowie der
Verteilung von Wurzeldurchmesser und Verzeigungsgrad, die bei lebenden Pflanzen
kaum zu ermitteln sind.

Der Nachteil der Vollernte ist, dass nur ein einziger Einblick in die Zusammensetzung
der Bodenldsung moglich ist. Hinzu kommen die starken Unterschiede die zwischen
einzelnen Pflanzenindividuen gefunden wurden und die Vergleichbarkeit der
Messwerte erschweren.

Es ist nicht genau vorhersagbar ob eine veranderte Belichtung tatsachlich auch die
Wourzelexsudation erkennbar erhéhen wirde. Allerdings ist davon auszugehen, dass
die Menge der verfugbaren Kohlenstoffverbindungen sich mit der
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Photosyntheseleistung steigert und dadurch mehr Photosyntheseprodukte in die
Losung diffundieren. Aul3erdem wurde ein hoher Anteil junger
Photosyntheseprodukte in Bodenlosungen nachgewiesen (KUzYAKOV & DOMANSKI
2000;Kastovska & Santrackova 2007).

Was dies jedoch quantitativ unter diesen Versuchbedingungen bedeuten wirde
darlber kann hier nur spekuliert werden. Es ist fraglich ob der vielfach beschriebene
Einfluss von Nahrstoffmangel, der zu erhéhter Exsudation organischer Sauren zur
Mobilisierung von Nahrstoffen fuhrt, in Salix variegata zu beobachten wére, die
nahrstoffarme Bedingungen sehr gut toleriert (LUO et al 2007; SCHREIBER unpubl.)
Es wurde auch beschrieben, dass erhdhte Exsudation organischer Sauren zu
Entgiftung von Schwermetallen im Boden erfolgt. Da die Wurzelexsudate jedoch fur
die Erndhrung von Mikroorganismen in der Plant-Microbial Fuel Cell von Interesse
sind macht eine Behandlung mit Schwermetallen keinen Sinn, da sie voraussichtlich
die Mikroorganismen schadigen und die elektrochemischen Prozesse in der Fuel Cell
stéren, wenn nicht sogar verhindern wirde.
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Anhang:

A.l. Sauerstoffmessungen:

10°C Ansatz
Sauerstoffmessung im Substrat
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Abb.18: Sauerstoffmessung im Substrat einer Pflanze im 10°C Ansatz

Bei 10°C betragt die maximale Sauerstoffsattigung in Wasser (TRUESDALE et al. 1955)
10,92 mg/L (10,67mg/L bei 11°C). Der hdchste gemessene Wert im Substrat des 10°C
Ansatzes lag mit 9,8mg/L um 1,12mg/L niedriger. Dabei ist jedoch davon auszugehen, dass
dieser Wert dadurch zustande gekommen sein kann, dass beim Einbringen der
Sauerstoffoptode atmospharischer Sauerstoff ins Substrat eingebracht wurde. Nach zwei
Stunden ist die Sauerstoffkonzentration von 9,8 auf 8,1mg/L gesunken. Sowohl im Verlauf
des abends und der Nacht als auch im Laufe des folgenden Vormittages bleibt die
Sauerstoffkonzentration zwischen 8,0 und 8,2mg/L konstant. Es zeigt sich weder eine
erkennbare Abnahme wahrend der Dunkelphase in den Nachtstunden noch eine deutliche
Zunahme mit Eintritt der Lichtphase. Die Sauerstoffmesswerte liegen bis zu 2,92 mg/L unter
der maximal mdglichen Sauerstoffsattigung.
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20°C Ansatz
Sauerstoffmessung im Substrat
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Abb. 19: Sauerstoffmessung im Substrat einer Pflanze des 20°C Ansatzes

In 20°C warmem Wasser ist eine maximale Sauerstoffsattigung von 8,84mg/L (8,68mg/L fir
21°C) unter Standard Luftdruck Bedingungen mdglich. Die im Substrat gemessenen Werte
lagen mit maximal 7,85mg/L nach Einbringen der Optode und minimal 6,0mg/L im Verlauf
der Dunkelphase um bis zu 2,68mg/L niedriger als die mdgliche Sauerstoffsattigung.

In den ersten zwei Stunden der Messung fallt der Messwert von 7,85 auf 6,16, zwischen
21:20 und ca. 8:20 liegt er im Bereich von 6,0-6,09mg/L. Gegen 8°° beginnt der Wert
anzusteigen und erreicht bis zum Ende der Messung um 10:48 wieder einen Wert von
6,15mg/L.

Im 20°C Ansatz lasst sich also ein, wenn auch minimaler Riickgang der
Sauerstoffkonzentration wahrend der Dunkelphase und eine leichte Zunahme der
Sauerstoffkonzentration nach Eintritt der Lichtphase beobachten.
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30°C Ansatz
Sauerstoffmessung im Substrat
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Abb. 20: Sauerstoffmessung im Substrat einer Pflanze im 30°C Ansatz.

In 30°C warmem Wasser ist eine Sauerstoffsattigung von 7,53mg/L erreichbar (7,42mg/L bei
31°; Sattigung bei Standardluftdruck), (nach Truesdale, Downing und Lowden 1955).

Der hdchste gemessene Wert liegt mit 5,66mg/L um 1,87mg/L niedriger. Der niedrigste
gemessene Wert lag mit 4,88mg/L um 2,68mg/L niedriger als die mégliche
Sauerstoffsattigung. Der niedrige Wert zu Beginn der Messung verglichen mit den hohen
Anfangswerten der anderen beiden Messungen lasst sich dadurch erklaren, dass sich die
Optode bereits vor Beginn der Messung im Substrat befand. Bis zum Ende der Lichtphase
bleibt die Sauerstoffkonzentration im Bereich zwischen 5,34 und 5,66mg/L. Ab etwa 1-2Uhr
morgens fallt die Sauerstoffkonzentration kontinuierlich ab, von noch 5,32 mg/L um ca. 2:00
auf 4,88mg/L zum Ende der Messung um 8:33.

Es ist zu beachten, dass es sich bei den durchgefiihrten Sauerstoffmessungen um
Punktmessungen handelt, die kein Gesamtbild der Sauerstoffverhaltnisse im Wurzelraum
liefern kénnen.

PH-Werte:

Datum Zeit 10° 20° 30°
27.04. 16:10 7,0 7,1 7,3
13.05. 10:30 7,3 7,3 7,3

48




Gemessen wurde ca. 5 Minuten bis zum Erreichen eines stabilen Wertes

Die in der L6ésung gemessenen pH-Werte liegen im Versuchszeitraum im Bereich

zwischen 7,0 und 7,3.

A2. Pflanzenparameter

Tabelle 1 : Pflanzenparameter

1.Ernte 2.Ernte 3.Ernte 4 Ernte

10°C 10°C 10°C 10°C

3,072 +£1,918 2,534 + 1,137 2,38 + 1,043 2,84 +0,77
0,132 + 0,069 0,218 + 0,109 0,18 £ 0,087 0,24 + 0,07
1459,273 + 4189,01
794,057 1486,315 + 479,106 | 2509,627 + 949,289 1118,79
10,286 + 4,864 6,18 + 2,027 6,936 + 1,93 595 +1,214
5,072 + 1,336 2,16 + 0,787 2,236 £ 0,785 2,02 £ 0,66
321 £ 219 212 +118 185 + 67 199+ 74
1.Ernte 2.Ernte 3.Ernte 4. Ernte

20°C 20°C 20°C 20°C

4,892 +1,138 2574 +1,672 2,448 + 1,361 2,45+ 0,6
0,202 £+ 0,069 0,238 £ 0,142 0,208 £+ 0,090 0,24 £ 0,05
1971,932 + 3346,17 +
270,128 2577,177 + 534,347 | 3014,17 + 1278,11 1059,45
8,796 + 2,098 7,846 + 4,461 7,226 + 3,11 9,32 +1,36
4,716 £1,137 2,536 + 1,287 2,55+ 1,20 2,81+0,41
251+ 94 283+ 173 234 + 100 348+ 78
1.Ermnte 2.Ernte 3.Ernte 4 Ernte

30°C 30°C 30°C 30°C

1,835 + 0,965 1,568 + 0,926 1,37 + 0,38 1,488 + 0,475
0,150 + 0,084 0,153 + 0,114 0,11 + 0,06 0,150 + 0,054
1066,489 + 2571,233 +

585,758 1887,932 1398,87 + 396,01 1787,94 + 416,59
7,755 + 1,838 7,468 + 3,222 4,89 +1,21 5,114 + 1,96
4,423 + 0,536 3,095 + 1,297 1,97 £ 0,47 2,012 £ 0,26
189 + 143 191 £ 129 134 + 30 127 +11

Sprosstrockengewicht:

Im Gesamtmittel aller Ernten zeigt sich flr das Sprosstrockengewicht der Pflanzen im 10°C
und 30°C Ansatz nur ein sehr geringer Unterschied (10°C: 2,86g+ 1,57g; 30°C: 2,82g+1,21Q)
Die Sprosse des 10°C Ansatzes sind im Mittel nur 0,04g schwerer als die des 30°C
Ansatzes.

Das hdchste mittlere Sprossgewicht aller Ernten weisen die Pflanzen des 20°C Ansatzes auf
(20°C: 3,15g+1,35Q).

Blattanzahl:

Erfasst wurden nur Blatter, die sich eindeutig einer Pflanze zuordnen lieRen, also solche die
noch am Spross safRen oder unmittelbar bei der Ernte abfielen.

Die Blattzahl variierte sehr stark zwischen den Pflanzen innerhalb der einzelnen Anséatze mit
Maxima tber 600 und Minima um die 50 Blatter.

Auch die Blattgrol3e variierte an einer einzelnen Pflanze und zwischen verschiedenen
Individuen eines Ansatzes um geschatzt bis zu Faktor 10. Die Blattflache wurde als
Parameter nicht erfasst. Es wére mdglicherweise interessant sie zu erfassen, da ein
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Zusammenhang mit der Exsudation zu erwarten ist, der Aufwand der dazu betrieben werden
musste ware bei Salix variegata jedoch immens.

Die hochste Blattanzahl im Gesamtmittel erreichten die Pflanzen des 20°C Ansatzes mit 289
+ 116 Blattern. Die 10°C Pflanzen besaf3en mit 229+135 Blattern immer noch 71 Blatter
mehr als die 30°C Pflanzen mit im Mittel 158190 Blattern.

Tabelle 3 : Wurzeloberflache, Wurzeltrockengewicht (WTG), spezifisches Wurzelgewicht

Wourzeloberfl Oberfl,/ WTG
(cm?) WTG (9) (cm?/g)
20°C 20°C 20°C
1971,93 0,20 9762,04
2577,18 0,24 10828,47
3014,17 0,21 14353,21
3346,17 0,24 13713,82
STABW STABW
270,13 0,07
534,35 0,14
1278,11 0,09
1059,45 0,05
Wourzeloberfl Oberfl, WTG
(cm?) WTG (g) (cm?/g)
30°C 30°C 30°C
1066,49 0,15 7109,93
2571,23 0,15 16860,55
1398,87 0,11 12716,96
1787,94 0,15 11919,62
STABW STABW
585,76 0,08
1887,93 0,11
396,01 0,06
416,59 0,05

Wurzeltrockengewicht

Die Werte fiir 30°C sind deutlich kleiner (siehe Gesamtmittelwert) als die fiir 10°C und 20°C
(siehe Gesamtmittelwert)

Insgesamt lasst sich eine leichte Zunahme des Wurzeltrockengewichtes bei 20°C, eine
starkere Zunahme bei 10°C jedoch keine Zunahme bei 30°C beobachten.

Das Wurzeltrockengewicht im 10°C Ansatz nimmt von 0,13g in der ersten Ernte auf 0,249 in
der 4.Ernte zu. Das bedeutet eine Zunahme um 0,11g.

Das Wurzeltrockengewicht der Pflanzen im 20°C Ansatz nimmt von 0,2 auf 0,24g zu, das
entspricht einer Zunahme um 0,04g.

Gesamtmittelwert fr das Wurzelgewicht aller 4 Ernten:

10°C: 0,19 g £ 0,099

20°C: 0,229 + 0,099

30°C: 0,149 + 0,07g

Ab der 3.Probennahme waren trotz feiner Gaze in den Topfen Wurzeln aus den Tépfen
hinausgewachsen und ragten zu einem geringen Teil in die Losung des Versuchsansatzes
hinein. Diese Wurzeln wurden mit geerntet und erfasst, gingen jedoch nicht in die
Berechnungen mit ein, da sie nicht zu den Exsudaten in der Bodenldsung beitrugen. lhre
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Exsudation konnte durch die starke Verdinnung in 250L Wasservolumen nicht erfasst
werden.

Zum Zeitpunkt der 3. Probennahme hatten alle 5 geernteten Pflanzen des 20°C Ansatzes
externe Wurzeln gebildet. Das Trockengewicht dieser Wurzeln lag im Mittel bei 0,036g +
0,024g. Im 10°C Ansatz besal} nur eine der geernteten Pflanzen externe Wurzeln mit einem
Trockengewicht von 0,15g. Von den geernteten Pflanzen des 30°C Ansatzes wiesen 2 von 4
externe Wurzeln auf (Mittleres TG 30°C: 0,015g+ 0,007).

Bei der vierten Probennahme besalRen alle 10°C Pflanzen und 4 von 5 der 20°C Pflanzen
externe Wurzeln. Im 30°C Ansatz waren es auch bei dieser Ernte nur 2 von 4 Pflanzen
(10°C: 0,029+0,015g ; 20°C: 0,069+0,061 g; 30°C: 0,045g+ 0,035 g).

Auch bei diesen Wurzeln lasst sich eine Verzégerung des Wurzelwachstums im 10°C Ansatz
gegeniuber dem im 20°C Ansatz beobachten. Es fallt auf das das Trockengewicht der
externen Wurzeln bei 30°C bei der vierten Ernte hoher liegt als bei den 10°C Pflanzen.

Spezifisches Wurzelgewicht:

Fir das spezifische Wurzelgewicht der Pflanzen in den drei Temperaturanséatzen ergibt sich
aufgrund der Variabilitat der Wurzeloberflachen und Wurzelgewichte eine relativ grof3e
Abweichung. Ursachen sind das heterogene Pflanzenmaterial und das zudem individuell
sehr verschiedene Wachstum der Pflanzen innerhalb der Temperaturansatze. Dabei streuen
die Werte fur den 10°C Ansatz deutlich starker als die Werte fur den 30°C und den 20°C
Ansatz die zwischen den Ernten nur gering variieren.

Insgesamt zeigt das spezifische Wurzelgewicht fir die drei Temperaturansatze nur minimale
Unterschiede, Oberflache und Gewicht nehmen tendenziell in gleichem Mal3e zu.

Eine Ausnahme stellen die Wurzeln des 30°C Ansatzes dar, die bei annédhernd gleichem
Gewicht an Oberflache zunehmen.
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Abbildung 21 zeigt das Verhaltnis von Wurzeloberflache zu Wurzeltrockengewicht fur die

drei Temperaturansatze.
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Abbildung 22 In Abbildung zwei ist die Wurzeloberflaiche gegen das Wurzeltrockengewicht

aufgetragen.
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Wurzeloberflache:

Im 10°C und 20°C Ansatz nimmt die Wurzeloberflache Uber den Versuchszeitraum hinweg
zu. Dabei ist die Oberflache der 10°C Pflanzen in den ersten drei Ernten deutlich geringer als
die der 20°C Pflanzen (siehe Tabelle 3; Abbildung 1 und 2).

In der 4. Ernte ist die Wurzeloberflache der 10°C Pflanzen deutlich hdher als die der 20°C
Pflanzen. Die Wurzeloberflache der 20°C Pflanzen nimmt linear zu, die der 10°C Pflanzen
nimmt zeitlich verzégert, aber exponentiell zu.

Die Wurzeloberflache der 30°C Pflanzen schwankt, wird jedoch nur in der 2. Ernte so hoch
wie der Wert fur den 20°C Ansatz und bleibt ansonsten etwa halb so hoch wie die
Oberflache der 20°C Wurzeln.

Allerdings ist hierbei zu beachten, dass es sich um unterschiedliche Individuen handelt, da
die Pflanzen bei jeder Probennahme vollstandig geerntet und fraktioniert wurden. Daher
muss man die grof3e Variabilitat der einzelnen Pflanzen bertcksichtigen und darf diese
Veranderungen nicht Uberbewerten.

Dies gilt aufgrund der begrenzten Probenmenge in diesem Vorversuch fur alle unmittelbaren
Pflanzenparameter.

Im 30°C Ansatz zeigt sich an der sehr grof3en Standardabweichung deutlich, dass die
Heterogenitat der Messwerte hier noch deutlich groRRer ist als in den beiden anderen
Ansatzen.

Wurzeloberflache
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3500 //
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500 —@-20°C
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0 T T T \ Exponentiell (10°C)
0 1 2 3 4 Linear (20°C)

Abbildung 23: Die Abbildung zeigt die Wurzeloberflache mit Trendlinien fur den 10°C
Ansatz (exponentiell und den 20°C Ansatz; linear).
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Abbildung 24: Wurzeloberflache (vgl. Abb.3) mit Standardabweichungen.

Zusammenfassung der Pflanzenparameter:

Die Werte fiir das spezifische Wurzelgewicht sind in allen Ansatzen recht einheitlich.
Hochste Werte fur die Wurzeloberflache finden sich im 20°C Ansatz.

Das hdchste Wurzeltrockengewicht im 20°C Ansatz

Das hdchste Sprosstrockengewicht besitzen die 20°C Pflanzen.

Die grofite Blattanzahl findet sich bei 20°C.
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1. Ernte Saure pro Wurzeloberflache
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Abbildung 25a

2. Ernte Sauren pro Wurzeloberflache
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Abbildung 25b
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Abbildung 25d

3.Ernte Séauren pro Wurzeloberflache
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Abbildung 25 a-d zeigt die Sduremenge in umol bezogen auf die Wurzeloberflache in cm?
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1.Ernte Zucker/Wurzeloberflache
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3. Ernte Zucker pro Wurzeloberflache

0,025
0,02
0,015
b5
L
°
£
=1
0,01
0,005
10°C
0 20°C
Glukose Fruktose Sukrose 30°C
Abbildung 26¢
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Abbildung 26 a-d zeigt die Zuckermenge in pumol bezogen auf die Wurzeloberflache
in cm?
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A.l. Materialien und Geréte zur Versuchsdurchfiihrung

Kryostat: Glycerol + Wasser (dest.)im Verhéltnis (50/50)
Kryostat: Julabo F32+ MC 5 eingestellt auf 7°Celsius
2 Kiihlschnecken aus ca. 15m Schlauch, Durchmesser innen 1cm, auf3en 1,5cm

2 Heizstabe: HT300 300W 80cm Hersteller: Tetratec
eingestellt auf ca 30-31°C

3Tonnen, Kunststoff, Fassungsvermégen 300L
Halterungen fir die PflanzgefalRe, hohenverstellbar

Mal3e:45x59x9cm fassen 35 Pflanztopfe, Spezialanfertigung der ICG(Instituts)-
Werkstatt Abbildung siehe Seite 17
Topfe: 6,5%6,5x7cm

Glasgranulat/Perlchen : Strahimittel, Typ 2003 , Menge 75kg ,

KorngréRe: 425-850 um Durchmesser
Firma: MHG Strahlanlagen GmbH Disseldorf

Wasserfilter JBL Cristal Profi +UV Lampe Aqua Medic UV-steriliser Helix Max UV 9W

Aquarienpumpe: Schego optimal EMV 5Hz 5W +Sprudelsteine Aquafizz, Schlauche

8mm und 5mm im Durchmesser

PH-Meter + digitales Thermometer:

waterproof pH meter CP-401, ELMETRON Zabrze, Polen
Sauerstoffmessgerat: Fibox 3 Software: OxyView
(PreSens Precision Sensing GmbH)

Klimakammer:

Lichtstarke 30cm unter der Lampe 300 puE/m2*s, auf Héhe vom Tonnenrand 80-
100pE/m?*s, a4f Wasserhthe noch 60-80 pE/m?*s, UVA-Strahlung: 0,2-0,3 W/m2,
UVB-Strahlung: 0,004-0,006 W/m?2

Lichtmessgerat: Gigahertz-Optik, Gerat: X12 Optometer, Sensor: XD-4501-4
5 Lampengruppen, Leuchtstoffrohren Osram FLUORA 58 Watt/77, 150cm
Ausgeleuchtete Flache 10m?2

16 Stunden Licht von 7Uhr bis 23Uhr, Temperatur konstant bei 21°C, Luftfeuchte
60%,

Bellftung: Luftstromung (airflow) max. 0,4m/s
Photometer zur enzymatischen Bestimmung der Zuckerkonzentration:

ELISA Reader, anthos Mikrosysteme GmbH
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Anthos HT1 /HT2 von anthos labtec

Vollautomatisches, mikroprozessorgesteuertes Mikroplatten-
Absorptionsspektrometer

Firma: Anthos Labtec instruments G. m. b. H.,
Lagerhausstrasse 507 Wals/Salzburg

Fur die Ernte: Feinwaage Precisa XB 4200C Precisa Instruments Ltd/Switzerland,
max. 4200g, min. 0,59, e=0,1g,d=0,01g

Zur Bestimmung der Trockengewichte: Prazisionslaborwaage PG 503-S Mettler
Toledo , max. 510g, d= 0,001g

Vakuumfiltrationsgerate, Volumen 500ml, Nylonfilter 0,2 um, 75mm, Firma: Nalgene
Vakuumpumpe, Schlauchverbinder 8mm,Schlauch mit 8mm Durchmesser

50ml PE Weithalsflaschen ((2-300Stk) 73 pro Ernte, weitere fur Wasserproben und
Nullproben.)

Canon EOS 1000D zur Dokumentation

Trockenschrénke, Heraeus, eingestellt bei 75°C, Trocknung der Proben mindestens
24h

Verwendete Software:

Excel 2007; Excel 2003

Word 2002...

Anthos Kinetik 2.0
OxyView-PST3-V5.32 Version 02/2004

(Hersteller: PreSens Precision Sensing GmbH)
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