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Einleitung

1 Einleitung

"Die Neugier steht immer an erster Stelle eines
Problems, das gelost werden will"
(Galileo Galilei)

Die Photosyntheserate der Pflanzen wird von externen und internen Bedingungen
bestimmt: neben abiotischen Faktoren wie Lichtintensitiit, Temperatur oder Wasserverfiigbar-
keit (von Willert et al. 1995) sind biochemische Prozesse und Hormonkonzentrationen (z.B.
Abscisinsdure; Wilkinson & Davies 1997) von Bedeutung. Der photosynthetische Gasaus-
tausch zwischen der Pflanze und der Umgebungsluft erfolgt iiber die Stomata, deren
Offnungsweite durch die Turgorinderungen der SchlieBzellen (SZ) individuell reguliert
werden kann. Da die SZ der Stomata im Gegensatz zu den iibrigen Zellen des Blattes sympla-
stisch isoliert sind (Wille & Lucas 1984), erfolgt die fiir die Turgorinderung notwendige
TIonenakkumulation (K* und CI) iiber selektive Ionenkanile (Cosgrove & Hedrich 1991;
Grabov & Blatt 1998).

Verdnderungen der Lichtintensitit beeinflussen nicht nur den Gaswechsel: Wegener &
Zimmermann (1998) konnten zeigen, daf} es nach Erhhung der Lichtintensitidt im Xylem von
Mais- und Weizenwurzeln sowohl zu einem Anstieg in der Saugspannung als auch zu Reak-
tionen im elektrischen Potential der Gefid3e kam.

Der Einflufl hydraulischer Verdnderungen auf den Gaswechsel wurde sowohl in Versuchen
an isolierten Bldttern als auch in intakten Pflanzen untersucht. In letzteren wurde die
Interaktion zwischen der stomatédren Leitfihigkeit, dem Blatt- und dem Bodenwasserpotential
sowohl in "split-root" Experimenten (z.B. Yao et al. 2001) als auch in Versuchen mit der
Waurzeldruckkammer (z.B. Gollan et al. 1986) nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, daf3
einerseits die Applikation von Uberdruck zur Regeneration des Blattwasserpotentials und der
stomatidren Leitfahigkeit (gmo) fiihrte (Yao et al. 2001). Andererseits trat jedoch der
Riickgang von gm0 mit zunehmender Bodenaustrocknung auch in Blittern auf, deren
Blattwasserpotential durch die Applikation von Druck auf die Wurzel konstant gehalten
wurde (Gollan et al. 1986). Die Druckapplikation an separierten Blittern erbrachte den
Nachweis, daB3 Verdnderungen des Xylemdruckes direkt zu Reaktionen im Gaswechsel
(Raschke 1970b) und im Zellturgor (Wei et al. 1999) fiihren. Uber das Auftreten schneller
hydraulischer Signale in intakten Pflanzen und ihrer ursidchlichen Bedeutung fiir die

Regulation der Stomatadffnung ist dagegen nichts bekannt.
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Die Funktion elektrischer Signale wurde besonders bei seismonastischen Blatt-
bewegungen, z. B. an Mimose, untersucht (Abe & Oda, 1976; Fromm & Eschrich, 1988a-c):
Aktionspotentiale filhren zum Efflux von Ionen aus den Motorzellen der Pulvini und 16sten
durch nachfolgende Wasserfliisse die Blattbewegung aus. Es konnte gezeigt werden, dal3
durch gezielte Stimulation auch in nicht-sensitiven Pflanzen sowohl elektrische (Malone &
Stankovic 1991; Fromm & Spanswick 1993; Fromm & Bauer 1994) als auch hydraulische
Signale (Malone & Stankovic 1991) induziert werden koénnen. Uber die Funktion schneller
elektrischer Signale in intakten Pflanzen ist wenig bekannt. Die Ergebnisse von Fromm & Fei
(1998) aus Wiederbewisserungsversuchen an Mais deuten jedoch darauf hin, dal das
Auftreten elektrischer Signale in intakten Pflanzen direkten Einflufl auf die Reaktion des
Gaswechsels hat.

In der vorliegenden Arbeit wurde einerseits das Auftreten und die Interaktion
hydraulischer und elektrischer Signale untersucht, sowie andererseits der Einfluf3 dieser
Signale auf die Regulation der Stomatadffnung. Um die Bedeutung nicht-chemischer Signale
fir die pflanzeninterne Kommunikation abschdtzen zu konnen, wurden Versuche auf
unterschiedlicher Ebene an zwei verschiedenen Pflanzenarten durchgefiihrt:

e Zum einen wurde in Wiederbewisserungsversuchen an trockengestressten Maispflanzen
die Bedeutung elektrischer und hydraulischer Signale fiir die Wurzel-Sprof-
Kommunikation und den Blattgaswechsel (Langstreckensignale) untersucht.

e Zum anderen wurden an einzelnen Bléttern von Mimose seismonastische Reizungen
(Bertihrung oder Verletzung) durchgefiihrt, um zu {iiberpriifen, ob die als Ausloser der
Blattfaltung nachgewiesenen nicht-chemischen Signale auch EinfluB auf die

Photosynthese des Blattes haben (Kurzstreckensignale).

1.1 Mais: Reaktion des Gaswechsels auf elektrische und hydraulische

Signale nach der Wiederbewisserung

Die Entstehung von Trockenstress hat eine Vielzahl verschiedener Auswirkungen auf die
Pflanze: mit abnehmender Wasserverfiigbarkeit im Boden steigt die Saugspannung im Xylem
an und der Turgor in den Epidermiszellen der Blitter geht zuriick. Parallel kommt es zu
Verdnderungen der Ionenkonzentrationen im Xylemsaft (Schurr 1991; Hartung & Radin
1989; Gollan et al. 1992). In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3

besonders die Erhohung der Abscisinsdurekonzentration im Xylemsaft und im Apoplasten des
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Blattes EinfluB auf die Regulation der stomatiren Offnungsweite hat (Dorffling et al. 1977;
Zhang & Davies 1990; Tradieu & Simonneau 1998). Abscisinsdure (ABA) wird in den
Wurzeln sowie in den Blittern synthetisiert und sowohl im Xylem als auch im Phloem
transportiert (Davies & Mansfield 1988; Sauter et al. 2001). Der Apolplast ungestresster
Pflanzen weist einen schwach sauren pH-Wert auf, so da3 ABA in die Mesophyll- und
Epidermiszellen aufgenommen und abgebaut wird (Hartung et al. 1998). Durch den Anstieg
des aploplastischen pH-Wertes ins basische Milieu bei Trockenstress kommt es zu einer
Akkumulation von ABA im Apoplasten, der durch die Interaktion mit den Ionenkanilen der
SZ-Membran zu einem SchlieBen der Stomata fiihrt (Ward et al. 1995; MacRobbie 1998).
Dadurch kann die Pflanze ihren Wasserverlust einschrianken, gleichzeitig nimmt jedoch auch
die Aufnahme von CO; aus der Umgebungsluft ab, so dal3 mit zunehmendem Trockenstress
eine Grenzsituation zwischen ,,verhungern und ,,verdursten* entsteht.

Im Gegensatz zu den zahlreichen Verdffentlichungen zur Reaktion der Pflanzen auf
Trockenstress wurden verhéltnismidBig wenige Untersuchungen zur Reaktion auf Wiederbe-
wisserung durchgefiihrt (z.B.: Beardsell & Cohen 1975; Gollan et al. 1986). Beardsell &
Cohen (1975) konnten an Mais zeigen, dal3 sowohl der stomatire Widerstand als auch die
ABA-Konzentration im Blatt ab dem 3.-4. Tag ohne Bewisserung der Pflanzen anstieg,
parallel zu einem Abfall im Blattwasserpotential. Der Blattwassergehalt begann dagegen erst
zeitverzogert mit zunehmender Erhohung des Blattwasserpotentials zu sinken. Innerhalb der
ersten 24 h nach der Wiederbewidsserung sanken sowohl der stomatdre Widerstand als auch
die ABA-Konzentration deutlich ab, beide Parameter blieben jedoch iiber dem Ausgangs-
niveau vor Beginn des Trockenstresses. Das Blattwasserpotential hingegen erreichte bereits
wenige Stunden nach der Wiederbewisserung das Ausgangsniveau.

Fromm & Fei (1998) konnten zeigen, da3 nach der Wiederbewésserung trockengestresster
Maispflanzen vor Beginn des Anstiegs im Gaswechsel ein elektrisches Signal auftrat, das
sowohl auf der Blattepidermis als auch im Phloem meBbar war. Des weiteren verursachten
induzierte Aktionspotentiale in den Blittern von Mais einen lonenefflux aus dem Phloem
(Fromm & Bauer 1994). Uber das Auftreten eines hydraulischen Wurzelsignals nach der
Wiederbewisserung und dessen moglichen Einfluf} auf den Gaswechsel, sowie iiber mogliche

Interaktion mit elektrischen Signalen, ist nichts bekannt.
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1.2 Mimose: Bedeutung elektrischer und hydraulischer Signale fiir den

Blatt-Gaswechsel nach seismonastischer Reizung

Seismonastische wie auch nyctinastische Pflanzenbewegungen basieren auf Turgorver-
dnderungen in den Motororganen der Blitter. Diese sogenannten Pulvini sind gegliedert in
zwei einander gegeniiberliegende Motorcortex-Gewebe, die das im Zentrum liegende Leit-
biindel umschlieBen und als ,Extensor* und ,Flexor* fungieren. Die nyctinastische
Bewegung der Blitter wird durch die Umverteilung von Ionen, hauptséichlich K" und CI', vom
Extensor in den Flexor und vice versa verursacht (Satter & Galston 1981; Satter et al. 1982;
Freudling et al. 1988), und unterliegt dem EinfluB3 von Metaboliten (‘leaf movement factors’;
Schildknecht 1983; Ueda & Yamamura 2000) und/ oder Photostimulation (Fondeville et al.
1966; Wantabe & Sibaoka 1973).

Seismonastische Bewegungen wurden bei Mimose hauptsidchlich am priméren Pulvinus
untersucht, der den Petiolus mit der Sproflachse verbindet. Nach Stimulation des Petiolus
breitet sich ein Aktionspotential aus, das sowohl im Extensor als auch im Flexor messbar ist
(Abe & Oda 1976) und einen Efflux von Wasser sowie K und CI’-Ionen verursacht (Kumon
& Suda 1984). Mit Hilfe des NMR (Nuclear magnetic resonance) Imaging konnte der
Nachweis erbracht werden, dal Wasser- und Protonenfliisse zwischen Extensor und Flexor
und vice versa wihrend der Blattbewegung auftreten (Tamiya et al. 1988). Sowohl die
hochturgeszente colloidale Vakuole als auch die zweite, tanningefiillte Vakuole der
Motorzellen schrumpften infolge von Reizung stark (Fleurat-Lessard & Roblin 1988; Fleurat-
Lessard 1988). Im Tonoplast der colloidalen Vakuole wurden Aquaporine nachgewiesen, die
einen schnellen Efflux von Wasser ermdglichen, sowie eine hohe Dichte der H-ATPase, die
fiir die Aufrechterhaltung des Zellpotentials und die Energetisierung der Ionenfliisse bei
seismonastischen Bewegungen verantwortlich ist (Fleurat-Lessard et al. 1997a, b; Fromm &
Eschrich 1988c; Kumon & Suda 1985). Das durch Reizung induzierte Aktionspotential wird
vorwiegend im Phloem propagiert und verursacht die Entladung von Saccharose aus dem
Phloem in den umgebenden Apoplasten des Pulvinus (Fromm & Eschrich 1988a, b; Fleurat-
Lessard et al. 1997a). In den tertidren Pulvini, welche die Fiederblittchen mit der Rhachis
verbinden, tritt im Zuge der Faltung der Blitter nur eine Schrumpfung in den #ufleren
Zellenschichten des Extensors auf (Fromm 1986). Im Vergleich zum priméren Pulvinus ist
der Turnover von K*, CI', und ATP deutlich reduziert (Fromm & Eschrich 1988b, c). Der
derzeitige Stand des Wissens unterstiitzt die Hypothese, dall die seismonastische Bewegung

der Pulvini durch elektrische Signale kontrolliert wird. Des weiteren wurden hydraulische
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Signale, verursacht durch Turgorveridnderungen, als wichtige Komponente zur Kontrolle der
Blattbewegung diskutiert (Malone 1994; Tinz-Fuechtmeier & Gradmann 1990).

Die Ausbreitung des Aktionspotentials im Phloem legt die Vermutung nahe, dafl das
elektrische Signal Auswirkungen auf das gesamten Blatt hat. In Versuchen mit '*C konnte
Hodinott (1977) zeigen, daB durch die Faltung der Blittchen zwar die Kohlenstoffaufnahme
reduziert wurde, die Translokation der Assimilate jedoch nicht beeintrichtigt wurde.

Uber einen direkten EinfluB elektrischer oder hydraulischer Signale auf die Regulation der
Stomata ist bisher nichts bekannt. Die Sensitivitidt sowohl der Motorzellen der Pulvini als
auch des Phloems gegeniiber Verdnderungen des Membranpotentials (Fromm & Eschrich
1988a, c) legt jedoch die Vermutung nah, dal auch die SchlieBzellen der Stomata durch

elektrische Signale beeinfluf3t werden konnten.

1.3 Hypothese und Fragestellung

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Bedeutung schneller, nicht-chemi-
scher Signale fiir die Reaktion des Gaswechsels intakter Pflanzen. In den durchgefiihrten

Versuchen stand die Priifung der folgenden zentralen Hypothese im Vordergrund:

In intakten Pflanzen treten elektrische und hydraulische Signale auf, die

e an der pflanzeninternen Kommunikation beteiligt sind und

e EinfluB} auf die Reaktion des Gaswechsels haben.

Fragestellung

Mais: In den durchgefiihrten Versuchen wurden grofle, intakte Maispflanzen
zunehmendem Trockenstress ausgesetzt. Dabei wurden zeitgleich schnelle elektrische und
hydraulische Signale nach der Wiederbewdsserung, und ihre Bedeutung fiir die Reaktion des
Gaswechsels untersucht. Als MeBgroflen fiir den Gaswechsel wurden die stomatidre Leitfidhig-
keit und die Netto-Photosyntheserate gewdhlt, letztere ergdnzt durch Messungen der Chloro-
phyll-Fluoreszenz. Als Parameter fiir ein mogliches hydraulisches Signal diente der Zellturgor
einzelner Epidermiszellen, gemessen mit der Zelldrucksonde, sowie fiir ein mogliches elek-
trisches Signal das Zellpotential, gemessen mit einer Mikroelektrode in der Blattepidermis.

Erginzend wurde Veridnderungen im Blattwassergehalt ermittelt.
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In den Versuchen an Mais sollten vorrangig die folgenden Fragen beantwortet werden:
e Wie verindern sich die untersuchten Parameter bei zunehmendem Trockenstress ?
e Welche Reaktionen treten innerhalb der ersten Stunde nach der Wiederbewisserung auf ?
e Wie schnell breiten sich nicht-chemische Signale in Pflanzen aus ?
e Besteht ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen dem Auftreten nicht-chemischer
Signale und der Reaktion des Gaswechsels ?
e Sind hydraulische und elektrische Signale gekoppelt oder werden sie voneinander unab-

hingig induziert und propagiert ?

Mimose: Anhand der gleichen Parameter wie am Mais (Gaswechsel, Chlorophyll-
Fluoreszenz, Zellpotential und Zellturgor) wurden die Reaktionen innerhalb eines Mimosen-
blattes auf zwei verschiedene seismonastische Reizungen (Beriihrung oder Verletzung einer
Fieder) untersucht. Die durchgefiihrten Versuche zielten auf die Beantwortung der folgenden
Fragen ab:

e Fiihren unterschiedliche seismonastische Reizungen (Beriihrung oder Verletzung) zu
unterschiedlichen Reaktionen in den untersuchten Parametern ?

e Wie schnell treten Reaktionen in den verschiedenen Parametern auf ?

e Besteht ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen (i) dem Auftreten elektrischer und/
oder hydraulischer Signale und (i1) einer Reaktion des Gaswechsels und der Chlorophyll-

Fluoreszenz ?
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2 Material und Methoden

"Das naive menschliche Denken geht von der Sache aus,
das wissenschaftliche von der Methode"
(C. F. von Weizsicker)

2.1 Pflanzenmaterial

Mais: Maissaatgut (Zea mays L., 'Mozart’) wurde zur Keimung zwischen zwei feuchte
Papiertiicher gelegt und die Keimlinge nach Ausbildung einer ca. 3 cm langen Keimwurzel
einzeln in Kunstofftopfe (3 Liter; Meyer, Rellingen, Deutschland) mit Blumenerde (Fruh-
storfer Erde, Typ P; Archut, Lauterbach-Wallenrod, Deutschland) gepflanzt. Um Staunisse zu
vermeiden, waren die Topfe am Boden mit einer ca. 1.5 cm dicken Schicht Bldhton (Dehner,
Rain am Lech, Deutschland) gefiillt. Die weitere Anzucht erfolgte unter Gewichshausbe-
dingungen (minimale Temperatur 22°C; Zusatzbeleuchtung mit Quecksilber-Dampf-Lampen,
minimale photosynthetisch aktive Photonenflu3dichte (PPFD) 200 umol m?s'; 14/10 h Tag/
Nachtrhythmus; fluktuierende, von der AufBenluft beeinflusste Luftfeuchte). Die Pflanzen
wurden in Kunststoffschalen gestellt, die konstant 3-5 cm hoch mit Wasser gefiillt waren. Fiir
die Messungen wurden Maispflanzen von 120-140 cm Hohe ausgewdhlt, bei denen noch kein
Ansatz zur Bliitenbildung erkennbar war.

Mimose: Mimosenpflanzen (Mimosa pudica L.) wurden aus Samen in feuchter
Blumenerde (Fruhstorfer Erde, sieche oben) bis zum Keimblattstadium angezogen. Die weitere
Anzucht erfolgte in Kunststofftopfen (1.3 Liter) unter Gewichshausbedingungen (minimale
Temperatur 25°C; Zusatzbeleuchtung mit Quecksilber-Dampf-Lampen, minimale PPFD
200 umol m™ s'l; 14/10 h Tag/ Nachtrhythmus; fluktuierende, von der AuBlenluft beeinflusste
Luftfeuchte). Die Messungen erfolgten an ausdifferenzierten Bldttern mindestens sechs

Wochen alter Pflanzen.

2.2 Methoden
2.2.1 Versuchsaufbau

Mais: Die ausgewihlten Maispflanzen wurden in einer Klimakammer (York GmbH,
Mannheim, Deutschland; konstante Temperatur 22°C, relative Luftfeuchte von 60%, PPFD
150-200 pmol m?> s durch Leuchtstoffrohren [Power Twist True Lite, 30ThI2, Fa. Duro-
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Test, USA], 14/10 h Tag/ Nachtrhythmus) nach einer Akklimatisationszeit von mindestens 24
Stunden untersucht. Aufgrund der niedrigen PPFD in der Klimakammer wurde das Blatt, an
dem der Gaswechsel gemessen wurde, mit einem Scheinwerfer (Dr. Honle, Miinchen,
Deutschland) zusitzlich beleuchtet. Die Pflanzen wurden nicht bewéssert, bis die stomatére
Leitfdhigkeit um 40-50 % reduziert war. Der Versuchsaufbau in der Klimakammer ist in Abb.
2.1 dargestellt. Fiir die Messung der verschiedenen Parameter wurden die oberen, ausdifferen-
zierten, 3-4 Wochen alten Blitter ausgewihlt. Die Bewisserung erfolgte aus einem Wasser-
behilter, der das Wasser iiber einen Schlauch direkt auf die Bodenoberfliche leitete. Zur
Kontrolle des Bodenwassergehaltes (in Gewichts-%; Kalibrierkurve: sieche Anhang) wurde
eine FDR-Sonde (ThetaProbe, UMS, Miinchen, Deutschland) wurzelnah in den Boden einge-
fiihrt, und der Bodenwassergehalt wurde kontinuierlich auf einem Schreiber (Typ: 460-06,
BBC Brown Boveri, Goertz Metrawatt, Mannheim, Deutschland) und am Computer
aufgezeichnet. An der Grenze zur Bodenoberfliche wurde um den Stengel ein Kunststoff-
zylinder gestellt, um bei der Wiederbewisserung ein elektrisches Signal durch Wasserkontakt
mit dem Stengel oberhalb des Bodens zu verhindern. Die Wiederbewésserung erfolgte, sobald
alle je nach Versuchsvariante parallel gemessenen Parameter ein stabiles Niveau erreicht

hatten.
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Abb. 2.1: Versuchsaufbau in der Klimakammer: an verschiedenen ausdifferenzierten, 3-4
Wochen alten Blittern einer 120-140 cm hohen, trockengestressten Maispflanze wurden
parallel der Gaswechsel, das Zellpotential sowie der Zellturgor in der Epidermis vor und
wihrend der Wiederbewidsserung gemessen.

Fig. 2.1: Experimental setup in the phytotron with 120-140 cm high maize. At different
mature, 3 to 4-week-old leaves of a drought-stressed plant the leaf gas exchange, the electric
potential and the turgor in epidermis cells were measured in parallel to each other before and
during re-irrigation.
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Mimose: Mit Ausnahme der Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen, die mit Zusatzbeleuch-
tung (Scheinwerfer: siehe oben; PPFD: 200-300umol m™ s') unter ansonsten nicht-kontrol-
lierten Bedingungen (Luftfeuchte, Temperatur) durchgefiihrt wurden, fanden alle Versuche in
einer Klimakammer (siehe oben) statt. Infolge der Fixierung einzelner Fiedern in der Gas-
wechselkiivette oder einer Blattklemme (siehe Abb. 2.3 und Abb. 2.4) falteten sich zumeist
die benachbarten Fiedern und Blitter. Die Durchfiihrung der Versuche begann erst, wenn alle
Fiedern (nach 20-30 Minuten) wieder vollstindig getffnet waren. Sobald der untersuchte
Parameter einen stabilen Ausgangswert erreicht hatte, wurde die Spitze der fixierten Fieder
gereizt. Es wurden zwei Arten von Reizungen appliziert: 1.) Berithrung der Fiederspitze per
Hand, 2.) Verletzung durch Abschneiden der Fiederspitze mit einer Schere. Bei den
Turgormessungen wurde eine Nachbarfieder verletzt, da die Verletzung der Messfieder zu
einem hydraulisch bedingten rapiden Druckabfall der Messung fiihrte (siche Abb. 2.2). Alle
Messungen (siehe 2.2.2-2.2.5) wurden unabhiéngig voneinander an verschiedenen Blittern
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen reprisentative Reaktionen aus n = 5 Wiederholungen je

Versuch.

leaflet tertiary Abb. 2.2: Einzelnes Blatt von Mimosa
pudica im ungereizten, gedffneten Zu-
stand: an einer Pinna (= Messfieder; rot
umrandet) wurde ein Teil der Fieder fiir
die Messungen des Zellpotentials, des
Zellturgors oder der Chlorophyll-Fluo-
reszenz mit gespreizten Fiederblidttchen
(schwarzes Rechteck) fixiert (sieche
unten: 2.2.3-2.2.5).

Fig. 2.2: Single leaf of Mimosa pudica
with spread, non-stimulated leaflets:
part of the observed pinna (with red
fram) was fixed in a leaf clip (black
rectangle) for the assessment of cell

pulvini

stimulation

b petiolus potential, cell turgor or chlorophyll
|3 l,/ fluorecence (see below: 2.2.3-2.2.5).
[,(\primary
| pulivinus

observed pinna

........ neighbouring pinna
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2.2.2 Messung des Gaswechsels

Mais: Die Messung des Blattgaswechsels erfolgte ca. 5-10 cm unterhalb der Blattspitze mit
einem Minikiivetten-System (Walz, Effeltrich, Deutschland; vgl. Matyssek et al. 1991a; Gas-
wegeplan: sieche Anhang). Das System wurde mit Druckluft gespeist, der in einem Adsorp-
tionstrockner (Typ: KM 5, Zander, Essen, Deutschland) sowohl Feuchtigkeit als auch CO,
entzogen worden war. AnschlieBend wurde der Luft mittels einer Gasmischanlage reines CO,
(Linde, Deutschland) zudosiert und so eine konstante CO,-Konzentration von 360 ul 1!
aufgebaut. Mit Hilfe einer Befeuchtungsflasche und einer Kiltefalle wurde eine konstante
relative Luftfeuchte von 60 % eingestellt. Die Messungen erfolgten unter konstanten
Kiivettenbedingungen (24°C Lufttemperatur, PPFD 400-450 umol m™ s7). Die Netto-Photo-
syntheserate (Jcop, umol m> s"l) und die stomatédre Leitfdhigkeit (gu20. mmol m™ s‘]) wurde
nach den folgenden Formeln (Pegasus Gaswechselprogramm, Paul Scherrer Institut,

Villingen, Schweiz) berechnet:

- svp(TP1)
AC * Fluss _HS y p
CO2 =
22.414 %60 * BF 1— svp(TP3)
p

svp(Tr) N svp(TP3)

gH:0 = JHZO*IOOO*(I_ p P )
ALVPD 2

AC: Differenz der CO,-Konzentration zwischen Referenzgas und Mefigas;
korrigiert um  Nullpunktverschiebung und Verzerrung des Infrarot-
gasanalysators (IRGA)

Fluss_HS: Flussrate im Hauptschluss [1 min']

BF: projizierte Blattfliche [m?]

p: aktueller Luftdruck [mbar]

svp: Sattigungsdampfdruck (saturated vapor pressure) bei der angegebenen
Temperatur [mbar]

Jmo: Transpirationsrate (mmol m> s'l)

TP1: Taupunkttemperatur am Eingang der Kiivette [°C]

TP3: Taupunkttemperatur am Ausgang der Kiivette [°C]

Ty: Blattemperatur [°C]

ALVPD: Wasserdampfsittigungsdefizit des Blattes (Air to Leaf water Vapor
Pressure Deficit) [mbar/ bar]

svp(Tr) — svp(TP3)
P

ALVPD =

11
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svp(TP3)  svp(TP1)

Fluss _ HS %1000
JHzO - ( y * P P +
22.414 %60 1— svp(TP3)
4

Fluss _ NS 1000 y (svp(TP3) B svp(TPZ))) . 1

22.414 %60 p p BF
Fluss_NS: Flussrate im Nebenschluss [1 min™']
TP2: Taupunkttemperatur im Nebenschluss [°C]

Bei einem Teil der Messungen wurde der Blattgaswechsel mit einem Porometer (CQP 130,
Walz, Effeltrich, Deutschland; Gaswegeplan: siche Anhang) bei konstanten Kiivettenbedin-
gungen (23°C Lufttemperatur, 60 % relative Luftfeuchte, PPFD 200-250 umol m~? s und
CO,-Konzentration der Auflenluft durchgefiihrt. Fiir das Porometer erfolgte die Berechnung
der Netto-Photosyntheseraterate (Jcop; pmol m> s']) und der stomatiren Leitfihigkeit (gm20;

mmol m~ s™) nach den folgenden Formeln (Diagas Programm fiir CQP 130):

Jeor = 2 % I=we #* AC — Ju20 * ce
1—wo

-

gH20 = JH20— id
ALVPD

U molarer Gasstrom am Eingang der Kiivette [pmol s
BF:  projizierte Blattfliche [cm?]
we:  molare Feuchtekonzentration vor der Kiivette (= im Referenzgas)

Wo: molare Feuchtekonzentration hinter der Kiivette (= im Mef3gas)
AC: Differenz der CO,-Konzentration zwischen Referenzgas und MefBgas; korrigiert
um Nullpunktverschiebung und Verzerrung des Infrarotgasanalysators (IRGA)
Ce: molare CO2-Konzentration vor der Kiivette (= im Referenzgas); korrigiert um
Nullpunktverschiebung und Verzerrung des Infrarotgasanalysators (IRGA)
Jmo: Transpirationsrate (mmol m> s‘l)
Ue  Wo—We

BF 1- Wo
ALVPD = wi— wa

JHzO =

wi: Molenbruch des Wasserdampfes in den Interzellularen des Mesophylls

_ svp(Tv)
14

i

svp:  Sittigungsdampfdruck (satureted vapor pressure) bei der angegebenen
Temperatur [mbar]

Tp: Blatttemperatur [°C]

wa:  Molenbruch des Wasserdampfes in der Kiivette

12
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Mimose: Die Gaswechselmessung erfolgte mit einem Porometer (CQP 130; siche oben).
Fir die Messungen wurde eine Fieder eines ausdifferenzierten Blattes so in die Kiivette
eingeschlossen, daf} sich die Spitze der Fieder zur Reizung auflerhalb der Kiivette befand
(Abb. 2.3). Fiir einige der Messungen wurden die gedffneten Fiederblittchen in der Kiivette

zwischen Drahtgeflecht fixiert, um die Bewegung der Blittchen zu verhindern.

Abb. 2.3: Einbau einer Fieder eines ausdiffe-
renzierten Mimosenblattes in der Gaswechsel-
Kiivette (CQP 130; Aufsicht). Die Spitze der
Fieder befand sich zur Reizung auBlerhalb der
Kiivette.

Fig. 2.3: Assessment of gas exchange:. A single
pinna of a mature leaf of Mimosa pudica was
enclosed into the cuvette of a steady-state
porometer(CQP 130; view from above) with the
pinna tip left outside to allow external
stimulation.

2.2.3 Messung des Zellpotentials

Mais: Die Messung des Zellpotentials erfolgte mit einer Mikroelektrode (Ag-AgCl-
Mikroelekrodenhalter MEH3S15, WPI Instruments, USA; Glaskapillaren: GB150-10, Boro-
silikatglas, AuBen-&J: 1.5 mm, Innen-&: 0.86 mm; Science Products, Hoftheim, Deutschland),
gefiillt mit 50 mM entgaster KCI-Losung, in der oberen Epidermis eines ausdifferenzierten
Blattes ca. 10-15 cm unterhalb der Blattspitze. Die Referenzelektrode (Ag-AgCl-Elekrode
RC-1, Science Products, Hofheim, Deutschland) wurde im Abstand von 20-30 cm zur
Mikroelektrode vor der Blattscheide auf der Stengeloberfliche fixiert (Abb. 2.1) und die
Kontaktstelle mit 50 mM KCl-Agar befeuchtet. Bei den Messungen, in denen die Oberfliche
des MeBblattes zur Kompensation des elektrischen Signals gekiihlt wurde (siehe 2.2.7), war
der Abstand zwischen der Mikroelektrode und der Referenzelektrode auf 2-5 cm reduziert.

Beide Elektroden waren an einen Verstirker angeschlossen (WPI-Instruments, Model 750,

USA), die Messungen wurden parallel auf einem Schreiber (siehe 2.2.1) und am Computer
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aufgezeichnet. Vor jedem Experiment wurden beide Elektroden in 50mM KCl-Agar kalibriert
(0 mV). Der Nachweis der verwandten Chemikalien ist im Anhang aufgefiihrt.

Mimose: Die Messung des Zellpotentials erfolgte mit einer Mikroelektrode (siehe oben) in
der Epidermis der Rhachis oder der Epidermis eines ausdifferenzierten Fiederblittchens. Die
Referenzelektrode (Ag-AgCl-Elekrode) wurde in den feuchten Boden gesteckt, nachdem vor
Beginn jeder Messung beide Elektroden in S0mM KCl-Agar kalibriert worden waren (0 mV).
Um eine Bewegung der Fiederblittchen wihrend der Messung zu unterbinden, wurde ein Teil
der untersuchten Fieder mit gespreizten Blittchen zwischen zwei Plexiglasplatten fixiert

(Abb. 2.4). Die Messungen wurden innerhalb der Aussparung der oberen Platte durchgefiihrt.

Abb. 2.4: Fixierung einer Fieder eines
ausdifferenzierten Mimosenblattes zwi-
schen zwei Plexiglasplatten. Die Mess-
ungen wurden innerhalb der Aussparung
der oberen Platte durchgefiihrt.

Fig. 2.4: Fixation of a single pinna
between two slices of plexiglass during
measurement of cell potential and cell
turgor; upper slice with an opening to
allow the insertion of the microelectrode
or pressure probe capillary.

2.2.4 Messung des Zellturgors

Mais: Der Turgor einzelner Blattepidermiszellen wurde auf der Unterseite eines ausdiffe-
renzierten Blattes ca. 10-15 cm unterhalb der Blattspitze mit einer Zelldrucksonde (Abb. 2.5)

gemessen.
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Abb. 2.5: Aufbau der Zelldrucksonde (verindert nach Steudle, 1993).

Fig. 2.5: Construction of the cell pressure probe (adapted from Steudle, 1993).

Die Kapillaren fiir die Zellturgormessung (Sodaklarglas, Aufien-&: 1.0 mm, Innen-&:
0.5 mm; Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland) wurden mit einem Kapillarenziehgeridt (Model
PP-380, Narishige, Japan) gezogen. Die Zelldrucksonde sowie die jeweilige Kapillare wurden
luftblasenfrei mit entgastem Silikondl (AS 4, Wacker-Chemie, Miinchen, Deutschland) gefiillt
und die Kapillarenspitze durch Beriihrung mit einem Schraubenzieher aufgebrochen. Die
Turgormessungen erfolgten auf einem vibrationsgeddmpften Tisch und wurden parallel auf
einem Schreiber (siehe oben) und am Computer aufgezeichnet.

Bei den Zellturgormessung bildete sich in der Spitze der Kapillare ein Meniskus, der die
eingestromte Vakuolenfliissigkeit der punktierten Zelle vom Silikonol der Drucksonde
abgrenzt. Unter konstanten Umgebungsbedingungen schwankte der Turgor der gemessenen
Blattepidermiszellen nur gering (£ 0.01-0.02 MPa) und der Meniskus blieb stabil an seiner
Ausgangspostion. Zur Uberpriifung der hydraulischen Reaktion der Zelle wurde der Meniskus
in der Kapillare mit Hilfe der Metallstange bewegt (**; Abb. 2.6): die Verschiebung des
Meniskus zur Blattoberfliche hin verursachte eine Anstieg des Turgors, die Bewegung des
Meniskus zur Sonde erniedrigte den Turgor.

In den Wiederbewdsserungsversuchen wurde eine pflanzenintern verursachte Turgorverin-
derung untersucht: Nachdem sich der Turgor auf seinem Ausgangsniveau stabilisiert hatte,
erfolgte die Wiederbewisserung. Infolge des Wassereinstroms in die Vakuole begann der
Meniskus in der Kapillare zur Drucksonde hin zu wandern. Mit Hilfe der Metallstange wurde
das Ol in der Drucksonde komprimiert und der Meniskus an seiner Ausgangsposition
stabilisiert (*; Abb. 2.6). Dadurch war ein deutlicher Anstieg im Turgor erkennbar. Sofern der

Zellturgor vor der Wiederbewisserung unter 0.1 MPa lag, erfolgte die Stabilisierung des
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Meniskus an seiner Ausgangsposition zeitversetzt erst nach einer eindeutigen Bewegung des
Meniskus in der Kapillare. Diese Vorgehensweise war notig, da die direkte Gegenregulation
des Meniskus bei Ausgangswerten von unter 0.1 MPa zur Unterbrechung der hydraulischen

Reaktion der Zelle fiihrte.
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Abb. 2.6: Beispiel fiir die Reaktion des Zellturgors in der Blattepidermis einer trockenge-
stressten Maispflanze auf Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die Wiederbewisserung
zum Zeitpunkt t=0. *: Stabilisierung des Meniskus an seiner Ausgangsposition; **: Uber-
priifung der hydraulischen Reaktion der Zelle.

Fig. 2.6: Example of the response of the cell turgor in the leaf epidermis of a drought-stressed
maize plant to re-irrigation. The arrow denotes the instant of irrigation at time zero. *: Stabi-
lisation of the meniscus at its initial position; **: Check on of hydraulic continuity between
cell and probe.

Mimose: Der Turgor einzelner Epidermiszellen der Rhachis wurde auf der Unterseite eines
ausdifferenzierten Blattes mit einer Zelldrucksonde gemessen. Messungen in der Epidermis
der Fiederblittchen oder in Extensorzellen auf der Oberseite der tertidren Pulvini waren
aufgrund der geringen ZellgroBe bzw. der rigiden Epidermis der Pulvini nicht moglich. Die

untersuchte Fieder wurde wie in Abb. 2.4 beschrieben zwischen zwei Plexiglasplatten fixiert.
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2.2.5 Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz

Mais: Die Messung der Chlorophyll-a-Fluoreszenz erfolgte an einem ausdifferenzierten
Blatt ca. 15-20 cm unterhalb der Blattspitze mit einem Mini-PAM-Geridt (Walz, Effeltrich,
Germany). Das licht-adaptierte Blatt wurde alle 30 s mit einem séattigenden Lichtblitz
(ca. 3500 pumol m~? s”' PPED, Dauer 0.8 s) bestrahlt. Die Berechnung des Electron Quantum
Yield erfolgte nach der folgenden Formel (Pamtrans Programm; Walz, Effeltrich, Deutsch-
land):

Electron Quantum Yield = Fm=F = A—F
Fm' Fm'
F: Chlorophyll-Fluoreszenz bei Umgebungslicht
Fm'" maximale Fluoreszenz bei sittigender Lichtintensitét

Zeitgleich zu den Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen wurden an einem Nachbarblatt
Gaswechselmessungen durchgefiihrt. Aufgrund des Versuchsaufbaus waren zeitgleiche
Messungen des Zellpotentials und des Zellturgors nicht moglich.

Mimose: Der mittlere Teil der untersuchten Fieder wurde mit gespreizten Bléttchen in der

Blattklammer des Mini-PAM-Gerites fixiert.

2.2.6 Kompensation der Saugspannung im Xylem mit Hilfe einer Wurzeldruck-

kammer und Bestimmung des Bodenwassergehalt

Mais: Zur Kompensation der Saugspannung im Xylem wurden die Pflanzen in eine
Waurzeldruckkammer (Vol. 8 1, max. Druckbelastung 20 bar, Universitit Bayreuth, Deutsch-
land) gestellt und ca. 10 cm oberhalb der Bodenoberfldche am Stengel mithilfe einer selbstge-
gossenen Elastosil-Dichtung (Elastosil RT 622 A und B, Drawin Vertriebs-GmbH, Ottobrun,
Deutschland) und Teroson (Autozubehor, B & S GmbH, Moosburg, Deutschland) abgedich-
tet. Der Uberdruck wurde mit Pressluft (Linde, Deutschland) ca. 1 Stunde vor der Wieder-
bewisserung manuell angelegt und der aktuelle Uberdruck in der Wurzeldruckkammer auRen
an einem Druckaufnehmer (UZU 2222, RS-components, Morfelden-Walldorf, Deutschland;
Kalibrierkurve: siehe Anhang) angezeigt. Der angelegte Uberdruck wurde kontinuierlich auf
einem Schreiber (sieche oben) sowie am Computer aufgezeichnet. Bei allen Versuchsvarianten
wurde einige der untersuchten Pflanzen in die Wurzeldruckkammer eingebaut, um mogliche

Beeinflussungen durch das Eindichten des Sprosses in die Druckkammer zu iiberpriifen.

17



Material und Methoden

2.2.7 Blattkiihlung

Mais: Zur Eliminierung der Ausbreitung des elektrischen Signals wurde entweder das
Mefblatt ca. 10 cm vor der Gaswechsel-Kiivette (Abb. 2.7A) oder das Mef3blatt ca. 20-30 cm
vor der Zelldrucksonde (Abb. 2.7B) gekiihlt. Die Distanz zwischen der Kiihlung und der
Kiivette bzw. der Zelldrucksonde konnte aufgrund der Anatomie der Maispflanzen und der
Installation der verschiedenen Gerite nicht normiert werden. Die Kiihlung erfolgte mit Hilfe
zweier Aluminiumbehélter (L: 6 cm, B: 5.5 cm, H: 3 cm), die kontinuierlich von Kiihl-
fliissigkeit (Glysantin-Wasser-Verdiinnung, BASF, Ludwigshafen/ Rhein, Deutschland;
Kiihlbad: Haake K und F3, Berlin, Deutschland) durchstromt wurden. Um eine gleichmiBige
Kiihlung an der Blattoberfldche zu erreichen, wurde beidseitig zwischen Kiihlkammer und
Blattoberfliche ein Gelkissen (Sanitdrbedarf, Parsam GrofBhandelsgesellschaft m.b.H.,
Hamburg, Deutschland; L: 12 cm, B: 7 cm, H: ca. 0.5 cm) gelegt und die Temperatur auf der
Blattunterseite nahe der Mittelrippe mit einem Thermoelement (Typ: M 4011, BBC Brown
Boveri, Goertz Metrawatt, Mannheim, Deutschland) permanent tiberwacht. Die Wiederbe-
wisserung erfolgte, wenn die Temperatur an der Blattoberfliche nach 30-40 Minuten einen
konstanten Wert von 0.1-0.5°C erreicht hatte.

A) - — B) -

" | assessment
of cell assessment

cooling system at potential cooling system at / of cell
the leaf surface i the leaf surface _ potential
i
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Abb. 2.7: Blattkiihlung vor der Gaswechselkiivette (A) oder vor der Zelldrucksonde (B) zur
Kompensation des elektrischen Signals.

Fig. 2.7: Colling device at the leaf surface in front of the gas exchange cuvette (A) or cell
pressure probe (B) to compensate for the electric signal.

Bei Temperaturen an der Blattoberfliche von iiber 0.5°C war eine Kompensation des
elektrischen Signals nicht moglich, Oberflichentemperaturen von unter 0°C fiihrten innerhalb

der folgenden 5-15 Minuten zu irreversiblen Schiden des Gaswechsels (Abb. 2.8).
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Abb. 2.8: Reprisentative Reaktion der Netto-Photsyntheserate (Joop; pmol m™ s™) und der
stomatdren Leitfihigkeit (gg20; mmol m™ s"l) einer trockengestressten Maispflanze auf das
Absinken der Blattemperatur an der Epidermis des Messblattes (Kiihlung vor der Kiivette) auf
Werte unter den Gefrierpunkt. Der Pfeil markiert den Beginn der Temperaturabsenkung unter
0°C zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 2.8: Representative response in the CO, uptake rate (Jcoz; umol m™ s™') and the stomatal

) 2 . . . .
conductance (gm0, mmol m~ s°) of a drought-stressed maize plant to freezing during cooling
of the leaf surface in front of the gas exchange cuvette. The arrow denotes the onset of the
temperature decrease below 0°C at time zero.

Erfolgte die Kiihlung vor der Gaswechselkiivette (siehe Abb. 2.7A), so wurde mit dem
Porometer (CQP 130; siehe 2.2.2) parallel an einem unbehandelten Nachbarblatt der
Gaswechsel gemessen, um zu iiberpriifen, ob die Gaswechselreaktion der ungekiihlten Nach-

barblitter durch die Kiihlung des Messblattes beeintriachtigt wurde.
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2.2.8 Bestimmung des Blattwassergehaltes

Mais: Nach Ermittlung des Bodenwassergehaltes wurden von Maispflanzen unter-
schiedlichen Austrocknungszustandes die Blitter entfernt und von diesen Frischgewicht (FG)
und Blattfliche (BF) bestimmt. AnschlieBend wurden die Blitter bis zur Gewichtskonstanz
(= 0 % Feuchte) getrocknet und das Trockengewicht (TG) ermittelt. Die Blitter wurden von
unten nach oben numeriert, in zwei Gruppen unterteilt (Blatt 1-4 ; Blatt 5-8), und je Gruppe
der flichenbezogene Wassergehalt (mg cm™; Genauigkeit: 0.01 g) berechnet (Mittelwert
(MW) =+ Standardabweichung (SD)).

2.2.9 Terahertz(THz)-Messung zur Untersuchung von Verinderungen des Blatt-

wassergehaltes

Mais: THz-Strahlung ist seit ca. 10 Jahren mit der Entwicklung von Ultra-Kurzzeitlasern
fiir die MeBtechnik zuginglich. Der Wellenlingenbereich der Terahertz-Strahlung (10'* Hz)
liegt zwischen Infrarot- und Mikrowellenstrahlung. Im Vergleich zur Mikrowellentechnik
bietet die geringere Wellenldnge (1 THz entspricht 300 um) ein besseres Auflosungsver-
mogen. Auf dem Gebiet der Pflanzenphysiologie nutzt man die starke Absorption der THz-
Strahlung von Wasser, um Veridnderung des Blattwassergehaltes (z.B. an Fatsia japonica;
Hadjilouca et al. 1999) zu untersuchen. Der Versuchsaufbau (Strahlengang) ist im Anhang
dargestellt. Bei dem verwandten Femtosekundenlaser handelt es sich um einen gepumpten
Titan:Saphir-Laser (d.h. ein mit Titan dotierter Saphir-Kristall wird in einem Resonator mit
einem weiteren Laser bestrahlt), der Pulse im Bereich von 20 Femtosekunden (20 fs)
emittiert. Diese optischen Impulse werden genutzt, um in einem Halbleitersubstrat THz-
Impulse zu erzeugen. Eine Beschreibung der technischen Grundlagen des Messverfahrens ist
in den Veroffentlichungen von Nuss (1992; 1996) zu finden.

Aus dem Gesamtfrequenzspektrum des THz-Pulses wurden sechs iiberlappende Teilbe-
reiche zur Messung ausgewdhlt: 100-1000 GHz, 200-1000 GHz, 200-1500 GHz, 500-1250
GHz, 500-750 GHz, 200-500 GHz und 100-200 GHz. Die unterschiedliche Breite der
Teilspektren ermoglichte eine Differenzierung iiber die gesamte Frequenz der THz-Strahlung
bzw. eine feinere Auflosung einzelner Teilbereiche. Die Transmission (= Integral der Kurve
im definierten Frequenzbereich; = spektrale Leistungsdichte) der Probe wurde als Quotient
aus Messpunkt und Umgebungsluft (= Nullwert; siehe Abb. 2.9) berechnet. Die Quotient-

bildung zwischen Messwert und Nullwert diente als Korrektur fiir die Drift des Lasers bzw.
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des THz-Signals.

Das in der Halterung fixierte Maisblatt (siche Abb. 2.9) wurde wiederholt horizontal im
Strahlengang des Lasers bewegt, so dall jede Messung aus dem bzw. den Transmissions-
wert(en) der Probe und dem Nullwert (Umgebungsluft) bestand. Die Messung der
Transmission erfolgte ca. 8-10 cm unterhalb der Blattspitze. Es wurden zwei Arten von
Messungen durchgefiihrt: 1.) Messung einer Kreisfliche von ca. 10 mm? seitlich auf der
Blattspreite (= Kreisflaichenmessung; Abb. 2.9A; Messintervall: 2.5 s), 2.) Messung eines
Scans iiber die halbe Blattspreite (Abb. 2.9B; Messintervall: 230 s). Bei den Scanmessungen
wurde auf dem fixierten Messblatt eine Linie von der Mittelrippe bis zum Blattrand
gemessen. Aus den nebeneinander liegenden Messpunkten wurden je fiinf benachbarte Werte
an drei Stellen der Blattspreite (nahe am Rand [E], mittig zwischen Mittelrippe und Blattrand
[M], nahe der Mittelrippe [I]) zu einem Mittelwert verrechnet.

A) point measurement B) scan measurement

|| ||

reading
oint

scan '
zero-point _ I M E| zero-point

Abb. 2.9: Messbereich auf der Blattoberfliche bei der Kreisflichenmessung (A) und der
Scan-Messung (B). B: Die Kreise (I, M, E) zeigen Bereiche an, die aus jeweils fiinf
nebeneinander liegenden Einzelwerten des Scans (Mittelwert) berechnet wurden (siehe Text).

Fig. 2.9: Measured area on the surface of a maize leaf during so-called "circular" (A) or
"scan" (B) assessment. B: The positions (I, M, E) show locations, which are calculated means
of five adjacent reading points of the scan.

Parallel zu den Lasermessungen wurde an einem anderen Blatt derselben Pflanze zeitgleich
mit dem Porometer (CQP 130; siehe 2.2.2) bei konstanten Kiivettenbedingungen (24°C Luft-
temperatur, 60 % relative Luftfeuchte) und CO,-Konzentration der Umgebungsluft der Gas-
wechsel gemessen. Aufgrund des Versuchsaufbaus des LasermeBplatzes (sieche Anhang) und

der Temperaturempfindlichkeit des Lasers wurden die Gaswechselmessungen bei niedrigeren
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Lichtintensititen durchgefiihrt (Kreisflichenmessung: PPFD ca. 180 umol m? s”, Scan-
Messung: PPFD ca. 60 umol m? s7). Die untersuchten Pflanzen wurden nicht in die

Wurzeldruckkammer eingedichtet.

2.2.10 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten (Reaktionszeiten des Gaswechsels, des Zellpotential
und des Zellturgors; Verdnderungen des Blattwassergehaltes) erfolgte mit dem Computer-
programm SPSS, Version 10.1 fiir Windows 4.0/NT. Der Vergleich zwischen Gruppen
erfolgte mit einer einfaktoriellen ANOVA. Dies setzt zwar eine Normalverteilung voraus, da
die ANOVA jedoch gegeniiber geringen Abweichungen von der Normalverteilung robust ist,
wurde auch bei kleineren Abweichungen eine ANOVA durchgefiihrt. Mit Hilfe des Levene-
Testes erfolgte die Uberpriifung der Varianzhomogenitit, und unter dieser Voraussetzung
erfolgte der Vergleich zwischen den Gruppen mit dem LSD (least significant difference)-Test.
Dem Test lag ein Signifikanzniveau von p = 0.05 zugrunde. Signifikante Unterschiede werden

mit * bei p < 0.05, ** bei p < 0.01 und mit *** bei p < 0.001 gekennzeichnet.

2.2.11 Konzept der Versuchsdurchfiihrung

Mais: Soweit moglich wurde die Reaktion der Maispflanzen auf die Wiederbewisserung in
den drei Hauptparametern (Gaswechsel, Zellpotential und Zellturgor) parallel gemessen. In
Abb. 2.10 ist das Konzept der Versuchsdurchfithrung dargestellt: Ausgangspunkt war das
Auftreten moglicher Reaktionen (+) im Gaswechsel, im Zellturgor und im Zellpotential nach
Wiederbewisserung unter Atmosphérendruck (siehe 3.1.1). In den nachfolgenden Versuchen
wurde

e durch die Applikation von Uberdruck an der Wurzel das hydraulische Signal und

e durch die Kiihlung des Messblattes das elektrische Signal
kompensiert (sieche 3.1.2), und mogliche Verdnderungen in der Reaktion des Gaswechsels

sowie im Zellpotential bzw. im Zellturgor zu untersuchen.
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1.) Re-irrigation under atmospheric pressure

(+) © &,

v
cell turgor gas exchange  cell potential
v v
2.) compensation of 3.) compensation of
the hydraulic signal the electric signal
i 1nteraction with interaction with
- o 935 exchange - o 935 exchange
e cell potential ? e cell turgor ?

Abb. 2.10: Konzept der Versuchsdurchfiihrung am Mais, ausgehend von den Reaktionen des
Gaswechsels, des Zellturgors sowie des Zellpotentials nach der Wiederbewisserung unter
Atmosphirendruck. + : Auftreten einer Reaktion.

Fig. 2.10: Concept of the experimental rational for maize, based on the responses of leaf gas
exchange, cell turgor and cell potential upon re-irrigation under atmospheric pressure. + :
Occurence of a response.

Mimose: Die Versuche an Mimosen erfolgten an einzelnen, intakten Blittern. Mogliche
Reaktionen des Zellpotentials, des Zellturgors, des Gaswechsel sowie der Chlorophyll-
Fluoreszenz infolge der seismonastischen Stimulation wurden in getrennten Experimenten
unabhiingig voneinander untersucht. Es wurde verglichen, ob Beriihrung oder Verletzung zu

unterschiedlichen Reaktionen (= ?) in den untersuchten Parametern fiihtren.
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seismonastic stimulation

touching ............. > @ B . in]. urjz

e cell potential ?

e cell turgor ?

e gas exchange ?

e chlorophyll fluorescence ?

Abb. 2.11: Konzept der Versuchsdurchfiihrung am Mimose: in separaten Versuchen wurde
die Reaktion des Zellpotentials, des Zellturgors, des Gaswechsels sowie der Chlorophyll-
Fluoreszenz infolge von Beriihrung oder Verletzung untersucht. = ?: Unterscheiden sich die
Reaktionen infolge der unterschiedlichen Reizungen ?

Fig. 2.11: Concept of the experimental rational for Mimosa pudica: the responses of cell
potential, cell turgor, leaf gas exchange and chlorophyll fluorescence upon touching or injury
were measured in separate experiments. "= ?" means that different responses may occur upon
the two kinds of stimulation.
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3 Langstrecken-Kommunikation zwischen Wurzel und SproB bei Mais:
Reaktion des Blatt-Gaswechsels auf elektrische und hydraulische

Signale

"Die Wissenschaft kennt nur ein Gebot:
den wissenschaftlichen Beitrag"
(Leben des Galilei; B. Brecht)

3.1 Ergebnisse

Der Gaswechsel wird von verschiedenen Umweltfaktoren wie Lichtintensitit, CO,-
Konzentration der Luft, Luftfeuchte, Temperatur und Wasserversorgung im Boden bedingt.
Uber die Offnungsweite der Stomata reguliert die Pflanze das Verhiltnis von Wasserverlust
und Kohlenstoffaufnahme. Die hier durchgefiihrten Messungen unter konstanten mikro-
klimatischen Bedingungen ermoglichten die Untersuchung der Regeneration des Gaswechsels
trockengestresster Maispflanzen innerhalb der ersten Stunde nach der Wiederbewisserung

unter ansonsten unverdnderten Bedingungen.

Austrocknungsphase

In Abb. 3.1 ist ein repridsentativer Riickgang des Gaswechsels wihrend einer Austrock-
nungsphase dargestellt. Die Netto-Photosyntheserate (Jcoz) voll turgeszenter Maispflanzen
erreichte Werte von iiber 20 umol m~” s, die stomatire Leitfdhigkeit (gm20) lag bel maximal
140 mmol m? s'. Mit abnehmendem Bodenwassergehalt (swc: soil water content) trat ein
leichter Riickgang in Jco, und ein deutliches Absinken in gy auf. Die Pflanzen wurden nicht
bewissert bis der Bodenwassergehalt auf 40-50 % und die stomatire Leitfihigkeit auf
50-60 % des Ausgangsswertes bel nicht-limitierender Bodenwasserversorgung abgesunken

war.
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Abb. 3.1: Reprisentative Tagesverldufe der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m?s™!) und
der stomatdren Leitfdhigkeit (gmo; mmol m™ s'l) einer Maispflanze bei abnehmendem
Bodenwassergehalt (swc; Gewichts-%).

Fig. 3.1: Representative daily courses of the net CO; uptake rate (Jcoz; umol m™ s) and the
stomatal conductance (gm0, mmol m? s7) of a maize plant during decreasing soil water
content (swc; weight-%).

3.1.1 Reaktionen auf die Wiederbewisserung unter Atmosphirendruck

Reaktion des Gaswechsels

Die Wiederbewisserung erfolgte, sobald die gemessenen Parameter (je nach Versuch: Jcop,
gmo, Electron Quantum Yield, Zellturgor, Zellpotential) einen stabiles Niveau erreicht hatten.
Der Einbau in die Wurzeldruckkammer hatte keinerlei Einflufl auf die Wiederbewédsserungs-
reaktion in den untersuchten Parametern. In Abb. 3.2A ist die charakteristische Reaktion (aus
n = 10) der Netto-Photosyntheserate und der stomatidren Leitfihigkeit auf die Wiederbe-
wisserung dargestellt: sowohl Jcop als auch guro gingen zunéchst zuriick, gefolgt von einem
deutlichen Anstieg in beiden Gaswechselparametern. In vier von zehn Versuchen ging die
stomatidre Leitfdhigkeit nach einem deutlichen Maximum zumeist wieder etwas zuriick,
stabilisierte sich aber deutlich oberhalb des reduzierten Niveaus vor der Bewisserung (vgl.

Abb. 3.6). Die stomatdre Leitfdahigkeit erreichte bei sechs von zehn Versuchen das Minimum
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eher als die Photosyntheserate. Lagen die Werte von g vor der Wiederbewisserung bei >
90 mmol m™ s'l, so war die Reaktion in beiden Parametern, besonders in Jcoy, stark geddmpft.
Sowohl die Netto-Photosyntheserate als auch die stomatire Leitfdhigkeit stabilisierten sich
oberhalb des Trockenstressniveaus, sie blieben jedoch niedriger als bei Pflanzen mit nicht-
limitierender Wasserversorgung. Je stiarker die Pflanzen trockengestresst waren, und je weiter
gmo vor der Wiederbewdsserung abgesunken war, desto stirker ausgeprigt war die Reaktion
auf die Wiederbewidsserung (Abb. 3.2B). Mit zunehmender Austrocknung dauerte die
vollstindige Regeneration der Pflanze zum Teil bis zum nichsten Tag. Trotz der konstanten
Bedingungen in der Klimakammer waren saisonale Unterschiede erkennbar: die Intensitit der

Gaswechselreaktion war im Sommer deutlich stirker ausgeprégt als im Winter.
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Abb. 3.2: (A) Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m> s'l) und
der stomatiren Leitfdhigkeit (gmao; mmol m? s™) einer trockengestressten Maispflanze auf
Wiederbewisserung. (B) Ausgeprigtere Reaktion in Jco, und gpoo auf Wiederbewisserung
nach stirkerer Bodenaustrocknung. Die Pfeile markieren die Wiederbewdsserung zum

Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.2: (A) Representative response of the net CO; uptake rate (Jcoz, umol m? s) and the
stomatal conductance (gmz0; mmol m™ s') of a drought-stressed maize plant to re-irriga-
tion.(B) Example of distinct response in Jcoz and gm0 to re-irrigation after severe drought

time [s]

stress. Arrows denote the instant of irrigation at time zero.
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Reaktion der Chlorophyll-Fluoreszenz

Mit Hilfe der Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen wurde untersucht, ob der in der
Gaswechselmessung beobachtete Anstieg der Netto-Photosyntheserate (Jcoz) auch als
Zunahme des Elektronentransport am Photosystem II auftrat. Im Gegensatz zur ausgeprigten
Reaktion von Jcoz und ggpo war im Electron Quantum Yield (EQY) jedoch keine deutliche
Veridnderung erkennbar (n =5; Abb. 3.3). Der kontinuierliche leichte Abwirtstrend des EQY
wurde auch bei ldngerfristigen Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen an den Blittern trocken-

gestresster Maispflanzen unabhingig von der Wiederbewdsserung beobachtet.
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Abb. 3.3: Reprisentative Reaktion in der Chlorophyll-Fluoreszenz (Electron Quantum Yield)
einer trockengestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die
Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.3 Representative response of chlorophyll fluorescence (Electron Quantum Yield) of a
drought-stressed maize plant to re- irrigation. The arrow denotes the instant of irrigation at
time zero.
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Reaktion des Zellturgors

Der Turgor der Blattepidermiszellen erreichte bei nicht-limitierender Wasserversorgung
Werte von 0.4-0.6 MPa. Mit zunehmender Bodentrockenheit sank der Zelldruck (zum Teil)
auf Werte unter 0.1 MPa ab. Bei Bodenwassergehalten von < 40 % sank der Turgor in den
Epidermiszellen zum Teil unter Werte von 0.08 MPa ab, so da} der Aufbau einer Turgor-
messung mit der Zelldrucksonde nicht mehr moglich war.

Nach der Wiederbewisserung begann der Meniskus in der Kapillare zur Drucksonde hin
zu wandern, verursacht durch den Einstrom von Wasser in die Zellvakuole. Durch die
Stabilisierung des Meniskus an seiner Ausgangsposition (*; siehe 2.2.4) wurde ein deutlicher

Anstieg im Turgor erkennbar (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Reprisentative Reaktion des Zellturgors in der Blattepidermis einer trocken-
gestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die Wiederbewisserung
zum Zeitpunkt t=0. *: Stabilisierung des Meniskus an seiner Ausgangsposition; **: Uber-
priifung der hydraulischen Reaktion der Zelle (siehe 2.2.4).

Fig. 3.4: Representative response of the cell turgor, measured in the leaf epidermis of a
drought-stressed maize plant, to re-irrigation. The arrow denotes the instant of irrigation at
time zero. *: Stabilisation of the meniscus at its initial position; **: Check on of hydraulic
continuity between cell and probe (cf. 2.2.4).
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Reaktion des Zellpotentials

Das Ruhepotential der Epidermiszellen zeigte im Verlauf der Austrocknungsphase keine
deutliche Veridnderung: Das Zellpotential einzelner Epidermiszellen blieb wihrend der
Messung iiber 30-60 Minuten konstant und erreichte, sowohl in vollturgeszenten als auch in
Blittern trockengestresster Pflanzen Werte von -100 bis — 250 mV. Wiederbewdsserung
fiihrte zu einer deutlichen Depolarisierung um 24.2 £ 13.5 mV (Mittelwert = Standard-
abweichung; n = 9; Abb. 3.5). Der kurzfristige Anstieg des Bodenwassergehaltes auf Werte
von iiber 100 % nach der Wiederbewdsserung basiert auf der rechnerischen Ungenauigkeit
der polynomischen Funktion der Kalibrierkurve des Bodenfeuchtesensors (ThetaProbe; siehe

Anhang).
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Abb. 3.5: Reprisentative Reaktion des Zellpotentials in der Blattepidermis einer trocken-
gestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die Wiederbewésserung
zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.5: Representative response of the cell potential, measured in the leaf epidermis of a

drought-stressed maize plant, to re-irrigation. The arrow denotes the instant of irrigation at
time zero.
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3.1.2 Kompensation elektrischer und hydraulischer Signale nach der Wieder-

bewisserung

Durch Eliminierung des hydraulischen oder des elektrischen Signals nach der Wiederbe-
wisserung einer trockengestressten Maispflanze wurde in den folgenden Versuchen unter-
sucht, welches dieser Signale die dominierende Funktion als Signalgeber fiir den Gaswechsel

hat.

3.1.2.1 Kompensation des hydraulischen Signals

3.1.2.1.1 Kompensation der Saugspannung im Xylem durch Anlegen eines Uberdruckes

in der Wurzeldruckkammer

Zur Kompensation der Saugspannung im Xylem wurde an der Wurzel applizierten
trockengestresster Pflanzen in der Wurzeldruckkammer Uberdruck angelegt. Die Hohe des
applizierten Uberdrucks variierte zwischen 0.35-0.5 MPa in Abhiingigkeit vom Austrock-
nungszustand des Bodens und der Intensitiit des Riickgangs der stomatiren Leitfdhigkeit des

Blattes in der Gaswechselkiivette.

Reaktion des Gaswechsels

Nach Beginn der Druckerhdhung (Abb. 3.6) trat im Gaswechsel (n = 7) eine vergleichbare
Reaktion wie bei Bewisserung unter Atmosphédrendruck auf (Abb. 3.2): zunichst gingen
sowohl Jco; als auch gy zuriick, gefolgt von einem Anstieg des Gaswechsels. Im Gegensatz
zur Wiederbewidsserung (Vgl. Abb. 3.2) begannen beide Kurven deutlich friiher zu sinken.
Des weiteren stieg die Netto-Photosyntheserate, im Gegensatz zur stomatédren Leitfdhigkeit,
bei sechs von sieben Messungen infolge der Druckapplikation nur geringfiigig iiber das

Trockenstressniveau hinaus an.
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Abb. 3.6: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m? s) und der
stomatdren Leitfihigkeit (gp20; mmol m> s"l) einer trockengestressten Maispflanze auf die
Applikation von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer. Der Pfeil markiert den Beginn der
Druckapplikation zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.6: Representative response of the net CO; uptake rate (Jcoz; umol m? s7) and the
stomatal conductance (gmp20, mmol m? s ) of drought-stressed maize plant to the
enhancement of pressure in the root pressure chamber. The arrow denotes the beginning of
pressure increase at time zero.

Reaktion des Zellturgors und des Zellpotentials

Ahnlich wie bei Bewisserung unter Atmosphirendruck trat in den Blattzellen infolge der
Druckapplikation ein deutlicher Anstieg im Turgor (n = 4) auf, verursacht durch den Wasser-
einstrom in die Vakuole der Epidermiszellen. Der Bodenwassergehalt blieb dagegen konstant
(Abb. 3.7A). Das Zellpotential zeigte im Gegensatz zur Bewdésserung unter Atmosphéren-

druck eine Hyperpolarisierung um -35.9 + 22.07 mV (n =7; Abb. 3.7B).
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Abb. 3.7: Reprisentative Reaktion des Zellturgors (A) und des Zellpotentials (B) in der
Blattepidermis einer trockengestressten Maispflanze auf die Applikation von Uberdruck in
der Wurzeldruckkammer. Die Pfeile markieren den Beginn der Druckapplikation zum
Zeitpunkt t=0. *: Stabilisierung des Meniskus an seiner Ausgangsposition; **: Uberpriifung
der hydraulischen Reaktion der Zelle (siehe 2.2.4).

Fig. 3.7: Representative response of the cell turgor (A) and the cell potential (B), measured in
the leaf epidermis of a drought-stressed maize plant to the enhancement of pressure in the
root pressure chamber. Arrows denote the beginning of pressure increase at time zero. *:
Stabilisation of the meniscus at its initial position; **: Check on of hydraulic continuity
between cell and probe (cf. 2.2.4).
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3.1.2.1.2 Reaktion auf Wiederbewisserung bei Uberdruck in der Wurzeldruckkammer

Reaktion des Gaswechsels

Nach der Stabilisierung von Jcoz und gpo auf einem, infolge des an der Wurzel angelegten
Uberdrucks, erhohten Niveau wurden die Maispflanzen in der Wurzeldruckkammer
bewissert. Die Wiederbewésserung fiihrte zu einem geringfiigigen Anstieg der stomatiren
Leitfihigkeit (n = 6), die Netto-Photosyntheserate blieb zumeist konstant (Abb. 3.8). Der
transiente Riickgang, sowohl von Jco, als auch von gm0, der nach Wiederbewisserung unter
Atmosphirendruck beobachtet wurde (siehe Abb. 3.2), trat bei Bewisserung unter Uberdruck

nicht auf.
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Abb. 3.8: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcoz; pmol m> s'l) und der
stomatidren Leitfdhigkeit (gmo; mmol m? s7') einer trockengestressten Maispflanze auf
Wiederbewisserung unter Uberdruck in der Wurzeldruckkammer. Der Pfeil markiert die
Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.8: Representative response of the net CO, uptake rate (Jcoz; umol m” s™') and of the

2 -1 : LT
stomatal conductance (gm0, mmol m~ s") of a drought-stressed maize plant to re-irrigation
under enhanced pressure in the root pressure chamber. The arrow denotes the instant of
irrigation at time zero.
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Reaktion des Zellturgors
Der Zellturgor lag infolge der Druckapplikation in der Wurzeldruckkammer trotz des
geringen Bodenwassergehaltes bei 0.2-0.35 bar. Die Wiederbewisserung unter Uberdruck

fiihrte zu keiner Verdnderung im Zellturgor (Abb. 3.9; n = 3).
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Abb. 3.9: Reprisentative Reaktion des Zellturgors in der Blattepidermis einer trocken-
gestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung unter Uberdruck in der Wurzel-
druckkammer. Der Pfeil markiert die Wiederbewdsserung zum Zeitpunkt t=0. **:
Uberpriifung der hydraulischen Reaktion der Zelle (siehe 2.2.4).

Fig. 3.9: Representative response of the cell turgor in the leaf epidermis of a drought-stressed
maize plant to re-irrigation under enhanced pressure in the root pressure chamber. The
arrow denotes the instant of irrigation at time zero. **: Check on of hydraulic continuity
between cell and probe (cf. 2.2.4).

Reaktion des Zellpotentials

Die Applikation des Uberdrucks in der Wurzeldruckkammer hatte keinen Einfluss auf das
elektrische Signal: nach Wiederbewisserung trat im Zellpotential eine Depolarisierung ver-
gleichbarer Intensitit (A: 29.0 £ 20.4 mV; n = 7) wie bei Bewésserung unter Atmosphéren-
druck auf (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Reprisentative Reaktion des Zellpotentials in der Blattepidermis einer trocken-
gestressten Maispflanze auf Wiederbewdsserung unter Uberdruck in der Wurzeldruck-
kammer. Der Pfeil markiert die Wiederbewésserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.10: Representative response of the cell potential, measured in the leaf epidermis of a
drought-stressed maize plant, to re-irrigation under enhanced pressure in the root pressure
chamber. The arrow denotes the instant of irrigation at time zero.

Reaktion des Gaswechsels und des Zellturgors bei unzureichender Druckapplikation an

der Wurzel zur Kompensation des hydraulischen Signals

Da keine direkte Messung der Saugspannung im Xylem erfolgte, wurde der zur
Kompensation des hydraulischen Signals notwendige Uberdruck in der Wurzeldruckkammer
anhand des Bodenwassergehalts und des Riickgangs im Gaswechsel vor der Druckapplikation
abgeschitzt. Eine unzureichende Druckapplikation fiihrte zu einer deutlichen Ddmpfung des
hydraulischen Signals (n = 5): Im Gaswechsel trat nur in der stomatidren Leitfdahigkeit ein
abgeschwiichter, transienter Riickgang auf (Abb. 3.11), gefolgt von einem leichten Anstieg in
Jco, und g0, der Zellturgor stieg geringfiigig an (Abb. 3.12). Bei einigen Pflanzen trat
infolge der Bewisserung unter Uberdruck Guttation auf. Diese Messungen wurden aufgrund

der Verfilschung der Gaswechseldaten (gm,0) verworfen.
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Abb. 3.11: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m?s™") und der
stomatidren Leitfihigkeit (gp2o; mmol m> s"l) einer trockengestressten Maispflanze auf
Wiederbewisserung unter Uberdruck in der Wurzeldruckkammer. Der applizierte Uberdruck
reichte zur vollstindigen Kompensation des hydraulischen Signals nicht aus Der Pfeil
markiert die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.11: Representative response of the net CO, uptake rate (Jeoz; umol m™ s™') and the
stomatal conductance (gm0, mmol m?s7) of a drought-stressed maize plant to re-irrigation
under enhanced pressure in the root pressure chamber. The enhanced pressure was
insufficient to completely compensate for the hydraulic signal. The arrow denotes the instant
of irrigation at time zero.
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Abb. 3.12: Reprisentative Reaktion des Zellturgors in der Blattepidermis einer trocken-
gestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung unter Uberdruck in der Wurzeldruck-
kammer. Der applizierte Uberdruck reichte nicht zur vollstindigen Kompensation des
hydraulischen Signal aus. Der Pfeil markiert die Wiederbewésserung zum Zeitpunkt t=0.
*: Stabilisierung des Meniskus an seiner Ausgangsposition.

Fig. 3.12: Representative response of the cell turgor, measured in the leaf epidermis of a
drought-stressed maize plant, to re-irrigation under enhanced pressure in the root pressure
chamber. The arrow denotes the instant of irrigation at time zero. The enhanced pressure was
insufficient to compensate the complete hydraulic signal. *: Stabilisation of the meniscus at
its initial position.

3.1.2.1.3 Reduktion des Uberdrucks in der Wurzeldruckkammer

Reaktion des Gaswechsels
Die Reduktion des Uberdruckes in der Wurzeldruckkammer auf Atmosphirendruck
erfolgte jeweils 40 Minuten nach der Wiederbewésserung. Die stomatédre Leitfahigkeit zeigte

dabei einen raschen Anstieg mit anschlieBendem Abfall, die Photosyntheserate blieb konstant
(Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m?s™") und der
stomatdren Leitfihigkeit (gp20; mmol m> s"l) einer trockengestressten Maispflanze auf die
Reduktion des Uberdrucks in der Wurzeldruckkammer. Der Pfeil markiert den Beginn der
Druckreduktion zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.13: Representative response of the net CO; uptake rate (Jcoz; umol m? s') and the
stomatal conductance (gmz0; mmol m? s™') of a drought-stressed maize plant to the pressure
reduction in the root pressure chamber. The arrow denotes the beginning of the decrease in
pressure at time zero.

Reaktion des Zellturgors und des Zellpotentials

Der Zellturgor sank infolge der Druckreduktion deutlich ab (Abb. 3.14), im Zellpotential
traten dagegen unterschiedliche Reaktionen auf: in einigen Messungen trat eine Depolari-
sation (A +22.5 + 8.7 mV; n = 4), in anderen eine Hyperpolarisation auf (A —-16.5 £ 11.1 mV;

n =4). Bei drei Messungen blieb die Potentialdifferenz konstant.
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Abb. 3.14: Reprisentative Reaktion des Zellturgors in der Blattepidermis einer trocken-
gestressten Maispflanze auf die Reduktion von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer. Der
Pfeil markiert den Beginn der Druckreduktion zum Zeitpunkt t=0. *: Stabilisierung des
Meniskus an seiner Ausgangsposition; **: Uberpriifung der hydraulischen Reaktion der Zelle.

Fig. 3.14 Representative response of the cell turgor in the leaf epidermis of a drought-
stressed maize plant, to the reduction of pressure in the root pressure chamber. The arrow
denotes the beginning of the decrease in pressure at time zero. *: Stabilisation of the
meniscus at its initial position; **: Check on of hydraulic continuity between cell and probe
(cf. 2.2.4).

3.1.2.2 Kompensation des elektrischen Signals durch Kiihlung des MeBblattes

Zur Kompensation des elektrischen Signals wurde ein Teil des MeBblattes beidseitig auf

der Epidermis auf 0.1-0.5°C heruntergekiihlt (siehe 2.2.7).

Reaktion des Gaswechsels

Bei Bewisserung und gleichzeitiger Kiihlung des Messblattes (n = 6) in trockengestressten
Pflanzen zeigten Jco, und gppo lediglich einen transienten Riickgang, der jedoch schwicher
ausfiel als bei Versuchen ohne Kiihlung. Ein Anstieg beider Parameter iiber das Trocken-

stressniveau hinaus trat jedoch nicht auf (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m?s™") und der
stomatidren Leitfihigkeit (gp2o; mmol m> s"l) einer trockengestressten Maispflanze auf
Wiederbewisserung bei gleichzeitiger Kiihlung des Messblattes vor der Gaswechselkiivette
Der Pfeil markiert die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.15: Representative response of the net CO, uptake rate (Jcoz, umol m? s') and the

2 ] . .. .
stomatal conductance (gm0, mmol m™ s) of a drought-stressed maize plant to re-irrigation
during simultaneous cooling of the leaf surface in front of the gas-exchange cuvette. The
arrow denotes the instant of irrigation at time zero.

Um zu iberpriifen, ob im Gaswechsel der iibrigen Blitter die zuvor beschriebene,
zweiphasige Reaktion auftrat (vgl. 3.1.1, Abb. 3.2), wurde an einem ungekiihlten Nachbar-
blatt derselben Pflanze zeitgleich die Netto-Photosyntheserate und die stomatére Leitfihigkeit
gemessen: In ggo war die Reaktion deutlich abgeschwicht, in Jco, trat kaum eine

Veridnderung auf (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Vergleichsmessung des Gaswechsels (gemessen mit einem Porometer) an einem
ungekiihlten Nachbarblatt: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop;
pmol m? s') und der stomatiiren Leitfahigkeit (gm20; mmol m? s7) einer trockengestressten
Maispflanze auf Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die Wiederbewédsserung zum
Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.16: Comparative measurement of the gas exchange (measured with a porometer) on a
neighbouring, non-cooled leaf: Representative response of the net CO, uptake rate (Jcoz;
umol m” s™') and the stomatal conductance (grz0; mmol m* s™') of a drought-stressed maize
plant to re-irrigation. The arrow denotes the instant of irrigation at time zero.

Reaktion des Zellturgors und des Zellpotentials

Durch die Kiihlung konnte die Ausbreitung des elektrischen Signals geblockt werden: Das
Zellpotential zeigte nach der Wiederbewisserung keine Verdnderung (n = 7). Im Gegensatz
dazu wurde das hydraulische Signal nicht beeintrdchtigt: Durch den Einstrom von Wasser in

die untersuchte Epidermiszelle begann der Zellturgor anzusteigen (n = 3; Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Reprisentative Reaktion des Zellturgors und des Zellpotentials in der Blattepider-
mis einer trockengestressten Maispflanze auf Wiederbewidsserung unter Kiihlung des Mess-
blattes. Der Pfeil markiert die Wiederbewdésserung zum Zeitpunkt t=0. *: Stabilisierung des
Meniskus an seiner Ausgangsposition; **: Uberpriifung der hydraulischen Reaktion der Zelle.

Fig. 3.17: Representative response of the cell turgor and the cell potential, measured in the
leaf epidermis of a drought-stressed maize plant, to re-irrigation during simultaneous cooling
of the leaf surface. The arrow denotes the instant of irrigation at time zero. *: Stabilisation of
the meniscus at its initial position; **: Check on of hydraulic continuity between cell and

probe (cf. 2.2.4).

Durch die selektive Kompensation der beiden Signale konnte gezeigt werden, da3:

1.) der primire, transiente Riickgang von Jco, und gp,o durch das hydraulische Signal
(= Anstieg des Zellturgors) hervorgerufen wurde. Durch die Applikation von Uberdruck
an der Wurzel wurde das hydraulische Signal bei Wiederbewisserung kompensiert und

der Gaswechsel sank nicht unter das Trockenstressniveau ab (sieche Abb. 3.8, Abb. 3.9,

Abb. 3.15).

2.) das elektrische Signal Ausloser fiir den Anstieg von Jco, und g0 war. Bei Kompen-
sation des elektrischen Signals (= Depolarisierung des Zellpotentials) durch die
Kiihlung des Messblattes stieg der Gaswechsel nach dem transienten Absinken nicht

iiber das Trockenstressniveau hinaus an (siche Abb. 3.15, Abb. 3.17).
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3.1.3 Vergleich der Reaktionszeiten der untersuchten Parameter

Streckenkorrigierte Reaktionszeit [T(d)] der Parameter nach der Wiederbewdisserung
Die Reaktionen in den untersuchten Parametern traten nach unterschiedlichen Zeitpunkten
nach der Wiederbewisserung auf. Das Zeitintervall (T = time) zwischen dem Beginn des
Anstiegs des Bodenwassergehaltes und dem Beginn der Reaktion wurde um die unter-
schiedlichen Entfernungen zwischen der Bodenoberfliche und der MeBstelle am Blatt (d =
distance) korrigiert (sieche Abb. 3.18):
T(d) = Zeitintervall zwischen dem einsetzenden Anstieg des Bodenwassergehaltes und dem
Beginn der Reaktion im gemessenen Parameter [s] dividiert durch die Distanz

zwischen der Bodenoberfliche und der MefBstelle am Blatt [mm)]
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Abb. 3.18: Links: Ermittlung des Zeitintervalls (T) zwischen dem Beginn des Anstiegs des
Bodenwassergehaltes (unterer Pfeil) und dem Beginn der Reaktion am Beispiel des
Zellpotentials (oberer Pfeil). Rechts: Bestimmung der Distanz (d) zwischen der Boden-
oberfliche und der Messtelle am Blatt. Fiir die Berechnung der Reaktionszeit des
Zellpotentials wurde die Distanz zwischen Bodenoberfliche und Referenzelektrode verwandt.

Fig. 3.18: Left: Determination of the time interval (T) between the beginning of the rise in soil
water content (lower arrow) and the incipient response of the observed parameter,
exemplified for the cell potential (upper arrow). Right: Determination of the distance between
the soil surface and the measuring position on the leaf. For calculating of T(d) in the cell
potential the distance between the soil surface and the reference electrode was used.

In Abb. 3.19 ist die streckenkorrigierte Reaktionszeit nach der Wiederbewésserung (in

s cm’'; Mittelwert und Standardabweichung) in Abhédngigkeit vom Experiment zusammen-
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gefasst. In der Hauptgrafik geben die Quadrate T(d) fiir den Beginn des transienten Riick-
gangs des Gaswechsels wieder. Das Insert in Abb. 3.19 stellt T(d) fiir das Ende des
transienten Riickgangs des Gaswechsels dar [fiir die Bewisserung unter Atmosphirendruck
[atm.] und unter Uberdruck [press.] entspricht dieser Zeitpunkt dem Beginn des Anstiegs des

Gaswechsels iiber das Trockenstressniveau hinaus].
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Abb. 3.19: Streckenkorrigierte Reaktionszeit (= Zeitintervall zwischen dem Anstiegs des
Bodenwassergehaltes und dem Beginn der Reaktion im gemessenen Parameter [s] dividiert
durch die Distanz zwischen der Bodenoberflache und der Mefstelle am Blatt [mm]) der unter-
suchten Parametern in Abhéngigkeit vom Experiment (MW =+ SD). (atm.): Bewisserung unter
Atmosphirendruck (siehe 3.1.1); (press.): Bewdsserung Uberdruck in der Wurzeldruck-
kammer (siehe 3.2.1;); (cool.): Bewisserung bei Kiihlung des MeBblattes (siehe 3.2.2). Insert:
T(d) fiir den Beginn des Anstiegs des Gaswechsel iiber das Trockenstressniveau hinaus (atm.;
press.) bzw. das Ende des transienten Riickgangs im Gaswechsel nach Bewisserung unter
Kiihlung der Blattoberfldche (cool.).

Fig. 3.19: Response time per unit of distance (= time interval between the beginning of the
increase of soil water content and the incipient response of the observed parameter [s] as
divided by the distance between soil surface and measuring position on the leaf [mm]) of the
observed parameters as depending on the experimental setup (mean = standard deviation).
(atm.): Irrigation under ambient pressure (cf. 3.1.1); (press.): Irrigation under enhanced
pressure in the root pressure chamber (cf. 3.2.1); (cool.): Irrigation while cooling of the leaf
surface (cf. 3.2.2). Insert: Response time per unit of distance of the increase of Jco, and gmo
(atm.; press.) or the completion of the transient decrease of the gas exchange (cool.).
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In Tab. 3.1 ist das Ergebnis des Signifikanztestes von T(d) nach der Wiederbewéasserung
zusammengefasst: Der transiente Riickgang des Gaswechsels unter Atmosphirendruck trat
hochsignifikant (***) eher auf als der Anstieg von Jco, und gmo. Des weiteren wich die
Reaktionszeit des Zellpotentials hochsignifikant vom Anstieg des Gaswechsels iiber das
Trockenstressniveau hinaus ab. Der Vergleich der iibrigen streckenkorrigierten Reaktions-

zeiten nach der Wiederbewisserung unter Atmosphirendruck ergab keine signifikanten

Abweichungen.
response time per unit of | decrease increase cell turgor | cell potenial
distance: of gas of gas (cool.) (press.)
response to re-irrigation | exchange exchange
(cool.) (press.)
Decrease of gas not - - -
exchange (atm.) significant
end of decrease not
(=increase) of gas - significant - -
exchange (atm.)
cell turgor - - not -
(atm.) significant
cell potenial - - not not
(atm.) significant significant
increase end of decrease cell cell
of gas decrease of gas potential potential
exchange of gas exchange (atm.) (press.)
(press.) exchange (atm.)
(cool.)
increase (= end of
decrease) of gas destesk % sgesfesk dgestesk -
exchange (atm.)
increase of gas - not - - Fkeck
exchange (press.) significant
end of decrease of not -
gas exchange significant - - -
(cool.)

Tab. 3.1: Signifikanztest der streckenkorrigierten Reaktionszeit nach der Wiederbewisserung
innerhalb bzw. zwischen den Experimenten (*: < 0.05; **: < 0.01; ***: < (0.001).

Table 3.1: Significance levels of the time response per unit of distance between the different
parameters after re-irrigation (*: < 0.05; **: < 0.01; ***: < 0.001).

Ausbreitungsgeschwindigkeit (AG) der Signale nach der Wiederbewcdisserung
Die Ausbreitungsgeschwindigkeit (AG = Distanz zwischen Bodenoberfliche und Mef-
stelle am Blatt [mm] dividiert durch das Zeitintervall zwischen dem Beginn des Anstiegs des

Bodenwassergehaltes und dem Beginn der Reaktion im gemessenen Parameter [s]) des
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elektrischen und hydraulischen Signals nach der Wiederbewisserung unter Atmos-
phérendruck und bei selektiver Kompensation eines Signals sind in Abb. 3.20 dargestellt.

Das hydraulische Signal breitete sich nach der Wiederbewisserung unter Atmosphi-
rendruck signifikant schneller aus als das elektrische. Verglichen mit der AG nach Wieder-
bewisserung unter Atmosphédrendruck fiihrte die Kiihlung des Messblattes zu einer signi-
fikanten (*) Verzogerung des Turgoranstiegs. Im Gegensatz dazu trat in der Reaktion des

Zellpotentials nach Bewisserung unter Uberdruck keine signifikante Zeitverschiebung auf.

Ly

>

parameter

cell potential (atm.)

®
A cell turgor (atm.)
+‘+ @ cell potential (press.)

cell turgor (cool.)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

propagation velocity [mm s ]

Abb. 3.20: Ausbreitungssgeschwindigkeiten (= Distanz zwischen der Bodenoberfliche und
der MeBstelle am Blatt [mm] dividiert durch das Zeitintervall zwischen dem Beginn des
Anstiegs des Bodenwassergehaltes und dem Beginn der Reaktion im gemessenen Parameter
[s]) des elektrischen und hydraulischen Signals (MW £ SD) in Abhingigkeit von der
Versuchsvariante. (atm.): Bewisserung unter Atomsphirendruck (siehe 3.1.1); (press.):
Bewisserung unter Uberdruck in der Wurzeldruckkammer (siehe 3.2.1;); (cool.):
Bewisserung bei Kiihlung des MefBblattes (siehe 3.2.2).

Fig. 3.20: Propagation velocity (= distance between soil surface and measuring position on
the leaf [cm] as divided by the time interval between the beginning of the increase in soil
water content and the incipient response of the observed parameter [s]) of the response in the
electric and hydraulic signal (mean % standard deviation) as depending on the experimental
setup. (atm.): Irrigation under ambient pressure (cf. 3.1.1). (press.): Irrigation under
enhanced pressure in the root pressure chamber (cf. 3.2.1); (cool.): Irrigation while cooling

of the leaf surface (cf. 3.2.2).
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Streckenkorrigierte Reaktionszeit nach der Druckmanipulation in der Wurzeldruckkammer

In Abb. 3.21 ist die streckenkorrigierte Reaktionszeit der untersuchten Parameter infolge
der Applikation und der Reduktion von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer dargestellt. Im
Vergleich zur Wiederbewisserung trat die Reaktion des Gaswechsels nach der Druckmani-
pulation tendenziell friiher auf, die Abweichung war jedoch nicht signifikant. Der Anstieg des
Zellturgors erfolgte zwar tendenziell nach dem Beginn der Gaswechselreaktion, die Verzo-
gerung war aber ebenso wie die Hyperpolarisation des Zellpotentials (Insert) nicht signifikant.
Die Reaktionszeit sowohl des Zellturgors als auch des Zellpotentials nach der Druckmanipu-

lation unterschied sich nicht signifikant von T(d) der Parameter nach der Wiederbewisserung.

parameter

02 0 02 04 06 08

response time per unit of distance [s mm 'l]

. gas exchange (+ press.)
A cell turgor (+ press.)

-I—A—l— . cell potential (+ press.)

parameter

I:I gas exchange (- press.)
A cell turgor (- press.)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
response time per unit of distance [s mm '1]

Abb. 3.21: Streckenkorrigierte Reaktionszeit (= Zeitintervall zwischen dem Beginn der
Druckmanipulation in der Wurzeldruckkammer und dem Beginn der Reaktion im gemessenen
Parameter [s] dividiert durch die Distanz zwischen der Bodenoberfliche und der Mef3stelle
am Blatt [mm]) der untersuchten Parameter (MW * SD) in Abhéngigkeit von der Versuchs-
variante. (+ press.): Applikation von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer; (- press.):
Reduktion von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer (siehe 3.1.2.1).

Fig. 3.21: Response time per unit of distance (= time interval between the beginning of the
pressure manipulation in the root pressure chamber and the incipient response of the
observed parameter [s] as divided by the distance between soil surface and measuring
position on the leaf [mm] of the observed parameter as depending on the experimental setup
(mean = standard deviation). (+ press.): Enhancement of pressure in the root pressure
chamber; (- press.): Reduction of pressure in the root pressure chamber (cf. 3.2.1).
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Ausbreitungsgeschwindigkeit der Signale nach der Druckmanipulation in der

Wurzeldruckkammer

In Abb. 3.22 sind die Ausbreitungsgeschwindigkeiten des elektrischen und hydraulischen
Signals infolge der Druckveridnderungen in der Wurzeldruckkammer dargestellt. Im
Gegensatz zu den Wiederbewdsserungsversuchen breitete sich das elektrische Signal infolge
der Druckapplikation in der Wurzeldruckkammer signifikant langsamer aus, in der AG des

Zellturgors traten keine signifikanten Unterschiede auf.

parameter

@ cell potential (+ press.)

+@+

A cell turgor (+ press.)

A cell turgor (- press.)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

velocity of propagation [mm s ']

Abb. 3.22: Ausbreitungssgeschwindigkeiten (= Distanz zwischen Bodenoberfliche und
Melstelle am Blatt [cm] dividiert durch das Zeitintervall zwischen Beginn der
Druckmanipulation in der Wurzeldruckkammer und Beginn der Reaktion im gemessenen
Parameter [s]) des elektrischen und hydraulischen Signals (MW =+ SD). (+ press.):
Applikation von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer; (- press.): Reduktion von Uberdruck
in der Wurzeldruckkammer (sieche 3.1.2.1).

Fig. 3.22: Propagation velocity (=distance between soil surface and measuring position on
the leaf [cm] as divided by the time interval between the beginning of the pressure
manipulation in the root pressure chamber and the incipient response of the observed
parameter [s]) of the electric and hydraulic signal (mean % standard deviation). (+ press.):
Enhancement of pressure in the root pressure chamber; (- press.): Reduction of pressure in
the root pressure chamber (cf. 3.2.1).
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3.1.4 Blattwassergehalt vor und nach Wiederbewisserung in Abhéngigkeit vom

Bodenwassergehalt

In Abb. 3.23 ist der relative Wassergehalt der Maisblitter (WG = FG-TG; in %) in Abhén-
gigkeit vom Bodenwassergehalt (swc; in Gewichts-%) und der Behandlung der Pflanzen dar-
gestellt. Der Blattwassergehalt (BWG) bei swc > 70 % wurde als 100 % gesetzt. In den
oberen Blittern (Blatt 5-8) war der Blattwassergehalt infolge des erniedrigten swc bei allen
drei Trockenstressvarianten hochsignifikant reduziert. Eine Stunde nach der Wiederbewisse-
rung stieg der Blattwassergehalt in den oberen Blittern mit zunehmendem Trockenstress

tendenziell an, die Zunahme war jedoch bei keiner Versuchsvariante signifikant (Abb. 3.23).

leaves: 1-4 120 -

1 = n=27 n=23 n=14 n=19
110 n=28 n=31 n=35

100_: {T {T {T

80

70

60 |

leaf water content [%]

50
soil water content: >70 % 50-60 % 40-50 % <40 %

leaves: 5-8
E—— 120-

n=27

110+ n=42 n=49 ;=18 n=15

90_: TT JTT {T

80

100 -

704

60 -

leaf water content [% ]

50
soil water content: > 70 % 50-60 % 40-50 % <40 %

Abb. 3.23: Relativer Wassergehalt (%; MW £ SD) der Maisblitter in Abhéngigkeit vom
Bodenwassergehalt (swc; in Gewichts-%) und der Behandlung der Pflanzen ( HE: ohne
Trockenstress; : unter Trockenstress; 1 : 1 Stunde nach Wiederbewisserung). Der Blatt-
wassergehalt bei swc > 70 % wurde als 100 % gesetzt.

Fig. 3.23: Relative leaf water content (%, mean * standard deviation) of maize leaves as
depending on soil water content (swc, inweight-%) and plant treatment ( ml: well water

supplied; == : under drought stressg1 : 1 hour after irrigation). The leaf water content at
swc > 70 % was set as 100 %.

51



Ergebnisse: Mais

3.1.5 Verinderungen des Blattwassergehaltes nach der Wiederbewisserung:

Terahertz-Messungen

Mit Hilfe der THz-Messungen wurde untersucht, ob es durch die Wiederbewésserung
innerhalb der ersten Stunde zu einer Verdnderung des Blattwassergehaltes kam. Die Trans-
mission wird fiir zwei Frequenzbereiche dargestellt: Der Bereich 200-1500 GHz deckt nahezu
das komplette gemessene Spektrum ab, die Teilfrequenz 200-500 GHz ermdglicht eine
feinere Auflosung. Zeitgleich wurden mit dem Porometer Gasewechselmessungen durchge-
fiihrt, um die Veridnderung der Wasserabgabe aus dem Blatt nach der Wiederbewésserung zu

tiberpriifen.

Reaktion der Transmission: Kreisflichenmessung

In Abb. 3.24 ist die Transmission einer Kreisflichenmessung (= Messung des Blattwasser-
gehaltes auf einer Flache von ca. 10 mm?; Messintervall: 2.5 s; vgl. Abb. 2.9A) dargestellt:
die Transmission streute sowohl vor als auch nach der Wiederbewisserung um max. 0.15
Einheiten. Innerhalb der ersten 5400 s (= 1.5 h) trat keine Verdnderung der Transmission (und

damit des Blattwassergehaltes) auf (n = 6).
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Abb. 3.24: Reaktion der Transmission auf einer Kreisfliche von ca. 10 mm? (Messintervall:
2.5 s/ Messung) seitlich auf der Blattspreite (vgl. Abb. 2.7A) einer trockengestressten Mais-
pflanze bei Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die Wiederbewésserung zum Zeitpunkt
t=0.

Fig. 3.24: Response of the transmission as measured within a circle area of about 10 mm?
(measurement period: 2.3 s) outside the leaf center (cf. Fig. 2.7A) to irrigation of a drought-
stressed maize plant. The arrow denotes the instant of irrigation at time zero.

Reaktion des Gaswechsels

Die zuvor beschriebene Reaktion im Gaswechsel nach der Wiederbewisserung unter
Atmosphirendruck (siehe 3.1.1) konnte auch bei der geringen Beleuchtungsintensitit (PPFD:
~180 pmol m~ s') wihrend der THz-Messungen beobachtet werden. In der Gaswechsel-
messung (n = 5), die zeitgleich zur THz-Messung an einem anderen Blatt derselben Pflanze
durchgefiihrt wurde, stieg die Netto-Photosyntheserate und, insbesondere, die stomatire Leit-
fahigkeit an (Abb. 3.25). Der transiente Riickgang von Jco, und gigoo konnte bei vielen Poro-
metermessungen nicht oder abgeschwicht nur in der stomatédren Leitfihigkeit dokumentiert

werden.
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Abb. 3.25: Reprisentative Reaktion der Netto-Photsyntheserate (Jeoo; pmol m™ s™) und der
stomatidren Leitfihigkeit (gp2o; mmol m> s']) einer trockengestressten Maispflanze auf
Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0. PPFD:
~180 umol m?s™.

Fig. 3.25: Representative response of the net CO; uptake rate (Jcoz; umol m? s') and the
stomatal conductance (gm20; mmol m” s ) of a drought-stressed maize plant to irrigation. The
arrow denotes the instant of irrigation at time zero. PPFD: ~180 umol m? s

Reaktion der Transmission: Scan-Messung

Aus der Scan-Messung (n = 3; Messintervall: 230s) wurde die Transmission an den drei
Messpunkten (nahe am Rand [E], mittig zwischen Mittelrippe und Blattrand [M], nahe der
Mittelrippe [I]; vgl. Abb. 2.9B) berechnet. Infolge der Wiederbewisserung war in der Trans-
mission nach 1200-1800 s ein geringer Anstieg zu erkennen, der nach ca. 8000 s (2 % h)
wieder zuriick ging (Abb. 3.26). Die Veridnderung der Transmission betrug maximal 0.01

Einheiten und lag damit im Bereich der Streuung der Punktmessung (Abb. 3.24).
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Abb. 3.26: Reaktion der Transmission an drei Messpunkten (I, M, E; Mittelwerte aus n =5;
Messintervall: 230 s/ Scan) in der Blattspreite (vgl. Abb. 2.7B) einer trockengestressten
Maispflanze auf Wiederbewisserung. Die Pfeile markieren die Wiederbewisserung zum
Zeitpunkt t=0.

Fig. 3.26: Response of the transmission measured at three positions (I, M, E; mean: n = 5;
interval of measurement: 230 s/ scan) on the leaf lamina (cf. Fig. 2.7B) of a drought-stressed
maize plant to irrigation. Arrows denote the instant of irrigation at time zero.

Reaktion des Gaswechsels

In der zeitgleich zur THz-Messung an einem Nachbarblatt durchgefiihrten Gaswechsel-
messung konnte nach der Wiederbewisserung selbst bei der sehr geringen Lichtintensitit
(PPFD: ~60 pmol m™ s) ein deutlicher Anstieg in der Netto-Photsyntheserate und in der
stomatiren Leitfahigkeit gemessen werden (n = 3). Das transiente Absinken von Jco, und gm0

trat jedoch nicht auf.
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Abb. 3.27: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m?s™") und der
stomatidren Leitfihigkeit (gp2o; mmol m> s']) einer trockengestressten Maispflanze auf
Wiederbewisserung. Der Pfeil markiert die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0. PPFD:
~60 pmol m? s™.

Fig. 3.27: Representative response of the net CO, uptake rate (Jcoz, umol m? s') and the
stomatal conductance (gm20; mmol m” s ) of a drought-stressed maize plant to irrigation. The
arrow denotes the instant of irrigation at time zero. PPFD: ~60 umol m? s

In den THz-Messungen trat bei den Scan-Messungen nach der Wiederbewdsserung keine
Veridnderung in der Transmission auf, die iiber den Streuungsbereich der Punktmessung
hinausging. Auch die destruktive Bestimmung des Blattwassergehaltes ergab in den oberen
Blittern keinen signifikanten Anstieg des Wassergehaltes nach der Wiederbewisserung. Im
Gegensatz dazu wurde in den Gaswechselmessungen durch den Anstieg von Jco, und gpso €in
erhohter Wasserverlust des Blattes nach der Wiederbewisserung dokumentiert. Das deutet
darauf hin, dal nach der Wiederbewisserung das Verhiltnis zwischen dem zusitzlichen
Wassereinstrom ins Blatt einerseits, und der erhohten Abgabe von Wasser durch den Anstieg

des Transpirationsrate andererseits, nahezu ausgeglichen war.
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3.2 Diskussion

Austrocknungsphase
Mit zunehmender Austrocknung des Bodens (swc: 40-50 %) trat ein Riickgang im Gas-
wechsel auf, wobei die stomatidre Leitfdhigkeit stirker als die Netto-Photosyntheserate
abnahm. Die erhohte Sensibilitdt von gu,o gegeniiber Trockenstress beobachtete auch Schurr
(1991) an Ricinus communis L.: Erst ab einem Riickgang der stomatédren Leitfahigkeit um
mehr als 35 % begann auch die Assimilationsrate abzusinken. Die primdre Bedeutung des
Bodenwassergehalts fiir die Stomataregulation wurde sowohl in Untersuchungen an Mais
(Blackman & Davies 1985; Davies & Mansfield 1989) als auch an Sonnenblume (Turner et
al. 1985) nachgewiesen: Unabhingig vom Blattwasserpotential nahm die Offnungsweite der
Stomata bei zunehmendem Trockenstress ab. Auch durch die Applikation von Uberdruck an
der Wurzel trockengestresster Weizen- und Sonnenblumenpflanzen, die den Turgorverlust der
Blitter verhinderte, konnte das SchlieBen der Stomata nicht unterbunden werden (Gollan et
al., 1986).

In zahlreichen Untersuchungen wurde dariiberhinaus die Bedeutung von Abscisinsdure auf
die Offnungsweite der Stomata unter Trockenstress beschrieben: In ungestressten Pflanzen
sammelt sich ABA in protonierter Form (ABA-H) in den alakalischen Zellbereichen wie den
Chloroplasten an, und wird dort zum Teil dissoziiert (Zeevart & Creelman 1988). Dadurch
geht die Membranpermeabilitit des ABA-Molekiils verloren und eine Interaktion mit den
apoplastischen Rezeptoren der Schliezellen wird unterbunden. Infolge von Trockenstress
kommt es zu biochemischen Reaktionen in der Pflanze: Im Xylemsaft wurde ein Anstieg des
schwach sauren pH-Wertes um zum Teil mehr als eine Einheit (Wilkinson 1999; Felle &
Hanstein 2002), eine Erhohung der Abscisinsdure-Konzentration (Zhang & Davies 1990;
Davies & Zhang 1991) sowie eine Verschiebung der lonenkonzentration zugunsten der
Kationen dokumentiert (Hartung & Radin 1989; Gerendas & Schurr 1999). Die Alkalisierung
des apoplastischen pH-Wertes wurde auch im Blatt nachgewiesen und fiihrte zu einer
Freisetzung von ABA aus den Epidermis- (EZ) und Mesophyllzellen (MZ) (Wilkinson 1999).
Die Anreicherung von ABA im Apoplasten ist primér die Folge einer Umverteilung der im
Blatt vorhandenen ABA als einer Erhohung der ABA-Konzentration durch Neusynthese (vgl.
Zhang & Davies 1990). Infolge dessen kommt es zu einer Depolarisation der Schliefzell-
membran, die durch die Aktivierung der auswirts gerichteten Kaliumkanéle den Efflux von
K*-Ionen aus den Schliesszellen (SZ), und damit den Riickgang der stomatiren Offnungs-

weite, hervorruft.
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3.2.1 EinfluB des hydraulischen Signals auf die Reaktion des Gaswechsels

Die Regulation der Offnungsweite der Stomata erfolgt iiber Turgorverinderungen der
SchlieBzellen: mit sinkendem Turgor in den SZ verengt sich die Spaltoffnung und der
Austausch von CO; und H,O mit der Umgebungsluft des Blattes wird reduziert. Die Stomata
von Zea mays bestehen aus zwei hantelformigen SchlieBzellen und den zwei angrenzenden
Nebenzellen (NZ), die als Ionenreservoir fiir die SZ fungieren. Im Gegensatz zu den
Epidermis- und Mesophyllzellen sind ausdifferenzierte Schliesszellen nicht iiber Plasmo-
desmen mit dem angrenzenden Blattgewebe verbunden (Wille & Lucas 1984; Willmer &
Fricker, 1996). Die Offnungsweite der Stomata im intakten Blatt wird sowohl vom Turgor der
SZ als auch vom Gegendruck der Epidermis beeinflusst, wie MacRobbie (1988) in
vergleichenden Versuchen von Stomatabewegungen isolierter und in intakter Epidermis

eingebundener Stomata belegen konnte.

Reaktion auf die Wiederbewdisserung (Abb. 3.28, Pfad ®)

Die nach der Wiederbewisserung gemessenen hydraulischen und elektrischen Signale
fiihrten zu einer charakteristischen, zweiphasigen Reaktion im Gaswechsel: Jco, und gmo
gingen zunichst parallel zuriick, gefolgt von einem deutlichen Anstieg iiber das Trocken-
stressniveau hinaus. Das Absinken des Gaswechsels ist durch eine hydropassive Stomata-
bewegung erklidrbar (Raschke 1970a): die Turgorzunahme der Epidermiszellen fiihrte zu
einem erhohten Gewebedruck der Epidermis und driickte die Spaltoffnung passiv zusammen.
Dieses Phidnomen einer transienten, passiven Reaktion des Gaswechsels wurde bereits 1928
von Iwanoff beschrieben ("Iwanoff-Effekt"; Iwanoff 1928): Durch das Abtrennen erhohte
sich die Transpirationsrate separierter Blitter vorriibergehend, bevor es zu einem Absinken
infolge der unterbrochenen Wasserzufuhr im Xylem kam. Im Gegensatz zum Turgor der SZ,
der durch die Akkumulation von Ionen (K*) reguliert wird (Raschke & Fellows 1971; Penny
& Bowling 1974), besteht zwischen den Zellen der umliegenden Gewebe eine direkte
Verbindung iiber Plasmodesmen (Srivastava & Singh 1972), so dal eine schnelle
symplastische Aufnahme von Wasser und Ionen in die Epidermiszellen méglich ist.

Die hydropassive Stomatareaktion trat nach Wiederbewidsserung tendenziell spéter auf als
infolge von Druckverdnderungen in der Wurzeldruckkammer (vgl. Abb. 3.2; 3.6). Unter-
suchungen an der Mittelrippe von abgetrennten Maisbléttern kamen zu dem Ergebnis, daf3 die
Wasserdiffusion durch das Blattgewebe infolge von Druckapplikation deutlich schneller
erfolgt als nach Rehydration (Westgate & Steudle 1985). Messungen mit der Zelldrucksonde

in verschiedenen Gewebebereichen unterstiitzten die Vermutung, dafl unterschiedliche

59



Diskussion: Mais

Transportwege im Blatt die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Wassers bedingen: Wihrend
der Wasserflufl nach Rehydration vermutlich primir symplastisch verlduft, scheint infolge der
Druckapplikation ein apoplastischer Wassertransport dominant zu sein.

Nach der Wiederbewisserung wurde das hydraulische Signal vermutlich iiber das Xylem
propagiert. Dort kam es zu einer Verdnderung der Saugspannung, die sich von der Wurzel bis
ins Blatt ausbreitete und als Turgoranstieg in den Epidermiszellen meBbar war. Die
Wasseraufnahme in die Wurzel, gefolgt von einem erhohten Wassereinstrom in die Gefalle,
verursachte eine Druckwelle im Xylem. Die Zunahme des Turgors durch den Einstrom von
Wasser in die Vakuolen der EZ 148t sich durch eine erhohte Wasserabgabe aus den
XylemgefiBlen des Blattes erkldren. Der schnelle Anstieg des Wassertransportes im Xylem
wurde auch nach der Wiederbewisserung trockengestresster Buchen dokumentiert (Cermak et
al. 1993). Das Auftreten von Guttation bei einigen Bewisserungsversuchen unter Uberdruck
sowie der stark abgeschwichte Riickgang des Gaswechsels bei unzureichendem Kompen-
sationsdruck stiitzen die Hypothese, da nach der Wiederbewisserung eine Druckwelle im
Xylem Ausloser des hydraulischen Signals und der daraus resultierenden hydropassiven
Stomatareaktion war.

Die direkte Korrelation zwischen Xylemdruck und Zellturgor an intakten Maispflanzen
wurde bei der Applikation und Reduktion von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer
bestitigt. Wei et al. (1999) konnten bei Messungen in den Blattxylemgefilen groBer
Maispflanzen zeigen, dafl die Verdnderung des Xylemdruckes proportional zum angelegten
Druck in der Wurzeldruckkammer auftrat. Sobald in den XylemgefdBen Atmosphérendruck
tiberschritten wurde, erfolgte bei weiterer Druckapplikation nur ein geringfiigiger, weiterer

Turgoranstieg und es trat Guttation auf.

Uberdruck in der Wurzeldruckkammer

Durch die Applikation von Uberdruck in der Wurzeldruckkammer wurde das Luft-Gas-
Gemisch im Boden sowie in der Wurzel in gleichem Mal} zusammengepresst. Es wird ange-
nommen, daf} die Druck-Volumen-Relation der Wurzel sowie der relative Wassergehalt des
Wurzelgewebes konstant bleiben. Im Sprof3 oberhalb der Druckkammer ist der Wasserdruck
im Verhiltnis zum Atmosphérendruck der Umgebungsluft erhoht, wodurch ein Anstieg im
Zellturgor, im relativen Blattwassergehalt und im Wasserpotential entsteht (Comstock 2002).

Auch in der vorliegenden Untersuchung wurde der Bodenwassergehalt von den Druck-
manipulationen nicht beeinfluit (vgl. Abb. 3.7, 3.10). Die Auswirkung von Druckappli-

kationen auf den Gaswechsel wurde auch an abgeschnittenen Maisblittern beschrieben
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(Raschke 1970b): die Applikation von Unterdruck rief einen transienten Anstieg der Tran-
spiration hervor, die Druckerh6hung auf Atmosphirenniveau fiihrte zur entgegengesetzten
Reaktion. Auch in "split-root" Versuchen mit Pfefferpflanzen (Yao et al. 2001) konnte gezeigt
werden, daf} die infolge von Trockenstress aufgetretene Abnahme sowohl des Blattwasser-
potentials als auch der stomatiren Leitfihigkeit durch die Applikation von Uberdruck an der
Wurzel kompensiert werden konnte.

Die bei Mais beschriebene Reaktion des Gaswechsels auf Druckmanipulation an der
Wurzel beruht vermutlich primir auf einem Druckausgleich zwischen den Stomata und der
umgebenden Epidermis (siehe 3.2.2) und unterstiitzt die Hypothese, daB die Offnungsweite

der Stomata auch passiv durch hydraulische Prozesse beeinfluf3t wird.

Kiihlung des Messblattes

Das hydraulische Signal wurde durch die Kiihlung des MefBblattes zur Kompensation des
elektrischen Signals nicht beeintrdchtigt, die Intensitidt der hydropassiven Stomatabewegung
war jedoch geddmpft. Eine mogliche Ursache fiir die abgeschwichte Reaktion in gpy,o und
Jco, konnten saisonale Einfliisse auf die Physiologie der Pflanzen sein, da die Messungen im
Herbst/ Winter durchgefiihrt wurden.

Da es keine Untersuchungen iiber den Einflul von partiellen Kiihlungen auf die
Transportprozesse an Membranen intakter Gewebe gibt, kann iiber eine mogliche Interaktion
zwischen der Gaswechselreaktion und der Blattkiihlung nur spekuliert werden: Die Dampfung
der Stomatareaktion konnte durch die Kiihlung des Xylemwassers verursacht worden sein.
Durch die Druckwelle erhohte sich die FlieBgeschwindigkeit des Xylemwassers, so daf3 das
abgekiihlte Wasser aus dem Bereich der Kiihlung schneller in die angrenzenden, ungekiihlten
XylemgefiBle weitergeleitet wurde. Der Weitertransport des Wassers in die Epidermis konnte,
aufgrund der Temperatursensibilitit von Membrantransportsystemen, durch die erniedrigte

Wassertemperatur beeintridchtigt worden sein (siehe unten).

Verinderungen des Blattwassergehaltes

Analog zu den Ergebnissen von Beardsell & Cohen (1975), sank auch in der vorliegenden
Untersuchung mit zunehmendem Trockenstress der Blattwassergehalt (um ca. 10 %) im Ver-
gleich zum Gaswechsel (um 40-50 %) nur wenig ab. Der starke Riickgang des Zellturgors in
der Epidermis deutet auf eine primidre Umverteilung des vorhandenen Wassers im Blatt bei
beginnendem Trockenstress hin. Die Umverteilung von Wasser zwischen verschiedenen
Geweben wurde auch von Matyssek et al. (1991b, c) an Sojabohne beschrieben. Die Autoren
konnten zeigen, dal sich bei reduzierter Wasserversorgung der Wasserpotentialgradient
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zwischen ausdifferenziertem Gewebe und der Wachstumzone verdnderte und dadurch ein
Wassertransport aus dem édlteren in das sich entwickelnde Gewebe erfolgte.

Im Gegensatz zur beschriebenen Konstanz des Wassergehaltes der Maisblétter nach der
Wiederbewisserung, die auch in den Terahertz-Messungen dokumentiert wurde, konnten
Dorffling et al. (1977) zeigen, daB} sich der reduzierte Blattwassergehalt separierter, trocken-
gestresster Erbsen- und Bohnenblitter innerhalb der ersten Stunde nach der Wiederbe-
wisserung fast komplett regenerierte. In der stomatiren Offnungsweite wurde in diesem
Zeitraum jedoch keine Verdnderung dokumentiert.

Die Ergebnisse machen deutlich, da8 in intakten Maispflanzen die Regulation der Stomata,
unabhédngig vom Blattwassergehalt, durch nicht-chemische Signale von der Wurzel erfolgte,
wihrend in separierten Bldttern nach Literaturangaben der Wassergehalt eine wesentlich

hohere Steuerungsfunktion fiir die Offnungsweite der Stomata hat.

3.2.2 EinfluB des elektrischen Signals auf den Gaswechsel

Die Offnungsweite der Stomata wird durch den Turgor der SchlieBzellen reguliert. Durch
die Ionenakkumulation ist der Turgor der Schliefzellen im Vergleich zu EZ, MZ und NZ
stark erhoht (Zimmermann et al., 1980; Franks et al., 1998). Kalium (K*) fungiert als Haupt-
osmotikum zur Turgorsteuerung der SZ, wihrend Chlorid (Cl) als wichtiges Anion zum
Ausgleich der elektrischen Ladung dient. Die Cl'-Konzentration in den Stomata ist bei den
meisten Pflanzenarten deutlich niedriger als die des K¥, so daB auch organische Siuren wie
Malat in den SZ zum Ladungsausgleich dienen (Travis & Mansfield 1977; Van Kirk &
Raschke 1979). Aufgrund der symplastischen Isolierung sind die Schliezellen auf die aktive
Aufnahme von Ionen und Wasser zur Offnung der Stomata und zum Druckausgleich mit dem
umliegenden Gewebe angewiesen. Die Nebenzellen fungieren als Hauptionenspeicher fiir die
SchlieBzellen: Im Dunkeln ist die K'™-Konzentration in den NZ deutlich erhoht, in den SZ
dagegen gering. Bei geoffneten Stomata im Licht tritt eine starke Ionenakkumulation in den
SZ auf, begleitet von einem deutlichen Riickgang der lonenkonzentration in den NZ
(Vavasseur et al., 1984).

Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik wurden in der Plasmamembran von Schlie3zellproto-
plasten zahlreiche, zum Teil sehr selektive Ionenkanile nachgewiesen, deren (De-)Aktivie-
rung eine feinregulierte Anpassung der Stomata an wechselnde Umgebungsbedingungen
ermoglicht. Als bedeutend fiir den Transport von K*-Ionen durch das Plasmalemma der SZ

sind in verschiedenen Pflanzenarten zwei Typen von Kaliumkanélen nachgewiesen worden.
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Zur Aufnahme von Kalium in die SZ sind die einwértsgerichteten Kaliumkanile (Kj,-Kanile)
von Bedeutung, wihrend der Efflux durch die K,,-Kanile erfolgt. Die Aktivierung dieser
Kanile ist pH- und spannungsabhingig: Die Kj,-Kanile 6ffnen sich bei sinkendem apopla-
stischen pH-Wert und bei Hyperpolarisation des Cytosols, die K,,-Kanile unter entgegen-
gesetzten Bedingungen (Grabov & Blatt 1998; Fairley-Grenot & Assmann 1992, 1993). Ilan
et al. (1994) konnten an SZ-Protoplasten von Vicia faba L. zeigen, daB3 durch Depolarisation
bis zu 500 K,y-Kanéle je Protoplast akitviert werden.

Uber die Generierung und Propagation elektrischer Signale in hoheren, nicht-sensitiven
Pflanzen und ihres Einflusses auf den Transport von Ionen iiber das Plasmalemma im intakten
Gewebe ist wenig bekannt. Vor dem Hintergrund dokumentierter Ionenfliisse zwischen den
Stomata und den Epidermiszellen einerseits und den Aktivierungsmechanismen der
Ionenkanile im Plasmalemma der SZ andererseits, wird die Transmission des elektrischen
Signals nach der Wiederbewisserung im Zusammenhang mit der Offnung der Stomata

diskutiert.

Reaktion auf die Wiederbewdisserung (Abb. 3.28, Pfad @)

Mit zunehmendem Trockenstress ging der Zellturgor in der Epidermis der Maisblétter
stark zuriick, so da} der Riickgang des Gaswechsels auf eine aktive Reaktion der Stomata,
d.h. auf den Efflux von Ionen und Wasser aus den SZ, zuriickzufiihren ist. Die Kompen-
sationsversuche belegen die Kopplung des elektrischen Signals nach der Wiederbewisserung
mit dem Anstieg des Gaswechsels. Im Gegensatz zu den Messungen an Mimose (siche 4.2)
hatte das elektrische Signal jedoch keinen direkten Einflufl auf die Chlorophyll-Fluoreszenz,
so daB} die Zunahme des Gaswechsels nach Wiederbewésserung an Mais auf eine Stomata-
offnung zuriickzufiihren ist.

Die Depolarisierung des Membranpotentials in der Epidermis ist Teil der Signaltrans-
duktion von der Wurzel zu den Stomata im Blatt. Die Trennbarkeit der beiden Signale deutete
auf eine separate Propagation des elektrischen Signals auflerhalb des Xylems hin. Fromm &
Fei (1998) konnten zeigen, da} nach der Wiederbewésserung trockengestresster Maispflanzen
sowohl auf der Blattepidermis als auch im Phloem ein Aktionspotentail mit einer Amplitude
von +50mV auftrat. Auch elektrische Reizung l0ste in den Bldttern von Mais
Aktionspotentiale aus, die liber das Phloem propagiert wurden (Fromm & Bauer 1994). Die
Berechnungen von Schurr (1991) an Ricinus communis zeigen, daf} die Druckdifferenz im
Phloem zwischen Blatt und Wurzel, und damit der Transport von Assimilaten und Ionen in

den Siebrohren, durch die Applikation von Uberdruck an der Wurzel nicht beeintrichtigt
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wird. Auch in der vorliegenden Untersuchung war die Ausbreitungsgeschwindigkeit und die
Intensitit des elektrischen Signals in den Bewisserungsversuchen unter Uberdruck in der
Wurzeldruckkammer nicht beeintrichtigt. Dies legt die Vermutung nah, da3 das elektrische
Signal nach der Wiederbewisserung im Phloem propagiert wurde.

Die Depolarisation in den Epidermiszellen erscheint zunédchst gegensitzlich zur beobach-
teten Stomatadffnung, da die fiir die Kaliumaufnahme wichtigen K;,-Kanéle der Schliezellen
durch Hyperpolarisation aktiviert werden. Wilhelm et al. (2000) konnten im Plasmalemma
von Nebenzellen an Mais einen einwirtsgerichteten K'-Kanal nachweisen, der vergleichbare
Eigenschaften aufweist wie die Kj,-Kanile der SZ. Das unterstiitzt die Hypothese, daf} ein
elektrisches Signal zur Beeinflussung der Stomata innerhalb der Epidermis unterschiedlich
umgesetzt werden muss, um einen lonentransfer zwischen den Nebenzellen (und/ oder den
Epidermiszellen) und den SZ zur Bewegung der Stomata zu ermoglichen.

Die hohen Ionenkonzentrationen in den SZ bei gedffneten Stomata legen die Vermutung
nahe, daB} nicht nur die NZ sondern auch an die Stomata angrenzende Blattgewebe als Ionen-
reservoir fungieren. In der Epidermis von Commelina communis L. konnte bei der Bewegung
der Stomata ein deutlicher Ionentransport iiber die NZ hinaus beobachtet werden (Penny &
Bowling 1974; Penny et al., 1976; MacRobbie & Lettau 1980). Auch Versuche an Blittern
von Mais deuten darauf hin, daB die Epidermiszellen als Ionenreservoir fiir die SZ fungieren:
Raschke & Fellows (1971) konnten durch die Markierung mit Kalium-Kobaltnitrit zeigen,
daB3 in den EZ, die an die Enden der SZ angrenzen, im Dunkeln hohere Kaliumkonzen-
trationen auftraten als im Licht. Lasceve et al. (1987) beobachteten, dal} sich, trotz der
Akkumulation von Kalium in den SZ im Licht, der Kaliumgehalt in den Nebenzellen nur
gering verinderte. Auch die Ergebnisse von Phallaghy (1971), daB die K*-Konzentration der
SZ im Licht die Gesamtmenge des im Dunkeln in den SZ und den NZ gespeicherten K*
deutlich iibersteigt, sind ein Indikator dafiir, dal ein Kaliumfluf} aus angrenzenden Epidermis-
zellen in die Bewegung der Spaltdffnung involviert ist.

Messungen der apoplastischen Kalium- und Protonenkonzentration an Commelina
communis L. und Vicia faba L. ergaben, dal im Verlauf der primdren Stomatadffnung im
Licht der Transport von H -Ionen entscheidend ist: Beginnend mit der Abgabe von Protonen
aus den SZ in den Apoplasten kommt es zur Hyperpolarisierung des SZ-Cytosols und damit
zur Aktivierung der Kj,-Kanile. Die Versauerung des Apoplasten-pHs fiihrt zur Freisetzung
von Kalium im Apoplasten der Epidermiszellen. Ob die K*-Ionen aus den EZ freigesetzt oder
ob sie im Austausch gegen H'-Ionen von der Zellwand der EZ abgegeben wurden, ist unklar.

Es konnte jedoch gezeigt werden, da3 der abnehmende pH-Wert des Apoplasten im Bereich
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der Epidermiszellen fiir die Erhohung der apoplastischen K*-Konzentration entscheidend ist
(Edwards et al., 1988; Bowling & Smith 1990; Miihling & Lauchli 2000).

Basierend auf den obigen Ergebnissen kann die Translation des elektrischen Signals im
Blatt nach der Wiederbewisserung wie folgt erklart werden: Durch das elektrische Signal
kam es vermutlich zur Freisetzung von Ionen (K"; CI') und in geringem Umfang auch
Assimilaten (Fromm & Bauer 1994) aus dem Phloem, die unter Energieaufwand wieder in die
Siebzellen zuriicktransportiert wurden. Die fiir den Ionentransfer notige Energie konnte durch
die verstirkte Aktivierung von Protonenpumpen zur Verfiigung gestellt worden sein, so dal3
es zu einem Anstieg der H'-Konzentration im Apoplasten kam. Die Versauerung des
apolastischen pH-Wertes fiihrte einerseits zu einer Aufnahme von H'-Ionen in die
Epidermiszellen, resultierend in der Depolarisation des Zellpotentials. Dadurch kam es zur
Aktivierung der K,,-Kanéle und dem Efflux von Kalium aus den EZ in den Apoplasten. Des
weiteren fiihrte der Anstieg der H'-Konzentration im Apoplasten zur Aktivierung der Kj,-
Kanile der SchlieBzellen, so da das aus den EZ freigesetzte Kalium in die SZ aufgenommen
werden konnte. Durch die erhohte Kaliumkonzentration stieg der Turgor der SZ an und
verursachte, durch die Offnung der Stomata, den Anstieg des Gaswechsels.

Die verzogerte Zunahme des Gaswechsels nach der Wiederbewisserung trockengestresster
Maispflanzen wurde auch von Fromm & Fei (1998) beschrieben. Die Repolarisation des auf
der Blattoberflache gemessenen Aktionspotentials (+ 50 mV) fiihrte zu einer starken Hyper-
polarisation, die zeitgleich zum Anstieg von Jco, und gp,o auftrat. Diese Beobachtung
unterstiitzt die Vermutung, dal es nach der Wiederbewisserung zu einer Anreicherung von
positiven Ladungstriigern (H", K*) im Apoplasten kam.

Die beschriebene Depolarisation des Zellpotentials in der Blattepidermis konnte auch auf
der Hemmung von Protonenpumpen, und damit auf der Akkumulation positiver Ladung in
den Zellen, basieren. Verstdrkt durch den Anstieg des aploplastischen pH-Wertes kommt es
infolge der Depolarisation des Cytosols zur Aktivierung der K,,-Kanile der EZ, resultierend
in einem Efflux von Kalium in den umgebenden Apoplasten. Durch die Kiihlung des Mess-
blattes vor der Gaswechselkiivette wurde die hydropassive Stomatareaktion deutlich gedampft
(vgl. Abb. 3.15). Dies deutet einerseits auf eine mogliche Interaktion zwischen dem elektri-
schen Signal und dem Riickgang von Jco, und gm0, d.h. einer Aktivierung der K,,-Kanile
der SZ, hin. Andererseits wurde jedoch mit Hilfe der Kompensationsversuche nachgewiesen,
daB das elektrische Signal die Offnungsbewegung der Stomata verursachte. Die Transmission
des elektrischen Signals in den K*-Influx in die SchlieBzellen stiitzt dagegen die Hypothese,

daB in den SZ im Gegensatz zu den Epidermis- und Nebenzellen andere lonenkanéle aktiviert
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wurden. Die Hemmung der Protonenpumpen als Ursache der Depolarisation des Zellpoten-
tials erscheint jedoch aufgrund der Kompensation des elektrischen Signals durch die Kiihlung
des Messblattes fraglich (siehe unten).

Mit Hilfe der angewandten Methoden kann iiber die Mechnismen der Stomataregulation
durch das elektrische Signal keine genauere Aussage getroffen werden. Messungen mit
ionenselektiven Elektroden in den verschiedenen Zelltypen sind notwendig um zu tiberpriifen,
ob das elektrische Signal die vermuteten Ionenfliisse zwischen den Epidermiszellen und den

Stomata hervorruft.

Uberdruck in der Wurzeldruckkammer

Obwohl das elektrische Signal nach Wiederbewisserung durch die Druckapplikation nicht
beeintrichtigt wurde, war der Anstieg in der stomatidren Leitfahigkeit stark geddmpft und Jcoo
blieb zumeist konstant. Auch in Weizenpflanzen stieg die stomatédre Leitfdhigkeit nach der
Wiederbewisserung unter Uberdruck deutlich weniger an als nach Bewisserung unter
Atmosphirendruck (Gollan et al., 1986). Ursache der gedimpften Reaktion war vermutlich
der Druck der Epidermis auf die Stomata: Der Turgoranstieg in den Epidermiszellen nach der
Wiederbewisserung war deutlich geringer als der an der Wurzel applizierte Uberdruck. Da
der Gegendruck der Epidermis ein limitierender Faktor fiir die Offnungsweite der Stomata ist
(MacRobbie & Lettau, 1980; MacRobbie 1988), konnte der erhohte Widerstand der EZ
infolge der Druckapplikation die Offnungsbewegung der Stomata begrenzt haben.

Im Gegensatz zur beobachteten Hyperpolarisation kamen Stahlberg & Cosgrove (1997a, b)
in Versuchen am Epicotyl sechs Tage alter Erbsenpflanzen zu dem Ergebnis, da3 sowohl die
Applikation von Uberdruck als auch die Erhchung der Feuchtigkeit an der Wurzel zu einer
Depolarisation in der Epidermis des Epicotyls fiihrte. In Pisum sativum L. breitete sich das
hydraulische Signal, erkennbar am Anstieg der Wachstumsrate, ebenfalls schneller aus als das
elektrische. Dies fiihrten die Autoren auf eine Verzogerung der radialen Propagation der
Potentialdifferenz zuriick. Mit Hilfe von chemischen Blockern konnte nachgewiesen werden,
daf} die Depolarisation im elektrischen Potential primér auf die Hemmung von Protonen-
pumpen zuriickzufiihren war. Unterstiitzt durch die Ergebnisse weiterer Versuche kamen die
Autoren zu dem Schluf3, daf3 die Druckwelle im Xylem die Hemmung der Protonenpumpen in
den GefidBen verursachte, die als elektrisches Signal in der Epidermis des Epicotyls mef3bar
war.

Ein Vergleich der Ergebnisse am Epicotyl junger Erbsenpflanzen mit den beobachteten

elektrischen und hydraulischen Signalen an groBen, intakten Maispflanzen macht deutlich,

66



Diskussion: Mais

daB} an der Generation der Signale vermutlich die gleichen Prozesse (Hydraulik: Druckwelle
im Xylem; Elektrik: (De-) Aktivierung von Protonenpumpen) beteiligt sind. Die Ausbreitung
und Umsetzung beider Signale in reifen, intakten Pflanzen unterscheidet sich jedoch von der

Reaktion junger, isolierten Pflanzenteile.

Kiihlung des Messblattes

Mit Hilfe der Blattkiihlung wurde die Propagation des elektrischen Signals gestoppt und
die Reaktion des Gaswechsels reduzierte sich auf die hydropassive Stomatabewegung. Der
Druckausgleich zwischen Epidermis und Stomata, der zur Regeneration des Gaswechsels bis
auf das Trockenstressniveau fiihrte, erfolgte durch die Anpassung des Schliezellturgors an
die Druckverhiltnisse im umliegenden Gewebe. Der Turgorausgleich wurde vermutlich iiber
druckempfindliche Kanile reguliert: Diese sogenannten ,,mechano-sensitive channels*
wurden sowohl im Plasmalemma als auch im Tonoplast von SZ nachgewiesen, und es wird
vermutet, daf} sie als hydraulisch-regulierende Ventile fungieren (Cosgrove & Hedrich 1991;
Ramabhelo et al., 1996).

In verschiedenen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, da3 die Aktivitit von
Protonenpumpen temperatursensitiv ist (Fisahn & Hansen 1986; Yoshida & Matsuura-Endo
1991; Mayer et al. 1994). Die Interaktion zwischen Kaliumkanilen in der Plasmamembran
und der Aktivitit von H-ATPasen (Vogelzang & Prins 1994; Blom et al. 1997) unterstiitzt
die Hypothese, da an der Generation des elektrischen Signals in der Wurzel nach der
Wiederbewisserung Protonenpumpen beteiligt waren. Im Bereich der Kiihlung des Mess-
blattes wurde die Propagation des elektrischen Signals vermutlich primér durch die Deakti-
vierung der Protonenpumpen unterbrochen, so dafl im dahinter liegenden Teil des Messblattes
der Kaliuminflux in die SchlieBzellen aufgrund des konstanten apoplastischen pH-Wertes

unterblieb (siehe oben).

Déimpfung des Anstiegs im Gaswechsel

Infolge von Trockenstress kommt es im Blatt zur Alkalisierung des Apoplasten, die durch
die Hemmung von Protonenpumpen hervorgerufen wird (Hartung et al. 1988; Hartung & Ra-
din 1989). Durch die Alkalisierung des apoplastischen pH-Wertes wird Abscisinsédure aus den
Epidermis- und Mesophyllzellen in den Apoplasten abgegeben (Zeevart & Creelman 1988;
Wilkinson 1999). Neben der direkten Aktivierung der K,,-Kanile durch ABA kommt es zu
einer Depolarisation der SZ-Membran, die den Efflux von K'-Ionen zusiitzlich stimuliert

(MacRobbie 1998). Durch die Abgabe von Ionen sinkt der Turgor der Schliefzellen und die
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Stomata verengen sich.

In der vorliegenden Untersuchung kam es infolge der Wiederbewisserung zu einem deut-
lichen Anstieg der Netto-Photosynthese und der stomatiren Leitfihigkeit iiber das Trocken-
stressniveau hinaus. Der Gaswechsel blieb jedoch niedriger als bei Pflanzen mit nicht-limitie-
render Wasserversorgung. Die reduzierte Regeneration von gm,o nach der Wiederbewdsserung
trockengestresster Pfefferpflanzen wurde auch von Yao et al. (2001) beschrieben.

Mit zunehmender Austrocknung dauerte die vollstindige Regeneration der Pflanze zum
Teil bis zum ndchsten Tag. Beardsell & Cohen (1975) kamen in Versuchen an Mais zu
vergleichbaren Ergebnissen: Trockenstress fiihrte parallel zur Erhohung des stomatéiren
Widerstandes sowie der ABA-Konzentration im Blatt. Durch Wiederbewdsserung sanken
beide Parameter deutlich ab, erreichten jedoch innerhalb der ersten 24 h nicht das Ausgangs-
niveau ungestresster Pflanzen. Dorffling et al. (1977) konnten nachweisen, dal die sich die
Offnung der Stomata nach Wiederbewisserung mit steigender ABA-Konzentration deutlich
verzogerte. Dies legt die Vermutung nahe, dal es auch in der vorliegenden Untersuchung
infolge des Trockenstresses zur Akkumulation von Abscisinsdure im Apoplasten kam, die
nach der Wiederbewisserung nur langsam abgebaut wurde.

Die Alkalisierung des apoplastischen pH-Wertes mit zunehmendem Trockenstress spiegelt
sich auch in den Messungen von Fromm & Fei (1998) an Mais wieder: Mit zunehmendem
Trockenstress kam es im Oberflachenpotential der Blitter zu einer Depolarisation um
> 100 mV. Der Anstieg des pH-Wertes ist fiir die Akkumulation von ABA im Apolasten
entscheidend: Durch die Applikation von Fusicoccin, das eine Stimulierung der Protonen-
pumpen verursacht, wurde bei Trockenstress die Alkalisierung des Apoplasten und damit
auch die Akkumulation von ABA verhindert (Hartung et al. 1988; Hartung & Radin 1988).
Es konnte gezeigt werden, daB Abscisinsiure auch direkt die Offnung der Stomata durch die
Deaktivierung der Kj,-Kanile sowie durch die Hemmung des Protonen-Effluxes beein-
trichtigt (Zeevart & Creelman 1988; Leung & Giraudat 1998).

Der geddmpfte Anstieg des Gaswechsels nach der Wiederbewisserung wurde vermutlich
durch die Blockierung der Kj,-Kanile der SZ durch apoplastische ABA verursacht. Die
BeeinfluBung der Membrantransportsysteme durch ABA unterstiitzt die Hypothese, dal die
Stimulation von Protonenpumpen in die Translation des elektrischen Signals zur Aktivierung
der K;,-Kanile der SZ involviert war (siche oben).

Im folgenden Modell (Abb. 3.28) sind die beobachteten Reaktionen nach der Wiederbe-
wisserung trockengestresster Maispflanzen und ihre Interpretation zusammenfassend

dargestellt:
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re-irrigation

@

hydraulic signal:

* increase of the
cell turgor in the
leaf epidermis

* transient decrease
of the gas exchange

observation:

interpretation: b

increase of the epider-
mis tissue pressure =
hydropassive closing
of the stomata

abscisic acid.

@

electric signal:

* depolarisation of
the membrane
potential in the
leaf epidermis

e parallel increase
of Jep and gy

\4
gradual activation
of the K, channels
of the guard cells:
active opening of
the stomata

inhibition of the re-
opening of the stomata

Abb. 3.28: Modell zur Erklirung der beobachteten Reaktionen nach der Wiederbewisserung
trockengestresster Maispflanzen.

Fig. 3.28: Explanatory model of the observed responses after re-irrigation of drought-
stressed maize plants.

69



Ergebnisse: Mimose

4 Kurzstrecken-Kommunikation auf Blattebene bei Mimose: Wirkung
elektrischer und hydraulischer Signale auf den Blatt-Gaswechsel nach

seismonastischer Reizung

"Das Hochste, wozu der Mensch
gelangen kann, ist Erstaunen“
(J. W. Von Goethe)

4.1 Ergebnisse

Die zwei unterschiedlichen Reizungen an der Spitze der fixierten Fieder (siehe Kapitel
2.2.1) fiihrten zu Reaktionen unterschiedlicher Intensitit: Infolge von Beriihrung falteten sich
zumeist nur die Bléttchen der stimulierten Pinna (vgl. Abb. 2.2), die benachbarten Fiedern
blieben gedffnet. Nach Verletzung trat zuerst eine basipetale Faltung der Blittchen der
fixierten Pinna auf (von der Fiederspitze bis zum sekundidren Pulvinus), gefolgt von einer
akropetalen SchlieBbewegung der benachbarten Fiedern (vom sekundédren Pulvinus zur
Fiederspitze). Die akropetale Faltung der Nachbarfiedern trat verzogert auf und verlief
deutlich langsamer als die basipetale Faltung an der verletzten Pinna. Die Verletzung einer
Fieder fiihrte in den meisten Fillen auch zu einer Abwirtsbewegung des primédren Pulvinus.
Bei einigen Verletzungsmessungen falteten sich auch die Fiedern der basipetal angrenzenden

Blatter.

4.1.1 Reaktion des Zellpotentials

Im Zellpotential wurden abhingig von der Art der Reizung unterschiedliche Reaktionen
dokumentiert: unmittelbar nach der Beriihrung wurde sowohl in der Rhachis (Abb. 4.1A) als
auch in der Epidermis der Fiederblittchen (Abb. 4.1B) ein Aktionspotential (AP) gemessen,
das durch eine deutliche Depolarisierung charakterisiert war. Beriihrung von Nachbarfiedern
fiihrte nur in wenigen Fillen zum Auftreten eines Aktionspotential in der fixierten Fieder.
Dieses AP war jedoch deutlich schwicher (< 25 mV) und fiihrte nicht zu einer Faltung der
Blittchen der Messfieder. Infolge der Verletzung der Messfieder wurde nach 11.4 + 7.9 s
(Mittelwert £ Standardabweichung) in der Rhachis und nach 8.7 + 2.7 s in der Blattepidermis

ein Variationspotential (VP) gemessen, das durch eine Hyperpolarisation, gefolgt von
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ungleichmifBigen Fluktuationen, charakterisiert war. Dieses VP trat mit Verzogerung (22.0
2.5 s) auch in den Nachbarfiedern auf, gefolgt von der akropetalen Faltung der Blittchen
(Abb. 4.2B).

A) measurement in the rhachis B) measurement in the leaf lamina
of the stimulated pinna: of the stimulated pinna:
0 0
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Abb. 4.1: Reprisentative Reaktion des Zellpotentials auf Reizung durch Beriihrung (A,B;
oben) oder Verletzung (A,B; unten) der Spitze der fixierten Fieder, gemessen in der Epider-
mis der Rhachis (A) oder in der Epidermis eines Fiederbléttchens (B). Um eine Bewegung der
Fiederblittchen wihrend der Messung zu unterbinden, wurde ein Teil der untersuchten Fieder
mit gedffneten Blittchen zwischen zwei Plexiglasplatten fixiert (vgl. Abb. 2.4). Die
Messungen wurden unabhingig voneinander durchgefiihrt. Die Pfeile markieren die Reizung
zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 4.1: Representative response of the cell potential to touching (A,B; above) as recorded in
the epidermis of the rhachis (A) or in the epidermis of a leaflet (B) or to injury (rhachis: A,
below; leaflet: B, below). During the experiment part of the assessed pinna was fixed with the
leaflets stayed spread between the two slices of plexiglass (cf. Fig. 2.4). The measurements
were recorded separately from each other. Arrows denote the instant of excitation at time
zero.
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4.1.2 Reaktion des Zellturgors

Der Turgor der Epidermiszellen der Rhachis erreichte Werte von 0.2-0.5 MPa und
schwankte unter konstanten Umweltbedingungen um maximal + 0.01 MPa. Nach Beriihrung
begann der Turgor in den Epidermiszellen der Rhachis nach 6.8 £ 3.2 s um ca. 0.02 MPa
abzusinken (Abb. 4.2A, oben). Im Gegensatz dazu fiihrte die Verletzung der fixierten Fieder
zu einer massiven hydraulischen Storung der Turgormessung. Das Absinken des Zellturgors
trat abgeschwicht mit deutlicher Verzogerung (70.7 = 42.8) auch in der Rhachis der
Nachbarfieder auf (Abb. 4.2A, unten).

measurement in the rhachis of the stimulated pinna (touching)

or the neighbouring pinna (injury):
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Abb. 4.2: A: Reprisentative Reaktion des Zellturgors in der Epidermis der Rhachis auf
Reizung durch Beriihrung der Spitze der Messfieder (oben) oder Verletzung der Spitze einer
Nachbarfieder (unten). B: Typische Reaktion im Zellpotential auf Verletzung der Nach-
barfieder. Um eine Bewegung der Fiederbldttchen wéhrend der Messung zu unterbinden
wurde ein Teil der untersuchten Fieder mit gedffneten Blittchen zwischen zwei
Plexiglasplatten fixiert. Die Messungen wurden unabhiingig voneinander durchgefiihrt. Die
Pfeile markieren die Reizung zum Zeitpunkt t=0, die Sternchen markieren die Faltung der
Blittchen oberhalb (*) und unterhalb (**; Fiederspitze) der Plexiglasklemme (siehe Abb. 2.4).

Fig. 4.2: A: Representative response of the cell turgor of a single rhachis cell of Mimosa
pudica to touching (upper line) at the tip of the pinna or to injury (lower line) at the tip of the
neighbouring pinna. B: Representative response of the cell potential to injury of the tip of a
neighbouring pinna. During the experiment part of the assessed pinna was fixed with the
leaflets spread between the two slices of plexiglass. The measurements were recorded
separately from each other. Since the injury treatment caused hydraulic disruption, cell
turgor was assessed in the neighbouring pinna. Arrows denote the instant of excitation at time
zero, the asterisks at the lower time course denotes the inception (*) and the complete folding
(**) of the leaflets of the assessed pinna (cf. Fig. 2.4).
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4.1.3 Reaktion des Gaswechsels

Reizung an der Spitze der Messfieder auBerhalb der Gaswechselmesskiivette (siehe
Abb. 2.3) fiihrte zur Faltung der Blittchen in der Kiivette. Die fiacherformig gefalteten
Fiederblittchen waren senkrecht zum von oben einfallenden Licht orientiert. In Abb. 4.3A, B
ist die Reaktion in der Netto-Photosyntheserate (Jcoz, pmol m> s'l) und der stomatiren
Leitfahigkeit (gp0, mmol m-"> s']) dargestellt: Nach durchschnittlich 25.0 £ 7.1 s infolge
Beriihrung und 30.0 + 10.0 s nach Verletzung falteten sich die Fiederblittchen in der Kiivette
zusammen, und sowohl Jco, als auch gmyo sanken parallel rapide ab. Die Netto-
Photosyntheserate ging auf Werte um Null zuriick, die stomatire Leitfihigkeit sank in
Abhingigkeit von der Art der Reizung um ca. 25-40 % ab. Verzogert zur erneuten Entfaltung
der Fiederblittchen in der Kiivette (sieche Nummern 1-4 in Abb. 4.3) war ein allmihlicher
Anstieg in beiden Parametern zu beobachten.

Waurden die Blittchen der Messfieder in der Kiivette im offenen Zustand fixiert, so traten
in Jcoz und gmo abweichende Reaktionen auf (Abb. 4.4A, B). Die Netto-Photosyntheserate
sank abrupt ab (Beriihrung: 40.0 £ 10.0 s; Verletzung: 39.0 = 7.4 s), parallel stieg die
stomatédre Leitfahigkeit kurzfristig deutlich an. Nach dem primidren Anstieg sank gmo unter
den Anfangswert ab und regenerierte sich dann zeitgleich mit der Assimilationsrate bis auf
das Ausgangsniveau. Verletzung rief eine stirkere Reaktion hervor als Beriihrung, nach
beiden Reizen hatten sich die Parameter nach ca. 25 Minuten wieder auf dem Ausgangsniveau
stabilisiert. Infolge der Faltung der Fiederblittchen in der Kiivette trat eine etwas lidngere

Regenerationszeit auf als bei der Fixierung der Blittchen (siehe Abb. 4.3).
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leaflets of the enclosed pinna folded up after stimulation:
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Abb. 4.3: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcoz, pmol m~ s™) und der
stomatidren Leitfihigkeit (gp20, mmol m™ s‘]) einer einzelnen Fieder, deren Blittchen sich
infolge von Reizung schliessen konnten. Die Pfeile markieren die Beriihrung (A) oder die
Verletzung (B) der Spitze der Messfieder zum Zeitpunkt t=0. Die Messungen wurden
unabhingig voneinander durchgefiihrt. Die Zahlen geben den Offnunszustand der
Fiederblittchen wihrend der erneuten Entfaltung in der Kiivette an (A, B): 1 =20%, 2 = 40%,
3 =60%, 4 = 80% geodftnet.

Fig. 4.3: Representative response of the net CO; uptake rate (Jcoz, umol m? s ) and the
stomatal conductance (gp20, mmol m? s7) of a single pinna with folding leaflets upon
excitation. Arrows denote the instant of touching (A) or injury (B) at the tip of the measured
pinna at time zero. The measurements were recorded separately from each other. The
numbers reflect the state of re-opening of the leaflets inside the cuvette (A, B): 1= 20%,
2 =40%, 3 = 60%, 4 = 80% open.
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leaflets of the enclosed pinna were fixed to prevent upfolding after stimulation:
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Abb. 4.4: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop, pmol m? s'l) und der
stomatidren Leitfdhigkeit (gm0, mmol m™> s'l) einer einzelnen Fieder, deren Blittchen im
offenen Zustand fixiert waren. Die Pfeile markieren die Beriihrung (A) oder Verletzung (B)
der Spitze der Messfieder zum Zeitpunkt t=0. Die Messungen wurden unabhéngig vonein-
ander durchgefiihrt. Die Zahlen in Grafik (B) geben den Offnungszustand wihrend der
erneuten Enfaltung der Nachbarfiedern an: 1=20% , 2 = 40%, 3 = 60%, 4 = 80% gedftnet.

Fig. 4.4: Representative response of the net CO; uptake rate (Jcoz, umol m? s ) and the
stomatal conductance (gm0, mmol m?s7) of a single pinna, with the leaflets being fixed in
spread position inside the cuvette. Arrows denote the instant of touching (A) or injury (B) at
the tip of the measured pinna. The measurements were recorded separately from each other.
The numbers in (B) reflect the state of re-opening of the neighbouring pinna of the observed
leaf (B): 1=20% , 2 = 40%, 3 = 60%, 4 = 80% open.
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4.1.4 Reaktion der Chlorophyll-Fluoreszenz

Eine Reaktion der Photosynthese konnte auch mit Hilfe der Chlorophyll-Fluoreszenz ge-
messen werden. Wie in Abb. 4.5A dargestellt, rief Verletzung nach (im Mittel) 72.0 + 26.8 s
einen stirkeren, linger andauernden Riickgang im Electron Quantum Yield (EQY) hervor als
Beriihrung (nach 48.0 £ 16.4 s). Die Reaktion der beiden Photosyntheseparameter (Jco, und
EQY) auf Verletzung zeigte eine deutliche Ubereinstimmung: der Riickgang des EQY erfolgt
parallel zum ersten Absinken der Netto-Photosyntheserate (Abb. 4.5B). Im Gegensatz zur
schnellen Regeneration des Electron Quantum Yield, das nach 258 + 34.2 s nahezu wieder
sein Ausgangsniveau erreicht hatte, sank Jco, weiter ab und regenerierte sich erst deutlich
spiter parallel mit gg,0 (siehe oben).

Die zunichst gegensitzliche Reaktion von Jco, und gmo sowie der Riickgang im EQY
deuten darauf hin, die Reaktion der Gaswechselrate nicht nur auf eine Beeinflussung der
Stomata zuriickzufiihren ist (vgl. 3.1), sondern daB es kurzfristig zu einer direkten Beein-

trichtigung der an der Photosynthese beteiligten Elektronentransportketten kommt.
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response of EQY and J¢o, of the fixed leaflets after stimulation of the observed pinna:
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Abb. 4.5: A: Reprisentative Reaktion des Electron Quantum Yield einer einzelnen Fieder auf
Beriihrung (A, oben) oder Verletzung (A, unten). Die Blittchen waren wihrend der Messung
in der Blattklemme des Mini-PAM-Gerites in gedffnetem Zustand fixiert. Die Messungen
wurden voneinander unabhéngig durchgefiihrt. B: Reaktion des Electron Quantum Yield und
der Netto-Photosyntheserate wihrend der ersten 15 Minuten nach Verletzung der Spitze der
Messfieder. Die beiden Kurven wurden unabhingig voneinander an verschiedenen Blittern
der gleichen Pflanze gemessen. Die Pfeile markieren die Reizung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 4.5: A: Representative response of the electron quantum yield of a single pinna due to
touching or injury. The two measurements were recorded separately from each other. The
leaflets were fixed in spread position in the leaf clip of the Mini-PAM to prevent movement
after excitation. B: Response of the Electron Quantum Yield and the net CO; uptake rate
during 15 min following injury of the tip of the fixed pinna. The two curves were measured
separately at different leaves of the same plant. Arrows denote the instant of excitation at time
zero.
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4.2 Diskussion

In Abhéngigkeit von der Art der Reizung wurden zwei verschiedene elektrische Signale
gemessen: eine kurzes Aktionspotential (Depolarisation) nach Beriihrung und ein ldnger an-
dauerndes Variationspotential (Hyperpolarisation) infolge von Verwundung. Trotz der unter-
schiedlichen Veridnderung des Zellpotentials wurden in Jco, und gpoo, und tendenziell auch
im EQY, vergleichbare Reaktionen dokumentiert. Sowohl im Gaswechsel als auch im EQY
war die Reaktion auf Verwundung deutlich intensiver als auf Beriihrung.

Konnten sich die Fiederblittchen in der Gaswechselkiivette infolge der Reizung falten, so
war die geschlossene Fieder senkrecht zum einfallenden Licht orientiert. Der rapide Einbruch
der Netto-Photosyntheserate kann daher als Lichteffekt interpretiert werden. Im Gegensatz
dazu trat in der stomatidren Leitfdhigkeit nur ein Riickgang um maximal 50 % auf. In
Versuchen mit '*C wies Hodinott (1977) einen Riickgang der Kohlenstoffaufnahme um 40 %
wihrend der kontinuierlichen Reizung eines Blattes iiber 30 Minuten nach. Die Transloka-
tionsrate der Assimilate blieb wéhrend des Untersuchungszeitraumes konstant, was die
Vermutung nahelegt, da3 die C-Aufnahme und die Zuckertranslokation auf verschiedene
Weise mit der Blattbewegung korreliert sind.

Wurden die Fiederblidttchen in der Kiivette im gedffneten Zustand fixiert um den
Lichteffekt zu kompensieren, so trat nach Reizung sowohl in Jco, als auch im EQY ein
abrupter Riickgang auf (vgl. Abb. 3.31B). Im Gegensatz dazu trat in ggo ein transienter,
signifikanter Anstieg auf, gefolgt von einem kontinuierlichen Abfall unter das Ausgangs-
niveau. Der rapide Abfall in der Netto-Photosyntheserate und im Electron Quantum Yield
konnte durch verschiedene Prozesse verursacht worden sein (Abb. 4.6, Pfad @©):

(1) Hemmung der Enzymaktivitiit (z.B. H"-ATPase, Ribulose-1,5-Bisphosphatase) und/ oder

des Turnovers des D1-Proteins in den Chloroplasten (Haeder 1999).

(2) Beeintrachtigung der Elektronentransportketten in den Chloroplasten durch direkte

Einwirkung des elektrischen Signals (Bulychev et al., 1987; Niyazova & Bulychev 1990).

Eine Beeinflussung der biochemischen Prozesse ist denkbar (siehe (1)), wurde aber im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Der schnelle Beginn der beobachteten
Reaktion ldsst eine enzymatische Regulation jedoch eher fraglich erscheinen. Andererseits
stiitzt die deutliche Reaktion im Electron Quantum Yield die Moglichkeit (2).

Der zu Beginn der Reaktion in der stomatiren Leitfdhigkeit beobachtete Anstieg ist
aufgrund der kurzen Dauer vermutlich nicht auf eine aktive Bewegung der Stomata zuriick-

zufiihren. Dieser Effekt ist eher durch eine hydropassive Stomatabewegung erklidrbar: Das
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elektrische Signal trat mit gleicher Intensitit in den Epidermiszellen der Rhachis und der
Fiederblittchen auf. Dort kam es vermutlich, analog zu der Reaktion in den Extensorzellen
der Pulvini (Fromm & Eschrich 1988c), zu einer direkten Aktivierung von Ionenkanilen und
dadurch zu einem (geringfiigigen) Efflux von Ionen und Wasser in den Apoplasten. Der
daraus resultierende abnehmende Gewebedruck der Blattepidermis verursachte dann vermut-
lich die beobachtete hydropassive Offnung der Stomata (Abb. 4.6, Pfad ®).

Durch die Verletzung wurde vermutlich eine andere Signalkette aktiviert als nach
Beriihrung. Das nach der hydraulischen Stérung auftretende Variationspotential konnte auf
der Stimulation von stress-aktivierten Kanidlen im Plasmalemma beruhen (siehe unten). Das
Auftreten des VP in der Nachbarfieder vor Beginn des Turgorabfalls in der Rhachis ist ein
Indikator dafiir, dal primir das elektrische Signal {iber das gesamte Blatt propagiert wurde
und als Ausloser fiir die Faltung der angrenzenden Fiedern fungierte. Zu vergleichbaren
Ergebnissen kam auch Malone (1994), der in Mimosa pudica einen Riickgang der Blattdicke
nahe der Verwundungsstelle beschrieb. Die Wundreaktion wurde als zweiphasiges
hydraulisches Signal interpretiert: die erste Phase war durch einen rapiden, sowohl akropetal
als auch basipetal verlaufenden, WasserfluB infolge eines hydraulischen Signals
gekennzeichnet, gefolgt von einem deutlich geringeren Flufl verursacht durch Transpiration.
Hydraulische Signale infolge von Verwundung wurden auch an anderen Pflanzen (z.B.
Weizen) gemessen und als mogliche Ausloser fiir die systemische Induktion von
Variationspotentialen diskutiert (Malone & Stankovic 1991).

Nach der bei Fixierung der Fiederblittchen anfdnglich gegensitzlichen Reaktion in der
Netto-Photosyntheserate und der Transpiration gingen Jco, und gmo parallel auf ein
deutliches Minimum zuriick, gefolgt von einer sukzessiven Erholung bis zum Ausgangs-
niveau. Diese langsame Stabilisierung ist durch eine aktive Stomatabewegung erklirbar (Abb.
4.6, Pfad @), da Jco, und gm0 zunidchst noch reduziert waren, obwohl sich die Fiedern bereits
wieder zu mehr als 60% gedtfnet hatten (vgl. Abb. 4.4).

In Patch-Clamp-Messungen konnte gezeigt werden, dafl auswirts gerichtete Kaliumkanile
(Kout) der SchlieBzellen nur durch Depolarisation aktiviert wurden, Hyperpolarisation dagegen
fiihrte zu einer Offnung der Kj,-Kanile (e.g. Schroeder et al. 1987; Hedrich & Schroeder
1989). Stoeckel & Takeda (1993) wiesen in Protoplasten von Extensorzellen primérer Pulvini
einen K,,-Gleichrichter nach, der ebenfalls durch Depolarisation aktiviert wurde. In der
vorliegenden Untersuchung konnte dagegen gezeigt werde, dafl die Hyperpolarisation des VP
zu prinzipiell denselben Reaktionen fiihrte wie das AP. Die SchlieBbewegung der Stomata ist

aufgrund verschiedener Prozesse vorstellbar:
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I. Der Efflux von Kalium aus den SZ konnte durch die bekannten K,,-Kanile im
Plasmalemma erfolgen, wenn die primidre Hyperpolarisation des VP in eine
Depolarisation umgewandelt wiirde.

II. Der Turgorverlust der SZ nach Verletzung konnte durch die Stimulierung stress-
aktivierter (sogenannter "mechano-sensitiver") Kanile induziert werden.

Eine Transformation des VP konnte auf Ca**-Fliissen aus der Tanninvakuole basieren, die
als sekundires Signal zur Aktivierung der K,,-Kanile fiihren konnten (Toriyama & Jaffe
1972; Fleurat-Lessard & Roblin 1988; Okihara et al. 1991; Vanden-Driessche 2000). Des
weiteren wurden stress-aktivierte Kanile fiir K¥, Cl” und Ca®" in der Plasmamembran von
SchlieBzellen in Vicia faba L. nachgewiesen (Cosgrove und Hedrich, 1991) und eine mog-
liche Funktion dieser Kanile als hydraulisch-regulierende Ventile fiir den Gaswechsel disku-
tiert. Der primdren Hyperpolarisation des Variationspotentials folgten in allen Messungen
ungleichmifBige Fluktuationen, was fiir die Involvierung verschiedener Membrantransport-
systeme spricht.

Im folgenden Modell (Abb. 4.6) sind die verschiedenen Reaktionen in den untersuchten
Parametern und ihre Interpretation zusammengefalit. Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese,
daBl bei Mimosa pudica das elektrische Signal nicht nur die Faltung der Fiederblittchen
auslost, sondern auch die Photosynthese und die Transpiration beeinflusst, obwohl das VP

nach der Verletzung vermutlich durch die hydraulische Stérung generiert wird.
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Abb. 4.6: Modell zur Erkldrung der verschiedenen beobachteten Reaktionen bei Mimose
infolge seismonastischer Reizung.

Fig. 4.6: Explanatory model of the different responses of Mimosa pudica upon seismonastic
stimulation.

81



Synopsis und Folgerungen

S Synopsis und Folgerungen

"Das Wesentliche ist fiir die Augen unsichtbar"
(Der kleine Prinz; A. de Saint-Exupery)

Sowohl bei Mais als auch bei Mimose beeinflussten das hydraulische und das elektrische
Signal den Gaswechsel. Die nicht-chemischen Signale nach der Wiederbewisserung trocken-
getresster Maispflanzen sowie nach der Reizung (Beriihrung oder Verletzung) eines
Mimosenblattes 10sten sowohl passive als auch aktive Stomatabewegungen aus. Die beobach-
teten Signale und die daraus resultierende Reaktion des Gaswechsels sind ein Indikator fiir
generelle nicht-chemische Reaktionsmechanismen in intakten Pflanzen:

1. Das hydraulische Signal, dokumentiert iiber Turgorverdnderungen in der Epidermis,
verursachte die hydropassiven Reaktionen des Gaswechsels, die besonders in der stoma-
taren Leitfdhigkeit auftraten. Beim Mais 16ste die Wiederbewisserung den Druckanstieg
in der Epidermis aus, gefolgt von der Verengung der Stomata. Im Gegensatz dazu trat bei
Mimose vermutlich eine hydropassive Stomatadffnung auf, resultierend aus einem Turgor-
verlust in den Epidermiszellen. Die Veridnderung im Gaswechsel durch das hydraulische
Signal war bei beiden Pflanzen transient und wurde abgelost durch eine ldngerfristige,
physiologische Verinderung, basierend auf dem elektrischen Signal. Es konnte gezeigt
werden, dafl das hydraulische Signal beim Mais unabhingig vom elektrischen Signal im
Xylem propagiert wird.

Im Gegensatz dazu liegt die Vermutung nahe, dal der Turgorverlust im Mimosenblatt
nach Beriihrung sekundédr als Folge des Aktionspotentials auftritt und nicht an
hydraulische Verdnderungen im Xylem gekoppelt ist. Die schnellere Ausbreitung des
elektrischen Signals im Vergleich zum hydraulischen (AP bei Beriihrung; VP in der
Nachbarfieder nach Verletzung) rief vermutlich in den Epidermiszellen einen geringen
Efflux von Ionen hervor, analog zum Efflux von K und CI in den Extensorzellen der
Pulvini. Bedingt durch den Druckverlust in der Epidermis begann auch bei der Mimose
die Gaswechselreaktion (gm,0) mit einer hydropassiven Stomatareaktion.

Bei Verletzung des Mimosenblattes scheint sich dagegen eine komplexere Reaktions-
kette aus elektrischen und hydraulischen Signalen aufzubauen: Durch die Verletzung kam
es zu einer massiven Storung des hydraulischen Systems, die zur Generierung des
Variationspotentials fiihrte. Dieses sekundire elektrische Signal wurde iiber die verletzte

Pinna hinaus auf das gesamte Blatt {ibertragen: Die benachbarten Fiedern falteten sich und
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der primére Pulvinus klappte nach unten. Nach dem Auftreten des VP kam es auch in den
Nachbarfiedern zum Turgorverlust und, in abgeschwichter Form, auch zur charakteristi-
schen Reaktion im Gaswechsel. Hydraulische Verinderungen waren demzufolge bei
Mimose lokal zur Signalgeneration von Bedeutung, wihrend die Ausbreitung iiber das
gesamte Blatt dem VP oblag. Auch beim Mais wurden sekundire elektrische Signale
infolge der Druckapplikation an der Wurzel beobachtet, die vermutlich die Folge

dhnlicher drucksensitiver Prozesse waren (siehe unten).

. Im Gegensatz zur passiven Stomatareaktion rief das elektrische Signal nach Wiederbe-

wisserung (Mais) oder Beriihrung (Mimose) durch die direkte Stimulation von lonen-
kanidlen eine aktive Verdnderung des Schliezellturgors hervor. Das elektrische Signal
wurde vermutlich bei beiden Pflanzen iiber das Phloem propagiert und initialisierte im
Blatt Reaktionsketten, die sowohl in den SchlieBzellen als auch in den Epidermis- und
Nebenzellen den Austausch von Ionen mit dem umgebenden Apoplasten hervorriefen. Im
Vergleich zu den EZ reagierten die SZ zeitlich verzogert auf das elektrische Signal. Die
Zeitverzogerung bis zum Beginn der Reaktion im Gaswechsel wurde vermutlich durch die
Translation des elektrischen Signals bedingt und ist eine mogliche Erklarung fiir das
Aufeinanderfolgen passiver und aktiver Stomatabewegungen.

Im Gegensatz zum elektrischen Signal nach Wiederbewdsserung oder Beriihrung, das
direkt durch die Aktivierung selektiver, pH- und spannungsabhingiger Membrantrans-
portsysteme hervorgerufen wurde, ist das VP nach Verletzung (Mimose) vermutlich eine
Folge der hydraulischen Storung. Die beobachtete Hyperpolarisation nach Verletzung wie
auch nach Druckapplikation (Mais) 148t sich durch die Aktivierung von drucksensitiven
Kanilen erklidren. Dieser Typ von Kanilen wird bei Verdnderungen des Druckes auf die
Zellmembranen aktiviert, um Schiden am Plasmalemma oder am Tonoplast zu verhindern
und damit die Funktionsfdhigkeit der Zelle zu gewéhrleisten.

Wiihrend das elektrische Signal beim Mais nur iiber die Regulation der Stomata Einfluf3

auf den Gaswechsel hatte, wurde bei der Mimose die Photosyntheserate direkt beeinfluf3t. Der

Einbruch sowohl in Jco, als auch im EQY nach Verletzung erfolgte unabhingig von der

parallel beobachteten hydropassiven Stomatabewegung. Im Gegensatz zur schnellen Erholung

des Electron Quantum Yield dauerte die Regeneration von Jco, deutlich lidnger. Dies deutet

darauf hin, dal die unmittelbare Storung der Photosynthese (EQY und Jco,) durch die

Regeneration der betroffenen Elektronentransportketten schnell ausgeglichen werden konnte,

wihrend die Bewegung der Stomata, und die (gegensitzliche) Kanalaktivierung zur Regene-

ration des Gaswechsels, einen zeitaufwendigeren Prozess darstellt.
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Nach Abklingen der Reizung erreichten sowohl das Zellpotential als auch der Gaswechsel
des Mimosenblattes wieder ihr Ausgangsniveau. Im Gegensatz dazu blieb bei Mais das
depolarisierte Zellpotential bis zum Ende der Messung (1 h nach Wiederbewisserung) kon-
stant. Der Gaswechsel stieg zwar deutlich {iber das Trockenstre3niveau hinaus an, erreicht im
Untersuchungszeitraum jedoch nicht das Ausgangsniveau vor Beginn der Austrocknungs-
phase. Infolge langer andauernder Stresseinwirkung kam vermutlich zur Erh6hung der ABA-
Konzentration im Blatt. Der allm#hliche Abbau der Stressmetabolite konnte die Intensitét der
Gaswechselreaktion durch die Hemmung der Kaliumaufnahme in die Schliezellen gedimpft
haben. Die Interaktion der Gaswechselreaktion mit der Akkumulation von Abscisinsiure ist
ein Indikator dafiir, dal biochemische Prozesse die Wirkung elektrischer Signale beeinflussen
konnen.

Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese, da} besonders elektrische Signale fiir die schnelle
physiologische Reaktion des Gaswechsels von Bedeutung sind. Schnelle elektrische Signale
bieten der Pflanze viele Vorteile, die durch langsamere biochemische Prozesse nicht gewihr-
leistet werden konnen:

. Die Ausbreitung iiber das Phloem ermdglicht eine schnelle Signaltransduktion in

alle Pflanzenteile und ist unabhédngig von hydraulischen Prozessen im Xylem.

. Durch die Aktivierung spezieller Ionenkandle kann die Akkumulation von Ionen
innerhalb einzelner Zelltypen wie den SchlieBzellen gesteuert werden.

. Die vermutliche Beteiligung von Protonenpumpen (H'-ATPasen) an der
Ausbreitung und Umsetzung der Signale deutet darauf hin, da} eine Kopplung mit
Stoffwechselkreisldufen zur Bereitstellung der notwendigen Energie (ATP) besteht.

Demnach verfiigen Pflanzen iliber zwei verschiedene, miteinander verkniipfte Regulations-
mechanismen: FEinerseits erfolgt die langfristige Regulation des Gaswechsels iiber bioche-
mische Prozesse, anderseits ermoglicht die Generierung und Ausbreitung schneller Signale

die Moglichkeit, in die biochemischen Prozesse einzugreifen.
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6 Zusammenfassung

"Das also war des Pudels Kern !"
(Faust I; J. W. Goethe)

Die vorliegende Arbeit hatte die Kldrung der Reaktion des Gaswechsels auf elektrische
und hydraulische Signale zum Ziel. Hierbei wurde die Bedeutung von Langstreckensignalen
zwischen der Wurzel und dem Spro nach der Wiederbewdsserung trockengestresster
Maispflanzen mit Kurzstreckensignalen im Mimosenblatt infolge seismonastischer Reizungen

(Beriihrung oder Verletzung) verglichen.

Zea mays

Mit zunehmendem Trockenstress (Absinken des Bodenwassergehaltes auf 40-50 %) ging
der Zellturgor in der Blattepidermis auf Werte bis unter 0.1 MPa zuriick. Parallel sank die
stomatire Leitfahigkeit auf 50-60 % im Vergleich zu ungestressten Pflanzen ab. Nach der
Wiederbewdsserung trat zuerst ein hydraulisches Signal auf, gemessen als Anstieg des
Zellturgors in der Epidermis, gefolgt von einer Depolarisation des Zellpotentials in der Blatt-
epidermis. Im Gaswechsel trat eine zweiphasige Reaktion auf: nach einem transienten
Absinken der Netto-Photosyntheserate (Jco,) und der stomatiren Leitfdhigkeit (gm.0) stiegen
beide Parameter iiber das vorangegangene Trockenstressniveau hinaus an. Im Gegensatz dazu
trat in der Chlorophyll-Fluoreszenz nach der Wiederbewisserung keine Reaktion des Electron
Quantum Yield (EQY) auf.

Durch die selektive Kompensation des hydraulischen oder elektrischen Signals konnte
nachgewiesen werden, dall beide Signale unabhingig voneinander Einflu3 auf den
Gaswechsel hatten:

e Durch die Applikation von Uberdruck an der Wurzel konnte das hydraulische Signal
nach der Wiederbewdsserung kompensiert werden, die Depolarisation des Zell-
potentials wurde nicht beeintrachtigt. Im Gaswechsel zeigte sich nur ein abgeschwich-
ter Anstieg von Jco, und g0, €ine hydropassive Stomatareaktion trat nicht auf.

e Die Kompensation des elektrischen Signals durch die Kiihlung des Messblattes
reduzierte die Reaktion des Gaswechsels auf eine hydropassive Stomatareaktion, ein
Anstieg in Jco, und gm0 liber das Trockenstressniveau hinaus unterblieb.

Der Blattwassergehalt sank infolge des Trockenstresses signifikant um ca. 10 % ab.

Innerhalb der ersten Stunde nach der Wiederbewisserung trat weder in den Terahertz-
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Messungen noch im destruktiv bestimmten Blattwassergehalt eine signifikante Veridnderung
auf. Demzufolge steht der erhohte Wasserinflux ins Blatt nach der Wiederbewisserung,
dokumentiert durch den Anstieg des Zellturgors in der Epidermis, im Gleichgewicht mit dem
erhohten Wasserverlust durch den Anstieg des Gaswechsels.

Trotz des Anstiegs von Jco, und gmo nach der Wiederbewisserung blieb der Gaswechsel
im Vergleich zu ungestressten Pflanzen reduziert. Dies konnte die Folge der Akkumulation
von Abscisinsdure im Apoplsten der SchlieBzellen bei zunehmendem Trockenstress sein, die

nach der Wiederbewisserung nur langsam abgebaut wurde.

Mimosa pudica

Nach Beriihrung der Spitze der untersuchten Pinna trat sowohl in der Epidermis der
Rhachis als auch in der Epidermis der Fiederblittchen ein schnelles Aktionspotential (AP;
transiente Depolarisation) auf, das zur Faltung der Fiederblittchen der gereizten Pinna fiihrte;
die Nachbarfiedern blieben geoffnet. Verletzung fiihrte im Gegensatz dazu zu einem
Variationspotential (VP), beginnend mit einer Hyperpolarisation. Das VP breitete sich iiber
das gesamte Blatt aus und fiihrte zur Faltung aller Fiedern.

Im Zellturgor in der Epidermis der Rhachis trat nach Beriihrung ein geringfiigiger
Turgorabfall auf, der vermutlich durch das Aktionspotential verursacht wurde. Infolge von
Verletzung kam es in der betroffenen Fieder zu einer starken hydraulischen Storung, die
vermutlich die Generation des Variationspotentials hervorrief. In den Nachbarfiedern trat
dagegen nur ein geringfiigiger Turgaorabfall in der Rhachis auf, der als Folgeerscheinung des
sich ausbreitenden elektrischen Signals interpretiert wurde.

Der Gaswechsel sank, besonders Jco,, durch die Faltung der Fiedern stark ab. Im Vergleich
zum Offnungszustand Fiederblittchen wihrend der erneuten Enfaltung war die Regeneration
von Jco, und gmo deutlich verzogert. Die Fixierung der Fiederblidttchen im gespreiztem
Zustand fiihrte zunichst zu einer gegensitzlichen Reaktion: In der stomatédren Leitfdhigkeit
trat ein transienter Anstieg auf, gefolgt von einem Abfall unter das Ausgangsniveau. Die
Netto-Photosynthese sank abrupt und deutlich ab, gefolgt von einer allméhlichen Regenera-
tion zeitgleich mit gp,o. Messungen der Chlorophyll-Fluoreszenz ergaben einen Riickgang im
EQY, der parallel zum Einbruch von Jco, auftrat.

Obwohl die beiden elektrischen Signale als Verdnderungen des Zellpotentials in
entgegengesetzter Richtung auftraten, riefen sie prinzipiell die gleiche Reaktion im Gaswech-
sel und in EQY hervor, wobei die Reaktion auf Verwundung stirker ausgeprigt war als nach

Beriihrung. Der ldangerfristige Wiederanstieg des Gaswechsels ist vermutlich die Folge einer
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aktiven Stomatareaktion: Infolge der Reizung kam es durch den Efflux von Ionen und Wasser
zum Turgorverlust der SchlieBzellen, der durch einen aktiven Riicktransport der Ionen
ausgeglichen wurde. Die Ergebnisse belegen, da sowohl das elektrische als auch das
hydraulische Signal nicht nur die Faltung der Fiederblittchen verursachen, sondern auch

direkten Einfluf auf den Gaswechsel haben.

Synopsis

Es konnte gezeigt werden, daf} hydraulische und elektrische Signale sowohl zwischen der
Wurzel und dem Sprof3 als auch auf Blattebene auftreten und Einflul auf die Reaktion des
Gaswechsels haben. In beiden Pflanzen erfolgte die anhaltende, aktive Stomataregulation
vermutlich durch das elektrische Signal, das wahrscheinlich die Aktivierung von selektiven
Ionenkanilen in der SchlieBzellenmembran hervorrief. Die transienten, passiven Reaktionen
des Gaswechsels waren dagegen eher die Folge hydraulischer Signale, die durch kurzfristige
Verdnderungen des Druckgleichgewichtes zwischen den Stomata und den angrenzenden

Zellen der Blattepidermis verursacht wurden.
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7 Summary

The study aims at clarifying the regulation of the leaf gas exchange upon the occurrence of
rapid electric and hydraulic signals. The importance of long-distance signals between root and
shoot after re-irrigation of drought-stressed maize plants (Zea mays L.) was compared with
responses to short-distance signals at the leaf level upon seismonastic stimulation (touching or

injury) of Mimosa pudica L.

Zea mays

As a consequence of soil water content decreasing by 50 to 60 %, the turgor in the
epidermal cells decreased in part to below 0.1 MPa. In parallel, the stomatal conductance
declined to 50-60 % as compared to the level of unstressed plants. After re-irrigation, a
hydraulic signal, indicated by an increase in the cell turgor, was initiated, which was
succeeded by a depolarisation of the cell potential in the leaf epidermis. In the leaf gas
exchange a two-phase response was observed: After a transient decrease of the net CO,
uptake rate (Jco,) and stomatal conductance (gm,0) both parameters exceeded the level of
drought-stress. Additional measurements of the chlorophyll fluorescence showed no response
to re-irrigation.

Applying selective compensation, it could be demonstrated that the two signals
independently affected the leaf gas exchange:

e Pressurising the root compensated for the hydraulic signal after re-irrigation, whereas
the electric signal was not affected. In the gas exchange only a minor increase of Jco,
and gmo was documented; an initial transitory decrease (hydropassive stomatal
response) was obmitted.

e The compensation of the electric signal by leaf cooling restricted the response of the
gas exchange to a transitory hydropassive decline. An increase of Jco, and gmo
exceeding the drought-stress level did not occur.

Under drought-stress, the leaf water content declined significantly by about 10 %.
However, during the first hour after re-irrigation neither T-Ray Imaging nor destructive
assessment reflected a significant increase in leaf water content. Regarding the increase of the
cell turgor in the epidermis, the water influx into the leaf after re-irrigation appears to be
balanced by the increased leaf transpiration.

Despite the stomatal opening, the gas exchange did not reach the level of well-irrigated

plants. This might be caused by an accumulation of abscisic acid in the apoplast of the guard
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cells under persisting drought. The substrat-exchanging transport systems of the guard cell
membranes might, therefore, stay inhibited after re-irrigation, and as a result, the increase of

Jco, and gpp,0 remained restricted.

Mimosa pudica

Immediately after touching the tip of the observed pinna, an action potential (depola-
risation) appeared in the epidermis of the rhachis and the leaf lamina, provoking the upfolding
of the leaflets. In contrast, the neighbouring pinnae were not affected. Upon injury, however,
a variation potential (beginning with a hyperpolarisation) was observed, which spread across
the entire leaf and was succeeded by upfolding of the neighbouring pinnae.

Upon touching, only a minor decrease of cell turgor occurred in the epidermis of the
rhachis and was probably determined by the electric signal. In contrast, injury caused a
hydraulic disruption in the affected pinna, which appears to trigger the variation potential. In
the neighbouring pinnae only a delayed, minor decrease of the cell turgor was observed,
which was interpreted as a result of the spreading electric signal.

If the leaflets inside the gas exchange cuvette closed due to stimulation, a rapid decline
occurred, in particular, in Jco,. Unlike the gradual unfolding of the leaflets, the recovery of the
gas exchange was delayed. When preventing upfolding by leaflet fixation, stomatal
conductance distinctly increased and then was followed by a gradual decline. In parallel, both
the CO, uptake rate and the Electron Quantum Yield (EQY) displayed significant decreases
immediately after excitation.

Although the two electric signals affected the cell potential in opposite ways, the gas
exchange and EQY displayed similar responses. However, upon injury the response was more
instinct upon injury as compared to touching. The long-term recovery of Jco, and gm0 appears
to be caused by active stomatal regulation: Upon stimulation, an efflux of ions and water
probably determined turgor loss in the guard cells - an effect to be counterbalanced through
an active return transport. In summary, it is concluded that electric and hydraulic signals not
only determine the folding movements of the leaflets, but also trigger accompanying changes

in photosynthesis and stomatal conductance.

Synopsis
It is demonstrated that hydraulic and electric alterations both function as long-distance
signals between root and shoot and communicate short-distance signals within leaves. At both

scales, leaf gas exchange is affected. In Zea mays and Mimosa pudica the long-term,
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physiological regulation of the stomata appears to be triggered by the electric signal,
determining the activation of ion channels in the plasmalemma of the guard cells. In contrast,
the transitory, hydropassive response of the leaf gas exchange is regarded to be determined by
the hydraulic signal and depends on temporary imbalances in the tissue pressure between the

stomata and the adjacent epidermal cells.
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9 Anhang

Gaswegeplan des Minikiivetten-Systems:
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Abb. 9.1: Gaswegeplan des Minikiivettensystems zur Messung des Blattgaswechsels an Mais.

Fig. 9.1: Pneumatic set-up of the minicuvette system used for measurement of leaf gas
exchange in maize.
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Gaswegeplan des Porometers (CQP 130):
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Abb. 9.2: Gaswegeplan des Porometers CQP 130 zur Messung des Blattgaswechsels an Mais
und Mimose.

Fig. 9.2: Pneumatic set-upe of the diffusion COyH>O-porometer CQP 30 used for
measuremens of leaf gas exchange in Zea mays and Mimosa pudica.

Herstellernachweis der verwandten Chemikalien:

Name Charge Hersteller
KCl-Agar
Kalium-Chlorid (KCI); 99.5% | K23982436737 | Merck, Darmstadt, Deutschland
Agar 1241 Behrens & Co., Hamburg, Deutschland

Tab. 9.1: Herstellernachweis der Chemikalien, die bei den Zellpotentialmessungen verwandt
wurden.

Table 9.1: Manufacturer register of the chemicals used for the assessment of cell potential.
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Kalibrierkurve der Theta-Probe zur Bestimmung des Bodenwassergehaltes (swc):
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Abb. 9.3: Kalibrierkurve und Regressionsfunktion der Thetaprobe zur Bestimmung des
Bodenwassergehalts (swc).

Fig. 9.3: Calibration curve and its regression function of the Thetaprobe, used for the
determination of soil water content (swc).

Kalibrierkurve des Druckaufnehmers an der Wurzeldruckkammer :
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Abb. 9.4: Kalibrierkurve und Regressionsfunktion des Druckaufnehmers an der Wurzel-
druckkammer zur Kontrolle der Hohe des applizierten Uberdrucks an der Wurzel der
Maispflanzen.

Fig. 9.4: Calibration curve and ist regression function of the pressure transducer at the root
pressure chamber, used for the monitoring of the pressure applied to the root of maize plants.
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Versuchsaufbau zur Terahertz-Messung mit Verlauf des Strahlenganges
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Abb. 9.5: Versuchsaufbau des Terahertz-Messplatzes sowie der Verlauf des Strahlenganges;
nach P. Knobloch, Institut fiir Hochfrequenztechnik, TU Braunschweig.

Fig. 9.5: Experimental setup of the Terahertz methodology and the path of the measuring ray;
after P. Knobloch, Institut fiir Hochfrequenztechnik, TU Braunschweig.
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Zusatzkurven:
I) Mais

A) Reaktion im Gaswechsel auf Wiederbewdisserung unter Atmosphdrendruck:
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3)
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Abb. 9.6: (1)-(3): Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m? s‘l)
und der stomatiren Leitfdhigkeit (gm20; mmol m s']) einer trockengestressten Maispflanze
auf Wiederbewisserung. Die Pfeile markieren die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.6: (1)-(3): Representative response of the net CO, uptake rate (Jcoz; pmol m™> s™') and

the stomatal conductance (gm0, mmol m? s7) of a drought-stressed maize plant to re-
irrigation. Arrows denote the instant of irrigation at time zero.
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B) Reaktion des Zellpotentials auf Wiederbewdisserung unter Atmosphdrendruck:
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Abb. 9.7: (1)-(3): Reprisentative Reaktion des Zellpotentials in der Blattepidermis einer
trockengestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung. Die Pfeile markieren die Wieder-
bewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.7: (1)-(3): Representative response of the cell potential, measured in the leaf epidermis

of a drought-stressed maize plant, to re-irrigation. Arrows denote the instant of irrigation at
time zero.
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C) Reaktion des Zellturgors auf Wiederbewdsserung unter Atmosphdrendruck:
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Abb. 9.8: (1)-(3): Reprisentative Reaktion des Zellturgors in der Blattepidermis einer
trockengestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung. Die Pfeile markieren die
Wiederbewidsserung zum Zeitpunkt t=0. *: Stabilisierung des Meniskus an seiner
Ausgangsposition; **: Uberpriifung der hydraulischen Reaktion der Zelle.

Fig. 9.8: (1)-(3): Representative response of the cell turgor in the leaf epidermis of a drought-
stressed maize plant to re-irrigation. Arrows denote the instant of irrigation at time zero. *:
Stabilisation of the meniscus at its initial position; **: Check on of hydraulic continuity
between cell and probe.
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D) Reaktion im Gasewechsel auf Wiederbewdisserung bei Uberdruck in der Wurzeldruck-

kammer:
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Abb. 9.9: (1)-(3): Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcop; pmol m? s‘])
und der stomatiren Leitfdhigkeit (gm0; mmol m? s7) einer trockengestressten Maispflanze
auf Wiederbewisserung unter Uberdruck in der Wurzeldruckkammer. Die Pfeile markieren
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Fig. 9.9: (1)-(3): Representative response of the net CO, uptake rate (Jcoo; pmol m™? s™') and
of the stomatal conductance (gm0, mmol m? s?) of a drought-stressed maize plant to re-
irrigation under enhanced pressure in the root pressure chamber. Arrows denote the instant

of irrigation at time zero.
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E) Reaktion des Zellpotentials auf Wiederbewiisserung unter Uberdruck in der Wurzel-

druckkammer:
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Abb. 9.10: (1)-(3): Reprisentative Reaktion des Zellpotentials in der Blattepidermis einer
trockengestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung unter Uberdruck in der Wurzeldruck-
kammer. Die Pfeile markieren die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.10: (1)-(3): Representative response of the cell potential, measured in the leaf

epidermis of a drought-stressed maize plant, to re-irrigation under enhanced pressure in the
root pressure camber. Arrows denote the instant of irrigation at time zero.

112



Anhang

F) Reaktion des Zellturgors auf Wiederbewiisserung unter Uberdruck in der Wurzel-

druckkammer:
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Abb. 9.11: (1)-(3): Reprisentative Reaktion des Zellturgors in der Blattepidermis einer
trockengestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung unter Uberdruck in der Wurzel-
druckkammer. Die Pfeile markieren die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0. **:
Uberpriifung der hydraulischen Reaktion der Zelle.

Fig. 9.11: (1)-(3): Representative response of the cell turgor in the leaf epidermis of a
drought-stressed maize plant to re-irrigation under enhanced pressure in the root pressure
chamber. Arrows denote the instant of irrigation at time zero. **: Check on of hydraulic
continuity between cell and probe.
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G) Reaktion im Gaswechsel auf Wiederbewdsserung unter Kiihlung des Blattes vor der

Gaswechselkiivette:
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Abb. 9.12: (1)-(3): Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcoz; pmol m> s‘l)
und der stomatiren Leitfdhigkeit (gm20; mmol m™ s']) einer trockengestressten Maispflanze
auf Wiederbewisserung bei gleichzeitiger Kiihlung des Messblattes vor der Gaswechsel-
kiivette Die Pfeile markieren die Wiederbewisserung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.12: (1)-(3): Representative response of the net CO; uptake rate (Jcoz, pumol m? s?)
and the stomatal conductance (gm0, mmol m? s ) of a drought-stressed maize plant to re-
irrigation and simultaneous cooling of the leaf surface in front of the gas-exchange cuvette.
Arrows denote the instant of irrigation at time zero.
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H) Reaktion des Zellpotentials und des Zellturgors auf Wiederbewdsserung unter Kiihlung

des Messblattes:
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Abb. 9.13: (1)-(2): Reprisentative Reaktion des Zellturgors und des Zellpotentials in der
Blattepidermis einer trockengestressten Maispflanze auf Wiederbewisserung unter Kiihlung
des Messblattes. Die Pfeile markieren die Wiederbewidsserung zum Zeitpunkt t=0. *:
Stabilisierung des Meniskus an seiner Ausgangsposition; **: Uberpriifung der hydraulischen
Reaktion der Zelle.

Fig. 9.13: (1)-(2): Representative response of the cell turgor and the cell potential, measured
in the leaf epidermis of a drought-stressed maize plant, to re-irrigation during simultaneous
cooling of the leaf surface. The arrows denote the instant of irrigation at time zero. *:
Stabilisation of the meniscus at its initial position; **: Check on of hydraulic continuity
between cell and probe.
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1I) Mimose
A) Reaktion im Zellpotential: Rhachis
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Abb. 9.14: Reprisentative Reaktion im Zellpotential auf Reizung durch Beriihrung ((1)-(3)
links) oder Verletzung ((1)-(3) rechts) der Spitze der fixierten Fieder in der Epidermis der
Rhachis. Um eine Bewegung der Fiederblittchen wihrend der Messung zu unterbinden,
wurde ein Teil der untersuchten Fieder mit gedffneten Bléttchen zwischen zwei Plexiglas-
platten fixiert. Die Pfeile markieren die Reizung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.14: Representative response of the cell potential to touching ((1)-(3) left) or injury ((1)-
(3) right) as recorded in the epidermis of the rhachis. The part of the assessed pinna was fixed
so that leaflets stayed spread between two slices of plexiglass Arrows denote the instant of
excitation at time zero.
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B) Reaktion im Zellpotential: Blatt
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Abb. 9.15: Reprisentative Reaktion im Zellpotential auf Reizung durch Beriihrung ((1)-(3)
links) oder Verletzung ((1)-(3) rechts) der Spitze der fixierten Fieder in der Epidermis eines
Fiederblittchens. Um eine Bewegung der Fiederblittchen wéhrend der Messung zu unter-
binden, wurde ein Teil der untersuchten Fieder mit getffneten Blittchen zwischen zwei
Plexiglasplatten fixiert. Die Pfeile markieren die Reizung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.15: Representative response of the cell potential to touching ((1)-(3) left) or injury ((1)-
(3) right) as recorded in the epidermis of a leaflet. The part of the assessed pinna was fixed so
that leaflets stayed spread between two slices of plexiglass The arrows denote the instant of
excitation at time zero.
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C) Reaktion im Zellpotential auf Verletzung der Nachbarfieder
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Abb. 9.16: (1)-(3): Reprisentative Reaktion im Zellpotential auf Verletzung der Nachbar-
fieder. Um eine Bewegung der Fiederblittchen wihrend der Messung zu unterbinden wurde
ein Teil der untersuchten Fieder mit gedffneten Blittchen zwischen zwei Plexiglasplatten
fixiert. Die Messungen wurden unabhingig voneinander durchgefiihrt. Die Pfeile markieren
die Reizung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.16: (1)-(3): Representative response of the cell potential to injury of the tip of a
neighbouring pinna. During the experiment part of the pinna was fixed with the leaflets
spread between the two slices of plexiglass. The two measurements were recorded separately
from each other. Arrows denote the instant of excitation at time zero.
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D) Reaktion im Zellturgor: Rhachis
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Abb. 9.17: Reprisentative Reaktion im Zellturgor in der Epidermis der Rhachis auf Reizung
durch Beriihrung der Spitze der Messfieder ((1)-(3) links) oder Verletzung der Spitze einer
Nachbarfieder ((1)-(3) rechts). Um eine Bewegung der Fiederblédttchen wihrend der Messung
zu unterbinden wurde ein Teil der untersuchten Fieder mit geodffneten Blittchen zwischen
zwel Plexiglasplatten fixiert. Die Messungen wurden unabhiingig voneinander durchgefiihrt.
Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der Reizung, die Sternchen markieren die Faltung der
Blittchen oberhalb (*) und unterhalb (**; Fiederspitze) der Plexiglasklemme.

Fig. 9.17: Representative response of the cell turgor of a single rhachis cell of Mimosa
pudica to touching ((1)-(3) left) at the tip of the pinna or injury ((1)-(3) right) at the tip of a
neighbouring pinna. During the experiment part of the pinna was fixed with the leaflets
spread between the two slices of plexiglass. The two measurements were recorded separately
from each other. Since the injury treatment caused hydraulic disruption,cell turgor was
assessed in the neighbouring pinna. Arrows denote the instant of excitation at time zero.
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E) Reaktion im Gaswechsel: Bldttchen falten sich
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Abb. 9.18: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcoz, pmol m> s'l) und der
stomatidren Leitfihigkeit (gm0, mmol m™> s'l) einer einzelnen Fieder, deren Blattchen sich
infolge von Beriihrung ((1)-(3) links) oder Verletzung ((1)-(3) rechts) schlielen konnten. Die
Pfeile markieren die Beriihrung (A) oder Verletzung (B) der Spitze der Messfieder zum
Zeitpunkt t=0. Die Zahlen geben den Offnunszustand der Fiederblittchen wihrend der
erneuten Entfaltung in der Kiivette an (A, B): 1 =20% , 2 = 40%, 3 = 60%, 4 = 80% geoffnet.

Fig. 9.18: Representative response of the net CO, uptake rate (Jeoz, umol m* s') and the
stomatal conductance (gp20, mmol m? s7) of a single pinna with folding leaflets upon
touching ((1)-(3) left) or injury ((1)-(3) right). Arrows denote the instant of touching (A) or
injury (B) at the tip of the measured pinna at time zero. The numbers reflect the state of
reopening of the leaflets inside of the cuvette (A, B): 1= 20%, 2 = 40%, 3 = 60%, 4 = 80%
open. The measurements were recorded separately from each other.
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F) Reaktion im Gaswechsel: Blittchen im gedffneten Zustand fixiert
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Abb. 9.19: Reprisentative Reaktion der Netto-Photosyntheserate (Jcoz, pmol m> s'l) und der
stomatidren Leitfdhigkeit (gm0, mmol m™> s'l) einer einzelnen Fieder, deren Blittchen im
offenen Zustand fixiert waren. Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der Beriihrung ((1)-(3)
links) oder der Verletzung ((1)-(3) rechts) der Spitze der Messfieder. Die Zahlen in Grafik (B)
geben den Offnungszustand wiihrend der erneuten Enfaltung der Nachbarfiedern an: 1= 20% ,

2 =40%

, 3=60%, 4 = 80% geoffnet.

Fig. 9.19: Representative response of the CO, uptake rate (Jcoz, umol m* s™) and the stoma-

tal conductance (gm0, mmol m’

2

s7) of a single pinna, with the leaflets being fixed in spread

position inside the cuvette. Arrows denote the instant of touching ((1)-(3) left)) or injury (((1)-
(3) right)) at the tip of the measured pinna at time zero. The numbers at graph (B) reflect the
state of re-opening of the neighbouring pinna of the observed leaf (B): 1= 20% , 2 = 40%, 3
= 60%, 4 = 80% open. The measurements were recorded separately from each other.
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G) Reaktion in der Chlorophyll-Fluoreszenz:
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Abb. 9.20: Reprisentative Reaktion des Electron Quantum Yield einer einzelnen Fieder auf
Beriihrung ((1)-(3) links) oder Verletzung ((1)-(3) rechts). Die Blittchen waren wihrend der
Messung in der Blattklemme des Mini-PAM-Gerites in gedffnetem Zustand fixiert. Die Pfeile
markieren die Reizung zum Zeitpunkt t=0.

Fig. 9.20: Representative response of the electron quantum yield of a single pinna due to
touching ((1)-(3) left) or injury ((1)-(3) right). The measurements were recorded separately
from each other. The leaflets were fixed in spread position in the leaf clip of the Mini-PAM to
prevent movement after excitation. Arrows denote the instant of excitation at time zero.
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