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Kurzfassung

Die Aufnahme, der Transport und die Reduktion von NO; zu NH," stellen einen wichtigen
Prozess im Stoffwechsel der Pflanze dar, der vielen Wechselwirkungen unterliegt. Seit mehr als
30 Jahren wird ein Modell diskutiert, nach dem K" eine wichtige Rolle beim Transport von NO3’
in den Spross spielt. Um dieses Modell zu bewerten, wurden in dieser Arbeit 2 Spezies gewahlt,
von denen eine NOj3™ bevorzugt in der Wurzel (Lupinus albus L. Sorte Amiga), die andere NO3
Uberwiegend in den Blattern reduziert (Brassica napus L. Sorte Liberator-00).

Unter Einsatz des kurzlebigen >N wurden Aufnahmekinetiken von NO3 an Raps und Lupine
erstellt, wobei zwischen Influx, Efflux und Netto-Aufnahme unterschieden wurde. Nach
NH,*-Erndhrung reagieren beide Spezies beim ersten Kontakt mit NOs;™ mit einem Anstieg der
Aufnahmerate, wobei ein Efflux von NOj3™ erst nach einigen Stunden einsetzt. Weiterhin wurde
festgestellt, dass zur Induktion der NO3z-Aufnahme bereits ein kurzfristiger NO3-Puls ausreicht.
Die Aufnahmekinetiken der beiden Spezies zeigen bei niedrigem NOj3;-Angebot das Bild eines
induzierbaren High Affinity Transport System (HATS), wahrend bei hohem Angebot ein Low
Affinity Transport System (LATS) aktiv ist. Die Aufnahmerate von Raps liegt dabei deutlich Gber
den Aufnahmeraten von haufig untersuchten Spezies wie Gerste oder Weizen, wahrend die
Lupine eine deutlich niedrigere Aufnahmerate aufweist.

Werden NOs-erndhrte Pflanzen unter K*-Mangel angezogen, so sind NOj-Influx und
NO3-Efflux reduziert. Wird den K-Mangelpflanzen wieder K* angeboten, so steigt der Influx
starker als der Efflux und es kommt zu einer héheren Nettoaufnahme. Der Efflux nimmt erst
zeitlich verzogert zu, so dass sich hier ein &hnliches Bild wie bei der Induktion der
NO3-Aufnahme bei NH, " -ernahrten Pflanzen ergibt.

Im Xylem-Exudat der Lupine ist bei einem NO3;-Angebot unter 250 uM kein NO3;" nachweisbar.
In den Blattern ist die Nitratreduktaseaktivitdt (NRA) erst bei einer Erndhrung von Uber
1 mM NOj festzustellen. Bei Raps lasst sich NO3; im Xylem selbst bei einem Angebot von
weniger als 100 uM nachweisen und die NRA ist in allen Pflanzenteilen nachweisbar. Unter K*-
Mangel ist die NRA in beiden Spezies reduziert.

Der Einsatz radioaktiver C-Isotope (''C bzw. "C) lieferte widerspriichliche Daten. Bei einen
Pulsexperiment zeigte die -K-Variante eine starkere Verlagerung von Assimilaten in die Wurzel
als die +K-Variante. Bei einer kontinuierlichen Applikation lag der Transfer von Assimilaten
jedoch deutlich niedriger als bei der +K-Variante oder einer Variante, die wahrend des Versuchs
auf Medium mit K* umgestellt wurde.

Werden Raps und Lupine mit 150 uM NOs3™ angezogen, so ist unter K’-Mangel der Malatgehalt
deutlich reduziert. Wird der K'-Mangel aufgehoben, so erfolgt ein starker Anstieg der
Malatgehalte. Nach einem Tag liegen die Werte deutlich Uber den Malatgehalten der
+K*-Variante, sie gehen aber in den folgenden Tagen langsam auf das Niveau der +K*-Variante
zuriick. Die Induktion eines K*-Mangels fiihrt zu einem langsamen Absinken der Malatgehalte in
Raps oder Lupine.

Wenn auch nicht unumstritten, so kann als Fazit der hier vorgestellten Untersuchungen das von
Ben Zioni et al. (1971) vorgestellte Modell eines K*-Shuttles zwischen Xylem und Phloem zur
Erklarung vieler der beschriebenen Effekte beitragen.



Abstract

Uptake, transport and reduction of nitrate to ammonia are part of an important process in plant
metabolism which is subject to many interactions. For more then 30 years a model has been
discussed where potassium plays an important role in nitrate transport to the shoot. To evaluate
this model 2 plant species have been selected in this study, where one is reducing nitrate
predominantly in the root (Lupinus albus L. species Amiga) while the other reduces nitrate
predominantly in the shoot (Brassica napus L. species Liberator-00).

Usage of the short-lived radioisotope N permitted to generate nitrate-uptake kinetics of oilseed
rape and white lupin with distinction between influx, efflux and net uptake. Upon first contact
with nitrate following ammonium-nutrition both species show an increasing uptake rate of
nitrate. Initially nitrate efflux is missing but it starts after several hours. Further on it was stated
that a short term pulse of nitrate is sufficient for induction of nitrate-uptake.

Uptake kinetics of both species at low nitrate supply show the picture of an inducible high
affinity transport system (HATS) while as a reaction to a higher supply a low affinity transport
system (LATS) is active. The nitrate uptake rate of oilseed rape is much higher than the one of
commonly studied species like wheat or barley, while the nitrate uptake rate of white lupin is
much lower.

Plants grown under K*-deficiency show lower nitrate-influx and lower efflux. As soon as K" is
applied nitrate-influx increases stronger than efflux, leading to a higher net uptake of nitrate.
Nitrate efflux increases after a lag period, showing a similar reaction like the induction of
nitrate-uptake after previous ammonium-nutrition.

At nitrate nutrition below 250 uM no nitrate can be detected in xyleme exudates of white lupin.
Nitrate reductase activity (NRA) in the shoot starts at nutrition levels of 1 mM nitrate. In oilseed
rape nitrate can be detected in the xyleme even at nutrition below 100 uM nitrate and NRA is
measurable in all plant parts. Under K* deficiency the NRA in both species is reduced.

Using radiolabelled carbon-isotopes (''C, *C) showed contradictory data. In a pulse experiment
the K'-deficient plants of Brassica napus L. showed higher export of assimilates to the roots
than the K*-supplied control. At continuous application the transfer of assimilates to the root was
much less in the —K*-plants compared to +K* plants or plants that have been switched from -K
to +K medium during the experiment.

Oilseed rape and white lupin, grown with 150 yM nitrate, showed reduced malate content under
K*-deficiency. As soon as K" is resupplied a strong increase of malate can be determined. One
day after supply with K malate reaches a level above the one of continously K*-supplied plants,
but during the next days the concentration declines. Induction of K*-deficiency slowly leads to a
reduction of malate contents in oilseed rape and white lupin.

Also not undisputed, the model of a K*-shuttle between xyleme and phloeme presented by Ben
Zioni et al. (1971) can contribute to the explanation of the described effects.
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Einleitung

1 Einleitung

Stickstoff stellt mit 78 % das haufigste Gas der Erdatmosphare dar, jedoch sind nur
wenige stickstoffoxidierende Bakterien in der Lage, dieses Element fur den
Stoffwechsel nutzbar zu machen. Die Mehrheit der Organismen ist darauf angewiesen,
ihren Bedarf an Stickstoff durch reduzierte oder oxidierte Verbindungen dieses
Elements zu decken. Seit Justus von Liebig um 1840 erkannte, dass Pflanzen ihre
Nahrstoffe in anorganischer Form aufnehmen und in organische Verbindungen
umwandeln, bestand ein reges Interesse daran, diese Vorgange besser zu verstehen.
Seine Erkenntnisse flhrten zum Einsatz mineralischer Dinger in der Landwirtschaft, die
zu diesem Zeitpunkt dringend nach Moglichkeiten suchte, den Ackerpflanzen eine
bessere Erndhrung zukommen zu lassen, um hohere und gesicherte Ertrdge zu
erzielen. Albert Schultz (1895), der sich intensiv mit der Lehre Liebigs befasste, zeigte
in langjahrigen Versuchen auf seinem Gut Lupitz (1855-1894) , dass die Aufnahme von
Leguminosen in die Dreifelderwirtschaft zu Ertragsteigerungen fuhrt. Dies allein reichte
aber nicht aus, die von Malthus (1789) aufgestellte Theorie zu entkraften, dass die Welt
einer grof3en Hungerkatastrophe entgegen gehe, da die landwirtschaftliche Produktion
sich nur linear steigern lieRe, sich die Bevolkerungszahl jedoch exponentiell entwickele.
Erst mit der chemischen Synthese von stickstoffhaltigen Dingemitteln, die nach der
ersten kunstlichen Harnstoffherstellung durch Friedrich Wohler (1828) in der
Entwicklung des Haber-Bosch-Verfahrens (1909) ihren Hohepunkt fand, war der Weg
fur eine weitere Ertragsteigerung frei.

Wahrend die Landwirtschaft vorrangig an der Steigerung und Sicherung der Ertrage
interessiert war, stand zur gleichen Zeit auf Seiten der Pflanzenernahrung das
Verstandnis uber das Zusammenwirken von Nahrstoffen im Mittelpunkt der Forschung.
Das vorrangige Ziel war es daher, mit gezielten Mangelversuchen herauszufinden,
welche Nahrelemente die Pflanze bendtigt und in welchem Umfang sie ihr angeboten
werden mussen. Dies fuhrte zur Klassifikation der Nahrstoffe in Makronahrelemente
(C, O,H, N, S, P, K, Ca, Mg, Fe) und Mikronahrelemente (Spurenelemente), wobei von
den letztgenannten lange Zeit nicht bekannt war, warum sie von der Pflanze bendtigt
werden.

Im Laufe der Zeit gewann daher die Pflanzenphysiologie, die sich mit den

Zusammenhangen des Stoffwechsels befasst, immer mehr an Bedeutung.



Einleitung

De Saussure erkannte bereits 1804, dass Stickstoff ein essentielles Element fur die
Pflanze darstellt. Nach anfanglichen Untersuchungen der Zusammensetzung der
pflanzlichen Biomasse gelang es durch die Analyse von Pflanzensaftproben, erste
Hinweise auf Stoffstrome in der Pflanze zu gewinnen. Mit verbesserten
Nachweistechniken wurde eine immer groflere Zahl von Stoffen im pflanzlichen
Gewebe identifiziert, und die ersten Modelle fur Stoffwechselkreislaufe entstanden
(Sprengel, 1832). Die Photosynthese und die mit ihr gekoppelten Prozesse spielten
hierbei eine wesentliche Rolle. Aber auch der katabole Kohlenstoff-Stoffwechsel wurde
untersucht, und 1882 konnte Julius von Sachs zeigen, dass bei der Respiration die
Substanzen wieder verbraucht werden, die in der Lichtreaktion aus CO, aufgebaut

worden waren.

Die Untersuchungen zum Stickstoffstoffwechsel wurden erst spater vorangetrieben, und
so dauerte es auch lange, bis die Synthese von Aminosauren, der Aufbau von
Proteinen und N-haltigen Kohlenstoffverbindungen (z.B. Purine, Pyrimidine) aufgeklart
wurde. Die chemische Struktur von Enzymen, die alle Stoffwechselprozesse
katalysieren, wurde erst im 20.Jahrhundert aufgedeckt. Seit Buchner (1897) nach der
Gewinnung eines zellfreien Extrakts aus Hefezellen feststellte, dass diese Losung in der
Lage war, Saccharose in Alkohol zu Uberflihren, waren neue Wege fur die Enzymologie
geebnet. Die Charakterisierung der Enzyme als Protein erfolgte allerdings erst durch
Summer (1929).

Auch morphologische Untersuchungen haben einen Beitrag zur Aufklarung der
Stoffflisse leisten konnen. Die Beschreibung der stoffleitenden und stoffspeichernden
Gewebe mit Hilfe der Lichtmikroskopie fUhrte zu unterschiedlichen Theorien Uber die
Transportvorgange in der Pflanze. Mit dem Einsatz der Elektronenmikroskopie auf dem
Gebiet der Zellbiologie gelang es spater, auch auf zellularer Ebene, Strukturen sichtbar
zu machen und ihre Funktion zu erklaren. Einen anderen Weg zum Verstandnis der
Vorgange in der Zelle bot der Einsatz von Mikropipetten (z.B. patch-clamp Technik). Die
elektrophysiologischen Reaktionen einer Zelle, wie das Offnen und SchlieBen eines

lonen-spezifischen Kanals, konnten so betrachtet werden.



Einleitung

Mit der Erkenntnis, dass die katalytische Aktivitat eines zentralen Enzyms der
Photosynthese (Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase) an den Nitrat-Status in den
Blattern gekoppelt ist (Weissbach et al. , 1956), rickten C- und N-Stoffwechsel in der
Physiologie enger zusammen. Obwohl Blatt und Wurzel mit der Aufnahme und
Reduktion von CO; auf der einen Seite und der Aufnahme von Wasser und Nahrstoffen
auf der anderen Seite unterschiedliche Aufgaben Ubernommen haben, lag nun das
Zusammenspiel dieser Organe im Mittelpunkt des Interesses. Aufgabe der
Photosynthese ist es, einerseits Bausteine fur den Aufbau des Kohlenstoffskeletts der
Pflanze zu liefern, andererseits aber auch energiehaltige Speicherstoffe, wie z.B. Starke
aufzubauen. Ein Teil der in der Photosynthese gebildeten C-Verbindungen wird jedoch
zur Synthese von Aminosauren abgezweigt, aus denen spater Enzyme und auch die
Proteine des Lichtsammel-Komplexes aufgebaut werden. Weiterhin werden
Zwischenprodukte der Photosynthesereaktion Uber die Leitungsbahnen des Phloems zu
den Wurzeln geleitet, wo sie wieder abgebaut werden. Dies mag zunachst paradox
klingen, doch durch das beim Abbau freigesetzte ATP ist die Versorgung der Wurzel mit
Energieaquivalenten gewahrleistet. Als eine Substanz, die zu diesem Zweck in die

Wurzeln transportiert wird, sei beispielsweise die Apfelsdure genannt.

Mit den Methoden der Molekularbiologie wurden seither zahlreiche Enzyme des N- und
C-Stoffwechsels identifiziert. Die Charakterisierung dieser Proteine erfolgte zuerst nur
uber die umgesetzten Substrate. Spater wurden membrangebundene und im Cytosol
geldste Varianten desselben Enzyms unterschieden. Es wurden Kinetiken Uber die
Umsetzung der Substrate und der Einfluss von Cosubstraten und Inhibitoren auf die
Enzymaktivitaten untersucht. Mit der Entdeckung von Carriern und Tunnelproteinen
kamen dann Theorien Uber den Mechanismus der Nahrstoffaufnahme auf. All dies
diente dazu, mehr Uber die Regulierung der Aktivitat von Enzymen oder

Membranproteinen zu erfahren.

FUr Untersuchungen zur Umsetzung und zum Transport von CO; oder NO3™ durch die
Pflanze fehlte es lange Zeit an geeigneten Methoden, diese Vorgange grundlich zu
verfolgen. Zwar konnte die Nitrataufnahme aus der Abnahme der NO3z-Konzentration in
einer Nahrldsung errechnet werden, doch Transportgeschwindigkeit und Umsetzung in

der Pflanze blieben dem Experimentator verborgen. Ahnliches galt fir die CO,-



Einleitung

Aufnahme und den Assimilattransport. Einen grofen Fortschritt in diesem Punkt brachte
der Einsatz von Radioisotopen. Die Aufnahme von CO, und die ldentifikation der
verschiedenen Zwischenprodukte der Photosynthese konnten erstmals durch den
Einsatz des '“C-Isotops aufgeklart werden. Eine quantitative Bestimmung dieses
langlebigen B - Strahlers (T, = 5760 Jahre) setzt jedoch immer eine Zerstdérung der
Versuchspflanze voraus. Nach der Ernte muss die Pflanze in der Regel extrahiert oder
verascht werden, um dann eine Messung im Flussigkeits-Szintillationsspektrometer
durchfiihren zu kénnen. Von Vorteil ist beim Einsatz von C, dass nach einer kurzen
Markierungszeit (z.B. ein Puls von wenigen Minuten) die Verlagerung Uber einen langen
Zeitraum verfolgt werden kann. Mittels einer Zeitreihe sind so Aussagen zur
Transportgeschwindigkeit und zu den Zielorten der Verlagerung moglich. Analog dem
'4C bietet sich fiir langfristige Untersuchungen zum Nitratstoffwechsel das stabile Isotop
®N an. Da N als natiirlich vorkommendes stabiles Isotop keine Strahlung emittiert, ist
der Nachweis des Stickstoffs erst nach der Aufbereitung der Proben mit Hilfe eines

Massenspektrometers maoglich.

Fur Kurzzeitstudien, bei denen etwa eine schnell eintretende Anderung der
Aufnahmeparameter aufgezeigt werden soll, wird jedoch eine Methode bendtigt, die
Uber den gesamten Zeitraum des Versuches und nicht nur zum Ende des Versuchs
Daten liefert. Hier bieten sich als Isotope y - Strahler an, deren Strahlung das Gewebe
der Versuchspflanze oder die Nahrlésung durchdringt und mit entsprechenden
Detektoren gemessen werden kann. Die Radioisotope ™N (Ty, = 9,97 min) und ''C
(T = 20,4 min) erflllen diese Voraussetzung. Als Positronenstrahler erzeugen beide
beim radioaktiven Zerfall ein R* Teilchen (Tabelle 4, S.27), das im Pflanzengewebe
jedoch nur eine geringe Reichweite hat, da es schnell mit einem Elektron reagiert und
bei seiner Vernichtung eine y-Strahlung mit einer Energie von 511 keV aussendet.
Diese y-Strahlung vermag das Gewebe der Pflanze zu durchdringen und kann
gemessen werden. Nach einer Pulsmarkierung konnen so Uber einen Zeitraum von 1
bis 2 Stunden Stoffstrome verfolgt werden, ohne dass die Pflanze geerntet werden
muss. Wegen der kurzen Halbwertzeiten sind auch mehrere Applikationen
nacheinander an derselben Pflanze mdglich. Dies ist vor allem deshalb als Vorteil zu
nennen, weil alle Tracerexperimente von den Kulturbedingungen und dem

Entwicklungsstadium der Pflanze beeinflusst werden. Durch Experimente an
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Einleitung

Einzelpflanzen kdnnen so Trends fur die Verlagerungen von Stoffen aufgezeigt und
Verteilungsmechanismen diskutiert werden, eine exakte Angabe der Transportraten ist
wegen der geringen Wiederholungen jedoch nicht ohne weiteres moglich.

®N kann aber auch vorteilhaft bei Studien zur Nahrstoffaufnahme iber die Wurzel
eingesetzt werden. Wird "®NOs™ in kurzzeitigen Markierungsversuchen verwendet, so ist
es moglich, neben der klassisch ermittelten Nitrat-Nettoaufnahme auch den Nitratinflux
aufzuzeichnen. Dies ist bei stressphysiologischen Fragestellungen von Vorteil, wenn
aufgeklart werden soll, ob die durch eine Substanz hervorgerufene Verminderung der
Nettoaufnahme auf einen verstarkten Efflux oder auf eine gehemmte Aufnahme von

Nitrat zurtickzufthren ist.

Fir die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Versuche wurden zwei Pflanzenarten
ausgewahlt, die Nitrat vorrangig im Spross (Brassica napus L.) oder in der Wurzel
(Lupinus albus L.) reduzieren. Ziel der Untersuchungen war es, sich Unterschiede in der
Nitrataufnahme und Nitratverlagerung der beiden Versuchspflanzen zu Nutze zu
machen und einen Beitrag zum Verstandnis der N-Aufnahme zu liefern. Hintergrund der
Arbeit bildete eine Hypothese (Ben Zioni, 1971), die Kalium eine bedeutende Rolle bei
der NOjs;-Aufnahme zuschreibt und die auch in jlingster Zeit noch widersprtchlich
diskutiert wird.

Neben dem Aufzeichnen von Nitrat-Aufnahmekinetiken unter verschiedenen
Anzuchtbedingungen erfolgte auch eine Analyse des Pflanzenmaterials auf Anionen
und Kationen. Dabei war neben den Nitratgehalten in den unterschiedlichen
Pflanzenorganen auch die Zusammensetzung des Xylemsaftes Bestandteil der

Untersuchungen.

Das Stickstoffisotop N wurde zur Erstellung von Nitrataufnahme-Kinetiken, bei
Versuchen zur Induktion der Nitrataufnahme und dem Einfluss von K’ auf die
Nitrataufnahme eingesetzt. Als weitere Isotope wurden *C und ''C verwendet, um den
Transport von Assimilaten und die Abgabe von HCOs; in die Nahrldsung bei

unterschiedlicher Nitraternahrung und unter Kaliummangel zu verfolgen.



Einleitung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden Beitrage zu folgender Fragestellung

erarbeitet :

a)

b)

Wie spiegeln sich die Unterschiede im Ort der Nitratreduktion, in den Mechanismen
zur Nitrataufnahme, den Aufnahmekinetiken und den Nitratgehalten in

unterschiedlichen Pflanzenteilen oder im Xylemsaft wider?

Welche Rolle spielt Kalium bei der Nitrataufnahme? Lassen sich Unterschiede im
Nitratgehalt zwischen Pflanzen unter K-Mangel und Pflanzen mit normaler K-
Versorgung feststellen? Ist die Nitrataufnahme verandert und falls ja, liegt dieser

Anderung ein modifizierter Influx oder Efflux zugrunde?

Gibt es aufgrund der Verzahnung von Nitrataufnahme und Kohlenstoff-
Stoffwechsel Auswirkungen vom N-Angebot auf den Assimilattransport zur Wurzel ?

Spielt Kalium bei diesen Vorgangen eine Rolle?

Lassen sich wegen der Rolle von Apfelsdure als Transport-Metabolit der
Photosynthese Unterschiede in den Malatgehalten von Pflanzen erkennen, die mit
verschieden hohen NOj3;-Konzentrationen ernahrt wurden? Hat Kalium hier einen

Einfluss auf die Malatgehalte?
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2 Literaturibersicht

Bei Untersuchungen zur Nahrstoffaufnahme aus Nahrlésungskulturen wurde schon
frhzeitig von einer Alkalisierung des Mediums berichtet, wenn Nitrat als N-Quelle
angeboten wurde. Anfangs war unklar, ob das Driften des pH-Wertes in den alkalischen
Bereich durch eine Aufnahme von H* aus der Nahrldsung oder aber durch eine Abgabe
von OH" von der Pflanze verursacht wird. Seither hat sich die Meinung durchgesetzt,
dass eine mit der Nitrataufnahme gekoppelte Abgabe von Hydroxylionen der Grund flr
den Anstieg des pH-Wertes ist. Welche Rolle die Abgabe von OH™ dabei spielt, ist aber
noch umestritten, da ahnliche Beobachtungen bei Versuchen mit der Anzucht im Boden
nicht gemacht werden konnten.

Dijkshoorn (1958) fand bei Topfversuchen zur Abhangigkeit des Wachstums vom
Stickstoffangebot (0,140, 560 oder 700 mg N / Pflanzgefall in Form von NH4sNO3), dass
sich bei mehrjahrigem Ryegras das Kationen/Anionen-Verhaltnis der Pflanzen im Laufe
ihrer Entwicklung andert. Nach dem ersten Schnitt in 3 cm HOhe wurde der
Wiederaufwuchs des Ryegras Uber 45 d verfolgt. Bis 28 d nach dem Schnitt wurde eine
Zunahme des NO3-N und Gesamt-N der Pflanzen beobachtet. Bis 40 d nach dem
Schnitt stieg der in den Proteinen vorliegende Stickstoff zwar noch auf Kosten des
NOs3-N an, die Summe aller N-Komponenten blieb jedoch gleich. Bis 48 d nach
Versuchsbeginn folgte dann sogar ein Rickgang des Gesamtstickstoffs / g TM. Die
Anderung in der Zusammensetzung des N-Pools von Ryegras ging einher mit einem
Anstieg des Kationen/Anionen-Verhaltnisses der Pflanzen von anfanglich 0,45 auf 0,55
nach 25 Tagen bzw. auf 0,7 nach 35 Versuchstagen. Ein signifikanter Anstieg des
Kationen/Anionen-Verhaltnisses war jedoch erst zu dem Zeitpunkt zu beobachten, da
der NOs™-Vorrat des Bodens erschopft und der NO3-Gehalt der Pflanzen um mehr als
eine GroRenordnung abgesunken war. Als Erklarung fir seine Beobachtungen schlug
Dijkshoorn (1958) ein 3-Phasen-Modell der Nitrataufnahme mit unterschiedlichen

Aufnahmemechanismen vor:

1. Werden die Wurzeln zum ersten Mal mit NO3  in Kontakt gebracht, so erfolgt
anfanglich die Aufnahme der Kationen und Anionen im Verhaltnis 1:1.
(Kation/NOs-Symport).
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2. Nachdem eine ausreichende Menge an Nitrat aufgenommen wurde, setzt ein neuer
Aufnahmemechanismus ein. Jetzt wird Nitrat im Austausch gegen Hydroxylionen
aufgenommen (Antiport), was sich in einer Alkalisierung des Nahrmediums
bemerkbar macht. Da die Nitrataufnahme jetzt nicht mehr an Kationen gekoppelt ist,
sinkt die Aufnahmerate der Kationen und somit das Kationen/Anionen-Verhaltnis

der Pflanzen.

3. Dieser Zyklus kann zum Erliegen kommen, wenn entweder der NOjs-Vorrat im
Boden verbraucht ist, oder aber das in der Wurzel vorliegende HCO3™ zur Synthese
von organischen Sauren aufgebraucht wird und so nicht mehr fur einen
NO3;/OH-Antiport zur Verfugung steht. In beiden Fallen ist dann wieder ein Anstieg

des Kationen/Anionen-Verhaltnisses der Pflanzen zu erwarten.

Dieses Modell wurde von Ben Zioni et al. (1971) aufgegriffen und im Hinblick auf die
HCOs-Abgabe bzw. die Synthese von Malat naher untersucht. Mit einem Puls-
Experiment konnte gezeigt werden, dass 'CO,, das Tabakpflanzen lber die Blatter
angeboten wurde, nach einiger Zeit als H'*CO5” im Nahrmedium nachweisbar war.

Bei Pflanzen, denen statt NO3s™ Chlorid in der Nahrlosung angeboten wurde, war die
HCO3-Abgabe Uber die Wurzeln deutlich reduziert, was auf einen Zusammenhang
zwischen NOgjs-Aufnahme und HCOg3;-Abgabe hinweist. In einem Versuch zur
Reinduktion der NOs-Aufnahme wurden Tabakpflanzen nach Anzucht mit 2.5 mM
Ca(NOs), fur einige Tage auf ein N-Mangelmedium gesetzt. Je langer die Pflanzen
ohne NOj kultiviert wurden, desto enger war das Verhaltnis der NO3/K*-Aufnahme bei
der Reinduktion: 80:1 im steady state; 11:1 nach einem Tag N-Mangel; ca. 2:1 nach 3
oder mehr Tagen N-Mangel. Unabhangig von der Aufnahmerate war das
NO;/K*-Verhaltnis im Xylemsaft jedoch nahezu 1, was auf einen Regelmechanismus
beim Ferntransport von Nitrat hindeutet.

In einem weiteren Versuch wurde der Zusammenhang zwischen Malatakkumulation
und Nitrataufnahme untersucht. Nach dem Entfernen von Nitrat aus dem Medium stieg
der Malatgehalt in den Wurzeln der Tabakpflanzen, nicht jedoch in den Wurzeln von
dekapitierten Pflanzen. Bei erneuter Zugabe von Nitrat (5 mM KNOj3) sank die
Malatkonzentration in den Wurzeln wieder, was als Indiz fir die einsetzende

Decarboxylierung und das Aktivieren eines NO3/OH™ -Antiporters interpretiert wurde. Mit
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ihren Ergebnissen schlugen Ben Zioni et al. (1971) ein plausibles Modell vor, in dem
Kalium eine vermittelnde Rolle zwischen N- und C-Stoffwechsel zugeordnet wird (siehe
auch Abbildung 1). Als wichtige Voraussetzung fir die Glltigkeit des Modells ist zu
nennen, dass die Nitratreduktion vorrangig in den Blattern der Pflanze erfolgen muss
und, dass die Nitrataufnahme mit einer Abgabe von HCO3™ in die Nahrlésung gekoppelt

ist.

In dem vorgestellten Modell werden die folgenden 5 Phasen der Nitrataufnahme und

der nachgeschalteten Prozesse unterschieden:
1. Nitrat wird von den Wurzeln der Pflanze zusammen mit Kalium aufgenommen.

2. Beim Ferntransport im Xylem dient K" als Gegenion zu dem in groRen Mengen
aufgenommenen Nitrat und gewahrleistet so einen Ladungsausgleich zwischen

Anionen und Kationen.

3. In den Blattern erfolgt die Nitratreduktion, wobei das anfallende OH" mit CO; zu

HCO3; umgesetzt und Uber Phosphoenolpyruvat in Malat Gbergefuhrt wird.

4. Malat wird mit K* als Gegenion im Phloem zu den Wurzeln transportiert, wo die

Decarboxylierung erfolgt.

5. Jetzt ist keine weitere (oder nur eine verringerte) Aufnahme von K" nétig, da NO3”
mit Hilfe eines NO3/OH-Antiporters aus der Nahrldsung aufgenommen werden

kann.

Da K" nach diesem Modell in der Pflanze zwischen Xylem und Phloem zirkuliert, wird
von einem K-Shuttle gesprochen. Auf der Basis des von Ben Zioni vorgeschlagenen
Modells fanden Untersuchungen an mehreren Pflanzenspezies statt, die sich zum Ziel
setzten, die Zusammenhange bei der Aufnahme von K" mit unterschiedlichen Anionen
aufzuklaren. Blevins et al. (1974) flihrten Untersuchungen an Gerstenpflanzen durch,
um den Grund fir die héheren K'-Aufnahmeraten aus KNOsz gegeniiber KCI zu
erklaren. Wahrend bei Gerstenpflanzen, die mit KCl oder KNO3 im Dunkeln angezogen
wurden, der K" Gehalt fast gleich war, wurden bei Beleuchtung der Pflanzen in den mit

Nitrat ernahrten Pflanzen wesentlich héhere Kaliumgehalte und eine wesentlich grofere
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Menge an organischen Sauren gefunden. Die Stimulation der Malatsynthese durch die
Nitrataufnahme erfordert aber auch, dass ein Ladungsausgleich der organischen
Anionen durch Kationen erfolgt.

Als Grund fir die erhéhten Kaliumgehalte der NO3™-Pflanzen kommt neben der erhéhten

Nitrattransportrate (wobei K™ als Gegenion beim Ferntransport dient) auch noch die

1 Nitrat, Kalium und andere
lonen werden Uber die Wurzel
aufgenommen

2 Im Xylem werden die lonen zu
den Blattern transportiert.
Kalium dient hier zum
Ladungsausgleich der in
grollen Mengen transportierten
Nitrat-lonen.

3 Im Blatt erfolgt neben der CO,-
Fixierung der Photosynthese
auch die Reduktion von Nitrat
und der Aufbau von N-haltigen
Verbindungen.

4 Assimilate werden uber die
Leitungsbahnen des Phloems
zur Wurzel transportiert. Mit
den in anionischer Form
vorliegenden organischen
Sauren (vor allem Apfelséure)
aus der Photosynthese wird
Kalium transportiert, das zum
Ladungsausgleich dient.

5In der Wurzel werden die
Assimilate entweder ge-
speichert oder zur Energie-
gewinnung abgebaut. Als
Abbauprodukt entsteht H,CO,,
das als HCOs; in das
umgebende Medium abge-
@ geben wird. Jetzt ist der
@ Kreislauf des Kaliums beendet
und ein neuer Zyklus kann

beginnen.

Abbildung 1: Modell zur Funktion eines moglichen K-Shuttles in der Pflanze (Ben Zioni
et al., 1971), mit Verbindung zwischen Nitrataufnahme, Nitrattransport und
Nitratreduktion (rechte Seite) und CO,-Fixierung, Assimilattransport und
HCO3-Abgabe in den Wurzeln (linke Seite).
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Tatsache zum Tragen, dass das am Ort der Nitratreduktion gebildete Malat in den
Zellen nur mit einem entsprechenden Gegenion gelagert werden kann.

Arbeiten von Kirkby (1977; 1981) und Armstrong (1979) zeigten, dass bei Tomaten
mit hoher K'-Versorgung die Rezirkulation eine untergeordnete Rolle spielt.
Berechnungen des Ca?/K*-Verhaltnisses im Xylemsaft und der Anreicherungen der
lonen im Spross ergaben, dass nur ca. 20 % des im Xylem transportierten K™ aus dem
K-Shuttle stammen. Bei hohem K*-Angebot (4 mM) akkumulieren Tomaten organische
Sauren und zeigen nur einen schwachen HCOj3-Efflux. Bei geringem Angebot von
Kalium (0,4 mM) hingegen wird ein betrachtlicher Teil der Anionenladung wieder als
HCO3 in die Nahrlosung ausgeschieden (Kirkby 1981). Da bei Tomaten auch nur ein
geringer HCOj3 - Efflux zu verzeichnen war, ist jedoch eine der Voraussetzungen fur die
Gultigkeit des Ben Zioni-Modells nicht erfullt gewesen.

Kirkby et al. (1980) untersuchten an Ricinus communis L. (1.0 und 10 mM NO3") den
Umfang der K*-Zirkulation in den Pflanzen sowie die HCOj;-Abgabe und die
Translokation von organischen Sauren vom Spross in die Wurzeln. Fur beide
Kulturbedingungen konnten im Xylem und Phloem ausreichend hohe K' Gehalte
gemessen werden, welche die Funktion des K* als Gegenion zu NO3™ oder Malat nach
dem Ben Zioni-Modell unterstitzen wirden. Wahrend bei der 10 mM-Variante der
Nitratgehalt im Xylem ca. 3-mal Uber dem Gehalt der 1 mM-Variante lag, bewegten sich
die K*-Gehalte in der gleichen GréRenordnung, was ebenfalls fiir eine Zirkulation des K*
sprechen wurde. Die Aufnahmerate der Anionen war bei diesen Untersuchungen
doppelt so hoch wie die der Kationen, und es wurde der erwartete HCOj-Efflux
beobachtet. Der Mechanismus, nach dem die negative Ladung vom Malat oder anderen
organischen Sauren Uber das Phloem in die Wurzeln transportiert und anschlielend als
HCOs3; abgegeben wird, blieb jedoch weiterhin unklar.

In einer weiteren Arbeit mit Rizinus stellten van Beusichem et al. (1985) die Gultigkeit
des Ben Zioni-Modells in Frage. Bei ihren Versuchen wurde etwa die Halfte des
aufgenommenen Nitrats bereits in den Wurzeln reduziert (NRA-Tests) und es konnte
nur eine geringe NOjs-Konzentration in den Blattern nachgewiesen werden. Trotz
intensiver HCO3-Exkretion der Wurzeln liel sich nachweisen, dass nur ca. 20% des
abgegebenen HCO; direkt aus den Sprossteilen der Pflanze stammten. Die
verbleibenden 80% mussen demnach aus in der Wurzel gespeichertem oder durch

Wurzelatmung erzeugtem HCO3;™ stammen. Auch Malat scheint bei der Translokation

11
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der Ladung eine untergeordnete Rolle zu spielen, denn das Malat/K*-Verhéltnis im
Phloemsaft der Rizinuspflanzen war sehr niedrig. Da die Reduktion des Nitrats bei
diesen Pflanzen zur Halfte in den Wurzeln erfolgte, war jedoch eine grundlegende
Annahme des Ben Zioni-Modells nicht erfullt und die Notwendigkeit der Rezirkulation
des K" nicht unbedingt gegeben.

Engels et al. (1992%) untersuchten den Einfluss unterschiedlicher Wurzelzonen - und
Sprossbasistemperaturen auf die Verlagerung von K* in Mais. Sie konnten zeigen, dass

mit steigender Sprossbasistemperatur der K*-Bedarf des Sprosses anstieg, wobei die

K'- Aufnahme in den Wurzeln unbeeinflusst blieb. Um die Entkopplung von K-

Aufnahme und Transfer ins Xylem zu erklaren, schlugen sie einen

Kontrollmechanismus bei der Abgabe des K ins Xylem vor. Da die K'- Gehalte des

Xylemsafts von dekapitierten Pflanzen deutlich Uber der Nettoakkumulation im Spross

liegen, scheint hier eine K+— Rezirkulation stattzufinden. Dies wiederum wurde fur die
Gultigkeit des Ben Zioni-Modells sprechen.
Bei Untersuchungen zum diurnalen Rhythmus der Nitrataufnahme von Luzerne fand

Plhak (1992), dass die tageszeitlichen Schwankungen des Nitratgehalts in Blattern,

Sprossachse und Wurzeln eng mit den K -Gehalten korreliert sind. Da die
Nitratreduktion der Luzerne vorrangig im Spross ablauft, darf davon ausgegangen

werden, dass bei dieser Spezies das Ben Zioni-Modell eine Rolle spielt.

Ein anderer Ansatz zum Verstandnis der Vorgange bei der Nitrataufnahme wurde von
der Elektrophysiologie gewahlt. Da die Aufnahme von Nitrat zu einer Alkalisierung des
Nahrmediums fuhrt, wurde anfangs von einem NO3;/OH" oder einem NO3;/HCOj3

Antiporter bei der Nitrataufnahme ausgegangen. Neuere Arbeiten sprechen hingegen

fur einen Cotransport von 2 H mit 1 NOj". Diese Annahme beruht auf der Tatsache,

dass die Zellen auf Nitrat mit einer Depolarisation des Membranpotentials reagieren.

Dies kann nur mit einem Uberschuss an aufgenommenen Kationen (hier H+) erklart
werden. Fir die sich an die Depolarisation anschlieliende Repolarisationsphase gab es

anfangs keine eindeutigen Erklarungen.
Ullrich (1987) schlagt nach Untersuchungen an Lemna gibba L. einen NOg'/H+-Symport

mit einer Stochiometrie < 1 vor, wobei die Nitrataufnahme mit einem passiven H - Influx

kombiniert ist. In seinen Experimenten sank das Membranpotential von Lemna gibba

12
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bei der Zugabe von 2 mM NOj3 von -198 mV auf -129 mV. Auf diese Depolarisation
folgte jedoch innerhalb von 5 min wieder eine Repolarisierung des Membranpotentials.
Ein NO3;/OH-Antiporter kann die anfangliche Depolarisieung der Zellmembran nicht
erklaren, weshalb Ullrich einen NO3/H" Symport vorschlagt. Im ersten Schritt der
Nitrataufnahme werden durch die H'ATPase 2 H" in das externe Medium gepumpt.
Dabei wird ATP gespalten, da dieser Transport gegen das bestehende
elektrochemische Potential erfolgt. Im zweiten Schritt kdnnen dann mehrere H* mit NO5”
im Cotransport wieder in die Zelle aufgenommen werden. In diesem Fall ware die
eigentliche Nitrataufnahme ein passiver Vorgang. Mit 2 mM war das NO3-Angebot bei
diesen Versuchen jedoch recht hoch gewahlt, da zumindest flr hohere Pflanzen zurzeit
zwei unterschiedliche Systeme der Nitrataufnahme unterschieden werden (Siddiqi et
al, 1990). Es ist daher anzunehmen, dass sich Lemna gibba bei dem hohen NO;™-
Angebot bereits im Bereich des Low Affinity Transport System (Abbildung 37, S.117)
der Nitrataufnahme befand, bei dem energieabhangige Carrier keine bedeutende Rolle
spielen.

Fir Mais schlagen McClure et al. (1990) einen Nitrat-induzierbaren N03'/H+—Symport

mit der Stochiometrie von 2 vor. In ihren Versuchen hemmten H+ATPase-Inhibitoren

(und ein hoher externer pH) sowohl die Depolarisation als auch die
Repolarisationsphase. Dies spricht fur das Mitwirken einer H'ATPase bei der

Nitrataufnahme und fur die Kopplung von NO3™ und H" in Form eines Symporters.

Thibaud und Grignon (1981) zeigten an nicht induzierten Maispflanzen, dass diese in
den ersten Stunden nach der Induktion mit Nitrat noch H" abgeben, wahrend induzierte

Pflanzen scheinbar H+ aufnahmen. Da die induzierten Pflanzen auf Nitrat mit einer

Hyperpolarisation reagierten, die nach Entzug von Nitrat wieder zurtckging, schlugen
sie einen 2 NO3/OH™-Antiporter vor. Die Mitwirkung einer H+ATPase wurde verworfen,

da DES (ein H* ATPase - Inhibitor) keinen Einfluss auf die Hyperpolarisation nach der
Zugabe von NOj  zeigte. Dies steht im Gegensatz zu dem Modell von Ulilrich und

Novacky (1990), die fur Limnobium das Auftreten einer Hyperpolarisation mit der

Aktivierung einer H'ATPase verbinden.

Auch durch das Aufzeichnen von Nitrat-Aufnahmekinetiken wurden wertvolle Beitrage

zur Aufklarung der Zusammenhange bei der Nitrataufnahme geliefert. Bei der
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Aufnahme von Nitrat muss nicht nur zwischen induzierten (NO3-Ernahrung) und nicht-

induzierten Pflanzen (NH4+—Ernéhrung) unterschieden werden, sondern es ergeben sich
auch betrachtliche Unterschiede in den Aufnahmeraten in Abhangigkeit von der
Nitratkonzentration.

Siddiqi et al. (1990) zeigten an induzierten Gerstenpflanzen, dass die Nitrataufnahme
zweiphasig ist. Im Bereich bis ca. 250 yM fanden sie bei ®N-Versuchen Influxraten, die
einer Michaelis-Menten-Kinetik folgten, wahrend bei hoherem Nitratangebot die
Influxraten linear anstiegen. Das Aufnahmesystem im hohen Konzentrationsbereich
zeigte bis 50 mM keine Sattigung, besal} eine geringe Affinitat zum Substrat und war
vergleichsweise nur wenig hemmbar. Bei langeren Expositionszeiten unterlag es
allerdings einer negativen Ruckkopplung. Es wurde davon ausgegangen, dass es sich
bei diesem Aufnahmesystem (Low Affinity Transport System) um einen passiven
Transport (evtl. Influx Uber lonenkanale) handelt. Ein Widerspruch ergab sich jedoch
aus der Tatsache, dass beispielsweise bei 1 mM NOj3; im Medium eine Aufnahme
stattfand, obwohl der cytoplasmatische Nitratgehalt Uber 5 mM lag.

Das Aufnahmesystem im niedrigen Konzentrationsbereich ist durch NO," induzierbar

(Siddiqi et al, 1990) und besitzt eine hohe Affinitat zum Nitrat (High Affinity Transport
System). Wahrend der Induktionsphase steigt vmax an und erreicht ein Maximum. Ist
eine ausreichend hohe Nitratkonzentration im Cytoplasma erreicht ("kritische
cytoplasmatische Nitratkonzentration"), so unterliegt die Aufnahme der negativen
Ruckkopplung und vyax wird reduziert. Das induzierte Carrier-System ist jedoch nicht
bestandig, sondern es wird innerhalb weniger Tage abgebaut (Deinduktion). Dies
belegen Untersuchungen, bei denen die Pflanzen nach fortlaufender Dauer auf
NO,-freiem Medium immer geringere Raten bei der Reinduktion mit Nitrat zeigten
(Siddiqi et al, 1989).

Im Hinblick auf den Ort der Nitratreduktion und den Transfer von Nitrat bzw. reduzierten
Verbindungen wurden '°N-Versuche mit Maispflanzen durchgefiihrt (MacKown et al,
1983). Es konnte gezeigt werden, dass das aufgenommene '°NOs  entweder sofort
reduziert oder in das Xylem transportiert wurde. Ein Efflux von "°N fand nicht statt, wohl
aber ein Efflux des in den Zellen bereits vorhandenen '*N. Um dieses Phdnomen zu
erklaren, wurde von Siddiqi et al. (1990) das folgende Modell vorgeschlagen: In den

Epidermiszellen der Wurzeln (geringe NOs3™-Konzentration, hohe
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Nitratreduktaseaktivitat) wird aufgenommenes Nitrat entweder sofort reduziert oder an
die Cortexzellen weitergegeben. In den Cortexzellen ist die NOs-Konzentration
wesentlich héher (1-37 mM), aber es findet kaum eine Reduktion statt. Von den
Cortexzellen wird das Nitrat weiter bis zur Endodermis und dann utber die Stele in das
Xylem weitergeleitet.

Die somit recht niedrigen Nitratkonzentrationen (im pMol-Bereich) in den
Epidermiszellen ermoglichen das passive Eindringen von Nitrat nach dem Low Affinity
Transport System (LATS). Da die Cortexzellen den Grofteil des Wurzelgewebes
(~70%) ausmachen und zudem hohe Nitratgehalte besitzen, wurde angenommen, dass
der beobachtete N-Efflux aus diesen Zellen und nicht aus den Epidermiszellen (~7%

der Wurzelmasse) stammt.

Seit den Arbeiten von Hoagland und Broyer (1936) ist die Wurzelaufnahme von lonen,
nach vorausgegangenem Mangel, das Ziel vieler Untersuchungen gewesen. Die
Regulierung des cytoplasmatischen K -Gehalts spielt bei Untersuchungen zur
Aufnahme von K* eine wesentliche Rolle. So konnten Memmon et al. (1985) zeigen,
dass Gerstenpflanzen die cytoplasmatische K'-Konzentration bei 150 mM halten, wobei
die Vakuole als Speicher benutzt wird. Wahrend bei kurzer Versuchsdauer der
K -Gehalt der Vakuole vernachlassigt werden kann, muss er bei langeren Versuchen
als wichtiges Glied bei der Regulierung der K'-Fluxe (besonders bei K+-Mangel) in
Betracht gezogen werden.

Epstein et al (1963) berichteten von einem zweiphasigen Mechanismus bei der
Aufnahme von K*. Ahnlich der Nitrataufnahme existiert fiir die Kaliumaufnahme ein High
Affinity Transport System (HATS) und ein Low Affinity Transport System (LATS)
(Kochian und Lucas, 1982).

Wird Gerste mit 1 mM K angezogen, so wird das HATS (induzierbar, aktiver
Transportmechanismus) zu Gunsten des zweiten Aufnahmemechanismus (nicht
induzierbar, passiv) gehemmt (Glass, 1976; Siddiqi und Glass, 1987). Pflanzen, die mit
1 mM K vorbehandelt und dann auf 100 MM K’ umgesetzt wurden, zeigten

Aufnahmeraten, die bei /20 der kontinuierlich mit 100 pM K’ angezogenen Pflanzen

lagen. Offensichtlich findet bei hohem K+'Angebot nur die Aufnahme uber den
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elektrochemischen Gradienten mit Hilfe eines lonenkanals statt. Im Gegensatz zur

Nitrataufnahme unterliegt hier das LATS nicht der Feedback-Regulation.
Werden Gerstenpflanzen von hoher auf niedrige K’ Ernahrung umgesetzt, so wird das

HATS induziert (Fernando et al, 1992). Zunachst findet der K+-Transport vom Cytosol
zur Stele mit unverminderter Geschwindigkeit, bei verminderter Aufnahmerate aus dem
Medium, statt. Die Umkehr des elektrochemischen Gradienten fuhrt jetzt zu einer
schnellen De-Repression des HATS, an die sich die Synthese von neuen Carriern

anschlief3t. Bei den neu gebildeten Transportproteinen handelt es sich um
K+/H+-Symporter, da das Einstromen mit einer Depolarisation des Membranpotentials
verbunden ist. Werden die Pflanzen auf ein K’ Mangelmedium gesetzt, so bleibt die K’
Konzentration im Cytoplasma dennoch Uber eine langere Zeitspanne bei 150 mM, da in
diesem Fall Uber einen K+/H+—Symport (unter Energieverbrauch) aus der Vakuole K ins

Cytosol transportiert wird. Dieser Prozess wird abgebrochen, wenn die K-

Konzentration der Vakuole auf ca. 20 mM gesunken ist.

Die Klarung der Frage, ob bzw. in welchem Umfang das von Ben Zioni (1971)
vorgestellte Modell zur Funktion eines K-Shuttles bei der Nitrataufnahme (Abbildung 1)
eine Rolle spielt, ist vor dem Hintergrund der zusammengetragenen Kenntnisse noch
offen und bietet Anlass fir weitere Untersuchungen. Die in der vorliegenden
Dissertation beschriebenen Untersuchungen sind als Beitrag zu diesem Thema zu

sehen.
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3 Material und Methoden

3.1 Abkirzungen

FM Frischmasse

HATS High Affinity Transport System der NO3s-Aufnahme
LATS Low Affinity Transport System der NO3-Aufnahme
NR Nitratreduktase

NR-Test Nitratreduktase-Test

NRA Nitratreduktaseaktivitat

RGR relative Wachstumsrate (relative growth rate)

™ Trockenmasse

3.2 Versuchspflanzen und Kulturbedingungen

FUr die Durchfuhrung der vorliegenden Versuche wurden zwei Pflanzenspezies
bendtigt, von denen eine das aufgenommene Nitrat Uberwiegend im Spross, die andere
den aufgenommenen Stickstoff hingegen bevorzugt in der Wurzel reduziert. Nach

Vorversuchen wurden dann die in 3.2.1 vorgestellten Pflanzenspezies ausgewahlt.

3.2.1 Versuchspflanzen

Fir die vorliegenden Versuche wurde mit Raps (Brassica napus L.) eine Pflanzenart
verwendet, die Nitrat vorzugsweise im Spross reduziert. Dazu wurde ungebeiztes
Saatgut (Winterraps Liberator-00) von der Deutschen Saatveredelung (Lippstadt-
Bremen GmbH) aus Weeze bezogen. Als Pflanzenspezies, die Nitrat bereits zum
groRen Teil in der Wurzel reduziert, wurde die Lupine (Lupinus albus L.) ausgewanhlt.
Das Saatgut, unbehandelte Samen der frih reifenden Sorte AMIGA, stammte von der
Sudwestdeutschen Saatzucht in Rastatt.

Um einen Vergleich mit den in der Literatur verfugbaren Pflanzenspezies zu erhalten,

wurde in einigen Fallen auch Gerste (Hordeum vulgare L., Wild-Typ) eingesetzt.

3.2.2 Anzuchtbedingungen

Bis zur Aussaat wurde das Saatgut bei 4°C gelagert. Lupinensamen wurden 6 bis 8
Stunden vor der Saat in ein gut beluftetes Gefal® mit 0,56 mM CaSO4—-Losung gebracht,

um dort zu quellen.
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Die Samen wurden in Plastik-Blumentopfen, die mit Vermiculit™ geflllt waren,
ausgelegt und mit einer etwa 5 mm hohen Schicht Vermiculit™ abgedeckt. Danach
wurden die Blumentdpfe in Ubertdpfe gestellt, und es wurden 200 ml 0,5 mM CaSO,
zugegeben. Fur 3 bis 4 Tage wurden die Gefalke dann in ein Keimbecken
(Floratherm™) bei 30 °C gestellt. Die Luftfeuchte im Keimbecken betrug ca. 90 % und
die Lichtstarke lag bei 200 pymol Quanten m?s”. Nach dem Auflaufen, wenn die
Keimlinge eine GroRe von 3 bis 4 cm erreicht hatten, wurden die Pflanzenwurzeln
vorsichtig von Vermiculitresten befreit und die Pflanzen auf Nahrldésung umgesetzt.

FuUr Induktionsversuche zur Nitrataufnahme konnte das Keimen der Pflanzen nicht auf
Vermiculit™ erfolgen, da in diesem Material geringe Mengen von Nitrat enthalten sind.
Hier wurden die Samen auf einem mit Kies Uberschichteten Sieb ausgelegt, unter dem
eine 0,05 M CaSO4 - Lésung so stark mit Luft durchperlt wurde, dass die Samen gut
befeuchtet waren. Das Keimen unter diesen Bedingungen dauerte langer als die
Keimung auf Vermiculit™, und die Pflanzen konnten erst nach 5 bis 6 Tagen auf

Nahrlédsung umgesetzt werden.

3.2.3 Kulturbedingungen

Die Aufzucht der Nitrat-ernahrten Versuchspflanzen erfolgte mit einer modifizierten
Hoagland-Losung (Tabelle 1). Der pH-Wert der Nahrlésung in den Anzuchtbecken
wurde Uber einen pH-Stat kontrolliert und durch Zugabe von 0,01 N H,SO4 auf pH 5,6
gehalten. Wahrend der gesamten Anzucht wurde der Nitratgehalt der Nahrlésungen
taglich kontrolliert und mit Ca(NOs), neu eingestellt. Die Bestimmung der NOgs-
Konzentration erfolgte photometrisch bei 210 nm, wobei eine NO3™-freie Nahrldsung als

Kontrolle diente.

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Nahrldsung (nach Wieneke, 1994)

Massenelemente Spurenelemente

50-1250 uyM Ca(NOs) 2 0,018 mM Fe-EDTA

0,5 mM CaSO4 0,012 mM H3BO3

0,3 mM K3SO4 0,25 yM CuSO4

0,1 mM KH;PO4 0,25 uM ZnSO4

0,3 mM MgSO,4 0,25 pM MnCl;
0,125 uM NazMoO4
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Bei den Versuchen zur Induktion der Nitrataufnahme wurde wahrend der Anzucht
(NH4)2S0O4 als N-Quelle angeboten. Aus den Anzuchtbecken wurde taglich eine Probe
entnommen und der Ammoniumgehalt mit einer lonen-sensitiven Elektrode (Orion 9512
Ammonia Elektrode) bestimmt. Als Messgerat diente ein lonenanalysator (Expanded
ION Analyzer EA 940, Orion Research). Der Ammoniumgehalt wurde durch Zugabe von
(NH4)2SO4 wieder auf den Sollwert gebracht.

Bei Versuchen, die nicht in der teilklimatisierten Anzuchtkammer erfolgten, wurden die
Versuchspflanzen 2 Tage vor Versuchsbeginn in eine voll klimatisierte Klimakammer
gebracht, wo sie sich auf die leicht veranderten Kulturbedingungen einstellen konnten.
Dies war bei Versuchen zu Influx/Efflux-Kinetiken von "N und bei den Untersuchungen
zur Assimilatverlagerung (''CO, / *CO,) der Fall.

Der Tageszyklus in der Klimakammer war in 16 h Lichtphase und 8 h Dunkelphase
unterteilt. Zu Beginn und am Ende der Photoperiode waren Dammerungsphasen von je
110 min eingeschaltet, die eine schrittweise Anpassung der Pflanzen an Licht bzw.
Dunkelheit gewahrleisteten. In den Dammerungsphasen wurden zeitversetzt Glihbirnen
(20 W, Osram Dulux EL Energiesparlampen und Philips 60 W-Glihbirnen)
eingeschaltet, wobei der Lichtflux bis auf 50 umol Quanten m?s™ stieg. Spater erfolgte
in Stufen das Zuschalten von Xenonlampen (1000 W Osram HQI - T) und die
Quantenausbeute stieg auf 450 umol Quanten m™s™. Die Lufttemperatur lag wahrend
der Tagphase bei 22,5 °C (Taupunkt 14,8 °C) und wurde in der Nachtphase auf 16,0°C
(Taupunkt 14,2 °C) abgesenkt.

3.2.4 Wachstumsraten

Veranderungen in der Frischmasse der Pflanzen wurden mit dem Umsetzen auf
Nahrldsung durch tagliche Stichproben erfasst. Nach der Ernte wurden die

Frischmassen der Fraktionen Blatt, Sprossachse und Wurzel ermittelt. Falls es nétig

Tabelle 2: Formel zur Berechnung der relativen Wachstumsrate (RGR) aus der
Zunahme der Pflanzenmasse zwischen zwei Probenahmen (nach Siddiqi und
Glass, 1987; He und Cramer 1993).

InM, —InM
Gleichung 1 RGR=—2 V1
tz_tl
In Mg, In My : naturlicher Logarithmus der Frisch- oder Trockenmasse
to, t1: Tag der Ernte
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war, die Trockenmassen zu bestimmen, so wurden die verschiedenen Fraktionen 3
Tage im Trockenschrank bei 80 °C getrocknet. Nach Abkuhlen der Proben auf
Raumtemperatur wurde dann die Trockenmasse bestimmt.

Aus dem Frischmassenzuwachs wurde nach Gleichung 1 (Tabelle 2) die relative

Wachstumsrate (relative growth rate, RGR) von Spross und Wurzel berechnet.

3.3 Nitrataufnahme

Der Nitratgehalt in Losungen kann anhand der Absorption bei 210 nm ermittelt werden,
wenn keine organischen Stoffe den Test storen. Hier wurde die Absorption der
Nahrldsungen gegenuber einer nitratfreien Nahrlosung bestimmt. Als Messgerat diente
ein Mehrkanal-Photometer (UV / VIS Spectrometer Lambda 2, Firma Perkin-Elmer). Da
die grofte Anzahl der Experimente mit Nitratkonzentrationen von ca. 150 pMol
durchgefuhrt wurde, war eine direkte Messung ohne ein Verdinnen der Nahrldsungen
moglich.

Fur Versuche zur Nitrataufnahme wurden zunachst Lésungen mit den gewlnschten
Nitratgehalten vorbereitet. Daraufhin wurden jeweils 2 bis 4 Pflanzen aus den
Anzuchtbecken entnommen und die Wurzeln kurz mit destilliertem Wasser abgesplilt.
Nun wurden die Pflanzen auf Becherglaser mit der frischen Nahrlésung umgesetzt, die,
um eine Beeintrachtigung der Wurzelaufnahme durch Licht auszuschlieBen, mit
Aluminiumfolie umwickelt waren. Zur Gewahrleistung einer ausreichenden
Sauerstoffversorgung der Wurzeln wurde in jedes Becherglas eine Kapillare eingefuhrt,
Uber die Druckluft durch die Nahrlésung perlte. Nach ca. 10 bis 45 min wurden die
Aufnahmeversuche beendet und die Pflanzen geerntet. Die Wurzeln wurden mit
Zellstofftlichern vorsichtig abgetrocknet und zur Bestimmung der Frischmasse
gewogen. Aus der Differenz der Nitratkonzentration in den Aufnahmegefal’en vor
Versuchsbeginn und zu Versuchsende wurde die Menge des aufgenommenen NOs’
errechnet. Zusammen mit der Frischmasse der Wurzeln und der Versuchsdauer liefl3
sich so die Aufnahmerate in yMol Nitrat / g Frischgewicht je Stunde errechnen.

Bei diesen Versuchen wurde das Volumen der Aufnahmegefal’e der Grofle der
Pflanzen und der Versuchsdauer angepasst, damit einerseits eine deutlich messbare
Abnahme der Nitratkonzentration gewahrleistet war, andererseits aber die Abnahme

auch nicht so grol3 war, dass die Aufnahmerate stark absank. Dabei wurde angestrebt,
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dass die Pflanzen wahrend des Versuches ca. 10 % des angebotenen Nitrats

aufnahmen.

3.4 Nitratreduktaseaktivitat (NRA)

Zur Bestimmung der NRA in den verschiedenen Pflanzenorganen wurden zwei
unterschiedliche Methoden eingesetzt : Der in vivo NRA-Test, der die zum Zeitpunkt der
Ernte vorliegende Enzymaktivitat beschreibt, und der in vitro NRA-Test, der als
Anhaltspunkt fur die maximale Reduktionsleistung des Enzyms angesehen werden
kann (Hageman, 1980).

Beiden Enzymtests ist gemein, dass sie unter anaeroben Bedingungen durchgefihrt
werden mussen, da Sauerstoff die Nitratreduktion hemmt. Dartber hinaus missen die
Enzymtests in Dunkelheit durchgefiihrt werden, da im Licht die Reaktionen der
Photosynthese mit denen der Nitratreduktion um die Reduktionsaquivalente (NADH>,
NADPH>) der Zelle konkurrieren.

Bei der Wahl der Testbedingungen musste auch sichergestellt werden, dass nur ein
Produkt entsteht, dessen Konzentration spater bestimmt werden kann. Da die
Reduktion von Nitrat im Cytoplasma beginnt, um dann in der Nitritreduktion in den
Chloroplasten ihre Fortsetzung zu finden (vgl. Tabelle 3), bot es sich an, die
Reaktionskette an dieser Stelle zu unterbrechen. Dazu reichte das Ablaufen der
Reaktion im Dunkeln aus, da der Reduktionsschritt in den Chloroplasten sehr
energieaufwandig ist und in dieser Organelle durch das Fehlen der Lichtreaktion keine
weiteren Reduktionselemente gebildet werden konnen.

Unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen verlief die Reduktion folglich nur bis

zur Stufe des Nitrits, das mit photometrischen Methoden nachgewiesen wurde.

3.4.1 In vivo Nitratreduktasetest

Da die NRA tageszeitlichen Schwankungen unterliegt, wurden zur Gewahrleistung
vergleichbarer Versuchsbedingungen alle Pflanzen 4 h nach dem Einsetzen der
Photoperiode geerntet. Die Pflanzen wurden dabei in die Fraktionen Blatt, Sprossachse
und Wurzel getrennt, wobei die Wurzeln 3 mal mit destilliertem Wasser abgespult und

anschlief3end vorsichtig abgetrocknet wurden.
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Tabelle 3: Reaktionsschritte bei der Reduktion von Nitrat zu Ammonium und dem
Einbau des Stickstoffs in organische Verbindungen

Gleichung 2 Nitratreduktase Cytoplasma

NO;z + NADPH + H* e NO; + NADP + H,0O
Gleichung 3  Nitritreduktase Chloroplast

NO, +6e +8H ——>  NH,"+2H,0

Gleichung 4 Glutamatdehydrogenase
2-Oxo-Glutarat + NH; + 2 NADPH + H* — Glutamat + 2 NADP*

Gleichung 5 Glutaminsynthetase
Glutamat + NH; + ATP S Glutamin + ADP + P,

Gleichung 6 Glutamatsynthase = Glutamin-2-Oxoglutarat-Aminotransferase (GOGAT)
Glutamin + 2-Oxo-Glutarat + NADPH + H* —— 2 Glutamat + NADP”*

In der Zwischenzeit wurden der Inkubationspuffer und die Startlosung (120 mM KNO3)
auf Eis gekuhlt und mit N, durchperlt, um den Sauerstoff-Partialdruck in den
Testlosungen abzusenken.

Nach der Ernte wurden die verschiedenen Pflanzenfrakionen mit dem Skalpell in kleine
Stlcke von ca. 2 mm Lange geschnitten, auf der Analysenwaage in Portionen von 150
bis 300 mg Frischgewicht eingewogen und in Glasgefalte Ubergeflhrt. Nach Zugabe
von 3 ml Inkubationspuffer' wurden die Probenflischchen verschlossen und
vorubergehend auf Eis aufbewahrt.

Jeder Probe wurde dann 1 ml eisgekihlte 120 mM KNO3; zugesetzt, bevor sie, in einen
Exsikkator ubergefuhrt, 2-mal evakuiert und anschlieRend mit N2 beluftet wurden. Nach
dem Verschliellen der Probenflaschen wurde ein Teil der Proben sofort auf einem
Wasserbad gekocht (Blindwert), wahrend die restlichen Proben 30 min auf einem
abgedunkelten Wasserbad bei 30°C geschuttelt wurden. Mit Ablauf dieser
Inkubationszeit wurden auch die restlichen Proben 10 min gekocht, um jegliche

Enzymaktivitat zu stoppen.

' Inkubationspuffer

0,1M KH2,PO,4 mit KOH auf pH 7,5 eingestellt
3 % Propanol-1 (v/v)
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Von den aufgekochten Proben wurde je 1 ml enthommen, mit 1 ml Sulfanilamid (1 g in
100 ml 1 N HCI gelost) versetzt und kurz geschuttelt. Etwa 5 min spater wurde jeder
Probe 1 ml N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin-Dihydrochlorid (0,2 g in 100 ml aqua bidest.)
zugesetzt und erneut geschittelt. Der dabei gebildete rotviolette Azofarbstoff kann
aulerst empfindlich gemessen werden und ist proportional der Nitritkonzentration in der
Probe (Hageman, 1980). Da die Azokopplung eine Gleichgewichtsreaktion ist, konnte
die photometrische Bestimmung erst nach etwa 30 min erfolgen.

Zur photometrischen Bestimmung der Nitritgehalte wurde ein Mehrkanal-Photometer
(Firma Perkin-Elmer, Modell LAMDA 2) eingesetzt. Die Messung erfolgte bei einer
Wellenlange von 540 nm. Nach Abzug der Blindwerte liel3 sich die Enzymaktivitat in

uMol umgesetztes Nitrat / g FM h™" errechnen.

3.4.2 In vitro Nitratreduktasetest

Der in vitro NRA-Test dient als Mal fur die maximal mdgliche Umsetzung von Nitrat zu
Nitrit in der Pflanze. Da bei diesem Test das Pflanzenmaterial homogenisiert wird, ist
die Einfuhrung von Chemikalien unabdingbar, die beispielsweise die Inaktivierung von
Enzymen durch phenolische Substanzen unterbinden kdnnen. Die in dieser Arbeit fur
den in vitro NRA-Test verwendeten Reagenzien und Reaktionsbedingungen wurden auf
der Basis der Arbeiten von Scholl et al. (1974), Hageman et al. (1980), Kuo et al.
(1982), Wallace (1986) und Long et al. (1990) zusammengestellt.

Bei der Ernte wurden die Pflanzen in Blatt, Sprossachse und Wurzel getrennt, wobei
auch hier die Wurzeln sehr sorgfaltig abgespult und vorsichtig abgetrocknet wurden. In
einem mit Eis vorgekuhlten Morser wurden daraufhin ca. 0,5 - 1,5 g frischen
Pflanzenmaterials mit flussigem Stickstoff versetzt und grundlich zerkleinert. In kleinen
Portionen (5 ml) wurde der auf 4°C gekiihlte Extraktionspuffer ? zugesetzt und solange

weiter geruhrt, bis eine homogene Losung vorlag. Diese Losung wurde in

2 Extraktionspuffer (100 ml)

1 g Casein 50 ml Tris-HCI pH 8,5
2,5 g Polyclar AT 5 ml Ko;HPO4
0,8296 mg FAD 5ml EDTA
0,4936 mg Leupeptin 10 yM 1 ml Na;MoO,

15,42 mg DTT (Dithiothreitol, 1 mM)
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Zentrifugenglaser Gibergefiihrt und 20 min bei 2°C mit 15.000 U min™" zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und auf Eis aufbewahrt (Rohextrakt).

In Reagenzglasern wurden 1,9 ml Probenpuffer 3 vorgelegt, mit 0,1 ml Rohextrakt
versetzt und anschlieend auf dem Wasserbad bei 30°C geschuttelt. Nach 15 min
wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,1 ml 0,1 M Zinkacetat gestoppt. Den Proben,
die zur Bestimmung der zu Testbeginn im Gewebe vorhandenen Nitritkonzentration
dienten (Blindwerte), wurde bereits vor der Inkubation auf dem Wasserbad 0,1 mi
Zinkacetat zugesetzt, um das Enzym auszufallen und so die Enzymaktivitat
auszuschalten.

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min bei 2°C mit ca. 10.000 U min™') wurde
der Uberstand in frische Reagenzglaser Uberfuhrt, zur Klarung der Proben mit 30 pl
1 mM Phenazinmethosulfat versetzt und 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte wie beim in vivo-Test (3.4.1) Uber die

Bildung des Azofarbstoffes und anschlieRender photometrischer Auswertung.

3.5 Nitratextraktion

Zur Bestimmung der Nitratgehalte in verschiedenen Pflanzenorganen wurde frisches
Pflanzenmaterial in Plastikglaschen gebracht und bei -20°C eingefroren. Nach wenigen
Tagen wurden die Proben aus der Kuhltruhe enthommen und in einer Gefriertrocknung
(Dura-Top Bulk Tray Dryer, FTS Systems) schonend bei -18°C getrocknet. Diese
Proben wurden dann in einer Kugelmuhle zu feinem Pulver zermahlen, in frische
Probenglaser gefullt und im Exsikkator aufbewahrt.

Die Bestimmung des extrahierbaren Nitratgehaltes in Pflanzengewebe erfolgte in
Anlehnung an die Methode von Cataldo (1975). Es wurden 50 bis 150 mg des
gemahlenen Pflanzenmaterials in Zentrifugenglaser eingewogen und mit 7 ml aqua
dest. versetzt. Die Losungen wurden daraufhin 30 min auf dem Wasserbad gekocht,
wobei in 2 Portionen nochmals 3 ml aqua dest. zugegeben und an den Glaswanden

anhaftendes Pflanzenmaterial in die siedende Losung gespult wurde. Nachdem die

% Probenpuffer

0,8 yM NADH>
20 yM KNOs3
50 yM  KH,PO4 mit KOH auf pH 7,5 eingestellt
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Proben auf Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurden sie 10 min mit 8000 U min™ bei
4°C zentrifugiert (Beckmann Zentrifuge, Model J2-21), um die Pflanzenteile zu
sedimentieren. Anschliefend wurden die Zentrifugenglaser zurlickgewogen und mit
Parafilm™ verschlossen.

Vom klaren Uberstand wurden 0,2 ml abpipettiert und in groRe Reagenzglaser
ubergefuhrt. Vorsichtig wurden 0,8 ml 5 % Salicylsaure (w / v) in konzentrierter H,SO4
zu dem Extrakt zugegeben und die Proben vorsichtig durchmischt. Nach dem Abkuhlen
der Losung auf Raumtemperatur wurden unter stadndigem Durchmischen 15 ml
4 N NaOH in kleinen Portionen hinzugegeben. Die bei der Umsetzung von Nitrat mit
Salicylsaure entstandene Nitrosalicylsdure wird durch das Anheben des pH-Werts auf
12-13 in die dissoziierte Form Ubergeflhrt, die eine gelbe bis orangerote Farbung
besitzt. Extrakte, die zu einer roten Farbung flhren, enthalten hohe
Nitratkonzentrationen, bei denen das Lambert-Beer'sche Gesetz nicht mehr gilt. Bei
solchen Ldsungen wurden die Rohextrakte in einer starkeren Verdinnung mit der
Salicylsaure versetzt und erneut analysiert.

Die Bestimmung der Nitrosalicylsaure erfolgte nach dem Abklhlen der Proben am
Photometer (UV / VIS Spectrometer Lambda 2, Perkin Elmer) bei 412 nm. Als Standard
dienten Nitrat-Eichldsungen, die anstelle des Extraktes mit der schwefelsauren

Salicylsaure versetzt wurden.
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3.6 Produktion und Einsatz des kurzlebigen *N

Der Positronenstrahler N wurde im Institut fir Nuklearchemie (INC) der
Forschungszentrum Jilich GmbH mit Hilfe eines Baby Zyklotrons (Model BC 1710,
Japan Steel Works Ltd.) hergestellt. In Abbildung 2 ist dieser Vorgang schematisch
dargestellt.

Durch Beschuss von 1 bis 2 ml dreifach destilliertem Wasser mit einem Protonenstrahl
(17 MeV) entsteht in einer '®O(p,a) Reaktion aus dem Sauerstoff das kurzlebige
Stickstoffisotop '>N. Beim Beschuss des Wasser-Targets mit energiereichen Protonen
(;p) wird das Sauerstoffatom des Wassers angeregt und es finden die in Tabelle 4
(Gleichung 7 und Gleichung 8) dargestellten Umwandlungen statt.

Entsprechend der Isotopenverteilung der natlrlich vorkommenden stabilen
Sauerstoffisotope °0 (99,7 %) und 0O (0,2 %) entsteht beim Beschuss neben ™N

auch ein geringer Anteil '°F. Die freigesetzten a - Teilchen (;He) und Neutronen (,n)

Motor Helium

Spritze ; /
Uberlauf /—
17 MeV
( ( ZyKlotron Protonen-

T \_ Target
. Na

1

Druckmesser

Kationen-
austauscher

13NOg-

vV

Hy160

Abbildung 2 : Schematische Darstellung der ferngesteuerten Beladung und Entladung
des Zyklotrons zur Produktion des Stickstoffisotops "°N aus einem Wasser-Target
(nach Wieneke und Nebeling, 1990).

26



Material und Methoden

sind fur die Reaktion nicht von Bedeutung, machen aber eine gute Abschirmung der
Produktionsstatte erforderlich.

Die erzeugten Isotope sind nicht stabil, sondern zerfallen unter Aussendung eines
Positrons (B*) nach Gleichung 9 und Gleichung 10 (Tabelle 4).

Das Positron hat in Losungen oder Festkdrpern nur eine geringe Reichweite und trifft
sehr schnell auf ein Elektron. In einer Materie - Antimaterie Reaktion werden beide
Teilchen unter Aussendung von 2 y - Quanten mit einer Energie von je 511 keV
vernichtet (Tabelle 4, Gleichung 11).

Die Tatsache, dass die y - Quanten in einem Winkel von 180° auseinanderstreben,
kann man sich in einer Koinzidenzschaltung zunutze machen, um den Ort des Zerfalls
zu lokalisieren. Zu diesem Zweck werden Detektoren zu beiden Seiten des zu
untersuchenden Objekts so ausgerichtet, dass sie denselben Raum erfassen kdnnen.
Wahrend der Messung werden dann nur die Messereignisse gezahlt, die an den
aufeinander ausgerichteten Detektoren zum gleichen Zeitpunkt erfasst wurden. So lasst
sich trotz der Streuung der Strahlung ermitteln, ob und welche Menge des radioaktiven
Tracers einen bestimmten Bereich des untersuchten Objekts erreicht hat. Die PET-
Technik (Positronen-Emissions-Tomographie) wird vorwiegend in der Medizin genutzt,
um beispielsweise die Versorgung bestimmter Gehirnbereiche mit markierten Zuckern
zu bestimmen (Heiss et al., 1985; Wienhard et al., 1989).

Tabelle 4 : Reaktionsgleichungen zur Produktion von "N aus einem Wasser-Target und
zum anschlielRenden Zerfall der entstandenen Isotope.

Reaktion
Gleichung 7 8O+ Ip—1MY BNy 4y
Gleichung 8 B0+ Ip— LMV, 18 I
Gleichung 9 BN_29mmin_y 18 g+
Gleichung 10 BE_ 109,8min S04
Gleichung 11 B+ ——s2y 1)
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3.6.1 Aufbereitung des >NO;"

Nach einer Bestrahlzeit von etwa 5 min wird die ">N-Probe mit Heliumgas durch
Polyethylenrohre in eine Bleibox gepresst. Um bei der Nitrataufnahme stérende
Kationen wie beispielsweise ®*NH," zu entfernen, wird die wassrige Lésung lber einen
Kationenaustauscher (Dowex 50x8) geleitet und die austretende Losung gesammelt. In
der Regel konnten so 3 bis 4 GBq radioaktiver Tracer gewonnen werden. Die so
vorbehandelte Probe wurde von der Produktionsstatte zum pflanzenphysiologischen
Labor transportiert.

Neben dem benétigten ">NOs™ sind aber noch Spuren von *NO; und '®F" in der Probe,
die abgetrennt werden mussen (Lee et al., 1986). Beide Stoffe missen weniger wegen
ihres Einflusses auf die Pflanze, sondern vielmehr aus messtechnischen Griinden
entfernt werden. Der chemische Einfluss dieser Verunreinigungen auf die
Nitrataufnahme ist als gering einzuschatzen, da bei der Produktion des Tracers eine
nahezu ,tragerfreie, Losung entsteht. Diese Bezeichnung rihrt daher, dass bei der
Tracerproduktion so geringe Mengen des Isotops erzeugt werden, dass sie mit
chemischen Methoden kaum nachweisbar sind.

Das Entfernen von '®F, das wie "N ein Positronenstrahler ist, ist von besonderer
Bedeutung, da dieses Isotop mit 109,8 Minuten eine wesentlich langere Halbwertzeit als
3N besitzt. Als Positronenstrahler besitzen beide Isotope dasselbe Energiespektrum, so
dass sie am Szintillationszahler nicht voneinander getrennt werden konnen. Bei der fur
die Auswertung notigen Zerfallskorrektur der Messdaten konnten sich ansonsten
betrachtliche Fehler ergeben. Abhilfe schafft eine SEPAK alumina N Saule, die erst mit
10 M Ca(NO3), konditioniert und dann mit destillietem Wasser gespult wird. Die
radioaktive Tracerlosung wird dann auf die Saule aufgebracht und in einem
geschlossenen System mehrmals Uber diese Saule gepumpt. In regelmaligen
Abstanden wird die Qualitat der Saule mittels eines Radio-HPLC-Systems Uberpruft.
Nach der Abtrennung des '®F wird die radioaktive Lésung unter dem Abzug mit 10 %
H,SO,4 versetzt und kurz aufgekocht. Bei diesem Vorgang wird salpetrige Saure und
N0, zerstort und als NOx ausgetrieben. So ist gewahrleistet, dass kein markiertes
Nitrit in die Nahrldsung gelangt und aufgrund seiner geringeren Aufnahmerate die
Messung der Nitrataufnahme verfalscht.

Nach dem Aufkochen wird die Losung mit NaHCO3 neutralisiert. Jetzt kann ein Aliquot
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dieser Lésung in vorbereitete Nahrldsungen pipettiert und ein Versuch zur *NOs5

Aufnahme gestartet werden.

3.6.2 Anwendung von °>NOj3 bei der Nitrataufnahme

Das Isotop BN wurde bei Versuchen eingesetzt, deren Ziel es war, neben der
Nettoaufnahme auch den Nitratinflux und die Verlagerung in der Pflanze zu bestimmen.
Im Rahmen von Versuchen zur Induktion der Nitrataufnahme wurde so aus dem Influx
und der photometrisch bestimmten Nettoaufnahme auch der NOjs-Efflux aus den
Wurzeln bestimmt.

Far Influx- / Efflux-Studien wurde die in Abbildung 3 dargestellte Messapparatur
verwendet. In einem Durchfluss-System wurde Nahrldsung vorgelegt und mit 0,5 - 2 ml
des aufbereiteten '°NOs; versetzt. Nach gutem Durchmischen wurden die
Versuchspflanzen auf die Durchfluss-Apparatur gesetzt und die Messung gestartet.

Am Photometer wurde die Extinktion der Nahrlosung bei 210 nm und 250 nm
aufgezeichnet (Netto-Aufnahme), wahrend die Detektoren die Abnahme der y -
Strahlung registrierten. Nach Zerfallskorrektur der Messwerte konnte so der Influx
kontinuierlich gemessen werden. Nach 10 - 15 min wurden die Pflanzen geerntet, die
Wurzeln mit 0,5 mM CaSO,4 abgespllt und vorsichtig abgetrocknet.

Die Pflanzenproben wurden danach in Szintillationsvials Uberfuhrt, gewogen und
anschlieBend in einem Gamma-Spektrometer (Packard, Modell 5650) mit einem
Messfenster von 460-560 keV gemessen. Der typische 511 keV-Peak des R*-Zerfalls
(Tabelle 4, Gleichung 11) lag somit genau im Messfenster. Alle Proben wurden fir je 1
min gemessen. Die Probenserie wurde insgesamt dreimal vermessen.

Fir die Versuchsauswertung wurden die Messwerte aufgrund der kurzen Halbwertszeit
korrigiert und danach wurde berechnet, welcher Anteil des ®°N wahrend der Markierung
in die verschiedenen Pflanzenfraktionen gelangt war.

Neben den Fluxversuchen wurde ®NOs; auch zur Aufnahme von Zeitreinen zur
Verlagerung von "N eingesetzt. Der Nahrldsung wurde bei diesen Versuchen
zusatzlich 1 mM des Puffers MES zugesetzt. So konnten Effekte ausgeschlossen
werden, die durch die Verschiebung des pH-Wertes wahrend der Dauer der Markierung

eine Veranderung der Nitrataufnahme verursachen konnen.
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Abbildung 3: Darstellung der Messapparatur zur Durchfluss-Messung von Nitrat an
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Pflanzen. Die Nahrlésung wird von den Markierungsgefallen Uber Pumpen zum
Photometer geleitet, wo aus der Absorption bei 210 nm und 250 nm der
Nitratgehalt berechnet wird. Vom Photometer wird die Nahrlosung an Detektoren
(Bismuth-Germanat Detektor mit Vorverstarker) vorbeigeleitet, bevor sie wieder in
die Markierungsgefalde gelangt. Von den an eine Hochspannungsquelle
angeschlossenen Detektoren werden die Messsignale Uber einen Messverstarker
an einen Mehrkanal-Zahler weitergeleitet. Die Daten gelangen schlieRlich in den
PC, wo sie Uber eine Computer-Steckkarte (Canberra System S 100)
umgewandelt und gespeichert werden (modifiziert nach Wieneke und Nebeling,
1990).
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3.7 "cO, und ' CO; bei Untersuchungen zum Assimilattransport

In der Nuklearmedizin dient "'CO, als Grundsubstanz zur Synthese von langerkettigen
C-Molekllen, die zur Diagnostik und fur pharmakokinetische Studien eingesetzt werden
(Stocklin, 1988). In der Pflanzenphysiologie kann "CO, ohne weitere Umwandlung
eingesetzt werden, um die CO»-Aufnahme und den Assimilattransport zu verfolgen
(Roeb et al, 19867 und 1986°).

3.7.1 Produktion des kurzlebigen ''CO,

Genauso wie bei ®N handelt es sich auch bei ''C um einen Positronenstrahler. Das
Radioisotop ''C wurde im Institut fur Nuklearchemie durch Protonenbeschuss von

Stickstoffgas hergestellt. Die Umsetzung erfolgte nach einer "N(p,a)"'C Reaktion. Da

A kluft
AL ‘i‘ Vakuumpumpe
11
I C0z-Transportygefal
Ratemeter % % @

11I:[:|2 W?
= Ei

e

Mz fllssi
Cetektor E E
]
oy
=}
l M:
T ] £} Mz Target Gas
Protanenbeschuss

Abbildung 4: Produktion von "'CO,. Durch Beschuss eines Nj-Targets (Zyklotron) mit
energiereichen Protonen entsteht das kurzlebige ''CO, das in einem Vorratstank
gespeichert wird. Aus diesem Vorrat wird das ''CO, in die Sammelapparatur
geleitet, wo es ausgefroren und in ein Transportgefal® Ubertragen wird (nach
Keutgen, 1993).
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das verwendete N»-Gas in geringen Mengen Sauerstoff enthalt, kann sich das
entstehende "'C mit dem O, zu "'CO; (98 %) und '"'CO (2 %) verbinden. Die
Halbwertszeit von ''C betragt 20,4 min.

Uber Gasleitungen wird das fiir einen Versuch benétigte ''CO, von einem Vorratstank
in der Nahe des Zyklotrons zum Photosyntheselabor geleitet (Abbildung 4). Dort wird
das ''CO, beim Durchstrémen einer mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Rohrschleife
ausgefroren. Die angereicherte ''C-Aktivitat wird Uber einen Detektor gemessen und
auf einem Ratemeter angezeigt. Das in der Rohrschleife gesammelte ''CO, wird
anschliellend erwarmt und in das mit flissigem N, gekuhlte Transportgefal® geleitet, wo
es erneut ausgefroren wird. Das mit ''CO, beladene TransportgefaR wird dann von der
Sammelapparatur zur Applikationsanlage gebracht, wo das ''CO, entweder fiir

Pulsversuche oder kontinuierliche Markierungsversuche eingesetzt werden kann.

3.7.2 Kontinuierliche 'CO, Applikation

Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden Rapspflanzen in der Klimakammer des
Messlabors in ein geschlossenes System aus Blattkivette und zirkulierender
Nahrldsung gebracht. Die Blattkivette war an eine Gaswechselapparatur
angeschlossen, in der wahrend des Versuches Temperatur, Feuchte und Lichtintensitat
eingestellt und kontrolliert werden konnten. In der Regel wurden 2 Pflanzensets,
bestehend aus 2 bis 3 Einzelpflanzen, gleichzeitig mit ''CO, versorgt. Durch einen
Differenz-Infrarotgasanalysator wurde abwechselnd die CO,-Differenz zwischen
Eingang und Ausgang der beiden Blattkivetten gemessen und an einen Rechner
weitergeleitet. Aus der CO,-Nettoaufnahme wurde spater die apparente Photosynthese
errechnet.

Die ''CO,-Konzentration im Gaskreislauf wird wahrend der Applikation Uber
reglergesteuerte  Pumpen reguliert (Abbildung 5). Dabei wird radioaktives ''CO,
zunachst vom "'CO,-Eingabekreislauf in den ''CO,-Zwischenkreislauf gepumpt, bevor
es in den "'CO,-Pflanzenkreislauf gelangen kann. Durch Regulierung der Zudosierung
von inaktivem CO, wird der CO,-Gehalt im Pflanzenkreislauf auf 350 ppm gehalten. Die
mit 20,4 min recht kurze Halbwertszeit des ''C bedingt, dass bei der kontinuierlichen
Applikation das '"CO, im Eingabekreislauf etwa alle 2 h aus dem Reservoir ''CO;
aufgefiillt werden muss. Nach 3 bis 4 Stunden ist aber auch der Vorrat im '"CO;

Reservoir erschoépft und muss durch eine neue Produktion aufgefullt werden. Beim
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Beenden der Applikation wird die Luft aus dem Pflanzenkreislauf Uber eine NaOH-
Waschflasche ausgeblasen und durch Luft aus der Umgebung ersetzt.

Als Positronenstrahler zerfallt ''C in einer 'C(R*)''B Reaktion in das Element Bor. Die
Positronen (R*) haben nur eine geringe Reichweite und reagieren mit den Elektronen
der Materie, die sie durchdringen. Wie beim Zerfall von N (Gleichung 11, S.27)
entstehen beim Zusammentreffen von Positron und Elektron 2 y - Quanten mit einer
Energie von 511 keV, die Pflanzengewebe und die Blatt- oder Wurzelkiuvette ohne
Abschwachung durchdringen und von NaJ-Szintillationsdetektoren gemessen werden.
Das Signal wird tber Vorverstarker (Preamplifier) und Verstarker (Amplifier) verstarkt
und uber ein  Vielkanalspektrometer  (Multi  channel analyzer) einer
Sechzehnkanalzahleinrichtung (SKZE) zugeleitet. Am Versuchsende werden die Daten
dann auf einen Rechner ubertragen.

Ein groRer Vorteil der "C-Technik ist, dass wiederholt Versuche mit der gleichen

Fragestellung an derselben intakten Pflanze durchgefuhrt werden konnen. Dabei ist es
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Feuchtefiihler
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Abbildung 5: In der Gaswechselapparatur kénnen fiir Photosynthesestudien ''CO,
und / oder ™CO; in einem Pulsexperiment oder kontinuierlich appliziert werden.
Uber zahlreiche Mess- und Regulationseinrichtungen kann die "'CO,-
Konzentration bei Bedarf konstant gehalten werden (modifiziert nach Keutgen,
1993).

33



Material und Methoden

moglich, mit gleichen oder unterschiedlichen Versuchsparametern Informationen zu
gewinnen, die sonst nur durch eine groRe Zahl von Einzeluntersuchungen unter
Berucksichtigung der pflanzlichen Variabilitdt zu ermitteln waren. Fur dynamische
Prozesse, wie die Verlagerung von Assimilaten, bietet sich zudem die Moglichkeit, den

Einfluss von Storfaktoren auf diese Vorgange in vivo zu verfolgen.

3.7.3 '“CO, Applikation und '“C-Messung

Mit der im vorhergehenden Absatz beschriebenen Applikationsanlage kann den
Versuchspflanzen neben dem kurzlebigen "'CO, auch *CO, angeboten werden. Hierzu
werden (iber eine Schlauchrollenpumpe wenige ml einer NaH"COsLésung zu einer
Saurevorlage (10 % H3PO4) gegeben. Aus diesem CO,-Generator wird unter Kontrolle
der CO»-Konzentration im Pflanzenkreislauf mit Hilfe eines Infrarot-Gasanalysators das
'“CO, zudosiert (Abbildung 5).

Die Applikation erstreckte sich in der Regel Uber 60 bis 90 min und erfolgte im
Entwicklungsstadium EC 15 (1.Laubblatt-Stadium). Die pro Versuch eingesetzte
Aktivitat lag zwischen 5 und 40 kBq 'C. Ziel der Puls-Experimente war es, Aussagen
Uber die Verlagerung des aufgenommenen CO, im Laufe der Zeit und die Abgabe des
eingebauten "C durch Prozesse wie Wurzelatmung und Respiration zu sammeln. Von
Interesse war dabei vor allem der Einfluss der N-Ernahrung auf die Assimilatverteilung
und die Verlagerung der Photosyntheseprodukte in der Pflanze. Weiterhin wurde die
Bedeutung von Kalium beim Zusammenspiel zwischen N-Aufnahme und C-Assimilation
betrachtet.

Die Pflanzen wurden 2 bis 3 Tage nach der Applikation geerntet und hatten zu diesem
Zeitpunkt das Entwicklungsstadium EC 17 (2.Laubblatt-Stadium) erreicht. Bei der Ernte
wurden die Pflanzen in die Fraktionen Blatter, Sprossachse und Wurzel aufgeteilt. Die
Fraktionen wurden ausgewogen und dann bei -20°C eingefroren. Nach dem Trocknen
in der Gefriertrocknung bei -18°C wurden die Proben gemahlen und zur Bestimmung
des 'C-Gehaltes in den einzelnen Fraktionen mit einem Oxidizer (Tri-Carb Packard
Oxidizer, Modell 306). verascht. Die Bestimmung der '*C-Gehalte wurde an einem

Flussigkeits-Szintillationsspektrometer (TriCarb 2500 TR, Packard) vorgenommen.
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3.7.4 Photorespiration, Dunkelrespiration und Wurzelatmung

Fir eine spatere Bilanzierung des aufgenommenen “CO, war es nétig, Prozesse
einzubeziehen, die zu einer Abgabe von "C-Verbindungen fiihren kdnnen. Als erstes ist
hier die Photorespiration zu nennen, die in denselben Geweben wie die Photosynthese
ablauft, jedoch zu einer CO,-Abgabe fuhrt. Da die Markierung der Versuchspflanzen in
einem geschlossenen System erfolgte (Abbildung 5), stand von den Blattern
abgegebenes ™CO, jedoch der Pflanze wieder zur Aufnahme zur Verfigung. Wahrend
der 1 bis 1,5 stiindigen Puls-Markierung mit '*CO, wurden (iber 99,8 % der
angebotenen “C-Aktivitat aufgenommen. Einen Anhaltspunkt fur die Photorespiration

11ICOz—F’ﬂanzem«:reislauf
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Abbildung 6: Verla%;erung von Assimilaten vom Spross in die Wurzel. Die Blattklvette
ist an die ''CO./'*CO,-Applikationsanlage (Abbildung 5) angeschlossen. Es
werden Temperatur, Feuchte und CO,-Gehalt am Eingang und am Ausgang der
Kiivette gemessen. Die Detektoren erfassen die Verlagerung von ''C in der
Pflanze und das Freisetzen von markierten Abbauprodukten in die Nahrldsung.
Der Nahrlésungsvorrat wird mit Luft durchperlt und die Abluft durch eine
Waschflasche mit NaOH geleitet. Gleichzeitig kbnnen Uber ein 3-Wege Ventil
Nahrlosungsproben gezogen werden.
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gaben die "C-Gehalte in den NaOH-Waschflaschen, durch die am Ende der Lichtphase
und am Versuchsende die Kammerluft ausgeblasen wurde.

In der Dunkelphase wurde der Pflanzengaskreislauf so geschaltet, dass Aufenluft
angesaugt, Uber die Pflanzen geleitet und erst nach der Passage von Waschflaschen,
die mit 1 N NaOH gefullt waren, wieder abgegeben wurde. Durch Dunkelrespiration aus
"C-markierten Assimilaten freigesetztes "CO, wurde somit aufgefangen und konnte
quantitativ in einem Szintillationszahler bestimmt werden. Eine Wechselautomatik
ermoglichte dabei das Sammeln der abgegebenen Luft in Zeitintervallen, was eine
Auflosung der Dunkelrespiration Uber die gesamte Dunkelphase ermoglichte.

Zur Bestimmung der Wurzelrespiration wurde der Nahrlésungsvorrat mit Auf3enluft
durchperlt und die Abluft durch eine NaOH-Waschflasche geleitet (Abbildung 6).
Wahrend der Lichtphase wurde die Waschflasche alle 2 h gewechselt, und in der

Dunkelphase wurde die Abluft an eine Wechselautomatik angeschlossen.

3.8 Gewinnung und Analyse von Xylemsaft

Zur Gewinnung von Xylemsaft sind vier verschiedene Methoden beschrieben worden.
Bei der ersten Methode werden die Pflanzen in porésen Anzuchtgefalien in Erde
angezogen, in eine Druckkammer gebracht und dicht verschlossen. Nach dem
Dekapitieren der Pflanzen wird ein konstanter Druck an den Wurzelraum angelegt, der
eine gleichmafige Gewinnung von Xylemsaft erlaubt (Passioura, 1990; Jeschke et al.,
1990). Zur Gewinnung des Xylemsafts von Pflanzen, die in einem wassrigen Medium
angezogen werden, kann diese Methode jedoch nicht verwendet werden.

Als gangige Methoden flr Nahrlésungskulturen haben sich das Aufsetzen von
Glaskapillaren auf Schnittflichen an der Pflanze (Engels et al., 1992°) und das direkte
Sammeln von Blutungssaft (Buysse et al., 1994) bewahrt. Um konstante Bedingungen
fur die Gewinnung von Xylemsaft von Pflanzen auf Nahrldésungen zu schaffen, wird
noch eine weitere Methode diskutiert. Auf die Sprossstumpfe von dekapitierten Pflanzen
werden Glaskapillaren aufgesetzt, die Uber ein eisgekuhltes Sammelgefall mit einer
Vakuumpumpe in Verbindung stehen (Kim etal., 1993; Carrasso et al., 1994).
Aufgrund des geringen Durchmessers an der Wurzelbasis der Rapspflanzen erwies
sich der Einsatz von Glaskapillaren als unpraktikabel. Es wurde stattdessen auf das

Sammeln von Blutungssaft zurlickgegriffen.
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Die auf Nahrlosung stehenden Pflanzen wurden mit einem scharfen Skalpell etwa 1 cm
Uber der Wurzelbasis dekapitiert. Uber die dekapitierten Pflanzen wurden Plastikboxen
gestellt, in denen zuvor mit einem Zerstauber destilliertes Wasser vernebelt wurde. So
konnte ein Mikroklima mit etwa 95 % Luftfeuchte geschaffen werden, das die
Gewinnung von Xylemsaft Uber eine langere Periode zulie. Mit einer pl-Spritze
(Hamilton) wurde in regelmaRigen Abstanden der Blutungssaft von der Schnittstelle
abgesaugt, in Eppendorf-Caps ubergefuhrt und auf Eis gelagert. Am Ende der
Sammelperiode wurden die Eppendorfgefalle gewogen und bei -20°C eingefroren, um
eine Umsetzung der Inhaltsstoffe zu verhindern.

Die Analyse der Zusammensetzung des Xylemsafts erfolgte mit Hilfe einer HPLC-
Anlage (Firma Gynkotek, Munchen). Um ein Einschleppen von Schwebeteilchen (Zellen
und Zellteile, die beim Absaugen des Blutungssaftes mitgerissen wurden) in die HPLC-
Anlage zu vermeiden, wurde der Xylemsaft nach dem Auftauen 5 min bei 5000 U min™

zentrifugiert und so die Zellfraktion sedimentiert.

3.8.1 Nachweis von Anionen im Xylemsaft

Der Nachweis von Anionen im Xylemsaft wurde mit einer HPLC-Anlage mit Hilfe der
lonenchromatographie durchgefuhrt. Da die untersuchten Anionen - mit Ausnahme von
Nitrat - keine charakteristischen Absorptionsspektren im sichtbaren Licht oder im UV-
Bereich aufwiesen, wurde auf die Methode der indirekten UV-Spektroskopie
zuruckgegriffen. Bei dieser Methode macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass die
Konzentration des Laufmittels vor einem UV / VIS - Detektor immer dann absinkt, wenn
eine Front gleicher lonen den Detektor passiert. Dabei wird das UV-Signal des Eluenten
abgeschwacht. Die Starke der Abschwachung ist ein Mal flr die Konzentration der
jeweiligen lonen.

Als Trennsaule diente die Anionenaustauschersaule RT Polyspher® IC AN-1 (Firma
Merck, Lange 100 mm, Durchmesser 4.6 mm, Partikeldurchmesser 12 ym). Um das
Sorbens der Trennsaule vor Kontaminationen zu schitzen, wurde eine Vorsaule
(RT 10-4,6 Polyspher® IC AN-1, Merck) eingesetzt.

Von den zentrifugierten Xylemsaftproben wurden je 20 yl entnommen und mit 180 pl
des Eluenten in Probenflaschchen pipettiert. Die Trennung der Proben erfolgte bei

20°C. Neben dem Aufbringen der Proben wurden auch Eichreihen fur die Anionen
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(NO3", SO4%, HPO,?) aufgenommen, anhand derer spéter die Konzentrationen in den

Xylemsaftproben errechnet wurden.

3.8.2 Nachweis der Kationen im Xylemsaft

Wie bereits bei der Bestimmung der Anionen wurde auch bei den Kationen die indirekte
UV-Spektroskopie zum Nachweis von Kalium, Natrium, Magnesium und Calcium im
Xylemexudat eingesetzt. Die Analyse der Kationen erfolgte mit der
Kationenaustauschersaule PRP X-200 (Firma CS, Lange 250 mm, Durchmesser 4 mm,
Partikeldurchmesser 5 um). Als Vorsaule diente die Saule A-4 PRP X-200 (Firma CS).
Da sich die einwertigen und zweiwertigen Kationen nicht in einem Lauf trennen liel3en,
wurden zwei Eluenten verwendet. Fiir die zweiwertigen Kationen (Ca**, Mg?*) wurde 0,2
mM Cer(lll)-Nitrat als Eluent verwendet, wahrend fur die einwertigen Kationen eine
Lésung aus 4 mM HNOs in 30 % Methanol / Wasser als Laufmittel diente.

In beiden Fallen wurden je 20 ul der zentrifugierten Proben mit 180 ul des Eluenten
versetzt und bei 20°C auf der Saule getrennt. Die Bestimmung der
lonenkonzentrationen erfolgte anhand von Eichreihen, die mit Standardlésungen der

untersuchten Kationen aufgenommen wurden.

3.9 AAS - Analytik

Zur Bestimmung der Kationen in den verschiedenen Pflanzenorganen wurde die
Atomabsorptionsspektroskopie (Atomic Absorption Spectrophotometer 5100, Perkin
Elmer) eingesetzt. Das frische Pflanzenmaterial musste dazu in der Gefriertrocknung
bei -18°C getrocknet und anschlieRend fein gemahlen werden (vgl. 3.5 Nitratextraktion).
In Glasgefallen (Packard-Glaser) wurden daraufhin 20 bis 50 mg des Pulvers
eingewogen und in einem Muffelofen bei einer Temperatur von 550°C verascht. Proben,
die nach diesem Schritt noch nicht vollstandig verascht waren, wurden 2 ml 1 N HCI
zugesetzt und erneut in den Muffelofen gestellt. Die so vorbereiteten Pflanzenproben
wurden dann mit 15 ml 0,5 N HNO3; versetzt und auf dem Ultraschallbad in Lésung
gebracht.

Von der salpetersauren Losung wurden 5 ml abgenommen und in einen 50 mi
Messkolben Ubergefuhrt. Nach Zugabe von 15 ml LaCls (hergestellt durch Auflésen von
81,45 g LayO3 in 5 N HCI) wurde mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefillt und die
Probe gut geschittelt.
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Am Atomabsorptionsspektrometer wurden dann die Gehalte von Calcium, Magnesium
(Hohlkathodenlampe Ca-Mg 303-6092, Perkin Elmer), Natrium und Kalium
(Hohlkathodenlampe Na-K 303-6095, Perkin Elmer) anhand einer Eichreihe bestimmt.

Da sich bei der flammenphotometrischen Bestimmung Natrium und Kalium gegenseitig
storen, wurde bei der Kaliumbestimmung der Probe ein Natriumstandard (1000 ppm)
zugesetzt. Entsprechend erfolgte bei der Bestimmung der Natriumgehalte der Zusatz

eines Kaliumstandards.

3.10 Aufnahme von Kalium und Influx von ¥*Rb

Die Aufnahme von Kalium aus der Nahrlosung wurde mit Hilfe der AAS-Analytik (siehe
S.38) ermittelt. Aus der Differenz zwischen der Konzentration von K* in der Nahrlésung
zu Beginn bzw. am Ende eines Aufnahmeversuches wurde dann die Aufnahmerate
errechnet.

Um die Verlagerung von K* zu ermitteln, wurde ®Rb" als Tracer fiir K* eingesetzt. Nach
einer Markierungsdauer von 30 min wurden die Wurzeln der Versuchspflanzen 2-mal
mit Nahrldsung ohne %°Rb* abgespiilt und die Pflanze auf eine frische Nahrldsung
umgesetzt. Im Abstand von je 10 min wurden einzelne Pflanzen geerntet und in Blatt,
Sprossachse und Wurzel getrennt. Diese Fraktionen wurden mit 0,1 M HNOs3
homogenisiert und anschliefend 10 min bei 100°C im Wasserbad gekocht. Aus jeder
Ldsung wurde ein Aliquot entnommen, mit 10 ml Szintillator versetzt und in einem
Fllssigkeits-Szintillationsspektrometer (TriCarb 2500 TR, Packard) vermessen
(Zaccheo et al., 1985).

Zur Bestimmung des Efflux von ®Rb* aus den Wurzeln der Pflanze wurde aus der
Nahrlésung eine Probe von 1 ml enthommen, mit 10 ml Szintillator versetzt und im

Flussigkeits-Szintillationsspektrometer gemessen.

3.11 Malatbestimmung

Nach einer entsprechenden Probenvorbereitung bietet ein Enzymtest eine zuverlassige
und genaue Methode, den Malatgehalt von Proben zu ermitteln. Bei dem hier
verwendeten Enzymtest (Bohringer) wird von der Tatsache Gebrauch gemacht, dass L-
Apfelsaure (L-Malat) in Gegenwart des Enzyms L-Malat-Dehydrogenase (L-MDH) unter

Umsetzung von Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) zu Oxalacetat oxidiert wird.
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Da das Gleichgewicht dieser Reaktion jedoch auf der Seite von L-Malat liegt, muss die
Reaktion durch das Entfernen eines Produktes auf die rechte Seite verschoben werden.
Dies erfolgt durch Zusatz von L-Glutamat und dem Enzym Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT), das eine Aminogruppe von L-Glutamat auf das gebildete
Oxoglutarat Ubertragt (Tabelle 5).

Die in diesen Reaktionen gebildete Menge NADH'+ H* ist proportional zur
Malatkonzentration und kann photometrisch bei 340 nm bestimmt werden (Tabelle 6).
Zur Bestimmung der Malatgehalte wurden die Pflanzen geerntet und in die Fraktionen
Blatt, Sprossachse und Wurzeln aufgeteilt. Die Wurzeln wurden 2-mal mit destilliertem
Wasser gewaschen und anschlielend mit Zellstofftichern abgetrocknet.

An der Analysenwaage wurden daraufhin Portionen von 0,5 bis 2 g in Aluminiumfolie
eingewogen und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. In einem Morser wurde
das gefrorene Pflanzenmaterial dann mit etwas Quarzsand unter Zugabe von wenigen
ml aqua dest. homogenisiert. Die Losung wurde anschlieend in gro3e Reagenzglaser
Ubergefuhrt, auf etwa 15 ml mit aqua dest. aufgeflllt und in ein Wasserbad gestellt. Dort
wurden die Lésungen 20 min bei 60°C unter leichtem Schutteln inkubiert.

Nach der Inkubation im Wasserbad wurden die Losungen filtriert, das Filtrat in
Messkolben aufgefangen und mit destillietem Wasser auf 50 ml aufgefullt. Dieser
Extrakt diente als Stammloésung flr den nachfolgenden Enzymtest.

Es wurden 0,5 ml Probenpuffer (440 mg / | L-Glutaminsaure in Glycylglyzin-Puffer
pH 10,0), 0,1 mI NAD" (210 mg NAD" Lyophilisat in 6 ml aqua dest.) und 5 pl Glutamat-

Tabelle 5: Reaktionsgleichungen bei der enzymatischen Bestimmung von L-Malat. Das
Enzym Malatdehydrogenase (L-MDH) katalysiert die Umsetzung von L-Malat zu
Oxalacetat (Gleichung 12). Durch Zusatz von L-Glutamat und dem Enzym
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase  (GOT) wird Oxalacetat aus dem
Gleichgewicht aus Gleichung 12 entfernt und die Reaktion wird vollstandig auf
die rechte Seite verschoben. Am Photometer wird dann die gebildete Menge von
NADH+H" bestimmt und daraus die urspriingliche L-Malatkonzentration

berechnet.
Gleichung 12 L-MDH
L-Malat + NAD" <« Oxalacetat + NADH+H"
Gleichung 13 GOT

Oxalacetat + L-Glutamat . * L-Aspartat + a-Ketoglutarat
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Oxalacetat-Transaminase (Bohringer) in einer 2 Mikrokuvette vorgelegt und die Losung
gut durchmischt. Etwa 3 min nach Zugabe von 0,5 ml der verdinnten Probe (oder 0,5
ml Wasser fur die Blindwertbestimmung) erfolgte die erste Messung am Photometer.
Diese Extinktion (Eo) spiegelt den Leerwert wider, da bisher noch kein L-Malat
umgesetzt werden konnte.

Mit der Zugabe von 5 pl L-Malat-Dehydrogenase (Bohringer) und gutem Durchmischen
der Losung wird die Umsetzung von Malat gestartet. Nach ca. 10 min ist die Reaktion
beendet und es erfolgt eine zweite Messung am Photometer (E1). Aus Eo und E4 ergibt

sich die Extinktionsdifferenz AE, die in Gleichung 14 (Tabelle 6) eingesetzt wird.

Tabelle 6: Berechnung der Malatkonzentration ( ¢ ) einer Pflanzenprobe, anhand der
photometrisch bestimmten Extinktionsdifferenz ( AE ).

Gleichung 14 c=F-

VMG ]
£-d-v:1000

= L-Malat Konzentration der Probe in g I”
= Verdunnungsfaktor der Probe

= Testvolumen (1,1 ml)

MG = Molmasse des Substrats L-Malat (134,09 g / Mol)

d = Schichtdicke der Kuvette (1 cm)

Vv = Volumen der Probe (0,5 ml)

€ = Extinktionskoeffizient von NADH+H" bei 340 nm (6,3 | mmol” cm™)
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4 Ergebnisse
4.1 Wachstumskurven
4.1.1 Frischmassezunahme von Brassica napus cv. Liberator-00

Zur Bestimmung des Frischmassenzuwachses wurden aus den Anzuchtbecken taglich
Pflanzen enthommen, in die Fraktionen Spross und Wurzel getrennt und gewogen. Die
so von mehreren Anzuchtterminen mit identischen Kulturbedingungen erhaltenen Daten
wurden zusammengetragen, gemittelt und zur Erstellung von Wachstumskurven
benutzt. In Abbildung 7 ist die Wachstumskurve fur Rapspflanzen dargestellt, die mit
100 uM Nitrat bei pH 5,6 unter einer Lichtperiode von 16 h angezogen wurden.

Wie aus Abbildung7 zu entnehmen ist, steigt die absolute Schwankung der
Frischmassen der Einzelpflanzen mit der Dauer der Anzucht an. Dies spiegelt jedoch
nur die biologisch bedingte Variabilitat der Wachstumsraten der Einzelpflanzen wider,
denn die Standardabweichung belief sich bei allen Ernteterminen auf 18 % bis 22 %
des jeweiligen Mittelwertes.

Zur Charakterisierung der Einflusse von Nitrat und Kalium auf die Wachstumsraten von
Raps wurden 4, 10, 17 und 24 d nach der Saat (0-3 Wochen nach Umsetzen auf

Nahrldésung) je 12 bis 16 Pflanzen entnommen und die Frischmassen bestimmt. Die

4,5 -

4,0 - i l
3,5 ¢ Blatter & Spross

3,0 o Wurzel
2,5 -

0 iH

1,0 - ; {
o 8

H

g Frischmasse

0,5 .
0,0 N I - 5

0 3 6 9 12 15 18 21
Tage nach der Saat

Abbildung 7: Zunahme der Frischmasse von Raps (Brassica napus L.) bei Anzucht mit
100 uM NOsj". Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Messwerte
von 16-24 Einzelpflanzen dar.
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Versuchsreihen wurden insgesamt 3-mal wiederholt, so dass zwischen 36 und 48
Einzelgewichte fur jeden Zeitpunkt vorlagen. Die nach Tabelle 2 (S.19) aus den
Tagesmittelwerten errechneten relativen Wachstumsraten sind in Tabelle 7 dargestellt.
Die Pflanzen der K-Mangelvarianten wurden in der ersten Woche noch mit 700 uM K*
ernahrt, um in diesem Zeitraum eine ungestorte Keimlingsentwicklung zu gewahrleisten.
Die Wachstumsraten der mit 200 yM Nitrat und 700 uM Kalium erndhrten Variante
wurden flr eine statistische Auswertung als Bezugswerte gewahlt. Signifikante
Unterschiede wurden auf der Basis des 0,1 %, 1 % und 5 % Niveaus (t-Test) ermittelt.
Wahrend der Anzucht war unter allen Kulturbedingungen ein kontinuierliches Absinken
der relativen Wachstumsraten von Spross und Wurzel zu beobachten (Tabelle 7). Dabei
fiel auf, dass die Ammonium-Variante zwar anfanglich geringere Wachstumsraten als
die Nitratvarianten zeigte, dies jedoch mit einer deutlich geringeren Abnahme der
Wachstumsrate der Ammonium-Variante verbunden war. Ein signifikanter Unterschied
in den Wachstumsraten bestand aus diesem Grund nur in den ersten 2 Wochen und
wurde dann durch die deutlich geringere Abnahme der taglichen Zuwachsraten
aufgehoben.

Die mit 2 mM Nitrat ernahrten Pflanzen zeigten anfanglich die hochsten

Tabelle 7: Relative Wachstumsraten (RGR) von Brassica napus L. bei
unterschiedlichen Anzuchtbedingungen. Die dunkel hervorgehobenen
Wachstumsraten  bzw.  Wurzel/Spross-Verhaltnisse  zeigen  einen
signifikanten Unterschied (°0,1 %, ® 1 %, 5 % Niveau) zu den als Kontrolle
geltenden Pflanzen der Anzucht mit 200 pM NOs  bei ausreichender
Kaliumernahrung.

Wurzel / Spross
RG RSpross RG‘RWurzeI Verhaltnis
Tage nach der Saat 10 17 24 10 17 24 10 17 24

100 uM NH,* 700 uM K* | 0,244 | 0,234° | 0,224 | 0,265" | 0,250° | 0,234 | 0,353 | 0,394" | 0,421°

100 uM NO5;™ 700 yM K* | 0,283 | 0,249 | 0,218 | 0,318 | 0,268 | 0,223 | 0,435 | 0,496 | 0,515

200 uM NO;, 700 uM K* | 0,286 | 0,255 | 0,217 | 0,323 | 0,272 | 0,222 | 0,425 | 0,481 | 0,496

2000 uM NO5 700 uM K* [ 0,363° | 0,298° | 0,238° | 0,399% | 0,321 | 0,245° | 0,406 | 0,480 | 0,504

200 uM NO;” 0 uM K* 0,233" | 0,186° 0,257 | 0,208 0,507 |0,593°
200 uM NO5;™ 30 uM K* 0,243 | 0,206 0,265 | 0,218 0,495 | 0,540
200 yM NO; 100 pM K* 0,251 | 0,215 0,271 | 0,223 0,485 | 0,515
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Wachstumsraten. Hier war allerdings auch der grofte Rickgang in den taglichen
Zuwachsraten zu beobachten. Im Beobachtungszeitraum naherte sich so zwar die
Zuwachsrate derjenigen der 200 pM-Variante an, doch bestand Uber die gesamte
Versuchsdauer ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Varianten.

Bei den K-Mangelvarianten zeigte sich, dass erst mit der 30 pyM K-Variante
Unterschiede zu den Wachstumsraten der vollwertig ernahrten Pflanzen auftraten. Die
Wachstumsraten lagen hier geringfligig unter denen der 100 yM-N Variante, wiesen
aber noch keine signifikante Abweichung zur Kontrolle auf. Auf einen leichten
Nahrstoffmangel deutet die starkere Abnahme der RGRsyross in der letzten Woche der
Anzucht hin. Die Wachstumsraten des Sprosses der 0 yM K-Variante lagen schon in
der ersten Woche auf dem Mangelmedium deutlich unter denen der 30 uM K-Variante,
und die Differenz zwischen beiden Wachstumsraten nahm wahrend der Anzucht weiter
Zu.

Bedingt durch die Tatsache, dass die Werte der RGRwurzel Stets Uber der RGRgpross
lagen, stieg das Verhaltnis von Wurzelmasse zu Sprossmasse unter den gewahlten
Versuchsbedingungen stetig an. Wahrend zum Zeitpunkt des Umsetzens der Keimlinge
auf die Nahrlosung das Verhaltnis Wurzel / Spross bei den Nitrat-Varianten noch bei
0,272 + 0,042 lag, wurde bei der Ammonium-Variante zu diesem Zeitpunkt schon ein
Wert von 0,297 + 0,056 festgestellt. Wegen der langsamer verlaufenden Keimung der
NH,"-Variante (vgl. Anzuchtbedingungen S.17) waren diese Pflanzen beim Umsetzen
auf Nahrldsung 2-3 Tage alter als die Pflanzen mit NO3-Ernahrung.

Mit einem  Wurzel / Spross-Verhaltnis von 0,421 war am Ende des
Untersuchungszeitraumes die Wurzelmasse der Ammonium-Variante am geringsten.
Dies kann darauf hindeuten, dass diese Pflanzen ihren N-Bedarf bereits bei einer
geringeren Wurzeloberflache decken kénnen und weniger Energie auf die Ausbildung
von Wurzeln verwenden mussen.

Trotz der mit dem hoheren Nitratangebot verbundenen erhdhten Wachstumsraten
verlief das Wachstum von Wurzel und Spross in der 2 mM NOj3-Variante parallel zu
dem der beiden anderen NO3™-Varianten.

Der Einfluss von Kalium auf das Wurzel/Spross-Verhaltnis machte sich bei den K-
Mangelvarianten erst bei sehr geringem K*-Angebot bemerkbar. Die in der 3.Woche
beobachtete verlangsamte Entwicklung des Sprosses bei der 30 yM K-Variante fuhrte

zu einem Anstieg des Wurzel/Spross Verhaltnisses, der jedoch noch nicht statistisch
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abzusichern war. Selbst bei der K*-Mangel Variante fiihrten die deutlich verringerten
Wachstumsraten des Sprosses erst in der 2.Woche auf dem Mangelmedium zu einem

signifikanten Anstieg des Wurzel/Spross Verhaltnisses.

4.1.2 Frischmassenzunahme von Lupinus albus cv. AMIGA

Wie fur die Rapspflanzen, so wurden auch fur Lupinen (Lupinus albus, Sorte Amiga) die
Wachstumsraten fur verschiedene Kulturbedingungen ermittelt (Tabelle 8). Die Pflanzen
wurden 6 - 7 Tage nach der Saat aus dem Keimbecken entnommen und auf
Nahrlosung umgesetzt. Zur Bestimmung der Zuwachsraten wurden 14, 21 und 28 Tage
nach der Saat (1-3 Wochen nach Umsetzen auf Nahrlosung) je 6 bis 9 Pflanzen
entnommen und die Frischmassen bestimmt. Die Versuchsreihen wurden insgesamt 3-
mal wiederholt, so dass zwischen 18 und 27 Einzelgewichte fur jeden Zeitpunkt
vorlagen. Nach Tabelle 2 (S.19) wurde aus den Tagesmittelwerten dann die relative
Wachstumsrate errechnet.

Eine zeitliche Verzogerung der Keimung der NH,* Variante konnte bei Lupinus albus L.
nicht beobachtet werden.

Die Wachstumsraten der Lupinen lagen deutlich unter den bei Raps (Tabelle 7)
festgestellten Werten. Genauso wie bei den Rapspflanzen war im Verlauf der Anzucht
ein Absinken der relativen Wachstumsraten zu beobachten, das mit einem stetigen
Anstieg des Wurzel / Spross - Verhaltnisses einherging.

Aus den verhaltnismallig grollen Lupinensamen entwickelten sich kraftige Keimlinge,
die mit einem anfanglichen Wurzel / Spross - Verhaltnis von 0,351 + 0,062 (Ammonium-
Variante: 0,355 + 0,078) deutlich Gber den bei Raps festgestellten Werten lagen.

Ein Vergleich der relativen Wachstumsraten (Tabelle 8) zeigt, dass bei der RGRwuyrzel
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Nitratvarianten (200 yM und 2000 uM),
der Ammonium-Variante (200 uM) und den K'-Mangelvarianten (0 yM und 30 pM)
auftraten. Bei der RGRspross lagen die Ammonium-Variante und die 2 mM-Nitratvariante
zwar uber den Werten der Kontrolle (200 uyM NO3’), jedoch konnten keine signifikanten
Unterschiede beobachtet werden. Die K-Mangel-Varianten zeigen mit der Zeit ein
Absinken der Wachstumsraten gegenuber den Kontrollpflanzen. In der Variante ohne
Kalium ist das Absinken der RGRspross besonders stark ausgepragt und ab der 2.Woche
auf dem Mangelmedium ist eine signifikante Veranderung gegenuber der Kontrolle

festzustellen.
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Bei den RGRspross der Ammoniumvariante und der 2 mM-Nitratvariante wirken sich die
anfangs hdoheren Zuwachsraten dahingehend aus, dass das Wurzel / Spross-Verhaltnis
dieser Varianten langsamer ansteigt als bei der Kontrolle. Ein statistisch signifikanter
Unterschied tritt bei der 2 mM-Nitratvariante bereits nach 2 Wochen, bei der
Ammoniumvariante erst in der 3.Woche auf Nahrldsung auf.

Den beiden K-Mangel - Varianten (0 uM K" und 30 uM K") gelingt es trotz geringerer
Wachstumsraten ein Wurzel / Spross-Verhaltnis zu halten das dem der Kontrolle
entspricht. Der deutliche Abfall der RGRspross in der 0 pM K-Variante |asst aber die
Vermutung aufkommen, dass sich Uber einen langeren Untersuchungszeitraum eine
weitere Verschiebung des Wurzel/Spross-Verhaltnisses zu Gunsten der Wurzel

abzeichnet.

Tabelle 8: Relative Wachstumsraten (RGR) von Lupinus albus L. unter verschiedenen
Anzuchtbedingungen. Die dunkel hervorgehobenen Wachstumsraten bzw.
Waurzel/Spross-Verhéltnisse zeigen einen signifikanten Unterschied (* 1 %, °
5 % Niveau) zu den als Kontrolle geltenden Pflanzen der Anzucht mit
200 uM NO3™ bei ausreichender Kaliumernahrung.

RG RSpI’OSS RG RWurze| VVU rzel / SprOSS
Verhaltnis

Tage nach der Saat 14 21 28 14 21 28 14 21 28

200 uM NH," 700 uM K* | 0,159 | 0,140 | 0,122 | 0,202 | 0,186 | 0,152 | 0,480 | 0,662 |0,817°

200 yM NO5;* 700 uM K* | 0,153 | 0,131 | 0,116 | 0,207 | 0,192 | 0,159 | 0,513 | 0,786 | 1,062

2000 yM NO3 700 uM K* | 0,171 | 0,143 | 0,128 | 0,214 | 0,196 | 0,157 | 0,475 | 0,688 | 0,8422

200 yM NO3” O uM K* 0,149 |0,114°|0,093%| 0,199 | 0,183 | 0,137 | 0,499 | 0,808 | 1,100

200 yM NO3” 30 yM K" [ 0,155 [ 0,129 | 0,111 | 0,213 | 0,194 | 0,148 | 0,527 | 0,831 | 1,077
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4.2 Nitratreduktase von Raps und Lupine

Nach der Aufnahme von Nitrat Uber die Wurzeln der Pflanze muss das NOg3™ unter
Aufwendung von Reduktionsédquivalenten (NADH+H") reduziert werden, bevor der
Stickstoff zum Aufbau neuer Substanzen genutzt werden kann. Das erste Enzym in
dieser Reduktionskette ist die Nitratreduktase (NR).

Der Ort der Nitratreduktion spielt fur die Pflanze dabei eine wesentliche Rolle. Reduziert
eine Pflanze einen grolien Teil des aufgenommenen Nitrats bereits in der Wurzel, so
muss die Wurzel vom Spross mit einer ausreichenden Menge von kurzkettigen C-
Verbindungen versorgt werden, auf die der Stickstoff Ubertragen werden kann. Die in
der Wurzel synthetisierten Aminosauren mussen dann wieder in den Spross
transportiert werden, wo sie von der Pflanze weiter verarbeitet werden.

Erfolgt hingegen die Nitratreduktion vornehmlich im Spross, so muss das Nitrat Uber die
Leitungsbahnen des Xylems zunachst in die Blatter geleitet werden, wo dann die
Reduktion und anschlieRende Syntheseschritte erfolgen. Zum Ladungsausgleich in den
Blattern mussen dann aber andere Anionen uber das Phloem zur Wurzel transportiert
werden.

In Abhangigkeit vom Hauptort der Nitratreduktion ergeben sich somit unterschiedliche
Stoffstrome, welche die Pflanze aufrechterhalten muss, um ihre Stickstoff-Versorgung

zu gewahrleisten.

4.2.1 In vitro Nitratreduktaseaktivitat (NRA)

Die Ergebnisse des in-vitro NRA-Test (Abbildung 8) zeigen, dass Lupinen (Lupinus
albus L.) bei Anzucht mit 150 uM Nitrat die hochste Reduktionsleistung in den Wurzeln
erreichen. Mit 2,08 uMol NOs/ g FM h™ liegt die Enzymaktivitat in den Wurzeln um den
Faktor 5,7 hoher als in den Blattern bzw. den restlichen Teilen der Sprossachse. Die
geringe Enzymaktivitat in den Kotyledonen ist auf die weitgehende Ruckbildung der
Keimblatter zum Zeitpunkt der Probennahme zurickzufihren. Fir die Ermittlung der
Reduktionsleistung pro Pflanzenorgan spielen die Kotyledonen wegen ihres geringen
Anteils an der Frischmasse der Pflanze zum Zeitpunkt der Ernte nur eine
untergeordnete Rolle.

Werden die Frischmassen von Blattern, Sprossachse und Wurzeln mit der NRA dieser

Fraktionen verrechnet, so ergibt sich der Anteil, den diese Fraktionen zur
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Abbildung 8: In vitro NRA (in uMol Nitrat / g FM h™') von Lupine und Raps bei Anzucht
mit 150 uM Nitrat. Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert der NRA von 8
Lupinen bzw. 12 Rapspflanzen dar. Zum Zeitpunkt des Enzymtests waren die
Lupinen 27 d, die Rapspflanzen 21 d alt.

Nitratreduktion der Pflanze beitragen. Mit 76,5 % fallt der Wurzel von Lupinus albus der
grolRte Teil der Reduktionsleistung zu, wahrend auf die Blatter nur 13,9 % und die
restliche Sprossachse 9,6 % entfallen (Tabelle 9).

Im Vergleich von Lupinus albus L. mit Brassica napus L. fallt auf, dass die
Rapspflanzen eine deutlich héhere NRA aufweisen (Abbildung 8). Die geringste NRA
ist in den Wurzeln der Rapspflanzen zu beobachten, doch liegt selbst hier die
Enzymaktivitat mit 4,41 uMol NOs/ g FM h™" um den Faktor 2,1 {iber derjenigen der
Lupinen (2,08). Die hochste Enzymaktivitat wird bei den Rapspflanzen, abgesehen von
den Kotyledonen, in den Blattern gemessen. Mit 23,98 uMol NOs;/g FM h ist die
Reduktionsleistung der Blatter somit 5,7-mal hoher als die der Wurzeln. Die NRA der
Sprossachse nimmt mit 10,51 yMol NOs /g FM h™? bei den Rapspflanzen eine
Mittelstellung zwischen den fur Blatt und Wurzel ermittelten Werten ein.

Die bislang angegebenen absoluten Enzymaktivitdten fir die verschiedenen

Pflanzenorgane gaben nur einen Hinweis auf die Reduktionsleitung in den Fraktionen
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(NRA apsoiut)- Zur Bestimmung der Verteilung der Reduktionsleistung in der Pflanze ist es
aber erforderlich, die Frischmassen der Fraktionen mit in die Berechnung
einzubeziehen (NRA reativ). Dieser Wert spiegelt die Reduktionsleistung der Pflanze
besser wider, wenn nicht die Enzymaktivitaten, sondern Transportprozesse im
Mittelpunkt stehen (Tabelle 9).

Die hohe NRA der Kotyledonen (Abbildung 8) tauscht daruber hinweg, dass zur
Erntezeit ein Teil der Versuchspflanzen bereits die Kotyledonen abgeworfen hatte und
nur die noch an den Pflanzen befindlichen Keimblatter fir den Enzymtest verwendet
wurden. Zur Berechnung der Reduktionsleistung der einzelnen Fraktionen wurden die
Kotyledonen daher nicht berucksichtigt.

Da bei Raps die Blatter mit 53,3 % den grofdten Anteil der Frischmasse ausmachen, ist
der NRA in den Blattern eine starke Bedeutung beizumessen. Nach Verrechnung der
Frischmassen der einzelnen Fraktionen mit der ermittelten NRA ergibt sich, dass bei
Raps 81,3 % der Nitratreduktion von den Blattern geleistet wird, wahrend Wurzel und
Sprossachse nur 9,1 % bzw. 9.6 % zur Reduktionsleistung der Pflanze beitragen.

Bei der Lupine ist die Frischmasse von allen 3 Fraktionen annahernd gleich, wobei die
Sprossachse in ihrem Anteil an der gesamten Frischmasse gegenuber den anderen
Fraktionen abfallt. Wegen den fast identischen Anteilen von Blatt, Sprossachse und
Wurzel an der Frischmasse ergeben sich bei der Lupine nur geringe Unterschiede

zwischen der absoluten Reduktionsleistung in den 3 Fraktionen (NRA apsoiit) Und dem

Tabelle 9: Einfluss der Frischmasse der verschiedenen Pflanzenfraktionen auf die
Bestimmung der Verteilung der NRA.

Frischmasse der NRA
Lupinus albus L. Fraktionenin % der [uMol/gFMh™'] NRA (absolut)  NRA (relativ)
Gesamtmasse
Blatt 36,9% 0,354 12,9% 13,9%
Sprossachse 28,5% 0,316 11,5% 9,6%
Wurzel 34,6% 2,075 75,6% 76,5%
Brassica napus L.

Blatt 53,3% 23,980 61,6% 81,3%
Sprossachse 14,4% 10,510 27,0% 9,6%
Wurzel 32,3% 4,410 11,3% 9,1%
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Anteil der Fraktionen an der gesamten Nitratreduktion der Pflanze (NRA rgjativ). Mit
76,5% Ubernehmen die Wurzeln den groften Anteil an der Nitratreduktion, gefolgt von
den Blattern (13,9%) und der Sprossachse (9,6%).

4.2.2 In vivo Nitratreduktase von Brassica napus L.
4.2.2.1 Einfluss des Nitratangebots auf die Nitratreduktion

Mit zunehmendem Nitratangebot ist eine Steigerung der NRA in allen untersuchten
Fraktionen verbunden (Abbildung 9). Die Reduktionsleistung der Blatter zeigt bei einer
Zunahme des Nitratangebotes von 100 auf 2000 uM eine Steigerung der NRA von 3,4
auf 7,06 pMol NOs/g FM h™" (+107 %). Im selben Bereich des Nitratangebotes fallen die
Zunahmen der NRA der Sprossachse von 1,63 auf 2,75 pMol NOs/g FM h™ (+ 69 %)
und der Wurzel von 0,86 auf 1,38 uMol NOs7/g FM h™" (+ 60 %) deutlich geringer aus.

Zwar ist Uber den gesamten Bereich des Nitratangebots eine Zunahme der NRA zu
beobachten, jedoch ist die Steigerung der Enzymaktivitat nicht direkt proportional zum
Nitratangebot. Bei geringem Angebot geht eine Zunahme des Angebotes mit einer
héheren Steigerung der NRA einher, als dies bei hohem Nitratangebot (> 1 mM) der
Fall ist. So steigt im Bereich von 100 bis 250 uM NOj3; die NRA der Blatter um
0,87 Einheiten / 100 uM NO3’, wahrend die Zunahme zwischen 250 und 1000 pM auf

8,0

OBlatt 7,06
7,0 +-1 o T
E Spross 6,23

6.0 -1 OWurzel [~ e b
5,0 -
4,0 -
3,0 1
2,0
1,0 -
0,0

uMol Nitrat / g FM * b’

MM Nitrat
100 150 250 1000 2000

Abbildung 9: In vivo NRA in Blatt, Spross und Wurzel von Brassica napus L. bei Anzucht
mit verschiedenen Nitratkonzentrationen. Von jeder Variante wurden mindestens 6
Pflanzen geerntet. Die Ernte erfolgte 20 d nach der Saat, 2'/, h nach Beginn der
Photoperiode.
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Tabelle 10: Anteil der Fraktionen an der Frischmasse und relative NRA-Werte von
Brassica napus L. bei unterschiedlicher NOs™-Konzentration im Medium (s.

Abbildung 9).
Nitratangebot

NRA in pMol /g FM h™ | 100 uM NO;" 150 yM NO; 250 uM NO;™ 1000 uM NO3~ 2000 uM NO;’
Blatt 3,4 3,71 4,71 6,23 7,06
Spross 1,63 1,63 2,25 2,41 2,75
Wurzel 0,86 0,84 1,19 1,29 1,38
Verhiltnis der NRA der Fraktionen (Gesamtpflanze = 100%)
Blatt 57,8% 60,0% 57,8% 62,7% 63,1%
Spross 27,6% 26,4% 27,6% 24.3% 24,6%
Waurzel 14,6% 13,6% 14,6% 13,0% 12,3%
Anteil der Fraktionen an der Frischmasse (Gesamtpflanze = 100%)
Blatt 51,2% 53,3% 58,1% 59,2% 60,2%
Spross 13,4% 14,4% 14,3% 14,5% 14,8%
Wurzel 33,9% 32,3% 31,0% 28,7% 27,5%
Anteil der Fraktionen an der Reduktionsleistung der Pflanze (Gesamtpflanze = 100%)
Blatt 77,4% 79,6% 79,9% 83,6% 84,4%
Spross 9,7% 9,5% 9,4% 8,0% 8,1%
Wurzel 13,0% 10,9% 10,8% 8,4% 7,5%

0,20 Einheiten / 100 uM NOj™ absinkt. Zwischen 1000 yM und 2000 uM steigt die NRA
dann nur noch um 0,08 Einheiten / 100 uM Nitrat.

Die Steigerung des Nitratangebotes ist aber nicht nur mit einer Zunahme der NRA
verbunden, sondern bewirkt auch ein Verschieben des Verhaltnisses Wurzel / Spross
zu Gunsten des Sprosses. Dies verstarkt die Bedeutung der Blatter als Hauptort der
Nitratreduktion bei Brassica napus L. und fuhrt zu der in Tabelle 10 dargestellten

Entwicklung der Reduktionsleistung der einzelnen Pflanzenfraktionen.

4.2.2.2 Induktion der NRA bei NH4" - erndhrten Pflanzen

Rapspflanzen wurden mit 100 pM NH,;* angezogen und anschlieRend auf ein Medium
mit 100 pM NO3 umgesetzt. Der Enzymtest wurde 2,5 h nach Einsetzen der
Photoperiode an 8 Pflanzen pro Variante durchgefihrt. Eine Ausnahme bildeten die 2 h

bzw. 6 h induzierten Varianten, bei denen der NR-Test erst 4,5 bzw. 8,5 h nach Beginn
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der Photoperiode durchgefuhrt werden konnte. Zum Zeitpunkt der Ernte waren alle
Pflanzen 23 d alt. Nitrat-induzierte Pflanzen wurden 1 d bzw. 2 d vor der Ernte auf
Medium mit NO3s  umgestellt. Als Kontrolle dienten kontinuierlich mit NOs™-ernahrte
Rapspflanzen, die zum Zeitpunkt der Ernte ein Alter von 19 d erreicht hatten.

Die untersuchten Rapspflanzen zeigten selbst bei Anzucht mit 100 yM Ammonium eine
NRA, die bei ca. 20 % der NRA von NOs™-ernahrten Pflanzen lagen (Tabelle 11). Mit nur
13 % der Reduktionsleistung von NOj™-induzierten Pflanzen lag die NRA der Wurzeln

deutlich niedriger als diejenige von Blattern und Spross.

Nach dem Umstellen der Erndhrung von NH,;" auf NOj3™ steigt die NRA in den Wurzeln
innerhalb von 2 h von 0,11 auf 0,3 uMol NOs/g FM h™ an (+172%), wahrend der
Anstieg im Spross, von 0,47 auf 0,51 uMol NOs/g FM h™', mit +9% sehr gering ausfllt.
Die Blatter zeigen zwar eine Zunahme der NRA von 0,7 auf 0,86 uMol NOs/g FM h'1,
jedoch entspricht dies nur einer Zunahme von 23%. In den Kotyledonen ist ein Anstieg
von 0,58 auf 0,76 uMol NOs/g FM h™ (+31%) zu erkennen. Da die Keimblétter

Tabelle 11: Induktion der NRA bei Brassica napus L. nach Umstellung von 100 uM NH,*
auf ein Medium mit 100 uM NOj3". Als Kontrolle dienten kontinuierlich mit
NOs3™ angezogene Rapspflanzen.

NRA von Raps nach Umstellung der N-Quelle von NH," auf NO;’
pMol / g FM h™ NH," —2h NOy —» 6hNO3y — 1dNO3y —2dNO; Kontrolle

Blatt 0,70 0,86 1,64 2,99 3,33 3,40
Kotyledonen 0,58 0,76 1,36 1,04 1,10 1,08
Spross 0,47 0,51 0,87 1,39 1,54 1,63
Wurzel 0,11 0,30 0,56 0,84 0,88 0,86
Verhaltnis der NRA in verschiedenen Fraktionen (Gesamtpflanze=100%)
Blatt 54,6% 51,4% 53,4% 57,3% 57,9% 57,8%
Spross 36,7% 30,8% 28,3% 26,7% 26,9% 27,6%
Wurzel 8,7% 17,8% 18,3% 16,1% 15,2% 14,6%
NRA in % der induzierten Kontrolle (Gesamtpflanze=100%)
Blatt 20,6% 25,2% 48,3% 87,9% 97,8% 100,0%
Spross 28,9% 31,6% 53,6% 85,7% 95,0% 100,0%
Wurzel 13,0% 34,6% 65,6% 97,7% 102,0% 100,0%
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einerseits als Speicherorgan dienen und andererseits auch einen hohen Stoffwechsel
aufweisen, ist es mdglich, dass hier inaktivierte NR aktiviert wird und so schon in einer
frihen Phase der Stoffwechselumstellung zur Nitratreduktion beitragt. Die Kotyledonen
werden, da sie unterhalb der Primarblatter ansetzen, auch vor diesen mit Nitrat versorgt
und sie sind daher fruher in der Lage, ihren Stoffwechsel umzustellen. Ob der Beitrag
der Keimblatter zur Nitratreduktion jedoch von bedeutender Rolle ist, erscheint jedoch
fraglich. Wegen ihrer geringen Frischmasse konnen sie namlich trotz der hohen
Enzymaktivitat nur geringe Mengen von NOjs umsetzen und liefern so nur einen

geringen Beitrag zur gesamten Reduktionsleistung der Pflanze.

6 h nach der Umstellung auf NO3-Ernahrung ist in allen Pflanzenteilen mindestens eine
Verdoppelung der NRA festzustellen (Tabelle 11). Durch die deutliche Zunahme ihrer
NRA hat die Wurzel bis zu diesem Zeitpunkt stark an Bedeutung fur die Nitratreduktion
gewonnen. Mit 0,56 uMol NOs7g FM h™" liegt die NRA der Wurzel zwar erst bei 65,6%
der enzymatische Aktivitdt der Kontrolle (0,86 uMol NOs/g FM h™), jedoch liegt der
Beitrag der Wurzel zur Nitratreduktion der Pflanze mit 18,3% hdher als in der Kontrolle
(14,6% Anteil der Wurzel an Gesamt-NRA der Pflanze) oder als zu allen anderen

Probenahmen nach Beginn der NO3-Ernahrung.

Im Lauf der nachsten 2 Tage steigt die Reduktionsleistung in den verschiedenen
Pflanzenteilen weiter an und es werden die Enzymaktivitaten erreicht, die auch in NOs-
induzierten Kontrollpflanzen beobachtet werden. Wahrend dieser Phase ist die
Zunahme der NRA in den Blattern starker als in den Wurzeln, wodurch sich der Anteil

des Sprosses an der Reduktionsleistung der Pflanze wieder erhoht.
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4.2.2.3 Circadiane Rhythmik der Nitratreduktase und Einfluss von K* auf den

in-vivo Nitratreduktasetest

Da die Nitratreduktion einen hohen Bedarf an Reduktionsaquivalenten und ATP hat, ist
es wahrscheinlich, dass sich in Abhangigkeit von der energetischen Versorgung der
Pflanze Schwankungen in der Enzymaktivitat ergeben.

Die Rapspflanzen wurden etwas abweichend von den in 3.2.3 beschriebenen
Kulturbedingungen angezogen (Abbildung 10) und zwei Stunden nach Erreichen der
vollen Lichtstarke geerntet, in die Fraktionen Blatt, Sprossachse und Wurzel aufgeteilt
und fur den in vivo NR-Test vorbereitet.

Wie sich bei Untersuchungen an Weizen zeigte (Blevins et al, 1978), nimmt K* Einfluss
auf den Nitratstoffwechsel und beeinflusst NRA und NO3-Gehalt in Wurzel und Spross
der Pflanze. Deshalb wurde hier der Tagesgang der NRA von Brassica napus L. an 2
Varianten untersucht, von denen eine (A) kontinuierlich auf N&hrlésung mit K*
angezogen wurde, wahrend die andere Variante (C) 1 Woche vor Versuchsbeginn auf
K" - Mangel gesetzt wurde.

Da die Pufferldsungen fir den in vivo NRA-Test jedoch K* enthalten (vgl. 3.3.2), war
nicht auszuschlieBen, dass das in den Reagenzien enthaltene K™ einen Einfluss auf den
Ausgang des Tests hat. Aus diesem Grund wurde flr den in vivo NRA-Test eine
Reaktionslosung vorbereitet, welche statt der Kaliumsalze die entsprechenden
Natriumsalze enthielt. Von den je 3 Fraktionen der beiden Varianten wurde jeweils ein

Teil mit der ,normalen“, der andere Teil mit der K'-freien Reaktionslésung flur die

600 100 %
500 + 1 80 %
4004 - 60 %
300 + .
200 +------------+= uMol Quanten *mZ*s| 740%
100 +---—-——-———— —0—% Luftfeuchte | - 720%

0 ———+1 0%

00:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 20:00 22:00 Tageszeit

Abbildung 10: Regulierung von Lichtstarke und Feuchte

kurzfristige Temperaturschwankungen von = 1,5 °C auf.
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Bestimmung der NRA eingesetzt. Es ergeben sich somit 4 Varianten, deren Ergebnisse
in Abbildung 11 und Abbildung 12 (S.56 und 57) dargestellt sind:

K" - Ernahrung
A Anzucht mit 700 uM K* , NRA-Test mit K*-haltigen Reagenzien
B Anzucht mit 700 yM K* , NRA-Test mit Reagenzien ohne K*
K" - Mangel
C 1 Woche K*-Mangel, NRA-Test mit Reagenzien ohne K*
D 1 Woche K*-Mangel, NRA-Test mit K*-haltigen Reagenzien

In den Blattern der Rapspflanzen der K'-Variante (Abbildung 11 A+B) war im
Tagesgang ein Anstieg der NRA bis zur Mitte der Photoperiode zu beobachten, gefolgt
von einem Ruckgang der enzymatischen Aktivitat gegen Ende der Photoperiode.

Die sehr hohe NRA zur zweiten Probennahme der K-Mangelvarianten (Abbildung 12
C+D) konnte auf einen schnellere Zunahme der Enzymaktivitat bei dieser Variante
deuten. Aufgrund der geringen Anzahl der Wiederholungen lasst sich diese Vermutung
nicht statistisch festigen. Da zudem nur zu diesem Termin die NRA der Mangelvariante
Uber derjenigen der K'-Variante lag, muss die Aussagekraft dieses Messwertes in
Frage gestellt werden.

Demnach zeigen die Versuchsergebnisse, abgesehen vom 2. Messwert der K-
Mangelvarianten, dass die Blatter aller Varianten die hochste NRA in der Mitte bzw. am

frihen Nachmittag der Photoperiode aufweisen.

Die NRA im Spross der K*-Variante (A, B) weist zwar schwankende Enzymaktivitaten
im Verlauf des Tages auf, jedoch folgen die Kurvenverlaufe mit K-haltiger und K-freier
Reaktionslosung nicht demselben Trend, obwohl das Pflanzenmaterial aus derselben
Probe stammte. Dies spricht dafir, dass die schwankenden Messwerte eher
Ungenauigkeiten in der Messmethode als einer circadianen Rhythmik zuzuordnen sind.
Bei der K-Mangelvariante (C, D) zeigen die Kurvenverlaufe bei Durchfihrung des
Enzymtests mit K-haltiger (C) bzw. K-freier Reaktionslosung (D) deutliche Unterschiede
(Abbildung 12).

Bei Verwendung K-freier Reaktionslésung (C) scheint zur 2. Probennahme (10%° Uhr)
im Spross noch vor der Mitte der Photoperiode die hochste Enzymaktivitat erreicht zu

sein. Danach ist eine kontinuierliche Abnahme der Reduktionsleistung bis zur letzten
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Abbildung 11: Circadiane Schwankungen der NRA von Rapspflanzen (Brassica napus
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L.), die mit 250 yM Nitrat unter ausreichender Kaliumerndahrung (700 uM)
angezogen wurden.

In Variante (A) wurden bei der Durchfuhrung des NRA-Test Kaliumsalze (30 mM
KNO3 und 100 mM KH,PO,4) verwendet, wahrend in Variante (B) der NRA-Test
mit  denselben  Konzentrationen der entsprechenden  Natriumsalze
vorgenommen wurde. Die Pflanzen beider Varianten wurden bis zur Ernte auf
derselben Nahrlosung angezogen. Bei jeder Probennahme wurden jeweils 6
Pflanzen pro Variante geerntet und fir den NRA-Test eingesetzt.
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Abbildung 12: Circadiane Schwankungen der NRA von Rapspflanzen (Brassica napus
L.), die mit 250 uM Nitrat unter Kaliummangel angezogen wurden.
In Variante (C) wurden bei der Durchfuhrung des NRA-Test Natriumsalze
(30 mM NaNOj3; und 100 mM NaH,PO,4) verwendet, wahrend in Variante (D)
der NRA-Test mit denselben Konzentrationen der entsprechenden
Kaliumsalze vorgenommen wurde. Die Pflanzen beider Varianten wurden bis
zur Ernte auf derselben Nahrlosung angezogen. Bei jeder Probennahme
wurden jeweils 6 Pflanzen pro Variante geerntet und flir den NRA-Test
eingesetzt.
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Probennahme zu beobachten. Wird der Test hingegen mit K-haltiger Reaktionslosung
(D) durchgefiihrt, so ist bei der 2. Probennahme (10%°Uhr) ein Minimum der
Enzymaktivitat erreicht. Bis zum Ende der Photoperiode erfolgt dann ein Anstieg der
NRA.

Die gegensatzlichen Kurvenverlaufe bei Verwendung derselben Probe fur die
enzymatischen Tests lassen folglich keine Aussage Uber eine circadiane Rhythmik der

NRA im Spross zu.

In den Wurzeln der K*-Variante (Variante A in Abbildung 11) liegt die ermittelte NRA bei
Bestimmung mit K-haltiger Reaktionslésung fast doppelt so hoch wie bei Verwendung
eines K-freien Mediums (Variante B). In beiden Fallen zeigt die Enzymaktivitat jedoch
einen ahnlichen Verlauf im Tagesgang. Nach einer Abnahme der Reduktionsleistung zu
Beginn der Photoperiode steigt die NRA bis zum Ende der Photoperiode wieder an.

Bei der K-Mangelvariante (Variante C und D in Abbildung 12) findet sich derselbe
Kurvenverlauf wieder, wobei hier bei der letzten Probennahme bereits ein Rickgang
der Enzymaktivitat zu beobachten ist. Die NRA der Wurzeln von Brassica napus L. folgt

somit mit einer zeitlichen Verzégerung der Enzymaktivitat in den Blattern.

Die Verwendung einer K'-freien Reaktionslésung hat bei K'-ernahrten Rapspflanzen
(Variante B in Tabelle 12 und Abbildung 11) keinen, oder nur einen sehr geringen
Einfluss auf die NRA in den Blattern oder im Spross. Der NRA-Test an den Wurzeln der
K*-erndhrten Variante liefert jedoch bei der Verwendung von K*-freier Reaktionslésung
(Variante B) eine um ca. 45% geringere Enzymaktivitat im Vergleich zum Einsatz der
K*-haltigen Reagenzien (Variante A). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe,
dass entweder eine Hemmung der Wurzel-NRA durch Na® vorliegt, oder K" einen
positiven Effekt auf die Enzymaktivitat in den Wurzeln hat.

Betrachtet man die Ergebnisse der K'-Mangelvarianten (C und D), so sind in
Sprossachse und in den Wurzeln keine grof3en Unterschiede zwischen den beiden
NRA-Tests festzustellen (Tabelle 12). In den Blattern liegt die gemessene NRA ca. 25%
héher, wenn die Reaktionslésung ca. 100 mM K™ (D) statt 100 mM Na® (C) enthalt.
Auch hier

liegt der Schluss nahe, dass NRA in den Blattern der K'-Mangelvariante entweder

durch Na" gehemmt wird, oder dass sie durch K" eine Stimulierung erfahrt.
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Tabelle 12: Einfluss von Kalium in der Reaktionslosung des in vivo NRA-Tests auf die
NRA (in pMol Nitrat / FM h™") bei Brassica napus L. Die Anzucht erfolgte mit K*
(A, B) oder bei 1 wochigem K-Mangel (C, D) bei 250 uM NO3". Alle Pflanzen
waren zur Ernte im 4-Blatt Stadium. Die Ernte erfolgte in 2-stundigen Abstand
am Versuchstag und die Ergebnisse wurden anschlieRend gemittelt.
(Mittelwerte von 20 Pflanzen / Variante )

NRA A B Bin % (o4 D Din % Din %
Brassica napus L. von A vonC | vonA
Anzucht mit K* K Na* Na*

NRA Testmedium mit K Na* Na* K*

Blatt 4,97 4,71 95% 2,01 2,49 124% 50%
Spross 1,94 1,93 100% 1,34 1,21 90% 63%
Wurzel 1,39 0,76 55% 0,35 0,37 105% 26%

Wenn man bei den durchgefuhrten NRA-Tests die vorausgegangene K-Ernahrung der
Pflanzen bericksichtigt, so muss davon ausgegangen werden, dass samtliche
Fraktionen der Varianten A und B eine gute K'-Versorgung hatten, wahrend in den
Fraktionen der Varianten C und D wegen des vorangegangenen K'-Mangels eine
Unterversorgung mit K bestand. Da der groRte Teil der Nitratreduktion von Brassica
napus L. in den Blattern ablauft, sind die Effekte auf die Enzymaktivitat in diesem
Pflanzenorgan besonders kritisch fir die Pflanze.

Die in allen Fraktionen deutlich geringere NRA bei der K*-Mangelvariante kann jedoch
auch darauf hindeuten, dass neben einer Hemmung durch Na* auch die Konzentration

des Enzyms in den Zellen bei K-Mangel niedriger ist als bei K-Ernahrung.

4.2.3 In vivo Nitratreduktase von Lupinus albus L. bei kontinuierlicher

Versorgung mit K* und unter K-Mangel

Um zu bestimmen, welchen Einfluss K* im Medium auf die NRA von Lupinus albus L.
zeigt, wurden Pflanzen nach dem Auflaufen zunachst fir 10 d auf einem Nahrmedium
angezogen, das 150 yM NO3™ und 700 uM K" enthielt. Ein Teil der Pflanzen wurde dann
fur mehrere Tage auf ein Medium ohne K+ umgesetzt. Die Ernte der Pflanzen und die
Durchfuhrung des NRA-Tests erfolgte 4 h nach Einsetzen der Photoperiode, 26 d nach

dem Auflaufen.
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Nitratreduktase von Lupinen ( 150 uM Nitrat )
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Abbildung 13 : Einfluss der K*-Erndhrung auf die NRA von Lupinus albus L. (Mittelwerte
von je 12 Pflanzen / Variante)

Lupinen, die fur 16 d auf einem K-Mangelmedium angezogen wurden (Abbildung 13,
K steady state), 2€igen eine deutlich niedrigere Nitratreduktion als die K'-erndhrten
Pflanzen (+Ksteady state). Wahrend die NRA in den Blattern unveréndert niedrig war,
betrug die NRA in den Wurzeln mit 0,27 pMol / g FM h™" nur 34% der Enzymaktivitat K-
ernahrter Lupinen. In der Sprossachse lag die NRA mit 0,10 yMol / g FM h! sogar nur
bei 16% des Wertes der Kontrolle.

Pflanzen, welche 1-3 d vor dem Versuchstermin von Vollmedium auf ein Medium ohne
K" umgesetzt wurden, reagierten mit einer leichten Abnahme der NRA in den Wurzeln.
Wegen der Grolde der Versuchspflanzen in einem Alter von 26 d ist davon auszugehen,
dass die Pflanzen schon uber einen gro3en K-Vorrat verfligten und daher nur eine
schwache Reaktion auf den K-Mangel zeigten. Bei Fortfliihren der Mangelsituation ware

voraussichtlich ein starkerer Rickgang der NRA zu beobachten gewesen.
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4.2.3.1 Einfluss von K* und Na®' im Testmedium des NRA-Tests auf die

Bestimmung der NRA von Lupinus albus L.

Zur Bestimmung des Effekts von K" und Na® auf das Ergebnis des NRA-Tests bei
Lupinus albus L. wurden Pflanzen mit 250 yM NO3 und 700 uM K* angezogen. Ein Teil
der Pflanzen wurde 18 d nach Auflaufen auf ein Medium ohne K* umgesetzt. Die Ernte
der Pflanzen und die Durchfuhrung des NRA-Tests erfolgte 25 d nach dem Auflaufen, 4
h nach Einsetzen der Photoperiode.

In den Blattern aller Varianten liegt die NRA mit 0,07 uMol / g FM h™" auf einem sehr
niedrigem Niveau (Tabelle 13), nahe an der Nachweisgrenze des Enzymtests. Es
lassen sich keine Unterschiede bei der NRA-Bestimmung in den Blattern der
verschiedenen Varianten feststellen.

Im Spross zeigen sich bei Na® oder K" im NRA-Testmedium zwar geringe
Unterschiede, jedoch lassen sich diese nicht statistisch absichern. Die Pflanzen im K-
Mangelmedium (C) weisen allerdings im Vergleich mit den kontinuierlich mit K-
versorgten Pflanzen (A) eine reduzierte NRA.

In der Wurzel wirkt sich Na* im Medium des Enzymtests (Variante B und C) negativ auf
die Hohe der NRA aus. Bei den Mangelpflanzen lag die NRA um 34% unter der
Enzymaktivitat der mit K+ ernahrten Variante.

Tabelle 13 :Einfluss von K" und Na® in der Reaktionslésung des in vivo NRA-Tests auf
die NRA von Lupinus albus L. Die Anzucht erfolgte mit K* (A, B) oder bei 1
wochigem K-Mangel (C, D) bei 250 uM NOg3™ . Alle Pflanzen waren zur Ernte
25 d alt. (Mittelwerte von 12 Pflanzen / Variante )

NRA A B Biin % c D Din% | Din%
Lupinus albus L. von A vonC | vonA
Anzucht mit K" K Na* Na*

NRA Testmedium mit K" Na* Na* K

Blatt 0,07 0,07 100% 0,07 0,07 100% 100%
Spross 0,64 0,61 95% 0,52 0,56 108% 88%

Wurzel 0,96 0,75 78% 0,57 0,63 105% 66%
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4.3 Stickstoff - Stoffwechsel

In den ersten Tagen nach dem Auflaufen der Pflanze Ubernehmen die Keimblatter die
Aufgabe der Photosynthese und dienen vielfach auch noch als ein Organ, das die
ursprunglich im Samen gespeicherten Nahrstoffe der Pflanze zur Verfugung stellt
(Ehrendorfer, 1983). Mit dem Erscheinen der Primarblatter wird die Photosynthese zu
einem grollen Teil von diesen Ubernommen und die Kotyledonen verlieren an
Bedeutung. Der Zeitpunkt, an dem die Kotyledonen schlieBlich von den Pflanzen
abgeworfen werden, hangt nicht nur von den Ernahrungsbedingungen, sondern auch
von der Individualentwicklung der Pflanzen ab. So warfen die Pflanzen der Kalium-
Mangelvariante ihre Keimblatter recht frih ab, wahrend die mit 2000 uM NOj3" ernahrten
Rapspflanzen die Kotyledonen lange behielten. Da aber gerade mit
Markierungsversuchen die Source-Sink-Beziehungen in der Pflanze gut untersucht
werden konnen, wurde es notig, einen Termin festzulegen, an dem die Kotyledonen an
allen Versuchspflanzen entfernt wurden. In den folgenden Versuchen wurden deshalb

die Kotyledonen 3 d vor dem Versuchstermin entfernt.

4.3.1 Nitrataufnahmekinetiken von Raps (**N-Influx) bei geringem N-Angebot

Die Nitrataufnahme hoherer Pflanzen unterliegt zahlreichen Regelmechanismen, deren
Funktionsweise erst bei Induktions- oder Re-Induktionsversuchen verstandlich wird. In
der Literatur sind zwei unterschiedliche Nitrat-Aufnahmesysteme beschrieben worden,
von denen das Erste im Bereich niedriger Nitrat-Konzentrationen arbeitet (Lee und
Drew, 1986; Siddiqi et al, 1990; Watt et al, 1993). Von diesem Aufnahmesystem wurde
berichtet, dass es durch NOs induzierbar und bereits durch geringe Mengen von
Ammonium gehemmt wird (Lee et al, 1989).

Mit "*NOs; Influxversuchen wurden in der vorliegenden Arbeit Daten zur
Charakterisierung der Leistung der Nitrataufnahme dieses Aufnahmesystems
gesammelt. Zur Erstellung von Nitrataufnahme-Kinetiken wurden induzierte (100 uM
NO3) und nicht induzierte (100 yuM NH4") Pflanzen angezogen. Um sicherzustellen,
dass sich am Versuchstermin alle Pflanzen im gleichen Entwicklungsstadium befinden,
erfolgte die Anzucht in einem Anzuchtbecken, dessen NOs-Konzentration auf 100 uM
eingestellt wurde. Durch diese Vorbehandlung war aullerdem auszuschlie3en, dass

sich die Versuchspflanzen in unterschiedlichen physiologischen Zustanden befanden,
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da alle wahrend der Anzucht denselben klimatischen Schwankungen (Licht, Feuchte,
Temperatur) ausgesetzt waren. Die Pflanzensets (je 3 Pflanzen pro Set) aus der
Anzucht mit NH;" wurden eine Stunde vor Versuchsbeginn auf eine Nahrldsung ohne
Stickstoff umgesetzt, um die hemmende Wirkung von NH,* auf die Nitrataufnahme in
den Wurzeln abklingen zu lassen.

Zu Versuchsbeginn wurden die Pflanzen fur 1 min auf 0,5 mM CaSOQO, gesetzt und die
Wurzeln anschliefiend mit 0,5 mM CaSO, kurz abgespult. Danach wurden die Pflanzen
auf bellftete Markierungsgefalde umgesetzt, deren Nitratgehalte zwischen 10 yuM und
250 uM lagen. Nach 15 min Aufnahmeperiode wurde die Markierung beendet. Die
Pflanzen wurden von den Markierungsgefallen entfernt und die den Wurzeln
anhaftende radioaktive Nahrlésung in bereitstehenden Gefalken mit 0,5 mM CaSO,
abgespult. Anschlielend wurden die Pflanzen in Spross und Wurzel getrennt und die
Wurzeln vorsichtig mit Zellstoff-Tuchern abgetrocknet. Nach dem Einbringen der
Pflanzenfraktionen in Probenflaschen erfolgte im y - Counter die Bestimmung der "*N-

Gehalte der Fraktionen. Aus der spezifischen '>N-Aktivitat der Nahridsung, den '*N-
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Abbildung 14: Induktion der Nitrataufnahme bei Brassica napus L.. Die eingezeichneten
Aufnahmekurven wurden mit einer curve-fit Routine berechnet.
Die induzierten Pflanzen zeigen mit Vimax = 23,9 pMol NOs/ g FM h™' und
Ku = 44,4 pMol NOj3; eine hdhere Aufnahmerate in Verbindung mit einer
geringeren Substrataffinitat als die nicht induzierten Pflanzen (Vmax = 7,5 pMol
NOs/ g FM h™', Ky=34,9 uMol NO3). Jeder Messwert stellt die Aufnahme von 3
Einzelpflanzen dar.
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Gehalten der Pflanzen und der Wurzelmasse wurden, unter Berucksichtigung einer
Zerfallskorrektur (Halbwertszeit des "N = 9,97 min), daraufhin die Aufnahmeraten der
Einzelpflanzen errechnet. Ein Vergleich der Aufnahmeraten der NOs™-ernahrten
(induzierten) Rapspflanzen mit denen der NH,"-Variante (nicht induziert) zeigt, dass die
Nitrataufnahme der induzierten Pflanzen ca. 3 mal hoher ist als bei der nicht induzierten
Variante (Abbildung 14).

Aus den Messwerten des y - Counter wurden mit Hilfe eines Curve-Fit Algorithmus
(SIGMA PLOT, Jandel Scientific) die Parameter der Nitrataufnahme Ky und Viax
bestimmt. Neben der Formel von Michaelis-Menten (Tabelle 14, Gleichung 15) wurden
fur den curve-fit noch drei weitere Formeln verwendet, welche die urspriungliche

Gleichung durch Transformationen in eine Geradengleichung umwandeln.

Die zur Berechnung der Parameter Vo« und Ky verwendeten Formeln aus Tabelle 14
haben unterschiedliche Vor- und Nachteile und lassen auf verschiedene Arten die

gesuchten AufnahmegrofRen bestimmen:

- Die Formel von Michaelis-Menten (Gleichung 15) erlaubt zwar nicht, die
Aufnahmeparameter grafisch zu ermitteln, jedoch bietet sie mit einer Auftragung der
Aufnahmerate ( v ) gegen das Nitratangebot ( C ) die anschaulichste Form zur
Darstellung der Einzelmesswerte in Kombination mit der errechneten

Aufnahmekinetik.

- Nach der Gleichung von Lineweaver-Burk (Gleichung 16) werden die Kehrwerte der
Aufnahmeraten ( '/v ) gegen die Kehrwerte des Nitratangebotes ( '/ ) aufgetragen
und so eine Geradengleichung erzielt. Der Schnittpunkt mit der Ordinate liegt bei

!lumaxund der Schnittpunkt mit der Abszisse ist '/km.

- Bei der Formel von Eadie-Hofstee (Gleichung 17) erfolgt die Auftragung der
Aufnahmeraten (v ) gegen den Quotienten aus Aufnahmerate und Nitratangebot
(YIc). Hierbei ergibt sich Vimax als der Schnittpunkt mit der Ordinate und Y™k, als

Schnittpunkt mit der Abszisse.

- Im Hanes-Plot wird der Quotient von Nitratangebot und Aufnahmerate (°/v) gegen die
Nitratkonzentration (C) aufgetragen. Eine nach der Gleichung 18 aufgetragene

Gerade schneidet dann die Abszisse in K™/, und die Ordinate in -K,.
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Im Vergleich der errechneten Aufnahmeparameter (Tabelle 15) fallt auf, dass bei der
Berechnung nach Lineweaver-Burk hohere Werte fur Ky und Vmax ermittelt werden als
in den anderen Gleichungen. Zwar liegen die Abweichungen zur Ausgleichsgeraden
hier nicht wesentlich Uber den Werten der anderen Berechnungen, doch es ergeben
sich begrundete Zweifel an der Zuverlassigkeit dieser Werte. Aufgrund der geringeren

Streuung der Messwerte bei der NH,*-Variante sind dort die Abweichungen von der

Gleichungen zur Berechnung der Nitrataufnahmeraten

Gleichung 15  Michaelis - Menten Gleichung v=V .- ¢
C+Ky,
. . . 1 1 K, 1
Gleichung 16  Lineweaver - Burk Gleichung —= —+ =
V Vmax Vmax C
Gleichung 17  Eadie - Hofstee Gleichung V=V, —Ky %
Gleichung 18  Hanes - Gleichung C_ Ky +£-C
Vv V., V
Variablendefinition
% Nitrataufnahmerate bei vorgegebenem Nitratangebot (angegeben in

uMol Nitrat / g FM Wurzel h'™")
Vmax Aufnahmerate bei optimaler Ausnutzung aller Carrier des Aufnahmesystems
C angebotene Nitratkonzentration ( in pMol Nitrat )

Kvm  Affinitat des Enzyms zu seinem Substrat. Hier gibt Ky die Nitratkonzentration
der Nahrlésung an, bei der 50 % der maximalen Aufnahmerate erreicht
werden.

Tabelle 14: Formeln zur Berechnung der Parameter Ky und V.« der Nitrataufnahme.
Die Formeln basieren auf den Reaktionsgleichungen fur eine Reaktion erster
Ordnung, die von Michaelis-Menten (Gleichung 15) zur Charakterisierung der
katalytischen Aktivitat von Enzymen aufgestellt wurde. Bei der Anwendung
dieser Gleichung auf Tunnelproteine oder Carrier wird hier mit den Parametern
Kwv die Affinitat des Transportproteins zu seinem Substrat (NO3") und mit Vpmax
die maximale Aufnahmerate beschrieben (nach Karlson, 1984).
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Ausgleichsgeraden deutlich geringer, aber auch hier liegen die Werte von Ky und Vmax
deutlich Uber denen der anderen Berechnungen.

Die Gleichung von Eadie-Hofstee liefert Aufnahmeparameter, die sowohl bei der
NOs-Variante als auch bei der NH;"-Variante unter denen der anderen Berechnungen
liegen. Hinzu kommen hohe Abweichungen von der errechneten Ausgleichsgeraden,
die auch diese Werte als nicht sicher erscheinen lassen.

Mit dem Hanes-Plot und der Berechnung an Hand der Formel von Michaelis-Menten
lassen sich die zuverlassigsten Werte errechnen (Tabelle 15). Mit Aufnahmeraten von
24,09 bzw. 23,89 uMol NOs/g FMwurzel h™ fiir die induzierten Pflanzen und 7,84 bzw.
7,50 uMol NO3/g  FMwurzel h' fir die nicht-induzierten Pflanzen liegen die
Aufnahmeraten in diesen Berechnungen in einem engen Bereich. Leichte Unterschiede
ergeben sich hingegen bei der Berechnung der Ky-Werte, die mit 49,5 bzw.
44,4 uMol NO3’ bei der Nitratvariante und 41,4 bzw. 34,9 uMol NO3™ bei der Ammonium-

Variante angegeben werden. Es kann jedoch festgehalten werden, dass die Ky-Werte

Tabelle 15: Liste der berechneten Parameter der Nitrataufnahme von Brassica napus
L., die nach verschiedenen Formeln (vgl. Tabelle 14) Uber eine curve-fit Routine
berechnet wurden. Neben der Affinitat der Transportproteine zu ihrem Substrat
(Kv) und der maximalen Aufnahmerate (Vimax) ist der Korrelationskoeffizient (%)
zwischen Messwerten und den errechneten Ausgleichskurven angegeben. Die
Daten im oberen Teil der Tabelle beziehen sich auf Nitrat-induzierte Pflanzen,
wahrend im unteren Teil die Werte nicht-induzierter Pflanzen dargestellt sind.

induziert Vimax Kwm r?
NOs-ernahrt
Lineweaver-Burk 42,93 122,81 0,9274
Eadie-Hofstee 19,09 27,79 -0,5811
Hanes 24,09 49,54 0,9526
Michaelis-Menten 23,89 44 39 (0,7959)
nicht-induziert Vimax Kwm r?
NH, -ernahrt
Lineweaver-Burk 8,51 47,67 0,8797
Eadie-Hofstee 6,91 29,88 -0,6757
Hanes 7,84 41,40 0,9106
Michaelis-Menten 7,50 34,93 (0,8457)
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der NH,"-Variante bei allen Berechnungen unter denen der NO3-Variante liegen und
somit bei der Anzucht mit NH;" eine hohere Affinitit des Aufnahmesystems zum
Substrat NO3™ vorliegt.

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss einer mehrstiindigen Mangelperiode bei
der Umstellung der Erndhrung von Ammonium auf Nitrat untersucht. Die mit
100 uM NH,4" angezogenen Pflanzen wurden dazu 6 h bzw. 24 h vor der Markierung auf
ein Medium ohne Stickstoff gesetzt (Abbildung 15). Parallel hierzu sollte festgestellt
werden, in welchem Mal} sich die Nitrataufnahme durch einen kurzfristigen Kontakt mit
Nitrat steigern lasst. Dazu wurde einigen Pflanzen vor Beginn der Mangelperiode Uber 1
h ein NOs-Puls (100 uM) gegeben. Bis zum Beginn der ">N-Applikation waren die
Pflanzen somit 1 h, 6 h bzw. 24 h N-Mangel ausgesetzt.

Je langer die nicht-induzierten Pflanzen auf dem Mangelmedium blieben, desto hoéher
war die maximale Aufnahmerate, die sie beim zweiten Kontakt mit Nitrat zeigten
(Tabelle 16). So stieg die Aufnahmerate von 7,5 uMol NO3/g FM h™ nach 1 h auf dem
N-freien Medium auf 7,9 pMol NOs/g FM h™" nach 6 h, bzw. auf 8,4 pMol NOs/g FM h"’
nach 24 h N-Mangel an. Da wiederholt gezeigt wurde, dass Ammonium die
Nitrataufnahme hemmt (Lee, 1989; King, 1993; Cruz, 1993; Botella, 1994; Saravitz,
1994), kann diese Beobachtung als ein langsames Abklingen der Inhibition der

Nitrataufnahme nach Ammonium-Ernahrung gedeutet werden.
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Abbildung 15: Auswirkungen von N-Mangel und eines 1 h Nitrat-Pulses auf die Induktion
der Nitrataufnahme von Ammonium-erndhrten Rapspflanzen. Jeder Messpunkt
stellt den Mittelwert aus 3 Versuchspflanzen dar.
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Tabelle 16: Anderungen von Ky und vmax von Rapspflanzen, die nach NH4-Ernahrung
fur 1 h einen Nitrat-Puls (100 uM) erhielten und dann fur 1 h bis 24 h auf ein
Medium ohne Stickstoff umgesetzt wurden.

Vimax Kwm
1 h N-freies Medium 7,5uMol NOs/g FM h”’ 34,9 UM NO3’
6 h N-freies Medium 7,9 uMol NOs'/g FM h' 41,5 uM NOj3
24 h N-freies Medium 8,4 uMol NOs/g FM h”’ 33,7 uM NO3

Ein Trend bei der Affinitdt des Aufnahmesystems zu Nitrat war nicht zu erkennen, denn
der Wert von Ky stieg zwar anfangs von 34,9 auf 41,5 yM NO3 (6 h ohne N) an, fiel
aber dann wieder auf 33,7 yM NO3™ ab (Tabelle 16). Die Annahme, dass mit langerem
Verbleib der Pflanzen auf einem N-Mangelmedium auch die Affinitat der Nitrataufnahme
steigt, kann mit diesen Werten folglich nicht gesttitzt werden.

Auf einen 1 h Nitrat-Puls vor dem Beginn des N-Mangels reagierten die Rapspflanzen
mit einer deutlichen Steigerung der Aufnahmerate (Abbildung 15). Bei den Pflanzen, die
24 h N-Mangel erfahren hatten, stieg die Aufnahmerate bei einem NO3;-Angebot von
126 uM I" von 6,9 auf 12,9 uMol NOs/g FM h™" (+ 87 %). Starker noch war der Effekt
bei den Pflanzen, die nur 6 h auf dem Mangelmedium verbracht hatten. Bei dieser
Variante war bei einem Nitratangebot von 116 uM I ein Anstieg der Aufnahmerate von
6,2 auf 12,9 Mol NOs/g FM h™" (+ 108 %) zu beobachten.

Die Steigerung der Nitrataufnahme nicht-induzierter Rapspflanzen durch einen
NO3™-Puls ist offensichtlich reversibel, denn bei einem langeren Verbleib der Pflanzen
auf dem N-Mangelmedium ist ein Ruckgang der Aufnahmeraten festzustellen
(Abbildung 15).

4.3.2 Nitrataufnahmekinetiken von Raps (13N-Influx) bei hohem N-Angebot

Neben dem HATS, das bei geringem Nahrstoffangebot die Versorgung der Pflanze mit
Nahrstoffen gewahrleistet, existiert aber noch ein weiteres Aufnahmesystem. Dieses
zweite Aufnahmesystem setzt erst bei hdherem Nahrstoffangebot ein und wird auch als
LATS bezeichnet.

Zur Ermittlung der charakteristischen Aufnahmeparameter dieses Systems wurden

Pflanzen auf einer Nahrlésung mit 2 mM NOs™ angezogen. Zu Versuchsbeginn wurden
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die Pflanzen dann auf Nahrlosungen umgesetzt, deren Nitratkonzentration im Bereich
von 0,5 mM bis 25 mM lag. Die Bestimmung der Aufnahmeraten erfolgte auch hier
unter Einsatz von NOs; unter denselben Versuchsbedingungen, wie sie fiir die
Untersuchungen im niedrigen Konzentrationsbereich vorgenommen wurden. Bei einem
hohen Nitratangebot folgt die Nitrataufnahme nicht mehr der Gleichung von Michaelis-
Menten, sondern einer Geradengleichung. Wahrend bei niedrigem Angebot die
Nitrataufnahme von Carriern Gbernommen wird, wird bei hohem Angebot die Aufnahme
von Tunnelproteinen Ubernommen, die im Gegensatz zu den Carriern kein ATP
verbrauchen. Der Ubergang vom einen zum anderen Aufnahmesystem ist flieRend und
abhangig von der verwendeten Versuchspflanze sowie der Erndhrung der Pflanze. So
gaben Siddiqi et al. (1993) nach ihren Untersuchungen an Gerste fiir den Ubergang
der Nitrataufnahme vom HATS zum LATS einen Bereich von 300 yM bei nicht-
induzierten und 1000 uM Nitrat bei induzierten Pflanzen an.

FUr Chlamydomonas gaben Watt et al. (1993) ebenfalls ein biphasisches Verhalten der
Nitrataufnahme an. Bei ihren Untersuchungen erfolgte der Ubergang zum LATS &hnlich
der induzierten Gerste bei 1000 bis 1200 uM Nitrat, jedoch schloss sich bei
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Abbildung 16: Nitrataufnahme von Rapspflanzen bei hohem Nitratangebot. Von den
beiden Kurvenanpassungen wurde eine nach einer Geradengleichung
(Tabelle 17, Gleichung 4.5), die andere nach einer Geradengleichung unter
Berucksichtigung der Michaelis-Menten Kinetik fir geringes Nitrat-Angebot
(Tabelle 17, Gleichung 4.6) errechnet. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3
Einzelpflanzen dar.
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Chlamydomonas keine lineare Aufnahme an. Es wurde stattdessen ein weiteres, der

Gleichung von Michaelis-Menten folgendes Aufnahmesystem festgestellt.

Vor der Kalkulation der Parameter der Nitrataufnahme bei hohem Angebot war nicht
bekannt, bei welchem Nitratangebot die Nitrataufnahme von Rapspflanzen vom HATS
zum LATS ubergeht. Ziel der Versuchsreihe war es jedoch nicht, diesen Bereich durch
eine Vielzahl von Messpunkten genau zu bestimmen. Es stellte sich vielmehr die Frage,
mit welcher Rate die Nitrataufnahme von Brassica napus bei hohem Nitratangebot
erfolgt. Fur die folgenden Berechnungen wurde daher zunachst eine lineare Beziehung
von Nitratangebot und Nitrataufnahme (Tabelle 17, Gleichung 19) zugrunde gelegt. Um
bei geringerem Angebot dem Einfluss des HATS auf die Aufnahmerate gerecht zu
werden, wurde die Nitrataufnahme zusatzlich noch nach einer aus Michaelis-Menten-
Kinetik und einer Geradengleichung kombinierten Formel (Gleichung 20) berechnet.

Die Unterschiede im Ordinatenabschnitt (b) der beiden Berechnungen sind an dieser
Stelle nicht von Bedeutung, wohl aber die Abweichungen der Messwerte von den

errechneten Kurven (r?) sowie die Steigung der Kurven (m). Wie sich aus Abbildung 16

Tabelle 17: Geradengleichungen zur Berechnung der Nitrataufnahme bei hohem
Nitratangebot. In die untere Gleichung wurden die Parameter des
Aufnahmesystems bei geringem Nitratangebot (Michaelis-Menten Kinetik)

aufgenommen.
Gleichung 19 v=mC+Db
. K,
Gleichung 20 v=mC+b+V,y ——
Kuy+C

Aufnahmerate in pMol NO3 / g FM h™’
Nitratangebot in der Nahrlésung in uMol / |
Korrelationskoeffizient (Steigung der Geraden)

o 3 O <

Achsenabschnitt

Km  Nitratkonzentration, bei der das im niedrigen Konzentrationsbereich
aktive Aufnahmesystem 50 % der maximalen Aufnahmerate erreicht

Vmax mMaximale Aufnahmerate des Aufnahmesystems bei niedrigem NO3-
Angebot
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entnehmen lasst, unterscheiden sich die nach Gleichung 19 bzw. Gleichung 20
errechneten Aufnahmekurven nur geringfigig und laufen bei hohem Nitratangebot
weitgehend parallel. Bei einem Angebot von 0,5 bis 1,0 mM Nitrat kommt die
kombinierte  Gleichung den Messwerten jedoch deutlich naher als die

Geradengleichung.

Tabelle 18: Berechnung der Nitrataufnahme von Brassica napus bei hohem
Nitratangebot. In der ,kombinierten Gleichung® erfolgte die Kurvenanpassung
nach Gleichung 20 mit den Parametern des Aufnahmesystems bei geringem
Angebot (Vimax = 23,89 pMol / g FM h™'; Ky= 44,39 uMol Nitrat / 1). Mit r* sind die
Korrelationskoeffizienten zwischen den Einzelmesswerte und der errechneten
Geraden (Steigung = m, Achsenabschnitt = b) angegeben.

In die Berechnungen der oberen Tabelle gingen alle Messwerte (0,5 - 25 mM
Nitratangebot) ein, wahrend in der mittleren und unteren Tabelle nur die
Messwerte ab 1,0 mM bzw. 2,0 mM Nitrat berucksichtigt wurden.

0,5 -25 mM Nitrat m  [Yyemnl b [ rmen] r?
lineare Gleichung 0,736 * 10°° 20,05 0,820
kombinierte Gleichung 0,688 * 10°® -2,86 0,839

1.0 -25 mM Nitrat m [ emen] b ['/g emen] r?
lineare Gleichung 0,688 * 10°® 20,92 0,798
kombinierte Gleichung 0,660 * 10°® -2,35 0,807

2.0 -25 mM Nitrat m  [Ygemnl b [ Fmen] r’
lineare Gleichung 0,620 * 10°® 22,21 0,747
kombinierte Gleichung 0,604 * 10 -1,29 0,746
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4.3.3 Nitrataufnahmekinetiken von Lupinen (**N-Influx)

Unter denselben Versuchsbedingungen, wie sie bereits fir Raps beschrieben wurden,
wurde auch fiir Lupinen eine Nitrat-Aufnahmekinetik erstellt, bei der das Isotop >N zum
Einsatz kam. Die Aufnahmeparameter wurden auch hier nach den in Tabelle 14
dargestellten Formeln berechnet (Tabelle 19) und die Zuverlassigkeit der errechneten
Daten verglichen.

Wegen einer geringeren Schwankungsbreite der Einzelmesswerte bei der Lupine
ergaben sich nur geringe Abweichungen zwischen den verwendeten Formeln, was fur
eine gute Absicherung der berechneten Werte von Ky und Vnax spricht.

Mit einer Vimax von 0,4 uMol NOs7/ g FM h™" liegt die Aufnahmerate der nicht-induzierten
Pflanzen bei ca. 11 % der Aufnahmerate der Nitrat-erndhrten Variante (Vmax=
3,7 uMol NOs/g FM h™). Bei einem Ky-Wert von 12 pM Nitrat ist die Affinitit des
Aufnahmesystems bei den nicht induzierten Pflanzen allerdings 2.5-mal hoher als bei
den induzierten Lupinen (Ky= 30,6 uM Nitrat).

Die Lupine zeigte deutlich geringere Aufnahmeraten (Abbildung 17) als Raps
(Abbildung 16), der unter gleichen Bedingungen angezogen wurde. Die
Nitrataufnahmerate der induzierten Lupinen lag mit ca. 3.7 yMol /g FM h' um 85 %

unter der Aufnahmerate der induzierten Rapspflanzen. Noch groRer war der

Tabelle 19: Nach den Formeln in Tabelle 14 berechnete Parameter der Nitrataufnahme
von Lupinus albus. Die im oberen Teil der Tabelle dargestellten Daten
stammen von Pflanzen mit NO3™ als alleiniger N-Quelle, wahrend die unteren
Daten von Pflanzen mit NH4" als N-Quelle stammen.

induziert

NOs-Medium Vinax K r
Lineweaver-Burk 3,78 uMol NO5;/g FM h’ 32,10 uM NO3 0,989
Eadie-Hofstee 3,68 uMol NOs/g FM h™ 29,77 uM NO3 - 0,935
Hanes 3,70 uMol NOs/g FM h™ 30,67 uM NO3 0,988
Michaelis-Menten 3,73 uMol NOs/g FM h™ 30,59 uM NO3 0,894

nicht-induziert

NH,*-Medium Vimax K r
Lineweaver-Burk 0,39 uMol NO5;/g FM h' 9,03 uM NO3] 0,774
Eadie-Hofstee 0,40 uMol NOs/g FM h™ 9,38 yM NO3] -0,652
Hanes 0,45 uMol NO3/g FM h 21,78 uM NOs] 0,967
Michaelis-Menten 0,41 uMol NO3/g FM h' 12,45 M NO;] 0,883
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Abbildung 17: Nitrataufnahmekinetik von induzierten und nicht-induzierten 25 d alten
Lupinen (Lupinus albus L. cv. AMIGA) bei geringem N-Angebot. Die Kurven
wurden auf der Basis der Gleichungen der Michaelis-Menten Kinetik errechnet.
Jeder Messpunkt steht fur die Aufnahmerate von 3 Lupinen.

Unterschied bei den Aufnahmeraten der nicht-induzierten Pflanzen, wo die Lupine mit

0,4 uMol /g FM h™" um 95 % unter dem fiir Raps ermittelten Wert lag.

4.3.4 Nitrataufnahmekinetiken von Lupinen ("*N-Influx) bei hohem NO3-Angebot

Wie bereits bei Raps (S.68), so wurde auch an Lupinen die Nitrataufnahme bei hohem
Angebot untersucht. Bei einem Angebot von > 1 mM Nitrat folgt die Nitrataufnahme
auch bei Lupinus albus L. einer linearen Gleichung (Abbildung 18). Ahnlich wie bei
Raps war auch hier bei der Steigerung des Nitratangebotes von 1 mM auf 25 mM eine
Verdoppelung der Aufnahmerate festzustellen. Wahrend bei Brassica napus L. die
Nitrataufnahme beim genannten Nitratangebot von 19,5 auf 37,3 pMol / g FM h™
zunahm (Abbildung 16), fiel die absolute Steigerung der Aufnahmerate von Lupinus
albus L. von 3,0 auf 5,8 pMol / g FM h™" jedoch deutlich niedriger aus (Abbildung 18).

Die hohen Korrelationskoeffizienten in Tabelle 20 belegen eine sehr gute
Ubereinstimmung der Messwerte mit den errechneten Geradengleichungen. Werden
Messwerte des geringen Nitratangebots bei der Berechnung weggelassen, so nimmt

der Korrelationskoeffizient flr die kombinierte Gleichung starker ab als derjenige fur die
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lineare Gleichung. Bei einem Angebot von 2 mM Nitrat hat r* fiir beide
Gleichungssysteme denselben Wert, was darauf hinweist, dass ab diesem
Nitratangebot die Nitrataufnahme nicht mehr besser durch die kombinierte Gleichung

beschrieben werden kann.

o1

lineare Kurvenanpassung
0 O Messpunkte
— =—Kkombinierte Kurvenanpassung

MM Nitrat
0 1 e

0 5000 10000 15000 20000 25000

uM /g FM Wurzel * h ™

Abbildung 18: Nitrataufnahme von 23 d alten Lupinen bei hohem NOj3-Angebot. Die
Grafen wurden nach den Geradengleichung (Tabelle 17, Gleichung 19 und
Gleichung 20) erstellt. Jeder Messpunkt entspricht der Aufnahmerate von einem
Set aus 3 Lupinen.

Tabelle 20: Berechnung der Nitrataufnahme von Lupinus albus L. bei hohem
Nitratangebot. Die Geradengleichungen aus Tabelle 17 wurden verwendet, um
die Parameter m und b zu ermitteln. In die Berechnung der kombinierten
Gleichung (Gleichung 20) gingen die Parameter des Aufnahmesystems bei
geringem Angebot (Vimax = 3,73 Mol / g FM h™ Ky= 30,59 pMol NO3™ I'') mit in die
Berechnung ein.

0,5 - 25 mM Nitrat m  [Ygewn] b (/g Fwen] r’
Lineare Gleichung 0,117 * 107 2,903 0,924
kombinierte Gleichung 0,113 *10° -0,715 0,929

1,0 - 25 mM Nitrat m Mgewn] b (/g even] r’
lineare Gleichung 0,109 * 103 3,048 0,919
kombinierte Gleichung 0,106 * 107 -0,614 0,920

2,0 - 25 mM Nitrat m Mgewn] b (/g emenl r’
lineare Gleichung 0,099 * 107 3,204 0,908
kombinierte Gleichung 0,103 * 10 -0,486 0,908
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4.3.5 Transport von N in Pflanzen

Mit Hilfe des Radioisotops >N wurde in Fluxstudien der Frage nachgegangen, wie sich
die Nitrataufnahme von Raps bei der Umstellung der N-Erndhrung von NH;" auf NO3”
andert. Die in Abbildung 3 (S.30) dargestellte Anlage erlaubte neben der Messung der
®NOs-Aufnahme (Influx) auch die photometrische Bestimmung des Nitratgehaltes in
der Nahrlésung (Nettoaufnahme). Aus der Differenz dieser beiden Aufnahmeraten

konnte somit der NO;3™ - Efflux errechnet werden.

4.3.6 Induktion der Nitrataufnahme nach vorangegangener Anzucht mit NH;"

Die bis zum Versuchstag mit 150 uM NH," erndhrten Rapspflanzen zeigen beim ersten
Kontakt mit NO3™ bereits einen "*N-Influx von 7,3 uMol / g h™", was ca. 37,5 % des *N-
Influx von Nitrat-ernahrten Pflanzen (18,4 uMol / g h™', berechnet nach den Parametern
der Nitrataufnahmekinetik fur Raps (S. 65), entspricht. Direkt nach dem Umsetzen auf
150 uM NO3" verliefen Nitrat-Influx (7,3 uMol/g FM h™") und Nettoaufnahme (7,0 pMol/g
FM h™") fast parallel und der Nitrat-Efflux betrug mit 0,3 pMol/g FM h™ nur 4 % des
Influxes (Abbildung 19).

Die Versuchspflanzen wurden nach der "*N-Markierung auf einem Medium, das 150 pM
NO3™ enthielt, belassen und 4 h nach dem ersten Kontakt mit NO3™ erneut fur eine Flux-
Studie eingesetzt. Der "*NOs-Influx war zu diesem Zeitpunkt auf 29,6 uMol/g FM h’
angestiegen und lag somit bei ca. 161 % der Aufnahmerate von induzierten Pflanzen.
Bei einem gleichzeitigen Anstieg der NOs-Nettoaufnahme auf 27,4 uMol/g h™ errechnet
sich ein Efflux von 2,2 pMol/g FM h™, der somit ca. 7,4 % des Influxes ausmacht
(Abbildung 20).

Im weiteren Verlauf der Induktion der Nitrataufnahme war ein Absinken der
Aufnahmeraten zu beobachten, wobei der Efflux zunahm (Abbildung 21). 20 h nach der
Induktion der NOs-Aufnahme lag der "*NO3 - Influx mit 21,1 uMol/g h™" noch (iber dem
Wert der Nitrat-ernahrten Pflanzen (115 %), war jedoch schon deutlich gegenuber der
4 h nach der Induktion gemessenen Aufnahmerate abgesunken. Die NOgs*-
Nettoaufnahme ging auf 17,6 uMol/g FMh™ zuriick, so dass der Efflux nun mit
3,5 uMol/g FM h™* bereits 16,8 % der Nettoaufnahme ausmachte.
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Abbildung 19: Induktion der 'NOs-
Aufnahme bei nicht induzierten
Rapspflanzen (Brassica napus L.)
Die Pflanzen wurden mit 150 pM

NH,* angezogen und zu
Versuchsbeginn zum ersten Mal mit
NOg3’ ernahrt. (kumulative

Darstellung).
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Abbildung 20: Entwicklung der "*NO;-
Fluxe von nicht induzierten
Rapspflanzen (Brassica napus L.),
die 4 h in Kontakt mit NO3™ waren.
Die Aufnahmeraten stammen von
denselben Pflanzen, die in
Abbildung 19 dargestellt sind.
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Abbildung 21: Auswirkungen der NOj™-
Induktion der NOs;-Aufnahme von
nicht  induzierten Rapspflanzen
(Brassica napus L.), die 20 h vor der
Markierung von 150 pyM NH," auf
150 uM NOj3™ umgestellt wurden.

Abbildung 22:  "*NOs-Aufnahme  von
induzierten Rapspflanzen (Brassica
napus L.), die mit 150 pyM NOj3
angezogen wurden.
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Um einen direkten Vergleich zwischen Pflanzen im steady state (kontinuierliche
Ernahrung mit 150 uM NO3’) und den Pflanzen bei der Induktion zu ermdglichen, wurde
zu jeder Messung auch die Aufnahme von NOj™-ernahrten Pflanzen bestimmt.

Bei den induzierten Pflanzen (Abbildung22) lag der '*NOs-Influx mit
18,1 uMol/g FM h™" etwas niedriger als der nach der Nitrat-Aufnahmekinetik ermittelte
Wert (18,4 uMol / g FM h™"). Die NO3s-Nettoaufnahme betrug 15,0 uMol/g FM h™ und
bei einem Efflux von 3,1 pMol/lg FM h™' gingen den induzierten Pflanzen somit ca.
17,1% des ursprunglich aufgenommenen NO3™ wieder verloren.

Die hier ermittelte Nitrataufnahme von Ammonium-ernahrten Rapspflanzen liegt
deutlich Uber den Werten, die normalerweise flr nicht induzierte Pflanzen gefunden
werden. Um einen Fehler bei der Anzucht der Pflanzen auszuschlie®en, wurden daher
neben Brassica napus L. auch Hordeum vulgare (Wildtyp) und Lupinus albus L. in
derselben Nahrlosung angezogen. Wie in Abbildung 23a-c zu erkennen ist, zeigt keine
der Versuchspflanzen einen Nitrat-Efflux beim ersten Kontakt mit nitrathaltiger
Nahrlésung. Dennoch liegt der Nitratinflux von Brassica napus L. mit 7,2 pMol/g FM h™
um den Faktor 3,5 (iber dem der Gerstenpflanzen (1,6 uMol/g FM h™") und fast um den
Faktor 30 iiber dem Influx der Lupinen (0,24 uMol/g FM h™").

Nach 4 h auf Nitrat-haltigem Medium steigt der Nitratinflux bei allen 3 Pflanzen deutlich
an (Abbildung 24) und es ist gleichzeitig ein schwacher Nitrat-Efflux zu beobachten. Mit
36 uMol/g FM h™ ist der Influx bei Brassica napus L. auf den 5-fachen Wert
angestiegen, wahrend Hordeum vulgare mit 6,5 uMol/g FM h™ den Influx lediglich auf
den 4-fachen Wert steigerte. Die hochste relative Steigerung des Influx ist jedoch bei
Lupinus albus L. zu verzeichnen, wo mit 4,8 pMol/g FM h™ der Nitratinflux auf den 22-
fachen Wert der nicht induzierten Pflanzen ansteigt.

Werden die Pflanzen fir 1 d in einer Nahrlosung mit 150 pyM Nitrat belassen
(Abbildung 21), so fallen Nitratinflux und Nettoaufnahme deutlich ab und der Efflux
nimmt geringfiigig zu. Der Nitratinflux ging bei Brassica napus L. auf 18,5 uMol/g FM h™
(-48%), bei Hordeum vulgare auf 3,9 pMol/g FM h™ (-40%) und der von Lupinus albus
L. auf 3,1 pMol/g FM h™" (-35%) zuriick. Der Nitratinflux der 3 Pflanzenarten lag damit
nur geringflgig uber dem Influx bei kontinuierlich mit Nitrat angezogenen Pflanzen. Die
induzierten Pflanzen wiesen zu diesem Zeitpunkt jedoch immer noch einen etwas
geringeren Nitrat-Efflux auf, als er bei den kontinuierlich mit Nitrat ernahrten Pflanzen zu

beobachten war.
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Abbildung 23a-c: Additive Raten der '°NOs-Aufnahme von nicht induzierten
Rapspflanzen (a), Gerstenpflanzen (b) und Lupinen (c) beim ersten Kontakt mit
NO;™ (Anzucht mit 150 uM NH,"). Zur Bestimmung der Aufnahmeraten wurden 4
Rapspflanzen (Alter 20 d), 6 Gerstenpflanzen (Alter 20 d) und 3 Lupinen (Alter
26 d) verwendet. Die Pflanzen wurden auf derselben Nahrldsung angezogen und
kamen am Versuchstag zum ersten Mal in Kontakt mit NO3™ .
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Abbildung 24a-c: Entwicklung der additiven Raten der >NOs-Aufnahme von NH4*-

ernahrten Rapspflanzen (a), Gerstenpflanzen (b) und Lupinen (c) 4 h nach dem
ersten Kontakt mit NO3z~ (Anzucht mit 150 yM NH4"). Die Bestimmung der
Aufnahmeraten erfolgte an 4 Rapspflanzen (Alter 20 d), 6 Gerstenpflanzen (Alter
20 d) und 3 Lupinen (Alter 26 d). Die Pflanzen wurden auf derselben Nahrldésung
angezogen und kamen am Versuchstag zum ersten Mal in Kontakt mit NO3™ (vgl.

Abbildung 23a-c).
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4.3.7 Auswirkungen von Kalium auf die Nitrataufnahme

Der Einfluss von K" auf die Nitrataufnahme von Brassica napus L. ist in Tabelle 21
dargestellt. Wahrend K*-erndhrte Pflanzen bei einem Nitratangebot von 250 uM einen
Nitratinflux von ca. 20,5 pMol/g FM h™ zeigten (Abbildung 14, S.63), lag der Influx bei
den K-Mangelpflanzen nur bei 17,5 uMol/g FM h™'. Wurden die Pflanzen auf ein Medium
mit K umgesetzt, so stieg die Nitrataufnahme bereits nach 4 Stunden auf
21,4 pMol/g h™" deutlich an. Dies beruhte vor allem auf einem verstarkten Nitratinflux,
Wahrend der

Markierungsdauer wurde auch der Transport von Nitrat in den Rapspflanzen

der allerdings mit einem starkeren Efflux gekoppelt war.

beschleunigt, denn nach der Markierung befanden sich nur noch 45% des
aufgenommenen "*NOs; in den Wurzeln der K-induzierten Pflanzen, wahrend die
Kontrolle (-K) noch 51% des aufgenommenen "*NOs” in den Wurzeln zeigte.

Im Gegensatz zu den Induktionsprozessen nach vorausgehender Ammoniumernahrung
war bei der Induktion mit K" die maximale Aufnahmerate nicht nach ca. 4 h erreicht,
sondern erst nach ca. 2 Tagen (Tabelle 21).

Da der héchste Wert fir den Nitratinflux der K-induzierten Rapspflanzen um fast
5uMol /g FM h™' Gber dem Influx von kontinuierlich K-ernahrter Pflanzen liegt, ist
anzunehmen, dass die Aufnahmerate in den folgenden Tagen wieder auf das Niveau

der im steady state angezogenen Pflanzen zurlickgeht.

Tabelle 21: Aufnahme und Verlagerung von ">NOs™ bei 15 min Markierung von 25 d
alten Rapspflanzen (Brassica napus L.). Die Pflanzen wurden 10 d vor
Versuchsbeginn auf ein Nahrmedium ohne K™ gesetzt. Wahrend des Versuchs
wurden die Pflanzen wieder auf Medium mit K* (700 uM) gesetzt.

Relative Verteilung* des Kontrolle 4 h induziert | 1dinduziert | 2 dinduziert
oo os |6 | e | e | e
Blatt 45% 51% 49% 50%
Spross 4% 4% 6% 6%
Wurzel 51% 45% 45% 44%
n=9 n=12 n=6 n=6
Nitratflux in uMol / g FM h™
Influx 17,5 21,4 24,2 25,8
Nettoaufnahme 16,4 19,8 22,6 24,2
Efflux 1,1 1,6 1,6 1,6

* Gesamtpflanze = 100%
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4.3.8 Einfluss der Ernahrungsbedingungen auf den Nitratgehalt und
ausgewahlte Kationen in unterschiedlichen Pflanzenorganen von Brassica

napus L.

Bisher wurde vor allem die Aufnahme und die Verlagerung von K" und NOj3™ in der
Pflanze betrachtet. Welche Mengen der beiden Nahrelemente in den verschiedenen
Teilen der Pflanze gespeichert sind, konnte dabei nicht beantwortet werden.

Um diese Fragestellung aufzugreifen, wurden alle Versuchspflanzen mit 250 pMol NO3”
angezogen, wahrend bei der K*-Ernahrung Abstufungen von 0, 30 und 700 yM gemacht
wurden. Die Anzuchtbedingungen waren so gewahlt, dass alle Pflanzen 2 d vor der
Ernte das 4-Blatt-Stadium erreicht hatten.

Neben den Varianten mit gleich bleibender K*-Erndhrung wurden von der 0 uM K*-
Variante einige Pflanzen kurzzeitig auf ein Medium mit 700 uM K* umgesetzt. Von der
anfanglich mit 700 uM K*-ernahrten Variante wurden einige Pflanzen temporar auf K-
Mangelmedium gesetzt. Das Umsetzten auf das neue Medium erfolgte zwischen 0,5 h

und 2 d vor der Ernte.

Die unterschiedliche Vorbehandlung wirkte sich nicht nur auf die Aufnahme und die
GroRe des Nitrat- oder Kalium-Pools der Pflanzen, sondern auch auf die
Konzentrationen anderer lonen aus. In Tabelle 22 (S.82) ist zu erkennen, dass bereits
bei einem K*-Angebot von 30 uM die GroRe des Nitrat- und Kalium-Pools von Brassica
napus L. deutlich Gber denjenigen von K*-Mangelpflanzen liegt.

Die Unterschiede zwischen den kontinuierlich mit 0 uM K™ bzw. 30 uM K" ernahrten
Varianten belegen, dass die 0 uM K'-Variante einem deutlichen Nahrstoffmangel

unterlag.

Wird das Nahrmedium gewechselt und ein K'-Mangel induziert, so findet bei den
zweiwertigen Kationen Ca®* und Mg?* ein geringer Anstieg im Pflanzengewebe statt
(Tabelle 22, S.82). Der einsetzende K'-Mangel hat auf die NO3z-Konzentration in
Wurzel und Spross, selbst nach 2 d, keinen nennenswerten Einfluss gezeigt. Lediglich
in den Blattern ist der NO3-Gehalt um etwa 20% (von 1625 auf 1319 yM NO3)
zuriickgegangen. Deutliche Verdnderungen ergeben sich jedoch bei K*, dessen Pool
nach der Umstellung langsam kleiner wird. Die Abnahme des K'-Pools der Wurzeln

erfolgt schneller als im Spross oder den Blattern. So ist nach 2 d unter K*-Mangel in den
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Wurzeln ein Riickgang des K'-Pools um 32% (von 1342 auf 917 pyM K') zu
verzeichnen, wahrend die K*-Konzentration im Spross nur um 23% (von 1503 auf 1182
MM) und in den Blattern um 21% (von 659 auf 508 uM) zurtickgegangen ist. Die

Konzentration von Na" steigt dabei etwas langsamer, als die K*-Konzentration abnimmt.

Tabelle 22: Einfluss der Kaliumernahrung von Brassica napus L. auf die Gehalte von
NOs, K*, Na*, Mg®*, Ca®* und in verschiedenen Pflanzenorganen. Alle Pflanzen
waren zur Ernte im 4-Blatt Stadium und wurden zum selben Zeitpunkt geerntet.
Wegen der unterschiedlichen Anzuchtbedingungen waren K-Mangelpflanzen
25 d, die auf Vollmedium angezogenen Pflanzen 22 d alt.

steady Dauer steady | steady Dauer (700 uM K+)

state auf K-Mangelmedium state state mit normaler K-Versorgung
K K K

700uM 05h 3h 6h 1d 2d 30uM 0 uM 05h 3h 6h 1d 2d

NO; inpM /g TM

Blatt 1625 | 1419|1547 | 1524 | 1286 | 1319 951 351| 354 | 290| 409| 666| 966
Spross 2352|2358 | 2362 | 2412 | 2335 | 2443 1969 1549|1356 | 1579 | 1590 | 1758 | 2146
Wurzel 1280 | 1334|1411 | 1201 | 1055 | 1269 986 776| 88810181060 (1135|1124

K'inuM/g T™M

Blatt 659 583| 756| 585| 577| 508 289 98] 95| 182| 271| 544 | 656
Spross 1503 | 14771470 | 1350 [ 1137|1182 679 107] 79| 125| 326| 431| 639
Wurzel 1342 [ 131112911240 1052| 917 460 322| 321| 412| 444| 709| 767

Na'inuM /g TM

Blatt 309( 324 | 345| 365| 331| 392 763 1017|1101 | 916|1011| 979| 644
Spross 317 306| 328| 305| 246| 293 1049 1660 | 1648 | 1616|1774 (1419|1337
Wurzel 281| 267| 310| 248| 260| 277 843 1004 1136|1077 [1190| 871| 839

Mg*inuM/g T™

Blatt 248 | 235| 245| 256 | 264| 286 358 380| 371| 287| 359| 312| 308
Spross 193 | 168| 182| 184 | 232| 252 216 239 | 226| 238| 244| 240| 235
Wurzel 109| 121| 119| 140| 186| 210 174 145] 136| 114| 119] 93| 102

ca®*inuyM/gTM

Blatt 792 773| 866| 845| 820| 888 913 808| 753| 835| 749| 729| 746
Spross 413 | 372 430 431| 477| 494 546 456 | 394| 418 423| 459| 410
Wurzel 156 | 135| 134| 127| 125| 124 176 166| 149| 151| 141| 164| 160
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Beim Umstellen von K'-Mangel auf ein Medium mit K ist bei den zweiwertigen
Kationen (Mg?* und Ca?*) nur eine geringfiigige Abnahme festzustellen.

Bei K" ist eine schnelle und starke Zunahme der K*-Konzentration in allen Geweben zu
beobachten, die von einem gleichzeitigen Riickgang der Na’-Konzentration begleitet
wird. Nach 2 d auf Medium mit 700 yM K* hat der K*-Pool in Blattern von 15% auf
100%, der K'-Konzentration von kontinuierlich mit 700 yM K* erndhrten Pflanzen,
zugenommen (Tabelle 23). Im Spross und in der Wurzel werden nach 2 d erst 43%
bzw. 57% des Gehaltes der +K-Pflanzen erreicht.

Parallel zu K* wird, bei Aufheben des K*-Mangels, auch NOj3™ verstarkt eingelagert. Da
die Pflanzen eine ausreichende N-Erndhrung erfahren hatten, ist die relative Zunahme
des N-Pools geringer als bei K*. In Spross und Wurzel ist nach 2 d ein Anstieg von ca.
65% auf ca. 90% des NO;3;-Gehaltes der +K-Variante zu beobachten (Tabelle 23). In
den Blattern der -K-Variante lag der NO3-Gehalt mit nur 22% der +K-Variante deutlich
niedriger als in Spross oder Wurzel. Nach 2 d in guter K+-Versorgung ist der NOs-
Gehalt auf 59% angestiegen. Damit fallt der Anstieg deutlich schwacher aus als

derjenige von K" in den Blattern.

Neben der Veranderung der Anionen- und Kationen-Gehalte bei Umstellung des
Nahrmediums (Tabelle 22) fallt auf, dass in allen Varianten die Summe der einwertigen
Kationen in den Blattern mit 900-1200 uM/g TM deutlich niedriger liegt als im Spross
(1600-1800 uM/g TM ) oder in der Wurzel (1300-1600 uM/g TM).

Tabelle 23: Relative Gehalte von Nitrat und Kalium in verschiedenen Fraktionen von
Brassica napus L. Als Referenz dienten die Gehalte der kontinuierlich mit 700
UM K* und 250 uM NOj3™ erndhrten Variante, welche auf 100% gesetzt wurde.
Weitere Details siehe Tabelle 22.

NO; Konzentration K* Konzentration
Vorbehandlung | 0 uM K* -K,2dauf +K2dauf |OuMK" -K,2dauf  +K.2d auf
steady state 700 yMK* 0 uM K" steady state 700 y(MK* O upM K"
Blatt 22% 59% 81% 15% 100% 7%
Spross 66% 91% 104% 7% 43% 79%
Wurzel 61% 88% 99% 24% 57% 88%
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4.4 Kaliumaufnahme

Mit den folgenden Versuchen sollte der Frage nachgegangen werden, welchen Einfluss
der K*-Status von Brassica napus L. auf die Kaliumaufnahme hat. Zu diesem Zweck
wurden Rapspflanzen 14 d unter K*-Mangel, mit 30 uM K*, 100 uM K* bzw. 700 uM K*
(Kontrolle) angezogen, wobei das NO3™-Angebot bei allen Varianten 150 uM betrug. Als
weitere Kontrolle wurde noch eine NH,'-Variante (150 uM NH;") eingefiihrt, die mit
700 uM K™ kultiviert wurde.

Da die K'-Aufnahme unter vergleichbaren Bedingungen untersucht werden sollte,
wurden alle Pflanzen in der Mitte der Photoperiode auf eine Aufnahmeldsung
umgesetzt, die 150 uM NO3” und 700 uM K" enthielt. Eine Ausnahme bildete die NH4"-
Variante, bei der um Uberlagerungen mit der Induktion der Nitrataufnahme
auszuschlieRen, die Aufnahmelésung eine aquivalente Menge NH,4" enthielt.

Wie Tabelle 24 zu entnehmen ist, lag die durchschnittliche K*-Aufnahme der Kontrolle
(700 uM K* und 150 uM NO3) bei ca. 0,84 upM K*/g FM h™'. Obwohl die Aufnahmeraten
der 3 Mangelvarianten von dem flur die Kontrolle ermittelten Wert um bis zu 9 %
abweichen, liel} sich mit Hilfe des t-Tests kein statistisch signifikanter Unterschied
feststellen. Die K'-Aufnahme der NH,'-Variante hingegen liegt ca. 17 % (17,6
gegeniiber 18,4 pM/g FM h™") unter der Aufnahme der Kontrolle und fiir sie ergibt sich

ein statistisch signifikanter Unterschied auf dem 5 %-Niveau des t-Tests.

Tabelle 24: Kaliumaufnahme von Brassica napus L. nach 14 d auf unterschiedlichem
K*-Angebot. Alle Versuchspflanzen wurden in der Mitte der Photoperiode aus
ihrem Anzuchtmedium entnommen und fur 1 h auf eine Aufnahmeldsung
umgesetzt, die 700 uM K* und 150 uM NO3™ bzw. 150 uM NH4" enthielt.

Wegen der unterschiedlichen Wachstumsraten hatten die Pflanzen bei der
Ernte ein unterschiedliches Alter, sie befanden sich aber alle im
2.Laubblattstadium.

Mittlere Netto-Aufnahme in uM /g FM h™

K*- NO; / NH," - Standard- Alter
Angebot Angebot K* N Abweichung der ind n
N-Aufnahme
0 uM | 150 uM NO3’ 0,76 16,4 +11,8% 25 12
30 uM {150 uM NO3’ 0,82 17,5 £15,5% 23
100 uM | 150 uM NO3” 0,88 18,2 114,8% 21
700 uM (150 uM NO3’ 0,84 18,4 +11,1% 20 12
700 uM [ 150 pM NH,* 0,69 17,6 +16,6% 26 5
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Die vorliegenden Daten legen nahe, dass bei Brassica napus L. ein 14-tagiger
K*-Mangel oder eine Erndhrung mit 30 uM K" nicht dazu fiihren, dass die K*-Aufnahme
bei diesen Pflanzen langsamer erfolgt als bei vollwertig K*-ernahrten Rapspflanzen. Ob
ein langerfristiger K'-Mangel zu einer Reduktion der Kaliumaufnahme fiihren kann,

muss an dieser Stelle offen bleiben.

4.4.1 Kaliumaufnahme und OH-Abgabe von Rapspflanzen

Mit der zuletzt beschrieben Versuchseinstellung wurde nur dem Einfluss des K'-
Angebots auf die Kaliumaufnahme nachgegangen. Wenn K*, wie im Ben Zioni-Modell
(1971) vorgeschlagen, eine wesentliche Rolle bei NOz-Aufnahme und NOj3-Transport
zukommen soll, dann stellt sich die Frage, ob K auch einen Einfluss auf die OH'-
Abgabe Nitrat-ernahrter Rapspflanzen hat.

Fur den folgenden Versuch wurden Rapspflanzen 14 d vor Versuchsbeginn von
normaler Nahrlésung auf K*-Mangel umgestellt. Zwischen 3 h bis 2 d vor der Messung
wurden mehrere Pflanzen wieder auf die Nahrldsung mit 700 uM K* zurlickgesetzt. In
der Mitte der Photoperiode erfolgte am Versuchstag der 1 h Aufnahmeversuch, wobei
die Aufnahmelésung 150 uM NO;3; und 700 uM K* enthielt. Als Kontrolle dienten
Pflanzen, die kontinuierlich mit 700 uM K" ernahrt wurden (+Ksteady state), Und Pflanzen,

welche weiterhin auf K’-Mangel gehalten wurden (K steady state)-

OH'-Abgabe von Brassica napus L. in uyM OH/g FM * h™!

-K (steady state) ——
Oh+K [§
3hak [
6h+K [ ——
1d+K [ —
2d+K [

+K (steady state) T [ I

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

Abbildung 25: Einfluss der Kaliumaufnahme auf die OH-Abgabe von Brassica napus
L. Die Pflanzen wurden kontinuierlich mit 150 yM NO3™ angezogen und 14 d vor
Versuchsbeginn von ausreichender K-Erndhrung (700 uM K) auf K-Mangel
(0 uM K*) umgestellt.

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung von je 4 Pflanzensets (ein Set
bestand aus 3 Pflanzen) an. Am Versuchstag waren die Pflanzen 21 - 23 d alt
und befanden sich im 2.Laubblattstadium.
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In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass die Abgabe von OH" in das Wurzelmedium unter
K*-Mangel (-K steady state) Mit 0,60 uM /g FM h™ deutlich hinter der OH-Abgabe von
K*-ernahrten Rapspflanzen (+Ksteady state) Mit 1,04 uM / g FM h™ zuriickbleibt.

Eine drastische Anderung in der OH-Abgabe der Wurzeln ist dann zu beobachten,
wenn K-Mangelpflanzen auf ein Medium mit 700 uM K* umgesetzt wurden. Wahrend
der ersten Stunde auf dem neuen Medium ist die OH-Abgabe kaum noch nachweisbar,
steigt aber in den kommenden 6 h wieder bis auf ca. 55 % des Wertes der K-
Mangelpflanzen an. Nach 1 d auf der K'-haltigen Nahrldsung Ubersteigt die
OH-Abgabe bereits den Wert der Mangelvariante um ca. 15 %, liegt aber noch 35 %
unter der Abgabe der kontinuierlich mit K* erndhrten Rapspflanzen. Erst ca. 2 d nach
der Umstellung auf K* haben die ehemaligen Mangelpflanzen dieselbe OH™-Abgabe

erreicht, wie der auf dem Vollmedium angezogene Raps.

4.4.2 Verlagerung von K* in Rapspflanzen

Der bislang beschriebenen Versuchsansatze lieferten zwar Daten Uber die
K*-Nettoaufnahme von Brassica napus L. unter verschiedenen Anzuchtbedingungen,
jedoch waren aus diesem Versuch keine Informationen Uber den Verbleib oder die
Verlagerung des aufgenommenen K* zu erhalten. Mit Hilfe des Tracers ®Rb war es
moglich, im Rahmen eines pulse chase-Experiments diese Informationen Uber die

Verteilung von K* in der Pflanze zu gewinnen. Dazu wurden Rapspflanzen unter

A NH;" - Erndhrung mit 700 uM K*
B NO3™ - Erndhrung mit 700 uM K*
Cc NO; - Erndhrung bei Kaliummangel (0 uM K)

angezogen, bis sie das 2.Laubblattstadium erreicht hatten. In der Mitte der
Photoperiode erfolgte dann 30 min eine ®Rb-Markierung in einer Nahrldsung mit
700 uM K*. Nach dem Abspillen der Nahrldsung von den Wurzeln wurden die
Rapspflanzen fur 10 bis 90 min auf eine inaktive Nahrlosung gesetzt, die in ihrer
Zusammensetzung der Markierungslosung entsprach. Im Anschluss an diese
Verteilungsphase wurden die Pflanzen geerntet und (iber das %*Rb* der Transport in die
verschiedenen Fraktionen sowie die Abgabe in die Nahrldsung festgehalten
(Abbildung 26 A-C).

86



Ergebnisse

(A): 150 uM NH4", 700 UM K*  Netto-Aufnahmerate = 0,75 + 0,05 uM K* /g FM h”"
K+ - Efflux = 0,06 uM K" /g FM h!
berechneter K*-Influx = 0,81 UM K" /g FM h!

100%

80% -

O Blatt

[ SproRachse
H Wurzel

W Efflux

60% -

40% -

20% -

0% -
10 20 40 60 90 min

(B): 150 uM NOs’, 700 uM K*  Netto-Aufnahmerate = 0,89 + 0,04 uM K* /g FM h
K+ - Efflux = 0,07 UM K" /g FM h*
berechneter K*-Influx = 0,96 uM K* /g FM h™’

100%

80% -

O Blatt

O Sprofkachse
H Wurzel

W Efflux

60% -

40% -

20% -

0% -
10 20 40 60 90 min

(C):150 uM NO3’, 0 uM K* Brutto- Aufnahmerate = 0,77 + 0,03 uM K" /g FM h™")
K+ - Efflux = 0,01 y(MK* /g FM h™
berechneter K*-Influx = 0,78 UM K" /g FM h"

100%

80% -

O Blatt

[ SproRachse
B Wurzel

M Efflux

60% -

40% -

20%

0% -
10 20 40 60 90 min

Abbildung 26 A-C: Verlagerung von ®Rb* in Brassica napus nach einer 30 min
Pulsmarkierung. Wegen der unterschiedlichen Wachstumsraten unter den 3
Anzuchtbedingungen waren die Rapspflanzen zwischen 23 d (A), 19 d (B) und 21
d (C) alt, befanden sich aber alle im 2.Laubblattstadium. Zu jeder Probenahme
wurden 12 Rapspflanzen pro Variante geerntet.
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Bei allen 3 Varianten lag die errechnete Kaliumaufnahme Uber den Werten, die fur nicht
markierte Nahrlésungen ermittelt wurden (Tabelle 22, S.82). Der K'-Efflux aus den
Wurzeln der beiden +K-Varianten (Abbildung26 B & C, S.92) konnte beim
konventionellen Aufnahmeversuch nicht gemessen werden, jedoch war es mit Hilfe des

®Rb* méglich, den Austritt von K* aus den Wurzeln zu erfassen.

Die K*-Verlagerung in den beiden NO3-Varianten (Abbildung 26 B & C) unterscheidet
sich, abgesehen von der geringeren K*-Aufnahmerate der Mangelvariante (C), nur im
K*-Efflux. Die Rapspflanzen der beiden Varianten hatten bis zum Ende des 90 min
pulse chase - Experiments ca. 28 % des zuvor aufgenommenen K" in die Blatter und
ca. 7 % in die restliche Sprossachse verlagert. Wahrend die +K-Variante (B) bereits 7 %
des wahrend der Markierung aufgenommenen K™ abgegeben und somit nur 58 % in der
Wurzel zurickgehalten hatte, wurden von der —K - Variante (C) im gleichen Zeitraum
nur knapp 1 % des K wieder Uber die Wurzeln abgegeben. Der vernachlassigbare K*-
Efflux der —K - Variante (B) lasst sich dadurch erklaren, dass diese Rapspflanzen noch
als K - sink zu betrachten sind. Der cytoplasmatische K*-Gehalt in ihren Wurzeln ist
demnach noch so gering, dass eine K*-Abgabe (iber lonenkanale nicht aufgrund eines

Konzentrationsgradienten gegenuber dem Nahrmedium erfolgen kann.

Die NH, -Variante (Abbildung 26 A) zeigte ein davon abweichendes Verteilungsmuster.
Mit ca. 19 % des wahrend der Markierung aufgenommenen K* erhielten die Blatter
dieser Rapspflanzen deutlich weniger K™ als bei den NOs-Varianten. In den restlichen
Teilen des Sprosses wurden 10 % des aufgenommenen K* nachgewiesen, was Uber
dem Wert der NOjz-Varianten liegt. Ob bei der NH,'-Variante die K'-Verlagerung
langsamer erfolgt, oder ob die Sprossachse hier einen héheren K*-Bedarf als bei den
NOs™-Varianten besitzt, kann an dieser Stelle nicht geklart werden. Im Hinblick auf den
Efflux bleibt jedoch festzustellen, dass mit ca. 8 % fast derselbe Anteil des
aufgenommenen K" wieder (iber die Wurzeln abgegeben wurde (Abbildung 26 A), wie

bei der im Vollmedium angezogenen NOs™-Variante (Abbildung 26 B).
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4.5 Untersuchungen des Xylemsaftes

4.5.1 Einfluss von N- und K-Angebot auf den Xylemsaft von Brassica napus L.
Untersuchungen des Xylemsaftes erlauben es, ein Bild der Stoffstrome von der Wurzel
in den Spross aufzuzeigen. Wenn sich beispielsweise bei der Veranderung der
Zusammensetzung der Nahrldsung auch eine andere Transportgeschwindigkeit im
Xylem ergibt, so ist neben der Messung der Konzentration auch das Volumen des
gesammelten Exudats von Bedeutung.

Bei Brassica napus L. ist Nitrat das Anion, das in grof3ten Mengen im Xylem
transportiert wird (Tabelle 25). Im steady state unterscheiden sich Varianten mit
250 yM NO3™ und 2500 uM NOs3™ vor allem darin, dass mit dem hoheren N-Angebot

auch ein starkerer Xylemstrom verbunden ist.

Tabelle 25: Einfluss der K'-Erndhrung auf die Zusammensetzung des Xylemexudats
von Brassica napus L.. Neben den Konzentrationen der wichtigsten Anionen bei
gleich bleibender Ernahrung (steady state) wurden auch die Veranderungen der
Zusammensetzung des Xylemsaftes bei Umstellung der K-Ernahrung
untersucht. Die Pflanzen waren zur Ernte 21-24 d alt (2.Laubblattstadium).

Fir jeden Messwert wurde der Xylemsaft von 6-9 Rapspflanzen gesammelt
und vereinigt. Fur die Variante mit 250 yM NOg3" liegen 4, fur die andere
Variante 2 Wiederholungen vor.

Brassica napus L. uM / ml Exudat Anionenflu in uM/g FG h™'
P N S pl/gFMh™ P N S  gesamt
250 pM Nitrat
K (steady state ) 1,99 19,95 3,11 112 0,22] 2,23 0,35] 2,80
3hK-Mangel| 2,07[ 22554 4,23 64 0,13| 1,44 0,27] 1,84
6 hK-Mangel| 1,88 23,82] 4,13 82 0,15 1,95 0,34] 244
1dK-Mangell 2,01 22,73 3,89 88 0,18] 2,00 0,34] 2,52
K-Mangel (steady state) 1,15 16,25 2,54 98 011 1,59] 0,25] 1,95
3hK-Angebot] 1,03] 18,12 2,33 120 0,12 217 0,28] 257
6 h K-Angebot] 0,92 20,04] 2,61 117 0,11 2,34 0,31 276
1d K-Angebot] 1,05 21,08] 2,27 115 0,12] 242 0,26] 2,80

2500 pM Nitrat

K (steady state ) 1,92 20,83 2,98 135 0,26 2,81 0,40] 3,47
3 h K-Mangel 2,14 22,71 2,96 88 0,19 2,00 0,26] 2,45

6 h K-Mangel 2,06/ 21,39 2,31 100 0,21 2,14 0,23] 2,58

1 d K-Mangel 2,23] 19,81 3,06 105 0,23 2,08 0,32] 2,63

K-Mangel (steady state) 1,76] 22,43 1,29 129 0,23 2,89 0,17] 3,29
3 h K-Angebot 1,34 16,56 1,17 157 0,21 2,60 0,18] 2,99

6 h K-Angebot 1,22 15,97 0,67 144 0,18 2,30 0,10 2,58

1 d K-Angebot 1,86 18,60 1,69 136 0,25 2,53 0,23] 3,01
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Die im Vollmedium mit 250 yuM NO3;" angezogenen Pflanzen transportieren im Xylem mit
2,23 uM NOs/g FM h™ eine Anionenfracht, welche die von Sulfat um das 6,4-fache
(0,35 uM SO4*/g FM h™) und diejenige von Phosphat um das 10-fache (0,22 uM
HPO4%/g FM h™") Gbersteigt. Bei einen Xylemstrom von 112 ul/lg FM h™" liegen diesen
Werten Anionenkonzentrationen von 19,95 uM NO3s/ ml, 3,11 uM SO,4?/ ml und 1,99 uM
HPO,%/ml zugrunde.

Bei hohem Nitratangebot (2500 puM) liegt der Xylemstrom mit 135 pyl / h um ca. 20%
Uber der 250uM-Variante (Tabelle 25, S.89). Wahrend die Nitratkonzentration im
gesammelten Exudat mit 20,83 yM/ml hoher lag als bei der 250 yM-Variante (+4%), ist
die Konzentration von Sulfat auf 2,98 yM/ml (-4%) und die von Phosphat auf 1,92
MM/mI (-4%) leicht zurickgegangen. Wegen des deutlich hdheren Xylemstroms ist die
Transportrate aller Anionen jedoch gestiegen. Mit Transportraten von 2,81 uM NO3’/g
FM h™ (+26%), 0,4 uM SO4%/g FM h™ (+14%) und 0,26 pM HPO,*/g FM h™" (+18%)

bleibt das Verhaltnis der Anionen zueinander nahezu unverandert.

Die K-Mangelvarianten unterscheiden sich von den Pflanzen im Vollmedium dadurch,
dass hier neben einem geringeren Xylemstrom auch niedrigere Anionenkonzentrationen
auftreten (Tabelle 25, S.89). Ein schwacherer Xylemstrom und eine geringere
Anionenkonzentrationen fiihren dazu, dass der Anionenfluss in uM/g FM h™" bei den K-
Mangelvarianten deutlich niedriger liegt als bei den Vergleichspflanzen auf dem
Volimedium.

Bei Ernahrung mit 250 uM NOs3;  wirkt sich der K-Mangel schon in dem um 12,5%
geringeren Xylemstrom (98 pl/lg FM h™) aus. Mit 1,59 pM NOs/g FM h™ (-29%),
0,25 uM SO4%/g FM h™ (-29%) und 0,11 pM HPO4*/g FM h™ (-50%) dominiert hier
Nitrat noch starker als bei den vergleichbaren Pflanzen auf Vollimedium. Die Nitratfracht
im Xylem Ubersteigt damit die Sulfatfracht um das 7,4-fache, die Phosphatfracht sogar
um das 14,5-fache.

Werden die Pflanzen mit 2500 uM NOj3; angezogen (Tabelle 25, S.89), so liegt die
Menge des gesammelten Exudats (129 pl/lg FM h™") um 5% unter denen der K-
ernahrten Pflanzen. Grol3e Unterschiede ergeben sich jedoch bei der Betrachtung der
einzelnen Anionen. Wahrend der Phosphatstrom hier nur um 12% reduziert ist (0,23 uM
HPO,%/g FM h™), betragt die Sulfatfracht des Xylems nur noch 57% (0,17 uM
S04%/g FM h™). Dagegen liegt die Nitratfracht mit 2,89 uM SO4*/g FM h™" sogar 3%
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uber der Transportrate der K-ernahrten Pflanzen. Da Nitrat bei einem hohen Angebot
durch das passive LATS aufgenommen wird, kann eine vergleichbar hohe Nitratfracht
zustande kommen. Die verringerten Sulfat- und Phosphatfrachten lassen sich dadurch
erklaren, dass der Anteil anderer Anionen zu Gunsten von Nitrat reduziert werden

muss, um die elektrische Ladung des Xylems beizubehalten.

Mit dem Umstellen der Nahrlésung auf K-Mangel ist in den ersten 3 h, unabhangig vom
N-Angebot, eine Reduktion der Menge des gesammelten Exudats um 25% - 35% zu
beobachten (Tabelle 25). Dies ist jedoch mit einem Anstieg der lonenkonzentration im
Xylem gekoppelt, so dass der lonentransport zwar reduziert, eine Versorgung der
restlichen Pflanzenteile aber dennoch sichergestellt ist. In den kommenden 6 h bis 1 d
nach der Umstellung steigt die Stromungsgeschwindigkeit des Xylems wieder an, wobei
gleichzeitig die Konzentrationen der Anionen wieder sinken. Insgesamt ist zwar wieder
ein Ansteigen des lonentransports zu beobachten, jedoch scheint sich die Transportrate
mittelfristig auf einem niedrigeren Niveau zu stabilisieren. Bei langer anhaltendem K-
Mangel ist allerdings wieder ein Rickgang auf das Niveau der K-Mangelvariante zu

erwarten.

Werden die Rapspflanzen nach K-Mangel auf ein Medium mit K" umgesetzt, so ist dies
mit einem um 16-22% beschleunigten Xylemtransport verbunden. Wahrend der
Transport von Phosphat und Sulfat nur geringe absolute Schwankungen aufweist, ist
die Anderung des Nitrattransports anscheinend auch vom Nitratangebot abhéngig. So
steigt bei der 250 yM N-Variante der Nitratstrom bestandig von 1,59 auf 2,42 yM NOs3'/g
FM h™ (Tabelle 25). Auch die Menge der insgesamt transportierten Anionen nimmt zu
und nach 1 d hat der Anionenstrom in dieser Variante bereits das Niveau der
kontinuierlich K*-ernahrten Pflanzen erreicht.

Dagegen sinkt bei der 2500 uM N-Variante der Nitratstrom unter den Wert im steady
state (-K) ab und erreicht selbst nach 1 d noch nicht das Ausgangsniveau.
Maoglicherweise war bei hohem N-Angebot bereits unter K-Mangel die Nitratversorgung
des Sprosses ausreichend gedeckt und eine schnelle Steigerung der Transportrate

nicht notwendig.
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Werden die Kationen in die Bilanzierung der lonenfrachten des Xylems mit einbezogen
(Tabelle 26), so zeigt sich, dass bei Brassica napus L. der Anteil der im Xylem
transportierten Anionen bei allen Kulturbedingungen weit Uberwiegt. Im steady state
sind die Transportraten von Mg und Ca** unter K-Mangel geringfiigig héher als bei
normaler Erndhrung. Deutliche Unterschiede bestehen bei den Transportraten von K*
und Na".

Unter K-Mangel ist der K-Strom im Xylem sehr gering, steigt aber bei Angebot von K*
stark an, wahrend der Na*-Strom in gleichem MalR zuriickgeht. Da die Transportrate
von Na® schneller sinkt, als der K'-Transport zunimmt, gleichzeitig aber der NOj
Transport im Xylem stark ansteigt, wird das Verhaltnis von Anionen zu Kationen stark in
Richtung der Anionen verschoben.

Wird Brassica napus L. Raps hingegen das K*-Angebot entzogen, so sinkt der K'-
Transport im Xylem nur langsam (Riickgang von 0,361 auf 0,306 uM/g FM h™),
begleitet von einem Anstieg des Na'-Transportes (Zunahme von 0,018 auf 0,033
UM/g FM h™"). Der gleichzeitige Riickgang der NOs-Fracht bewirkt, dass sich die
Transportraten im Xylem nun in Richtung der Kationen verschieben.

Obwohl eine Veranderung des K*-Angebotes bei Brassica napus L. starke Anderungen

Tabelle 26: Einfluss der Kaliumerndhrung auf ausgewahlte Anionen und Kationen im
Xylemsaft von Brassica napus L. bei Anzucht mit 250 uM NOs3". Der Xylemsaft
von je 6-9 Rapspflanzen (2.Laubblattstadium ) wunter gleichen
Anzuchtbedingungen wurde vereinigt und mittels HPLC-Analytik bestimmt. Fur
jede Variante wurden 6 Wiederholungen durchgefuhrt.

Brassica napus L. ( 250 uM NO3)
lonenstrom im Xylem in uM / g FM h™’

HPO,* ] 2- 2% 2 N +  Anionen
H.PO4 NOs™ S04 Mg Ca Na K -Kationen

700 uM K (steady state) | 0,219| 2,189| 0,284 |0,079|0,046|0,018|0,361 2,188

3 h K-Mangel| 0,207 1,752| 0,324] |0,090|0,049|0,033|0,306 1,805

K-Mangel (steady state) | 0,122| 1,634| 0,249] |0,101|0,067(0,471|0,023 1,343

3 h K-Ernadhrung| 0,132 2,115| 0,271 ]0,105/0,073|0,148| 0,263 1,929

92



Ergebnisse

beim Anteil der einwertigen Kationen im Xylem nach sich zieht, sind diese Anderungen
doch gering im Vergleich zur Modifikation des NO3™-Transports. So bestimmt dann auch
vor allem der NOs™-Transport, ob sich das Verhaltnis von Anionen zu Kationen im Xylem

in die eine oder andere Richtung verschiebt.

4.5.2 Einfluss von N- und K-Angebot auf den Xylemsaft von Lupinus albus L.

Mit Lupinus albus L. wurden ebenfalls Untersuchungen des Xylemsaftes durchgefihrt.
Da die Lupine Nitrat bereits in grolem Male in der Wurzel reduziert, war bei den
Versuchen ein anderes Bild bei der Verteilung der Kationen zu erwarten. In den
Chromatogrammen der Xylemsaftproben von Lupinus albus L. war neben den
anorganischen Anionen auch ein breiter Peak zu erkennen, der vermutlich organische
Sauren darstellte (Abbildung 27). Eine Identifikation der Sauren war jedoch mit den zur
Verfligung stehenden Mitteln nicht mdglich.

Die Lupine zeigte in allen untersuchten Varianten (Tabelle 27, S.94) mit 29 -42
ul/g FM h™" einen deutlich geringeren Xylemstrom im Vergleich zu Raps (Tabelle 25,
S.89:62- 157 ulig FM h™).

Bei Anzucht mit 250 yM NO; im steady state sind die Xylemsaftabgabe und der
Anionenstrom im Xylem bei +K-Variante und der K-Mangelvariante annahernd gleich.
Die Transportraten der untersuchten Anionen liegen bei Lupinus albus L. mit ca. 0,04
UM / g FM h" fast auf dem gleichen Niveau. Eine geringere Nitratfracht der K-
Mangelvariante wird durch einen erhdhten Phosphatstrom ausgeglichen. Bei
Veranderung des K-Angebots in der Nahrlosung reagiert die Lupine, genau wie der
Raps, mit einem verringerten Xylemstrom auf einsetzenden K-Mangel bzw. mit
verstarkter Bildung von Xylemexudat bei beginnender K-Erndhrung. Die
Anionenkonzentrationen verandern sich dabei allerdings so, dass die lonenfracht des
Xylems gleich bleibt.

Werden die Pflanzen mit 2500 yM NO;  angezogen, so liegt der Xylemstrom nur
unwesentlich Uber dem bei Anzucht mit 250 yM NO3". Die lonenfracht ist jedoch fast
doppelt so hoch (Tabelle 27). Dies ist allein auf eine starke Zunahme des
transportierten NO3™ zurlckzufuhren. Werden die Pflanzen auf K-Mangel umgestellt, so
geht dies mit einer Reduktion des Xylemsaftstromes und einer Verringerung des

Nitrattransports einher. Die Fracht der anderen Anionen bleibt nahezu unverandert.
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Wird den Pflanzen nach K- Mangel jedoch K* angeboten, so findet hier kein verstarkter
Xylemtransport statt.

Aufgrund fallender Transportraten von Nitrat ist sogar ein Rickgang des gesamten
Anionentransports zu beobachten. Da mit einem hohen Angebot an Nitrat die Synthese
von Aminosauren in den Wurzeln der Lupine jedoch stark ansteigen durfte, ist
anzunehmen, dass der Anteil der organischen Sauren im Xylem jetzt stark ansteigt.
Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass die GroRe des Peaks der organischen
Sauren (Abbildung 27, S.95) nach Umstellung von K-Mangel auf K*-haltiges Medium

deutlich zunahm.

Tabelle 27: Einfluss der K* Erndhrung auf die Zusammensetzung des Xylemexudats
von Lupinus albus L. Neben den Konzentrationen der wichtigsten Anionen bei
gleich bleibender Ernahrung (steady state) wurden auch die Veranderungen der
Zusammensetzung des Xylemsaftes bei Umstellung der K-Ernahrung
untersucht. Die Pflanzen waren zur Ernte 26-29 d alt.

Fur jeden Messwert wurde der Xylemsaft von 4 - 6 Lupinen gesammelt und
vereinigt. Fur alle Varianten liegen 2 Wiederholungen vor.

Lupinus albus L. M/ ml Exudat AnionenfluR in uM/g FG h™
P N S pl/gFMh™! P N S gesamt
250 pM Nitrat
K (steady state ) 1,22 1,00 0,96 37 0,05 0,04 0,04] 0,13
3 h K-Mangel 1,35 1,58 0,96 29 0,04 0,05 0,03] 0,12
6 h K-Mangel 0,96 1,20 0,92 32 0,03 0,04 0,03] 0,10
1 d K-Mangel 1,18 0,51 0,98 34 0,04 0,02 0,03] 0,09
K-Mangel (steady state) 1,90 0,86 0,96 39 0,07 0,03 0,04] 0,14
3 h K-Angebot 1,42 0,75 1,42 41 0,06 0,03 0,06] 0,15
6 h K-Angebot 1,35 0,53 1,63 40 0,05 0,02 0,07] 0,14
1 d K-Angebot 1,85 0,47 1,29 38 0,07 0,02 0,05 0,14

2500 uM Nitrat

K (steady state ) 1,18 5,47 0,98 41 0,05 0,22 0,04] 0,31
3 h K-Mangel 1,29 5,43 1,00 32 0,04 0,17 0,03] 0,24

6 h K-Mangel 0,98 4,57 0,89 30 0,03 0,14 0,03] 0,20

1 d K-Mangel 1,30 2,96 0,97 33 0,04 0,10 0,03] 0,17

K-Mangel (steady state) 1,75 5,92 1,03 42 0,07 0,25 0,04] 0,36
3 h K-Angebot 1,33 3,35 1,41 40 0,05 0,13 0,06] 0,24

6 h K-Angebot 1,31 1,96 1,49 39 0,05 0,08 0,06] 0,19

1 d K-Angebot 1,76 2,58 1,42 42 0,07 0,11 0,06] 0,24
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Abbildung 27: Chromatogramme des Xylemsaftes von Brassica napus L. (A) und
Lupinus albus L. (B) bei Anzucht mit 250 uM NOs3™ unter K-Mangel.
Die Peaks sind folgenden Anionen zuzuordnen: HPO4 3.5 min, NO3 10,5 min,
S04 13,5 min, org. Sauren 18-22 min.
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4.6 Wechselwirkungen zwischen Nitrataufnahme, Kaliumangebot und der

Verlagerung von Assimilaten
4.6.1 Einfluss des Nitrat-Angebots auf die CO,-Fixierung und CO,-Verlagerung

Brassica napus L. wurde bis zum 2-Blatt-Stadium in Nahrlésung mit 250 uM NO3™ bzw.
2,5 mM NO3™ angezogen, wobei der pH-Wert des Mediums Uber einen pH-Stat auf 5,6
gehalten wurde. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in derselben Klimakammer, so dass
die sonstigen Kulturbedingungen identisch waren. Etwa 12 h vor Versuchsbeginn
wurden die Pflanzen in die Versuchsapparatur (Abbildung 5, S.33) zur Applikation von
radioaktiv markiertem CO, eingesetzt. So hatten die Pflanzen Gelegenheit, sich an
das neue Versuchssystem zu adaptieren. Der Einfluss von Stressfaktoren, die beim
Einsetzen der Pflanzen in die Blattklvetten die CO»-Aufnahme verfalschen koénnten,
wurde so minimiert. Aus versuchstechnischen Griinden wurden jeweils 2 Rapspflanzen
in eine BlattkUvette eingesetzt.

Am Versuchstag wurde, 3 h nach Beginn der Photoperiode, eine 1-stlindige
“CO,-Markierung vorgenommen. Nach der Markierung wurde die im geschlossenen
System befindliche Luft Gber eine NaOH-Waschflasche ausgeblasen und durch nicht
markierte Umgebungsluft ersetzt. In den folgenden 48 h wurde die Abgabe von '*CO;

Uber die Blatter und Wurzeln verfolgt.

Tabelle 28: Einfluss des NOs-Angebots auf die Verlagerung von 'CO; in Brassica
napus L. nach einer 1 h Markierung. Die Pflanzen wurden 48 h nach dem
“C0O,-Puls geerntet und die Verteilung des aufgenommenen ™CO bestimmit.
Neben dem in den Pflanzen verbliebenen '*C wurde auch die Abgabe in die
Luft bzw. das Nahrmedium gemessen.

Variante A B C
N-Angebot 250 yM NO5’ 250 uM NO3 2500 yM NO3
K-Angebot 700 uM K* 10 d ohne K* 700 uM K"
Anteil des aufgenommenen 4C, der nach 2 d noch in den Pflanzen verblieben ist*

Blatt 61,5% 60,6% 66,8%
Spross 9,2% 9,8% 8,7%
Wurzel 11,9% 14,4% 9,0%
“C in der Pflanze insgesamt 82,5% 84,8% 84,5%

“C-Anteil, der 2 d nach dem 1 h *CO,-Puls von den Pflanzen wieder abgegeben wurde*

Photorespiration und

o 8,9% 2,5% 6,7%
Dunkelrespiration
Abgabe Uber die Wurzel 8,6% 12,7% 8,7%
wieder abgegebenes "C 17,5% 15,2% 15,5%

* Gesamtaufnahme = 100%
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Wahrend der Markierung wurden zwar (iber 95 % des applizierten *CO, aufgenommen,
jedoch unterschieden sich die Varianten in ihrer spezifischen Aufnahmerate. Mit einer
Applikation wurden immer 2 verschiedene Varianten mit CO, markiert, wodurch der
direkte Vergleich der Aufnahmeraten ermdglicht wurde. Die Variante A (Tabelle 29),
welche mit 250 yM NO3 und ausreichend K* angezogen wurde, zeigte die hdchste
Aufnahmerate in CPM / g FMgait. Die mit 2,5 mM NOs™ ernahrte Variante (C) zeigte eine
spezifische Aufnahmerate, die um 10% niedriger lag. Auch die K-Mangelvariante (B) lag
um 8-10% unter der Aufnahmerate der Variante A.

In den Blattern der mit 250 yM NO3;" angezogenen Pflanzen (A+B) ist 2 d nach der
Applikation noch ca. 61% (Tabelle 28, S.96) des aufgenommenen *C nachweisbar. Die
Pflanzen mit héherer N-Versorgung (C) haben mit 66,8% einen etwas héheren Anteil
des Aufgenommenen '“C in den Blattern gehalten, was dafiir spricht dass in dieser
Variante mehr CO, zum Aufbau der Biomasse der Blatter verwendet wurde und
weniger Assimilate in Richtung von Spross oder Wurzel weitergeleitet wurden.

Im Spross lassen sich nach 2 in allen Varianten ca. 9% des aufgenommenen '*C
wieder finden.

In die Wurzel von Variante C (2500 yM NOs’) ist mit nur 9% deutlich weniger c
verlagert worden, als bei den mit 250 uM NO;3; ernahrten Pflanzen. Die Wurzeln

12,0%
I Wurzelatmung ( Ta
10.0% % g(Tag) -
i EWurzelatmung ( Nacht )
8,0% OPhoto- und Dunkelrespiration —
4 7
6,0% 1
4,0% 1
2,0% @
D.DOI{J T T T T § T @
(A) (B) (C) (A) (B) (C)
+K250 yM N -K250 pM N +K25mMN  +K250 yMN K250 yMN  +K 25 mMN
1d 1d 1d 2d 2d 2d

Abbildung 28: Abgabe von '*C iiber die Blatter und die Wurzeln von Brassica napus L.
nach einem 1 h Puls. Es ist angegeben welcher Anteil des urspringlich
aufgenommenen “co, 14d (links) bzw. 2 d (rechts) nach der Applikation durch
Blatt- oder Wurzelatmung wieder von den Pflanzen an das Aulienmedium
abgegeben wurde.
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Variante C (K-Mangel) hat mit 14,4% des aufgenommenen 'C mehr Assimilate
erhalten als die Wurzeln der mit K" versorgten Variante A (11,9%).

Der Anteil des (iber die Blattatmung wieder freigesetzten CO, ist in Variante B mit
2,5% am geringsten. Bei den mit K*-versorgten Varianten wurden bei hohem N-Angebot
6,7% (C) und in Variante A 8,9% wieder abgegeben. In Variante C ist die Abnahme von
“C durch Blattatmung innerhalb der ersten 24 h am gréRten (Abbildung 28). Mit 6,8%
werden in diesem Zeitraum 88% des insgesamt Uber die Blatter abgegebnen *CO,
freigesetzt. Bei den Varianten A und B fallt die 1 d nach der Applikation durch
Blattatmung abgegebene 14C-Menge etwas niedriger aus. Sie liegt lediglich bei 75%
des insgesamt Uber die Blatter abgegebenen '*CO..

Durch Wurzelatmung werden in den Varianten A und C 8,6-8,7% des aufgenommenen
'“C wieder abgegeben. In Variante A entfallen dabei 86,5% auf die ersten 24 h nach der
Applikation, wahrend bei Variante C (2,5 mM NOj3’) in dieser Zeit nur 81,4% in die
Nahrldsung abgegeben werden. Variante B (K-Mangel) zeigt mit 12,7% die hdéchste
Abgabe Uber die Wurzel. Etwa 88% des abgegebenen ™C entfallen dabei auf die ersten

Abgabe von "C in die N3hrlésung in % der im 1 h
C0,-Puls aufgenommenen Menge

7.0%
- -
6.0% M+ K Variante (A) |
O - K Variante (B)
5.0%
4.0%
1.Dunkelphase 2.Dunkelphase

3.0% — ‘ ‘

o | Applikation
2,0% von *co, i l

° |
1.0% l
0.0% - | e

10 11 12 13 14 16 08 10 12 14 16 08
Tageszeit [in h]
Abbildung 29: Zeitlicher Verlauf der Abgabe von '*C in tber die Wurzeln von Brassica
napus L. nach einer 1 h Markierung von “CO, iber die Blatter. Die Pflanzen

wurden mit 250 uM NOj3™ angezogen und entweder kontinuierlich mit 700 yM K*
(+K-Variante) ernahrt, oder fir 10 d auf Medium ohne K* (-K-Variante) gesetzt.
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24 h nach Applikation.

Fir Variante A und B wurde die Abgabe von C (iber die Wurzel in das Nahrmedium
auch in einer engeren zeitlichen Auflosung verfolgt (Abbildung 29). 1 h nach Ende des
Applikationspuls steigt die Abgabe von '*C {ber die Wurzeln an und erreicht zwischen
2 h und 3 h nach Applikationsende ein Maximum und geht nach 4h deutlich zurtck. Die
“C-Abgabe bei der K-Mangelvariante (B) fallt dabei starker aus, als bei den
kontinuierlich mit K*-ernahrten Pflanzen. Etwa 75% des insgesamt Uber die Wurzeln
abgegebenen ™C gelangen zwischen 2h und 4h nach Ende der Markierung in das
N&hrmedium. Bis zur 2.Dunkelphase nach der ™CO,-Applikation bleibt die Abgabe iiber
die Wurzeln auf einem niedrigen Niveau und geht dabei stetig zurtck. 2 d nach der

Applikation ist eine weitere Wurzelabgabe kaum noch nachweisbar.

Trotz teils deutlicher Unterschiede in '*C-Verteilung und -Abgabe ist den Varianten B
und C jedoch gemein, dass sich 2 d nach der '*CO,-Puls-Markierung noch 84,5% des
“C in den verschiedenen Fraktionen der Pflanzen befinden. Einen nur geringfiigig
niedrigeren Wert zeigt Variante A mit 82,5% (Tabelle 28).

4.6.2 Verlagerung von ''C bei Brassica napus L.

Rapspflanzen wurde mit 250 yM NOs" angezogen, wobei eine Variante 10 d vor
Versuchsbeginn auf ein Medium ohne K™ umgesetzt wurde. Pflanzen im 2-Blatt Stadium
wurden, 1 d vor Versuchsbeginn, in die in Abbildung 6 dargestellte Apparatur gebracht.
Die verwendeten y-Detektoren waren unterschiedlich weit von der zu erfassenden
Quelle entfernt, sodass bei den aufgenommenen Kurven nicht die absoluten
Messwerte, sondern der Kurvenverlauf eine Rolle spielt. Jeder Detektor war so
abgeschirmt, dass er nur die y-Strahlung der ihm zugeordneten Fraktion messen
konnte.

Mit der Applikation von "'CO; steigt der Messwert des Detektors am Luftkreislauf der
Pflanzen sprunghaft an (Abbildung 30) und wird, wahrend der gesamten
Versuchsdauer, durch die in Abbildung 5 dargestellte Gaswechselapparatur auf
konstantem Niveau gehalten.

Beim Blatt-Detektor findet zwar eine Uberlagerung des ''CO, in der Luft mit dem
bereits aufgenommenen ''C statt, jedoch fiihrt nur das tatsdchlich aufgenommene ''C

zum Kurvenanstieg. Dies ldsst sich dadurch belegen, dass beim Ausblasen des ''CO,
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der Messwert des Detektors am Luftkreislauf innerhalb von 1 min auf die Basislinie
zuruckfallt, wahrend der Blatt-Detektor eine typische exponentielle Zerfallskurve
aufzeichnet.

Der Anstieg der Zahlraten der Blatt-Detektoren erfolgt bei +K- und -K-Variante etwa
gleich schnell. Der Blatt Detektor erreicht bei beiden Varianten nach 15 min einen
Messwert, der 50% des spateren Plateaus (bzw. des linear ansteigenden Teils) der
Kurve entspricht (Tabelle 29).

Wird einer -K-Variante 2 h nach Applikationsbeginn K+ im Nahrmedium angeboten, so
macht sich dies im Verlauf der Messkurve nicht durch einen zusatzlichen Anstieg im
linearen Teil der Kurve bemerkbar. Erst am Ende des Versuchs, nach dem Ausblasen
des "'CO, aus dem Pflanzenkreislauf lassen sich Unterschiede erkennen (Tabelle 29).
Die Pflanzen kénnen jetzt kein frisches ""C mehr aufnehmen, sondern nur noch das
aufgenommene "'C iiber die Blatter an die Umgebung abgeben oder liber den Spross
an andere Kompartimente weiterleiten. Nach Zerfallskorrektur der Messwerte zeigt sich,
dass in allen 3 Varianten nach Applikationsende ein Export von ''"C bzw. ''C-
Assimilaten stattfindet.

Bei der +K-Variante betragt die Export-Rate 8% des Gesamt-'"C/10 min. Die -K-

Variante verlagert mit nur 5% des ''C-Pools/10 min deutlich weniger. Die -K-Pflanzen,

CPM

3.000 180
Luftkreislauf

150

/ 120
: Blatter + Spross \
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500 M + 30
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Abbildung 30: Bestimmung der Aufnahme und Verlagerung von '"CO. bei Brassica

napus L. Die untersuchten Pflanzen befanden sich im 2-Blatt-Stadium und waren
mit 250 uM NO3™ und 700 uM K* ernéhrt.
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welche wahrend des Versuchs fur 4 h eine K-Ernahrung erfahren hatten, zeigen eine

Exportrate von 7% des Pools / 10 min, die fast das Niveau der +K-Variante erreicht.

Beim Wurzel-Detektor kommt es zu einer Uberlagerung der y-Strahlung aus den
Wurzeln und der in der WurzelkUvette befindlichen Nahrlésung. Wie der Vergleich mit
dem Nahrlésungs-Detektor zeigt (Abbildung 30), spielt dies jedoch keine Rolle, da zu
Versuchsbeginn die Nahrldsung noch kein "'C enthalt und y-Strahlung der Nahrlésung
in Laufe des Versuchs nur langsam zunimmt.

Sowohl bei +K, als auch bei der -K-Variante steigen die Messwerte in der Wurzel sofort
nach Applikationsbeginn an. Eine Lag-Phase ftritt nicht auf. Der Anstieg erfolgt bei der
+K-Variante allerdings deutlich schneller als bei der -K-Variante. So werden in der +K-
Variante bereits nach 43 min 50% eines spateren Plateau-Wertes erreicht, wahrend bei
der -K-Variante 62 min bendtigt werden um 50% des Plateaus zu erreichen
(Tabelle 29). Die NOs-Aufnahme der +K-Variante ist mit 20,8 uM/g FMwurze h™! ca. 14%
hoher als die der -K-Variante (18,3 pM/g FMwurzet h™'). Eine K*-Aufnahme konnte bei der
-K-Variante nicht gemessen werden. Bei den fur 4 h mit K+ versorgten Pflanzen liegt

Tabelle 29: Einfluss von K* auf die Verlagerung von ''C in Brassica napus L. Die
Versuchspflanzen waren mit 250 yM NOs3™ angezogen worden und befanden
sich im 2-Blatt-Stadium. Als CPMsg9, max Wird hier die Zeitspanne angegeben,
die verstrichen ist, bis ein Detektor 50% des hochsten Messwertes erreicht hat.

Anzuchtbedingungen +K -K -K

-K, aber 2 h nach Applikationsbeginn

Versuchsbedingungen K K Nahrmedium auf 700 uM K® eingestellt

Anzahl Versuchspflanzen 4 4 2

Blatt + Spross
CPMs09% max 14-15 min 15-16 min | -

Anderung des "'C-Pools
nach Applikationsende -8% -5% -7 % /10 min
(zerfallskorrigiert)

Wurzel
CPMs0, max 42-44 min 61-63 min -
mittlere K*-Aufnahme 0,95 - 0,89 M K" /g FMyyrzer h
mittlere NOs-Aufnahme | 20,8 18,3 19,0 uM NOj3" /g FMwurzel h'
Anderung des "'C-Pools
nach Applikationsende +31% +27 % + 34 % /10 min
(zerfallskorrigiert)

Nahrlésung
Verzdgerung bis zum 32-34 min 32-34 min -

Anstieg der Messwerte
CPMs09% max 65-67 min 65-67 min -
Anderung des "'C-Pools
nach Applikationsende +42% + 35% +44 % / 10 min
(zerfallskorrigiert)
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die K*-Aufnahme mit 0,89 uM/g FMwurzet h™' aber schon auf hohem Niveau und erreicht
94% der Aufnahmerate der +K-Pflanzen.

Werden die Messwerte nach Applikationsende zerfallskorrigiert, so ist in allen Varianten
ein deutlicher Anstieg des "'C-Pools der Wurzel festzustellen. Bei der +K-Variante liegt
die Zunahme mit +31%/10 min Uber der Zunahme der -K-Variante (+27%/10 min). Noch
starker fallt jedoch mit +34%/10 min die Zunahme des "'C-Pools der Pflanzen aus, die

nach K+-Mangel fur 4 h ein Medium mit K+ erhalten hatten.

Die Abgabe von "'C an die Nahrlésung erfolgt bei allen Varianten mit einer zeitlichen
Verzdgerung von ca. 33 min nach Applikationsbeginn. Ein Unterschied zuwischen —K
und +K-Variante ist nicht erkennbar.

Auch das Erreichen von 50% des spateren Plateau-Wertes erfolgt in allen Varianten
nach derselben Zeitspanne, ca. 66 min.

Nach Applikationsende ist in der Nahrlésung (nach Zerfallskorrektur) in allen Varianten
eine deutliche Zunahme der Menge von "'C zu erkennen. Die Zunahme betragt in der
+K-Variante +44% / 10 min und sie liegt damit um 20% uber der Zunahme der -K-
Variante mit 35% / 10 min. Wie schon bei der Wurzel, so verzeichnet auch bei der
Nahrlésung die Variante, welche erst 4 h mit K+ in Kontakt ist, den starksten Anstieg
(+44% / 10 min).
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4.7 Bestimmung von L-Malat

4.7.1 Extraktionsbedingungen fiir Raps

Der auf S.39 beschriebene Nachweis von L-Malat eignet sich zur Bestimmung der L-
Malatkonzentration in festen Pflanzenproben, die nach dem Homogenisieren mit
Wasser extrahiert werden. Unter welchen Extraktionsbedingungen der Test die
zuverlassigsten Ergebnisse liefert, war jedoch noch zu Uberprufen.

Zu diesem Zweck wurden in einem Vorversuch 6 Rapspflanzen geerntet, gemeinsam
homogenisiert und der Rohextrakt aus den Blattern, der Sprossachse und den Wurzeln
gewonnen. Aliquote der 3 Rohextrakte wurden daraufhin zwischen 5 und 60 min bei
60°C mit Wasser extrahiert. Die Ergebnisse zeigten, dass bis zu einer Extraktionsdauer
von 15 - 20 min die Menge des bestimmbaren L-Malats in den Proben anstieg, bei einer
langeren Extraktionsdauer aber kaum noch eine weitere Zunahme des bestimmbaren L-
Malats erkennbar war. Anhand dieser Beobachtungen wurde die Extraktionsdauer fur
die Versuche auf 20 min festgesetzt.

In einem ersten Versuch wurde untersucht, welchen Einfluss die Extraktionsdauer bei
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oy40 -7 B Rohextrakt sofort filtriert
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(@)]
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= 0,89 0,86 0,79 0,92
=" o 0,63 0,62 T
Sio 83047 062 044 | T 1T
2 T 1= J- J. 1
os il BHy B | ¢ = oL ]
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Abbildung 31: Einfluss der Extraktionsbedingungen auf die Bestimmung des Gehaltes
von L-Malat in Brassica napus L. cv. Liberator-00.
Fir beide Varianten (links: Erndhrung mit 700 uM K*; rechts K*-Mangel) wurden je
24 Pflanzen fur die L-Malatbestimmung eingesetzt. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung vom Mittelwert dar. Zum Zeitpunkt des Tests waren die
Versuchspflanzen 21 d alt.
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Rapspflanzen auf die Schwankungsbreite der Messwerte hat. Dazu wurden jeweils 24
Rapspflanzen in der Mitte der Photoperiode geerntet und homogenisiert. Die Halfte der
so gewonnenen Rohextrakte wurde sofort flr die L-Malatbestimmung eingesetzt,
wahrend die restlichen Rohextrakte noch 20 min bei 60°C extrahiert wurden. Die
Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 31 dargestellt.

Bei der Bestimmung der L-Malatkonzentration in der Sprossachse und in den Wurzeln
von Raps zeichneten sich nur geringe Unterschiede zwischen den Rohextrakten und
den bei 60°C extrahierten Proben ab. Es fallt jedoch auf, dass die Standardabweichung
der Messwerte (in % des Mittelwertes) bei den Rohextrakten hoher liegt als bei den
zusatzlich erhitzten Proben. Ein sehr grof3er Unterschied war in der Bestimmung der L-
Malatgehalte in den Blattern festzustellen, wo in den erhitzten Proben Werte bestimmt
wurden, die um das zweifache (K*-Ernahrung) bis sechsfache (K*-Mangel) der Werte
der Rohextrakte erreichten. Die hoheren Werte bei der Bestimmung des L-Malats in den
erhitzten Rohextrakten zusammen mit der Tatsache, dass die Rohextrakte eine hohere
Standardabweichung aufwiesen, sprachen dafur, in weiteren Tests die Rohextrakte bei
60°C zu extrahieren.

Die gerade beschriebenen Vorversuche lieRen bereits Unterschiede zwischen K'-
ernahrten und K*-Mangelpflanzen erkennen, auf die in den folgenden Versuchen naher

eingegangen wurde.

4.7.2 Nitrat-Angebot und L-Malatgehalt von Raps

Um Informationen daruber zu erhalten, ob sich das Nitrat-Angebot auf die L-
Malatgehalte auswirkt, wurden zwei Versuche durchgefuhrt.

Im ersten Versuch wurden die Auswirkungen einer Reduktion des Nitratangebotes
untersucht. Dazu wurden Rapspflanzen mit 2 mM Nitrat angezogen und dann 6 h bis 48
h vor der Ernte auf eine Nahrldsung mit 150 uM NO3™ umgesetzt (Abbildung 32 , S.105).
Die NOjs;-Konzentrationen waren dabei so gewahlt, dass die Pflanzen ihr Nitrat-
Aufnahmesystem vom LATS (bei 2 mM NOg3’) auf das HATS (bei 150 uyM NO3)
umstellen mussten.

Auf die Verminderung des NOs-Angebotes reagierten die Rapspflanzen nach 6 h mit
einer Zunahme der L-Malatgehalte in den Wurzeln von 0,80 auf 1,07 yg L-Malat / g FM
(Abbildung 32). Da die L-Malatgehalte der Blatter und der Sprossachse eine geringe

Abnahme verzeichnen, ist anzunehmen, dass eine Verlagerung von L-Malat in Richtung
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der Wurzel stattfand. Eine maogliche Erklarung bietet der hohere Energiebedarf der
Wurzel, die nun einen erhdohten Energieverbrauch hat, da sie die Nitrataufnahme
entgegen dem Konzentrationsgradienten aufrechterhalten muss. Als ein Substrat, das
im Rahmen der Wurzelatmung zur Gewinnung metabolischer Energie in Frage kommt,
steht das L-Malat zur Verfugung.

Bis 24 h nach dem Umsetzen auf die Nahrldsung mit dem geringeren NO;3;-Gehalt
nimmt der L-Malatgehalt in den Rapsblattern weiter ab, jedoch ohne dass sich der L-
Malatgehalt in den Wurzeln weiter erhdht (Abbildung 32). Bei Pflanzen, denen der
Spross zum Zeitpunkt des Nahrlosungswechsels abgetrennt wurde, ist ein deutlicher
Ruckgang des L-Malatgehaltes (von 0,80 auf 0,27 ug L-Malat/g FM) in den Wurzeln zu
beobachten. In den Wurzeln der dekapitierten Pflanzen wurde demnach der L-Malat-
Pool aufgebraucht, um physiologisch wichtige Prozesse aufrecht zu erhalten. Ohne den
Nachschub von niedermolekularen C-Verbindungen aus dem Spross, ist die Wurzel

nicht in der Lage, den L-Malat-Pool auf einem hohen Niveau zu halten.
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Abbildung 32: Einfluss einer Reduktion des Nitratangebotes auf die L-Malatgehalte von
Raps (Brassica napus L.).
Die Pflanzen wurden mit 2 mM NOj3; angezogen und im Laufe des Versuches auf
eine Nahrlosung mit 150 pM NOj3™ umgesetzt. Damit alle Pflanzen am gleichen
Tag in der Mitte der Photoperiode geerntet werden konnten, erfolgte das
Umsetzen der Versuchspflanzen auf die neue Nahrlésung zwischen 6 und 48 h
vor der Ernte.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Messwerte von je 12
Pflanzen (9 Pflanzen bei den dekapitierten Pflanzen) an. Zur Ernte hatten die
Pflanzen ein Alter von 19 d erreicht.
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Nach 2 d unter niedriger NOjs-Erndhrung ist eine starke Abnahme der L-
Malatkonzentration in den Blattern festzustellen (Abbildung 32). Da dieser Messwert
deutlich unter den L-Malatgehalten der Blatter von kontinuierlich mit 150 uM NOj3
ernahrten Rapspflanzen liegt, stellt sich die Frage, ob es sich um einen ,Ausreiler“ oder
um einen fortgesetzten Trend handelt, der sich spater wieder umkehrt. Der Messwert
unterscheidet sich jedoch signifikant (5% Niveau, t-Test) von den L-Malatgehalten in
den Blattern der 150 uyM NOs- und der 2 mM NOs-Variante, was gegen einen
»Ausreilder* spricht.

Bei den dekapitierten Pflanzen ist der L-Malatgehalt nach 2 d gegenuber dem Wert
am ersten Tag nach dem Umstellen der NO5-Ernahrung leicht angestiegen. Mit dem t-
Test kann jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden.

Werden die im steady state ermittelten L-Malatgehalte der 150 uM- und 2 mM NO3™-
Variante verglichen (Abbildung 32), so sind die Werte in den Blattern nahezu identisch
(2,77 | 2,75 ug L-Malat/g FM). Der in der Sprossachse der 150 uM NOj-Variante
ermittelte L-Malatgehalt liegt mit 0,83 yg / g FM deutlich unter dem fur die 2 mM-
Variante ermittelten Wert von 1,03 pg L-Malat / g FM. Mit Hilfe des t-Tests lasst sich
dieser Unterschied mit einer Irtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % absichern.
Der Unterschied im L-Malatgehalt der Wurzeln lasst sich ebenfalls statistisch absichern
(1 % Niveau, t-Test). Hier liegt der L-Malatgehalt der 150 uM-Variante mit 0,99 pg/g FM
uber dem Wert der 2 mM-Variante (0,80 pyg / g FM).

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, wie sich die L-Malatgehalte von
Rapspflanzen bei einer Steigerung des NOs;-Angebotes verandern. In dieser
Versuchseinstellung konnten die Pflanzen vom stark energieabhangigen HATS der
Nitrataufnahme zum LATS Ubergehen.

In den Blattern stieg der L-Malatgehalt nach dem Umsetzen auf 2 mM NO3™ langsam
an (Abbildung 33, S.107), erreichte nach 1 d ein Maximum von 3,05 pg L-Malat/g FM,
um dann langsam wieder abzunehmen. Trotz der deutlichen Zunahme des L-
Malatgehaltes lasst sich dieser Anstieg nicht statistisch absichern. Am zweiten Tag
nach der Umstellung der N-Erndhrung wurde der mittlere L-Malatgehalt mit
2,83 ug/g FM bestimmt und lag somit noch tUber dem Wert der kontinuierlich mit 2 mM
NO;" ernahrten Pflanzen.

Die Sprossachse zeigt bereits 6 h nach dem Umstellen auf 2 mM NOj; einen
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signifikanten Anstieg (5 % Niveau, t-Test) des L-Malatgehaltes (Abbildung 33). Mit 1,11
pug L-Malat / g FM liegt der Wert deutlich uber den Werten, die an Pflanzen ermittelt
wurden, die kontinuierlich mit 2 mM NOj3; ernahrt wurden. Bis 48 h nach dem
Nahrlosungswechsel sinken die L-Malatgehalte wieder und erreichen nahezu den Wert
der 2 mM-Variante.

Eine sehr deutliche Reaktion zeigen die Rapswurzeln bei der Umstellung des NO3-
Angebotes. Bereits nach 6 h lasst sich eine signifikante Abnahme (1 % Niveau, t-Test)
des L-Malatgehaltes feststellen, die sich bis zur Probennahme nach 1 d auf dem neuen
Medium fortsetzt. Mit 0,66 ug L-Malat/g FM hat die L-Malat-Konzentration in den
Wurzeln ein Minimum erreicht, beginnt wieder anzusteigen und erreicht nach 2 d auf
der neuen Nahrlésung fast den Wert der 2 mM-Variante.

Werden die L-Malatgehalte der dekapitierten Pflanzen betrachtet (Abbildung 33), so
wird deutlich, dass die Wurzeln von sich aus keinen deutlichen Anstieg der L-

Malatkonzentration bewirken kdnnen. Nach dem Entfernen des Sprosses wird hier der
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Abbildung 33: Einfluss einer Steigerung des Nitratangebotes auf die L-Malatgehalte
von Raps (Brassica napus L.). Die Pflanzen wurden mit 150 yM NO3™ angezogen
und im Laufe des Versuches auf eine Nahrlésung mit 2 mM NO3;” umgesetzt. Das
Umsetzen der Pflanzen erfolgte 6 bis 48 h vor der Ernte, damit alle Pflanzen am
gleichen Tag in der Mitte der Photoperiode geerntet werden konnten. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Messwerte von je 12 Pflanzen
(9 Pflanzen bei den dekapitierten Pflanzen) an. Am Tag der Ernte waren die
Pflanzen 21 d alt.
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L-Malat-Pool abgebaut und kann nur durch den Abbau von Speicherstoffen auf einem

niedrigen Niveau gehalten werden.

4.7.3 Kalium-Angebot und L-Malatgehalt von Raps

Nach dem Modell von Ben Zioni (1971) spielt Kalium bei der Nitrataufnahme eine
wesentliche Rolle, da es als Gegenion zu Nitrat im Xylem transportiert wird. Wahrend
das Nitrat in den Blattern reduziert wird, kann Kalium zusammen mit L-Malat wieder zu
den Wurzeln transportiert werden. Da die Nitrataufnahme mit einer Abgabe von HCOj3"
verbunden ist und die Nitraternahrung auch die L-Malatkonzentration in der Pflanze
beeinflusst, lag es nahe, auch den Einfluss von Kalium auf den L-Malatgehalt von Raps
zu betrachten.

Zu diesem Zweck wurden Rapspflanzen auf K*-freier Nahrlésung mit 150 yM NOj
angezogen. Zwischen 3 h und 2 d vor Versuchsbeginn wurden in der Klimakammer

einige Pflanzen auf eine Nahrlésung mit 700 uM K" umgesetzt. Durch dieses Vorgehen
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Abbildung 34: Einfluss von Kalium auf die L-Malatgehalte von Raps (Brassica napus
L.). Die Pflanzen wurden Uber 14 Tage auf K'-freier Nahrlésung angezogen und
vor Versuchsbeginn auf eine Nahrlésung mit 700 uM K umgesetzt. Um alle
Pflanzen im gleichen Alter ernten zu konnen, wurden die Versuchspflanzen 6 h
bis 2 Tage vor der Ernte auf die K'-Nahrlésung umgesetzt.

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der L-Malatgehalte von 9
(dekapitierte Pflanzen) bzw. 12 Parallelen an. Die Ernte erfolgte 22 d nach der
Saat in der Mitte der Photoperiode.
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wurde gewahrleistet, dass mit Ausnahme der Kaliumernahrung alle Pflanzen denselben
Anzuchtbedingungen (Nahrstoffe, Temperatur, Feuchte, Licht) unterlagen und sich im
gleichen Entwicklungsstadium befanden. Die Ernte aller Pflanzen erfolgte in der Mitte
der Photoperiode des 22.Tages nach der Saat (Abbildung 34, S. 108).

In den Blattern der Rapspflanzen ist in den ersten 3 h nach Kontakt mit K keine
signifikante Anderung der Konzentration von L-Malat zu beobachten. In den folgenden
3 h steigt der L-Malatgehalt von anfanglich 2,31 auf 2,71 ug / g FM an (Signifikanz auf
dem 1 % Niveau des t-Tests) und erreichte nach 1 d auf dem +K-Medium ein Maximum
von 4,67 ug L-Malat / g FM. Am zweiten Tag mit +K-Ernahrung geht der L-Malatgehalt
auf 3,87 ug / g FM zurtick und nahert sich somit langsam dem Wert von kontinuierlich
mit K" ernahrten Pflanzen.

Uber den Beobachtungszeitraum von 6 h bis 2 d nach dem Umsetzen auf das
+K-Medium liegen die L-Malatgehalte der Blatter nicht nur signifikant Gber denen der
-K-Variante (1 % Niveau, t-Test), sondern auch die Anderungen zwischen den

Probenahmen sind statistisch abgesichert.

Die L-Malatgehalte im Spross der Rapspflanzen zeigen bereits nach 3 h einen
signifikanten Anstieg des L-Malatgehaltes (1 % Niveau, t-Test), verandern sich aber
daflr bis zur Probennahme 6 h nach dem Nahrlésungswechsel kaum. Bis zum ersten
Tag auf dem K*-Medium erfolgt zwar nochmals ein signifikanter Anstieg (1 % Niveau, t-
Test) des L-Malatgehaltes der Sprossachse, jedoch geht der Wert am folgenden Tag
wieder auf das Niveau zurlck, das 6 h nach dem Kontakt erreicht war. Die Sprossachse
zeigt somit zwar einen frUheren Anstieg in den L-Malatgehalten als die Blatter, folgt

aber dann den Veranderungen der Blatter.

Nach dem Umsetzen der Pflanzen auf die +K-Nahrlésung ist in den Wurzeln der
Rapspflanzen bereits nach 3 h ein signifikanter Anstieg (1 % Niveau, t-Test) des L-
Malatgehaltes festzustellen (Abbildung 34). Zu den folgenden Probenahmen war keine
signifikante Anderung festzustellen und die L-Malatgehalte der Wurzeln unterschieden

sich kaum von denen kontinuierlich mit K*-ernahrter Rapspflanzen.

Vergleicht man die L-Malatgehalte von Rapspflanzen, die im steady state aufgezogen
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wurden (Abbildung 35), so lassen sich nur wenige statistisch signifikante Unterschiede
zwischen einer -K-Variante, einer +K-Variante und einer mit 2 mM NOs3™ ernahrten +K-
Variante feststellen.

In den Wurzeln von dekapitierten Pflanzen lassen sich, unabhangig von den
Kulturbedingungen, ca. 0,30 yg L-Malat / g FM feststellen. Signifikante Unterschiede
zwischen den Varianten gibt es zwar nicht. Bei den +K-Varianten |asst sich jedoch eine
signifikante Abnahme des L-Malatgehaltes gegenlber den nicht dekapitierten Pflanzen
feststellen (1 % Niveau, t-Test).

Die L-Malatgehalte im Spross liegen bei allen Varianten zwischen 0,83 und 1,15 ug /g
FM. Trotz dieser Schwankungsbreite lassen sich die Unterschiede zwischen den
Varianten allerdings nicht statistisch absichern.

Wahrend der L-Malatgehalt in den Blattern der +K-Varianten fast gleich ist, ist eine

schwach signifikante Abnahme (5 % Niveau, t-Test) zu der -K-Variante festzustellen.
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Abbildung 35: L-Malatgehalte von Brassica napus L. bei dekapitierten Pflanzen, unter
Kaliummangel und K'-erndhrten Pflanzen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung der L-Malatgehalte von 9 (dekapitierte Pflanzen) bzw. 12
Parallelen an.
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4.7.4 Einfluss von K" auf den Gehalt von L-Malat im Gewebe von Lupinen

Bei den Versuchen zum Einfluss von K* auf den Gehalt von L-Malat in Lupinen wurden
die Pflanzen auf einer Nahrlésung angezogen, die 150 uM NOz und 700 uM K" enthielt.
Um tageszeitliche Schwankungen in der L-Malatkonzentration auszuschliel’en wurden
alle Versuchspflanzen in der Mitte der Photoperiode geerntet. Die Mangelvarianten
wurden deshalb 2 h bis 48 h vor der Ernte auf ein K'-freies Medium gestellt. An 3
aufeinander folgenden Tagen wurden dann je 4 Kontrollpflanzen (K*) und 3 Pflanzen
pro Mangelvariante geerntet und fir den L-Malat-Test verwendet. Die Ergebnisse der L-
Malat-Bestimmungen sind in Abbildung 36 dargestellt.

Anhnlich wie Brassica napus L. reagiert auch Lupinus albus L. bei Kaliummangel mit
einem Absinken des in der Pflanze nachweisbaren L-Malats. In den ersten 2 h auf dem
Mangelmedium ist dieser Trend jedoch noch nicht zu beobachten, es kam sogar zu
einem schwachen Anstieg der L-Malatkonzentration in Blatt und Wurzel. Dieser Anstieg

war allerdings nur gering und wegen der hohen Standardabweichung der Messwerte
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Abbildung 36: Abnahme der L-Malat-Konzentration in Blatt, Spross und Wurzel von
Lupinen, die auf K’-Mangel umgesetzt wurden.
Die Gehalte von L-Malat wurden an 27 - 29 d alten Lupinen ermittelt, die mit
150 uM NOg3™ angezogen und in der Mitte der Photoperiode geerntet wurden.
Von jeweils 9 - 12 Pflanzen (n) wurde der Mittelwert der L-Malatkonzentration
berechnet und die Standardabweichung als Fehlerbalken in die Grafik
eingetragen.
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nicht statistisch zu sichern.

Nach 6 h auf dem K'-freien Medium ist die L-Malatkonzentration in den Blattern um
12,7 % auf 5,88 pMol/g FM gesunken, wahrend im gleichen Zeitraum die L-
Malatkonzentration im Rest des Sprosses nur um 8,4 % zurtickgeht. Die Abnahme der

Malatkonzentration zu diesem Zeitpunkt ist jedoch noch nicht statistisch signifikant.

Einen Tag nach dem Umsetzten auf das Mangelmedium ist die L-Malatkonzentration in
den Blattern der Lupine auf 76,6 % des Wertes der Kontrollpflanzen gefallen. Jetzt ist
ein schwach signifikanter Unterschied (5% Niveau des t-Tests) gegenuber den Werten
der Kontrolle festzustellen. Die L-Malatkonzentration in den restlichen Teilen des
Sprosses ist 24 h nach dem Umsetzen auf K-Mangel ebenfalls weiter gesunken. Mit
85,8 % des L-Malatgehaltes der Kontrolle ist jedoch kein signifikanter Unterschied
nachzuweisen. Im Gegensatz zum Spross ist bei der L-Malatkonzentration der Wurzel
kein starker Rickgang zu verzeichnen. Dem anfanglichen Anstieg der Menge von L-
Malat in der Wurzel 2 h nach Umstellen auf das Mangelmedium, der allerdings im
Bereich der Messungenauigkeit liegt, folgt ein Rliickgang der L-Malatkonzentration. Der
Ruckgang in der Wurzel ist schwacher und nicht so gleichmafig wie in den anderen
Pflanzenteilen. Insgesamt kann aber in der Wurzel ein Trend zur Abnahme der

Malatkonzentration festgestellt werden.

Nach 2 d auf K*-freien Medium gehen die L-Malatgehalte im Spross der Lupine weiter
zuruck. Mit nur noch 57,9 % der L-Malatkonzentration der Kontrolle ist in den Blattern
die Abnahme jetzt statistisch signifikant (1 % Niveau des t-Tests). Auch im Rest des
Sprosses lasst sich deutlich weniger L-Malat nachweisen als in der Kontrolle (78,1 %).
Der Unterschied ist jedoch noch zu gering, um statistisch abgesichert werden zu

konnen.
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5 Diskussion

In Pflanzen ist die N-Aufnahme Uber die Wurzel ein komplexer Prozess, der in hohem
MaRe durch die Pflanze reguliert wird (Haynes, 19862 und Abbildung 38, S.119). Bei
Versuchen im hydroponischen System kommt dabei der Wahl der N-Form eine
bedeutende Rolle zu. Werden Pflanzen ausschlief3lich mit NO3™ oder ausschlief3lich mit
NH;* angezogen so zeigt sich, dass bei NH;'-ErnZhrung ein deutlich niedrigeres
Wurzel/Spross-Verhaltnis auftritt als bei Angebot von NO3™ (Tabelle 7, S.43). Auch wenn
unter Anzucht mit 100 yuM NH;" oder 100 yM NOj3; keine sehr hohe N-Versorgung
vorliegt, so besteht fiir die NH, -Pflanzen offensichtlich nicht die Notwendigkeit, mehr
Energie in die Ausbildung eines groleren Wurzelsystems zur Nahrstoffaufnahme zu
stecken. In den NH4 -Varianten konnten die Pflanzen namlich davon profitieren, dass
sie die N-Form nicht erst unter Energieverbrauch reduzieren, sondern direkt zur
Synthese von Aminosduren nutzen konnten. Bei den NH;'-Pflanzen kann die so
eingesparte Energie in das Wachstum des Sprosses gesteckt werden. Wie effektiv
Pflanzen den energetischen Vorteil einer NH;"-Aufnahme nutzen, zeigen Versuche an
Gerste (Lee und Drew 1989), in denen NOj3 erndhrte Pflanzen bei Zugabe von NH;"
ins Nahrmedium mit einer sehr schellen Reduktion bis hin zur Einstellung der NOs-
Aufnahme reagierten.

Im Gegensatz zu Versuchen in Nahrldsungen ist im Boden eine reine NH;-Ernahrung
allerdings kaum zu erreichen, da NH,4" Giber die Nitrifikanten zligig zu NO3™ umgewandelt
wird (Haynes, 1986°). In der Landwirtschaft und im Gemiisebau macht man sich jedoch
die Vorteile einer zumindest partiellen NH;*-Erndhrung der Pflanzen zu Nutze, indem
man mit Nitrifikationshemmstoffen versucht, die Umwandlung von NH;" zu NO;3 im

Boden zu verzdgern (Zerulla et al, 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf NOj; als N-Form gesetzt. Bei
Aufnahme, Transport und Reduktion von NO3™ scheint, unter anderem, K* eine wichtige
Rolle zu spielen. So wurde in der Literatur die Funktion eines potentiellen K*-shuttles
(Abbildung 1, S.10) wiederholt diskutiert worden (Armstrong und Kirkby 1979, Ben
Zioni et al. 1971, Kirkby et al, 1981, van Beusichem et al 1985).

Mit verschiedenen Methoden wurde hier deshalb der Frage nachgegangen, welche

Rolle K beim N-Stoffwechsel von Pflanzen bei Anzucht mit NO3; zukommt. Dabei
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wurde zwischen Spezies unterschieden, bei denen die Reduktion von NOj3
Uberwiegend im Spross (Brassica napus L.) oder in der Wurzel (Lupinus albus L.)
stattfindet.

5.1 K'-Angebot und Wurzel / Spross - Verhiltnis

Die Auswertung der Wachstumsraten von Brassica napus L. (Tabelle 7, S.43) zeigt,
dass bereits eine Konzentration vom 30 pyM K* im N&hrmedium ausreicht, um den
Effekt des K'-Mangels stark abzuschwachen. In den -K-Varianten ist das
Wurzel/Spross-Verhaltnis zu Gunsten einer grélieren Wurzelmasse verschoben. Dieser
Trend verstarkt sich mit zunehmendem Alter der Pflanzen weiter, was darauf hindeutet,
dass die Pflanzen versuchen, durch die Ausbildung einer groReren Wurzelmasse eine
héhere Aufnahmeflache fur die im Mangel befindlichen Nahrstoffe zu schaffen.

Bei Lupinus albus L. fuhrt ein K-Mangel (Tabelle 8, S.46) zu denselben Auswirkungen
wie bei der zuvor beschriebenen Raps-Spezies.

Obwohl Raps und Lupine unterschiedliche Praferenzen im Hauptort der Nitratreduktion
haben, sind bei den verschiedenen Varianten der K*-Versorgung vergleichbare Effekte

im Spross- oder Wurzelwachstum nachweisbar.

5.2 Kaliumaufnahme

Bei Brassica napus L. hat die Wahl der N-Form einen Einfluss auf die Kaliumaufnahme,
der starker ausfallt als die Auswirkungen eines temporaren K*-Mangels oder einer
kontinuierlichen sehr geringen K*-Versorgung. Es konnte gezeigt werden (Tabelle 24,
S.84), dass bei Anzucht mit NO;™ die K*-Aufnahme in -K-Varianten (14 d Mangel) mit
0,76 uM K* /g FM h™" nur bei 90% der Aufnahmerate von kontinuierlich mit K* ernahrten
Pflanzen liegt. Auch wenn sich diese Abweichung nicht statistisch absichern lieR3, so
liegt die Aufnahmerate doch hoher als bei NH;'-erndhrten Rapspflanzen, die trotz
ausreichendem K*-Angebot nur auf 82% der Aufnahmerate von Pflanzen auf Medium
mit NO;~ kamen. Diese Abweichung der K'-Aufnahme zwischen NH;*- und NO;™-
ernahrten Pflanzen ist signifikant (5%-Niveau, t-Test).

Von einer reduzierten K'-Aufnahme in Gegenwart von NH," ist auch bei anderen
Spezies berichtet worden. Die Meinung geht dabei auseinander, ob die K*-Aufnahme
direkt Uber die K'-Konzentration in der Wurzel gesteuert wird (Siddigi und Glass,

1987), oder ob ein vom Spross signalisierter K'-Bedarf (Engels et al, 1992) die
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treibende Kraft darstellt. Ein Zusammenhang zwischen K*- und NOz-Aufnahme und K’-
und NO3z™-Transport wird dabei aber von allen Autoren gesehen.

Werden NOj-erndhrte Rapspflanzen auf ein Medium mit K umgestellt, so setzt die
Abgabe von OH bzw. HCO3; an das Nahrmedium ohne zeitliche Verzégerung aus,
steigt nach einigen Stunden wieder an und erreicht nach 2 d das Niveau der
kontinuierlich mit K™ versorgten Pflanzen (Abbildung 25, S.85). Dabei ist anfangs noch
kein Efflux von K* aus den Wurzeln der Rapspflanzen nachweisbar. Dieser setzt jedoch
ca. 1 h nach Umstellung auf das Vollmedium langsam ein (Abbildung 26 C, S.87). Nach
Aufhebung der K*-Mangelsituation beginnt die Pflanze mit der Aufnahme von K*, wobei
der Aufnahmemechanismus offenbar keiner speziellen Induktion bedarf, da die
Aufnahme sofort nach Kontakt mit K" auf einem Niveau startet, welches nahe dem von
ausreichend K*-ernahrten Pflanzen liegt.

Das anfangliche Fehlen eines Efflux von K* lasst vermuten, dass die im Cytoplasma
vorhandene Menge an freiem K" sehr gering ist. Der Vergleich der K*-Menge in den
Wurzeln von -K (322 uM K*/ g TM) und +K Variante (1342 uM K*/ g TM, Tabelle 22,
S.82) zeigt zwar, dass die Mangelpflanzen ein deutliches Defizit an K™ aufweisen.

Mit der einsetzenden Aufnahme von K" muss die Wurzel zum Ladungsausgleich die
Abgabe von H' in das AulRenmedium vornehmen. Da die Wurzel unter K*-Mangel
jedoch keinen H*™-Export zur Aufnahme von K* vornehmen muss, kommt es jetzt zu
einer Uberlagerung von Effekten aus K*-Aufnahme und NO3-Aufnahme. Wahrend die
NO;-Aufnahme, unabhangig davon ob man von einem Symport von H'/NO; oder
einem Antiport von HCO3/NOs3™ ausgeht (Abbildung 37, S.117), zu einer Alkalisierung
des AuRenmediums fiihrt, ist die Aufnahme von K™ mit einer Abgabe von H* kombiniert.
Bei Uberlagerung dieser beiden Prozesse kann die Netto-Abgabe von HCOj3 daher
zuriickgehen. Weil die K*-Aufnahme mit einer niedrigeren Rate erfolgt als die NOs-
Aufnahme, kann dieser Effekt allerdings nicht lange anhalten.

Mit dem Auffiillen des K*-Pools der Pflanze und dem Einsetzen eines K*-Efflux ist bei
Brassica napus L., etwa 2 d nach Aufhebung des K-Mangels, die fiur kontinuierlich mit
K" und NO3-ernahrte Pflanze (ibliche Abgabe von OH" bzw. HCO3 wieder erreicht.

Die Beobachtung, dass nach der Aufhebung des K*-Mangels neben der Aufnahme von
K" auch die Aufnahme von NOj3 deutlich ansteigt, spricht fir einen Zusammenhang

zwischen den beiden Aufnahmesystemen.
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5.3 Stickstoff-Aufnahme

Bevor Nahrstoffe der Pflanze fur ihren Stoffwechsel zur Verfigen stehen, missen sie
aus dem umgebenden Medium aufgenommen werden. Um in die Pflanze zu gelangen,
muss letztendlich die Plasmamembran lberwunden werden (Haynes, 1986°%). Zwar
konnen lonen Uber den apoplastischen Transport im Interzellularraum des
Rindengewebes der Wurzel bis zur Endodermis gelangen, jedoch blockiert dort der
Casparysche Streifen einen weiteren Transport au3erhalb der Zellen. Spatestens jetzt
muss die Aufnahme in die Zellen erfolgen, bevor dann der symplastische Transport die
Nahrstoffe weiter transportieren kann (Abbildung 37, S.117).

Fiur die Aufnahme von Nitrat in die Zelle sind verschiedene Mechanismen beschrieben
worden, die schon in der Literaturibersicht (S.12-16) vorgestellt wurden. Als treibende
Kraft fur die Aufnahme von Nitrat wird der von den H'ATPasen generierte
elektrochemische Gradient an der Plasmamembran angefihrt (Thibaud und Grignon,
1981; Meharg und Blatt, 1995). Molekularbiologische Studien deuten zudem darauf
hin, dass ein Angebot von NOs™ nicht nur zur Expression von Transportproteinen zur
NOsAufnahme, sondern auch zur Aktivierung von Genen zur Synthese von
plasmalemma-gebundenen H*ATPasen fiihrt (Santi et al, 2003). NO3™ bewirkt damit,
allein durch seine Gegenwart im Aulenmedium, dass der elektrochemische Gradient
am Plasmalemma aufgebaut wird, welcher spater die Aufnahme von NOj™ in die Zelle
ermdglicht. In zahlreichen pflanzenphysiologischen Studien kristallisierte sich heraus,
dass mindestens 3 verschiedene Aufnahmesysteme flur NOj™ existieren (Forde und
Clarkson, 1999).

Bei hohem externem Angebot wird NO3™ Uber das LATS (Low Affinity Transport System)
in die Pflanzen aufgenommen. Das LATS ist konstitutiv exprimiert und es sind keine
Faktoren bekannt, die Einfluss auf die Regulation des LATS haben. Von Crawford und
Glass (1998) wurde beschrieben, dass das LATS ab einem Angebot von Uber 250 yM
NO3;" an Bedeutung gewinnt und erst bei einem Angebot von 50 mM NO3" in Sattigung
geht.

Im hier untersuchten Raps und in Lupinen scheint das LATS allerdings erst bei
geringfligig héherem Angebot (zwischen 0,5 und 1 mM) eine Rolle bei der N-Aufnahme

zu spielen (Brassica napus L.: S.68 ff, Lupinus albus L.: S.73 ff). Bei einem NO3™-
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Angebot zwischen 1 mM und 25 mM ist das LATS durch eine lineare Beziehung von N-

Angebot und N-Aufnahme gekennzeichnet (Brassica napus L.: Abbildung 16 S.69,

Lupinus albus

L.: Abbildung 18 S.74). Dies deckt sich mit den Ergebnissen von

Untersuchungen an Gerste (Siddiqi et al, 1990), wo ebenfalls bei hohem NO3s-Angebot

eine lineare Beziehung zwischen Angebot und Aufnahme von NOj™ festgestellt wurde.

Weil das LATS durch aufRere Faktoren kaum zu beeinflussen ist, bietet es allerdings

nicht den optimalen Ansatz zum Bestimmen des Einflusses anderen lonen auf die N-

Aufnahme.
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NO;- 4o I, NOy NO;
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Abbildung 37: Schematische Darstellung zur Aufnahme und Transport von NOs3™ in der

Wurzel. Uber den apoplastischen Transport kann NOs™ im Interzellularraum bis
zum Casparyschen Streifen gelangen. Danach muss die Aufnahme in die Zellen
der Pflanze erfolgen, bevor eine Weiterleitung in andere Teile der Pflanze mdglich
wird (symplastischer Transport).
Bei hohem N-Angebot (oben) erfolgt die Aufnahme von NOj3; nach dem Low
Affinity Transport System (LATS), wahrend bei niedrigem N-Angebot (unten) das
Energie verbrauchende High Affinity Transport System (HATS) die N-Versorgung
der Pflanze sicherstellt.
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Als weiteres Aufnahmesystem flir NOj” ist bereits auf das HATS (High Affinity Transport
System) verwiesen worden (S.14-16), welches bei einem NO3-Angebot von bis zu

0,5 mM aktiv ist. Beim HATS unterscheidet man zwei deutlich verschiedene Formen.

Das cHATS (constitutive High Affinity Transport System) ist durch eine sehr hohe
Affinitat zu NO3” und eine geringe Aufnahmekapazitat gepragt, was sich in sehr
niedrigen Ky-Werten bemerkbar macht. Diese liegen, je nach Spezies, zwischen 6 und
20 uM (Crawford und Glass, 1998). In den hier durchgefuhrten Versuchen lasst sich
die Kinetik des cHATS von Brassica napus L. (Abbildung 14, S.63) und Lupinus albus L.
(Abbildung 17, S.73) als Kurve des NO3™-Influx von NH,-erndhrten Pflanzen erkennen.
Bei der Lupine hat das cHATS dabei mit 0,4 pM/gFMh™ eine viel geringere
Aufnahmekapazitat als bei Raps (7,5 uM/g FM h™). Der Ky-Wert des cHATS von
Lupinus albus L. liegt mit 12 uM in dem in der Literatur zitierten Bereich (Crawford und
Glass, 1998). Bei Brassica napus L. hingegen ist die Affinitat des cHATS mit einem Ky-
Wert von ca. 35 yM wesentlich schwacher als fur andere Pflanzen beschrieben. Dies
wird jedoch durch die extrem hohe Aufnahmekapazitdt des cHATS von Raps
wettgemacht, welche sogar die Aufnahmekapazitat des iHATS der meisten anderen
untersuchten Pflanzenspezies Ubersteigt.

Auch das cHATS bietet nicht den optimalen Ansatz zum Studium des Einflusses
verschiedener Parameter auf die NOzAufnahme, da diese Aufnahmesystem immer
aktiv ist und ein sehr geringes NO3-Angebot voraussetzt, was bei einer kontinuierlichen
N-Versorgung der Pflanzen wahrend der Anzucht problematisch werden kann. Darlber
hinaus entspricht ein N-Angebot von unter 20 uM nicht den typischen Bedingungen der

Pflanze im Boden.

Mit dem IiHATS (inducible High Affinity Transport System) ist das dritte
Aufnahmesystem fir NO3™ gerade angesprochen worden. Das iHATS zeigt zwar je nach
Spezies mit einer Ky von 20-100 yM (Crawford und Glass, 1998) eine etwas geringere
Affinitat zu NOs; als das cHATS, hat dafur aber eine wesentlich hohere
Aufnahmekapazitat (Siddiqgi et al, 1990). Als induzierbares System ist es darlber
hinaus gut geeignet, um Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Faktoren auf die

NOs;-Aufnahme anzustellen. Daher wurden die meisten der hier beschriebenen
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Versuche bei einem NOj3;-Angebot durchgefuhrt, das zwischen 100 uM und 250 uM
NOs’ lag.

Im Rahmen der Induktion des iHATS (Abbildung 19 bis Abbildung 22, S.76) steigt, nach
vorausgegangenem NH;-Angebot, die NOs-Aufnahme innerhalb kurzer Zeit deutlich
an. Dies ist auf eine starke Zunahme des Influx zurickzufuhren, wahrend ein Efflux erst
langsam einsetzt. FUr Raps, Gerste und Lupine konnte gezeigt werden, dass dieses
Verhalten fur die genannten Spezies gleich ist (Abbildung 23a-c, S.78 und
Abbildung 24a-c, S.79). Abhangig davon, welche Aufnahmekapazitat das cHATS der
untersuchten Pflanze aufweist, ist ein Anstieg der NOs-Aufnahme um den Faktor 4-5
(Raps und Gerste) oder bis 22 (Lupine) zu verzeichnen. Mit Fortschreiten der NOs-
Ernahrung geht der Influx wieder etwas zurtick (Abbildung 21, S.76), wobei der Efflux
noch weiter ansteigt.

Dieser Verlauf kann damit erklart werden, dass anfangs NOs durch die

Proteinsynthese
Vakuole %

{"" NO 3

.,
5,

Aminosauren
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NAD(P)H, NAD(P) + H,0 C—

Abbildung 38: Schema zur Regulierung des N-Stoffwechsels in der Zelle. Modifiziert
nach  Crawford (1995) wund Richter (1988). NR=Nitratreduktase,
NTP=Nitrattransportprotein, NiR=Nitritreduktase, Fd=Ferredoxin, GS=Glutamin-
Synthetase.
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Transportproteine des cHATS in die Zelle aufgenommen wurde (nicht induziert). Mit der
Prasenz von NO3; im Aullenmedium kommt es zu einem Anstieg von NOj3 im
Cytoplasma, was zu einer Aktivierung von Genen flir Proteine des iHATS fuhrt. Es
kommt zu einem Anstieg der mRNA fiur Proteine des iHATS und zur Synthese von
Transportproteinen des iHATS. Diese Transportproteine erlauben dann die starkere
Aufnahme von NOg3™ (Abbildung 38, S.119). Dabei reicht bereits ein kurzer NO3™ Puls
aus (Abbildung 15, S.67) um die Synthese der Carrier-Proteine anzustof3en. Wird nach
solch einem Puls allerdings fur 1 d der Pflanze das N-Angebot entzogen, so geht die
Aufnahmerate wieder zuruck, da die NOs-Konzentration im Cytoplasma stark absinkt
und so die Signalkette zur Proteinsynthese zum Erliegen kommt.

Steigt bei fortgesetztem NOj3;-Angebots im AufRenmedium die Konzentration im
Cytoplasma jedoch weiter an, so kommt es zu einer negativen feedback-Regulation, die
letztendlich zu einer Reduktion der Bildungsrate von iHATS-Transportproteinen fuhrt.
Die Wurzelzelle verfugt zu diesem Zeitpunkt jedoch schon Uber gentigend Transporter,

so dass sie auf hohem Niveau weiter Nitrat aufnehmen kann.

Auch nach der Aufhebung eines tempordren K'-Mangels scheint derselbe
Mechanismus wie bei der Induktion der Nitrataufnahme nach vorausgegangener NH,*-
Erndhrung abzulaufen. Nach 10 d auf Medium ohne K* zeigt Brassica napus L. eine
geringere NO3-Aufnahme als Pflanzen auf Vollmedium. Sobald den Pflanzen jedoch K*
im Nahrmedium angeboten wird, steigt die NO3-Aufnahme deutlich an. Dies ist auf eine
Zunahme des NOgj™-Influx zurtckzufuhren, wahrend der NOj3-Efflux nur geringfugig
ansteigt (Tabelle 21, S.76). Bereits 4 h nach Kontakt mit K" hat der NOs™-Influx das
Niveau von kontinuierlich mit K™ ernahrten Pflanzen (Abbildung 22, S.76) erreicht und
zeigt somit ein identisches Bild wie nach NH4*-Erndhrung.

Nach 2 d auf Medium mit K* zeigen die Pflanzen gegeniiber der +K-Variante noch eine
erhdhte N-Aufnahme, welche grofltenteils aus einem gesteigerten Influx stammt. Aber
auch der Efflux ist noch auf niedrigerem Niveau als bei den kontinuierlich K*-erndhrten
Pflanzen. Wahrend sich bei der Induktion der NO3z-Aufnahme von anfanglich NH,"-
ernahrten Pflanzen das fUr die jeweilige Spezies spezifische Verhaltnis von NO3™-Influx
und NOs-Efflux nach 1 d einstellt, bendtigen die Pflanzen firr die Adaptation nach K'-
Mangel mehr Zeit. Dies lasst sich aufgrund der stark erniedrigten K*-Gehalte in Blattern

und Wurzeln der -K-Variante (Tabelle 22, S.82) von Brassica napus L. erklaren. Unter
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der Mangel-Situation sind die Gehalte von sowohl K* und NOj3™ in den Blattern sehr
stark erniedrigt. Auch in der Wurzel sind die Gehalte niedriger als in der +K-Variante,
jedoch ist hier die Differenz geringer.

Mit der Aufhebung des K*-Mangels wird bereits nach 1 d in den Blattern der K*-Gehalt
erreicht, der auch in der +K-Variante vorliegt. Die NO3-Konzentration in den Blattern ist
jedoch erst auf 41% des Wertes der +K-Pflanzen angestiegen. Auch wenn der
,normale“ K'-Status in den Blattern der Pflanzen wiederhergestellt ist, so ist zum
Erreichen der NOjs-Konzentration von +K-Pflanzen noch eine langere Periode mit
erhohter Aufnahmeleistung fur NO3™ notwendig.

Von einer Férderung der NOs-Aufnahme durch K berichteten auch Blevins et al.
(1978), die fur Gerste zeigen konnten, dass bei den Pflanzen nach Umstellen auf ein
Medium ohne K* die NO3-Aufnahme anfangs nicht beeinflusst wird. Nach 4 h machte
sich der Mangel jedoch durch einen Rickgang der NOs-Aufnahmerate bemerkbar. Bei
fortgesetztem K-Mangel war nach 3 d in den Blattern ein deutlicher Rlickgang des NO3™-
Gehaltes nachweisbar, jetzt deutlich unter dem NOj;-Gehalt der Wurzeln lag. Dem
gegenuber zeigte die +K-Variante neben wesentlich hoheren NO3-Gehalten in Blatt und
Wurzel auch die hoéchste NOs-Konzentration in den Blattern. Sie vermuteten daher,
dass die begrenzte Menge an K zu einer verminderten Verlagerung in die Blatter
gefuhrt hatte.

Fir Weizen konnte gezeigt werden (Barneix und Breteler, 1985), dass KNOs-ernahrte
Pflanzen eine héhere NO3s-Aufnahme im Vergleich zu NaNOs- oder Ca(NO3),-ernahrten
Pflanzen aufweisen. In den Untersuchungen wurde darlber hinaus festgestellt, dass ab
einem Angebot von 0,25 mM K* die NOs-Aufnahme nicht weiter gesteigert werden
konnte, wahrend die K'-Aufnahme jedoch weiter zunahm. Die Menge des von -K-

Pflanzen gesammelten Xylemsafts fiel geringer aus als bei der +K-Variante.

Die Analyse des Xylemsaftes von dekapitierten Rapspflanzen (Tabelle 25, S.89) zeigt,
dass 4 h nach Wiederaufnahme der Versorgung mit K* die Exudatmenge von 98 auf
120 ul / g FMwuzet h' ansteigt, was mit der gleichzeitig  angestiegenen
lonenkonzentration eine hohere Transportrate im Xylem mit sich bringt. Zu diesem
Zeitpunkt liegt der K*-Transport im Xylem-Exudat mit 0,263 pM / g FMwurzel h'
(Tabelle 26, S.92) bei mehr als dem 11-fachen der -K-Variante. Die im Xylem

transportierte Menge von anderen lonen hat dabei ebenfalls zugenommen (8 - 9% fur
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HPO,, SO4* und Mg®*; 4% fiir Ca®* und 29% fiir NO3") wahrend der Na*-Transport um
68% zuruckging.

Der Vergleich von Pflanzen im steady state zeigt, dass im Xylemexudat der -K-Variante
die Transportrate von Anionen gegenuber der +K-Variante verringert ist (HPO4=-44%,
S04 =-12%, NO3: -25%), wahrend bei den Kationen eine deutlich hdhere Transportrate
festzustellen ist (Mg®'=+28%, Ca**=+46%, Na+=+2517%). Ein geringer Transport von
K" ist im Exudat zwar ebenfalls noch nachzuweisen, er liegt aber nur bei ca. 6% der
Transportrate in der +K-Variante.

Unter K*-Mangel verschiebt sich bei Brassica napus L. zudem das Anionen / Kationen -
Verhaltnis im Exudat zu Gunsten der Kationen. Vergleichbares wurde auch fur andere
Spezies berichtet (Barneix und Breteler, 1985). Arbeiten zu Untersuchungen des Salz-
Stresses an Gerste berichten in diesem Zusammenhang auch von der Funktion des
Sprosses bei der Separierung des Flusses von K* und Na* in die Blatter (Wolff et al.,
1991).

Der unter K*-Mangel stark erhohte Gehalt von Na* im Xylemexudat von Brassica napus
L. deutet darauf hin, dass Na" zumindest in gewissem Umfang in der Lage ist, K" als
Begleit-lon von NO3™ beim Xylemtransport zu ersetzen. Allerdings liel3 sich auch bei
andauerndem K*-Mangel noch K' im Xylemexudat nachweisen (Tabelle 26, S.92),
obwohl die Aufnahme von K Uber die Wurzel unter diesen Anzuchtbedingungen
ausgeschlossen werden kann. Die Gegenwart von K' im Xylemexudat lasst sich
demnach nur so erklaren, dass entweder K™ in der Wurzel mobilisiert und dem Spross
zur Verfigung gestellt wird, oder dass die mehrfach beschriebene Zirkulation
(Dijkshoorn,1958; Ben Zioni et al., 1971; Kirkby et al., 1981) von K" zwischen Spross
und Wurzel selbst unter K’-Mangel stattfindet. Bei Brassica napus L. ist nach 14 d unter
K*-Mangel die Gesamtmenge von K" in den Pflanzen auf etwa 20% des Gehaltes in der
+K-Variante zuruckgegangen (Tabelle 22, S.82 unter Einrechnung der jeweiligen
Frischmassen). Die K'-Fracht im Xylem liegt allerdings nur noch bei 6,5% der
Transportrate in den +K-Pflanzen (Tabelle 26, S.92). Der geringe Xylemstrom hat auch
dazu beigetragen, dass in der -K-Variante nur noch 34% des gesamten K* im Spross
vorliegen, wahrend in der +K-Variante das K" jeweils zur Halfte auf Spross und Wurzel
aufgeteilt ist.

Dies alles spricht fir eine Mobilisierung von K" aus der Wurzel zur Deckung des

Bedarfs im Spross, auch wenn sich die Frage stellt warum diese Umverteilung selbst
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nach 14 d auf Mangelmedium noch nicht abgeschossen ist. Ohne zusatzliche Daten
zum basipetalen Transport von K* im Phloem lasst sich allerdings keine gesicherte
Aussage machen, ob der akropetale K'-Strom im Xylem aus einer K'-Rezirkulation
stammt, oder hier nur K* aus der Wurzel zur Deckung des Bedarfs im Spross

umgelagert wird.

Die von Lupinus albus L. gewonnene Exudatmenge betrug in allen Varianten
zwischen 30 und 40 pl/lg FMwuzer h™' und lag damit nur bei '3 des bei Raps
gesammelten Volumens.

Eine Anderung der K-Erndhrung hatte bei Lupinus albus L. nur eine geringflgige
Anderung der Exudatmenge zur Folge (Tabelle 27, S.94). Da Lupinus albus L.
aufgenommenes NOs3; vorwiegend in der Wurzel reduziert, konnte bei Anzucht mit
250 uM NOs3™ nur eine Konzentration von NO3™ im Exudat festgestellt werden, die knapp
uber der Nachweisgrenze lag. Erst bei deutlich hdherem Angebot lasst sich NO3s™ im
Exudat sicher bestimmen. Bei hohem N-Angebot ist jedoch schon ein anderes N-
Aufnahmesystem aktiv (LATS, Abbildung 37, S.117).

Falls auch bei der Lupine die Aufhebung eines K-Mangel zu einer verstarkten
Aufnahme von NOj3’ fuhrt, so ware ein Anstieg der NO3s-Konzentration im Xylemsaft zu
erwarten. Die Auswertung der Xylemsaft-Analytik |asst fur Lupinus albus L. allerdings
keinen klaren Trend fur den NOs™-Transport bei der Umstellung der K-Ernahrung von -K
nach +K oder fur den umgekehrten Fall erkennen. Mdglicher Grund hieflr ist, dass die
Lupine NO3" normalerweise Uberwiegend in der Wurzel reduziert und daher nicht auf
einen Co-Transport von NO3™ mit einem passenden Kation im Xylem angewiesen ist.

Bei hoherem NOj3-Angebot, wobei hier allerdings die N-Aufnahme Uber das LATS
erfolgen durfte, konnte gezeigt werden, dass in Lupinus albus L. eine Zirkulation von K+
stattfindet und bei gleichzeitigem Angebot von Na* und K" die Einlagerung von K* vor
allem in die jungeren Blatter erfolgt (Jeschke et al., 1992).

Werden nur die Pflanzen im steady state betrachtet, so Iasst sich feststellen, dass die
S0,%-Konzentration im Exudat in allen Fallen (-K, +K, niedriges und hohes N-Angebot)
bei 1,0 uM/ ml liegt. Fir HPO4% ist unter K-Mangel eine erhdhte Konzentration im
Exudat nachweisbar. Die Konzentration von NOs- im Exudat der -K-Variante ist bei
niedrigem N-Angebot (250 pM) geringer, bei hohem N-Angebot (2,5 mM) hingegen

hoher als in der +K Variante. Die Ursache hierfur ist unklar.
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5.4 Nitratreduktaseaktivitit und K*

Die Reduktion von NOj™ ist ein Prozess, der von der Pflanze Uber unterschiedliche
Wege reguliert werden kann. Eine Regulierung der NRA in der Zelle ist notwendig,
damit in Cytoplasma der Gehalt an NO, kein toxisches Niveau erreicht. Aber auch
Nebenreaktionen der NR, wie die Bildung von NO (Rockel et al., 2002) missen von der
Pflanze kontrolliert werden.

Der erste Weg zur Regulierung der NRA lauft Gber Transskription und die Translation
der NR (Abbildung 38, S.119). Er wird durch Licht und die Gegenwart von NOj3
gesteuert (Li und Oaks, 1993; Li und Oaks, 1994; Somers 1983). Dabei hat die NR nur
eine Halbwertszeit von wenigen Stunden (Oaks et al., 1972; Li und Oaks, 1994), wobei
in der Dunkelphase ein Abbau von NR erfolgt.

Der Einfluss des NOjs-Angebots auf die NRA von Brassica napus L. zeigt, dass mit
steigendem Angebot von NO3™ auch die NRA zunimmt (Abbildung 9, S.50). Dies kdnnte
durch eine hohere spezifische Aktivitat der NR oder aber durch eine hdhere
Konzentration an NR-Proteinen erreicht werden. Gewissheit kann hier zwar nur eine
Bestimmung des Gehaltes an NR bringen, allerdings lassen die oben genannten
Quellen einen hdheren NR-Gehalt als die wahrscheinlichere Ursache erscheinen.
Bestarkt wird dies auch durch Untersuchungen zur Induktion der NRA nach
vorausgegangener NH, -Ernahrung (Tabelle 11, S.52). So ist 6 h nach der Umstellung
auf NOs™-Ernahrung eine Verdoppelung der NRA in allen Pflanzenteilen festzustellen.
Wahrend die Zunahme der NRA in den Wurzeln nach 2 h noch durch das Abspalten
von NR-Inhibitoren erklart werden konnte, lasst sich die Zunahme nach 6 h nur durch
eine von NO3™ bewirkte Neusynthese des Enzyms erklaren. Dafur spricht die deutliche
Verzdgerung, denn erst Uber die in Abbildung 38 (S.119) dargestellte Signalkette wird
die Transkription und anschliel3iende Translation der NR-Gene erreicht.

Die Tatsache, dass Brassica napus L. trotz einer NO3™ -freien Ernahrung Uber eine hohe
NRA verfugt, wirft die Frage auf, ob die Nitratreduktase bei Raps mdglicherweise
konstitutiv exprimiert ist, oder ob in der NH,;"-Nahrldsung geringe Mengen von Nitrat
vorhanden waren, die eine teilweise Induktion der Pflanzen bewirkten. In den

untersuchten Nahrlésung der NH,*-Variante lieR sich allerdings kein NO3;™ nachweisen.

FUr Brassica napus L. wurde gezeigt, dass neben Schwankungen der NRA im
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Tagesverlauf (Abbildung 11, S.56 und Abbildung 12, S.57) auch die Zusammensetzung
des Mediums fur den NR-Test eine Rolle spielt. Die Effekte beim Enzymtest traten ohne
zeitliche Verzogerung auf, was eine Aktivierung oder Deaktivierung von Genen
ausschlie3t, da ein solcher Prozess sich Uber einige Stunden (siehe Induktion der
Nitrataufnahme, S.75 - S.79) erstreckt. Da K™ im Reaktionsmedium von -K-Varianten zu
einer Steigerung der Aktivitdt fihrt, Na* in den +K-Varianten jedoch zu einem
geringeren Messwert, scheint bei den beiden Kationen ein Antagonismus vorzuliegen.
Als Modell zur Regulierung der NRA hat sich das von Kaiser und Huber (1994° und
1994°) vorgestellte Modell zu einer posttranslationalen Modifikation der NR
durchgesetzt (Abbildung 39, S.125). Die Inaktivierung der NR erfolgt durch eine
Phosphorylierung von Serin-Gruppen an der NR, wobei Mg®* oder Phosphatester eine
Inaktivierung der NR fordern, freies Phosphat oder 5’AMP aber zu einer Aktivierung
beitragen (Kaiser und Huber, 19942; 1994°; Spill und Kaiser, 1994).

In den hier beschriebenen Versuchen fallt die Hemmung der NRA von +K-Pflanzen

durch Einsatz von Na® im Enzymtest in den Wurzeln von Lupinus albus L. (-22%) und

2 ATP Nitratrt_aduktase -
Kinase

Salze
5'AMP

2 ADP

Mgz+

Phosphatester
(z.B. Gluc.-6-P )

i i Inhibitor-Protein

2 P,

2H,0

Nitratreduktase -
Protein - Phosphatase

Abbildung 39: Modell zur Regulation der NRA in héheren Pflanzen. Modifiziert nach
Kaiser und Huber (19942 und 1994°), Spill und Kaiser (1994). In die Darstellung
sind zuséatzlich die Auswirkungen von K* oder Na* aufgenommen worden.
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Brassica napus L. (-45%) sehr deutlich aus. Im Spross oder in den Blattern der beiden
Spezies zeigt Na® hingegen mit einer Hemmung von ca. 5% nur einen schwachen
Effekt.

Der positive Effekt von K" auf die NR von Raps und Lupine fallt im Enzymtest weniger
stark ins Gewicht als die Hemmung durch Na®. In den Wurzeln von Raps und Lupine ist
eine Zunahme von ca. 5% zu verzeichnen. In den Blattern von Lupinus albus L. zeigte
K" keinen Effekt, was aber mit der insgesamt kaum nachweisbaren NRA in dieser
Fraktion zusammenhangen kénnte. Dafir liel3 sich im Spross eine Zunahme der NRA
feststellen, welche analog zur Zunahme in der Wurzel ist. Bei Brassica napus L. steigert
K" im Enzymtest die NRA in den Blattern um 24%.

Wahrend eine schnelle Hemmung der NRA in Raps und Lupine durch Na® sich vor
allem in den Wurzeln bemerkbar macht, zeigt sich eine Steigerung durch K* verstarkt in
den Rapsblattern bzw. in geringerem Umfang im Spross der Lupine. Es ist daher
moglich, dass in Spross und Wurzel der beiden untersuchten Spezies unterschiedliche
NR-Proteine aktiv sind, die sich im Hinblick auf inre Na*-Empfindlichkeit unterscheiden.
Das schnelle Eintreten des férdernden Effekts von K* und des hemmenden Effekts von
Na® im Medium des Enzymtests auf die NRA sprechen dafir, dass durch K die NR-
Phosphatase aktiviert wird, wahrend Na® die Reaktion der NR-Kinase fordert
(Abbildung 39, S.125).

Nach dem kurzfristig eintretenden Effekt von K™ und Na* auf die NRA soll auch auf den
Einfluss einer kontinuierlich Erndhrung mit K" bzw. Na* eingegangen werden. Da diese
Tests alle mit K* im Testmedium durchgefiihrt wurden, kann ein Effekt, der aus dem
Medium des Enzymtests stammte, vernachlassigt werden, auch wenn fir die -K-
Varianten die NRA moglicherweise etwas zu hoch ausgewiesen wird.

Der starkste Effekt lield sich bei Raps und Lupine in den Wurzeln feststellen. In der -K-
Variante ist die NRA bei Raps (-75%) und bei Lupinen (-40%) deutlich unter derjenigen
der +K-Variante. Im Spross wirkt sich der Mangel weniger stark auf die NRA aus (Raps
-40%, Lupine - 20% der +K-Variante). In den Blattern der Lupinen ist, wegen der
ohnehin niedrigen NRA, kein Effekt nachweisbar, wahrend bei Raps die NRA um ca.
50% reduziert ist.

Die Reduktion der NRA unter K*-Mangel fallt insgesamt bei Raps doppelt so stark aus
wie bei den untersuchten Lupinen. Berlcksichtigt man, dass Raps NO3™ Uberwiegend in
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den Blattern, die Lupine aber uberwiegend in den Wurzeln reduziert, so ist die NRA der
gesamten Pflanze in den -K Varianten von Raps um ca. 55%, in Lupinen nur um ca.
30% reduziert.

In beiden Spezies ist unter K'-Mangel die NRA starker reduziert, als es eine
Inaktivierung der NR durch Phosphorylierung (Abbildung 39, S.125) erklaren konnte. Da
es fur die Pflanze nicht von Nutzen sein kann, grofiere Mengen von inaktivierter NR
aufrecht zu erhalten, liegt der Schluss nahe, dass die Pflanzen unter K*-Mangel auch
die Konzentration an NR durch Drosselung der NR-Syntheserate absenken. Dies kann

letztendlich aber nur durch molekularbiologische Studien belegt werden.

5.5 Verlagerung von Assimilaten und Malat-Analytik

Nach dem Modell von Ben Zioni et al. (1971) sollte bei steigender NO3-Aufnahme
auch ein verstarkter Transport von Assimilaten in die Wurzel erfolgen (Abbildung 1,
S.10). Das uber das Phloem gelieferte Malat wird nach dem Modell in der Wurzel unter
Mitwirkung des Malatenzyms (MDH) decarboxyliert und in Pyruvat umgewandelt. Das
bei der Umwandlung freigesetzte CO, ist im Cytosol als HCOj3; gelést und kann im
Antiport gegen NO3™ aus dem Nahrmedium ausgetauscht werden.

Bei einem 'CO, Pulsexperiment, wie fiir Brassica napus L. in Tabelle 28 (S.96)
beschrieben, hatte man demnach erwartet, dass Pflanzen bei hohem N-Angebot
(2,5 mM NO3) nicht nur eine héhere Verlagerung von ™C aus den Blattern in die
Wurzel, sondern auch eine héhere Abgabe von '*C an das Nahrmedium zeigen als eine
0,25 mM NOj™-Variante. Stattdessen zeigte sich aber, dass bei hohem N-Angebot der in
den Blattern verbliebene Anteil von “C 2 d nach der Applikation hoher ist als bei
niedrigem Angebot. Ein mdglicher Grund hierfur ware, dass die Pflanzen bei hohem
Angebot NO3™ Uber das LATS aufnehmen konnen, wahrend bei niedrigem Angebot das
HATS aktiv ist, welches einen hdoheren Energiebedarf zur Aufnahme von NO3™ bendtigt.
Die Pflanzen unter niedrigem N-Angebot koénnten das Malat somit eher zur
Energiegewinnung decarboxylieren, wahrend bei hoherem Angebot neben der
Energiegewinnung auch der Ladungsausgleich in der Wurzel an Bedeutung gewinnt.

Da andere Studien zum Ben Zioni-Modell meist mit einem NO3™-Angebot von Uber 1 mM
arbeiteten, ist bislang nichts Vergleichbares fur das HATS beschrieben.

Auch bei der Abgabe von C Uber die Wurzel stimmen die Beobachtungen nicht mit

dem Modell von Ben Zioni Uberein. In der -K-Variante, welche im Xylem gegenuber der
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+K-Variante einen um 94% reduzierten K*-Transport aufweist (Tabelle 26, S.92), kann
die postulierte Zirkulation von K* nur eine untergeordnete Rolle spielen. Mdglicherweise
kann Na* bei K*-Mangel die shuttle-Funktion ibernehmen. Abgesehen davon zeigt die
-K-Variante aber eine Abgabe von ™C an die Nahrlésung, welche um mehr als 40%
iber der Abgabe der +K-Varianten liegt. Die Abgabe von '“C kann hier nicht mit der
NO;s-Aufnahme korreliert sein, denn diese lag unter den +K-Varianten.

Das unerwartete Verhalten der -K-Variante kénnte jedoch auch mit Nebeneffekten aus
der Mangelsituation zusammenhangen. So zeigte die -K-Variante eine deutlich
niedrigere Abgabe von '™C iber die Blatter, was fiir eine effizientere Nutzung des
aufgenommenen CO, spricht. Die starkere Verlagerung von Assimilaten in die Wurzel
konnte auch darin begriindet sein, dass die Pflanze mehr Energie in das Wachstum des

Wurzelsystems steckt, um dem K*-Mangel entgegenzuwirken.

Ein anderes Bild zeichnet sich bei der kontinuierlichen Applikation von "CO, ab. Die
-K-Variante (Tabelle 29, S.101) zeigt hier eine langsamere Verlagerung von Assimilaten
als die +K-Variante. Auch die Aufnahme von NO3™ und die Abgabe von H''COj5 (iber die
Wurzeln waren geringer als in der +K-Variante. Wurde der -K-Variante 2 h nach
Versuchsbeginn K" angeboten, so flihrte dies zu einem Anstieg der NO3-Aufnahme,
der Verlagerungsgeschwindigkeit von Assimilaten und der Abgabe von H''COs™ in die

Nahrlosung. Dieses Bild deckt sich mit den Erwartungen nach dem Ben Zioni-Modell.

Bei Brassica napus L. zeigen Pflanzen unter hohem (2 mM) oder niedrigem (0,15 mM)
NOs™-Angebot keine groRen Unterschiede in den Malatgehalten von Blatt, Spross oder
Wurzel (Abbildung 32, S.105). In der 2 mM-Variante ist die Malatkonzentration im
Spross geringfugig hoher, was auf einen starkeren Transport in Richtung der Wurzel
deutet. Allerdings ist die Malatkonzentration in der Wurzel geringer als in der 0,15 mM-
Variante. Grund dafur kénnte ein Malat-Pool in der Wurzel sein, der bei niedrigem NO3™-
Angebot starker geflillt ist als bei hohem Angebot. Fir einen solchen Malat-Pool spricht
auch, dass in dekapitierten Pflanzen der Malatgehalt wegen der fehlenden
Assimilatnachlieferung auf ca. 7 fallt. Der leichte Anstieg der Malatkonzentration in
dekapitierten Pflanzen nach 2 d kann durch die Mobilisierung von Speicherstoffen
bedingt sein, die von der Pflanze jetzt verstarkt aufgebraucht werden, um in den

Stoffwechsel der Wurzel eingespeist zu werden. L-Malat tritt bei diesen Prozessen als
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Zwischenprodukt auf und dient im Rahmen der Wurzelatmung als Energiequelle.

Eine Auffalligkeit zeigt der Malatgehalt in den Blattern der Rapspflanzen 2 d nach dem
Umsetzen auf das Medium mit dem geringeren NOs-Angebot. Hier liegt der Gehalt
deutlich niedriger als bei der kontinuierlich mit 2 mM ernahrten Variante. Da die
Malatkonzentration kontinuierlich mit 0,15 mM ernahrten Variante aber auf demselben
Niveau wie die 2mM-Variante liegt, scheint es sich hierbei nur um einen temporaren

Effekt wahrend der Umstellung des Stoffwechsels zu handeln.

Die Umstellung auf ein hoheres N-Angebot fuhrt bei Brassica napus L. zu einem
geringfugigen Anstieg der Malatkonzentration in Blatt und Spross (Abbildung 33,
S.107). Den vorUbergehenden Anstieg kann das Ben Zioni-Modell so erklaren, dass bei
gestiegener NO3-Aufnahme jetzt mehr Assimilate in der Wurzel benétigt werden. Der
leichte Ruckgang der Malatkonzentration in der Wurzel spricht dafur, dass der Malat-
Pool durch die starkere NOs-Aufnahme reduziert wird und ein Aufflllen Uber einen
hdheren Assimilatstrom sich Gber einige Tage hinzieht. Nach dem Wechsel vom HATS
zum LATS stellt sich dann die Malatkonzentration in den verschiedenen Fraktionen neu

ein.

Neben dem Einfluss des NOs;-Angebots auf die Malatgehalte von Brassica napus L.
kann auch die Induktion von -K-Pflanzen Aufschluss Uber die Funktion eines moglichen
K*-shuttles bei Xylem- und Phloemtransport liefern. Nach einer Mangelperiode wird K*
von der Pflanze in groRen Mengen aufgenommen, um den Bedarf zu decken. Als erstes
Organ kann die Wurzel ihren Mangel ausgleichen, bevor Uber den akropetalen
Transport Uber das Xylem der Spross und die Blatter mit K* versorgt werden.
Zusammen mit K kdnnen dann nach dem Ben Zioni-Modell im Co-Transport groRere
Mengen NOs von der Wurzel in die Blatter gelangen, wo die Reduktion stattfindet.
Gleichzeitig wird aber auch der Energiebedarf der Wurzel steigen, da sie mehr ATP zur
Aufnahme von Nitrat verbraucht, da bei einem Nitratangebot von 150 uM das HATS
aktiv ist.

Vom Anstieg der NOjz-Aufnahme nach Beendigung eines K'-Mangels (Tabelle 21,
S.80) und einer Zunahme der im Xylem transportierten NOs-Menge (Tabelle 26, S.92)
wurde schon berichtet. Gleichzeitig kommt es auch zu einer Zunahme des

Malatgehaltes (Abbildung 34, S.108). Der schnelle Anstieg der Malatkonzentration in
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den Wurzeln kann entweder aus dem Abbau von Speicherstoffen, durch eine hdhere
Anlieferung von Assimilaten aus dem Spross oder durch ein Zusammenspiel der beiden
stammen.

Die Tatsache, dass auch die direkt nach dem Umsetzen dekapitierten Pflanzen einen
signifikanten Anstieg im L-Malatgehalt der Wurzeln zeigen, Iasst darauf schlielen, dass
zumindest ein Teil des L-Malats aus dem Abbau von Speicherstoffen der Wurzel
stammt.

Fur eine verstarkte Anlieferung von Malat Uber das Phloem spricht, dass der
Malatgehalt im Spross als Vermittler zwischen Blatt und Wurzel nach 3 h ebenfalls stark
angestiegen ist, wahrend in den Blattern sogar ein leichter Rickgang zu verzeichnen
ist. Der Riuckgang der Malatkonzentration in den Blattern Iasst sich aber durch einen
verstarkten Export in Richtung der Wurzel erklaren. Hinzu kommt noch, dass bei einem
verstarkten Nitrattransport in die Blatter auch eine Zunahme der Nitratreduktion folgt. Im
Anschluss an die Nitratreduktion werden jedoch organische Sauren bendtigt, auf welche
die NH4'-Gruppe Ubertragen werden kann. Zur Synthese dieser 2-Oxo-S&auren wird
ebenfalls L-Malat benétigt und der L-Malat-Pool in den Blattern schrumpft zusatzlich.
Das Maximum der Malatgehalte in allen Fraktionen wird 1 d nach der Umstellung auf
+K-Medium erreicht, bevor die Pflanzen sich nach 2 d dem Niveau der +K-Variante
annahern. Auch wenn der Malatgehalt der Wurzel nach 2 d bereits dem der +K-Variante
entspricht, so deuten die Malatgehalte in Blatt und Spross immer noch auf einen
verstarkten Verlagerung von Malat in die Wurzel.

Die Entwicklung der Malatgehalte nach K*-Induktion von Raps lassen sich gut mit dem
Ben Zioni-Modell in Einklang bringen. Auch der Vergleich der Varianten im steady state

spricht fiir den Einfluss von K" auf die Malatbildung und -Verlagerung.

Die Reaktion von Lupinus albus L. auf den Entzug von K" macht sich nach 6 h in
einem Rickgang des Malatgehaltes in den Blattern bemerkbar (Abbildung 36, S.111)
und fuhrt nach 2 d Mangel zu einer Reduktion des Malatgehaltes von 6,74 auf 3,9 uM/g
FM. Auch im Spross (-0,6 uM/g FM) und in der Wurzel (-0,29 uM/g FM) ist ein
Rickgang der Malatkonzentration zu beobachten, die allerdings deutlich geringer
ausfallt. Als Spezies, die NO3 Uberwiegend in der Wurzel reduziert, besteht bei der
Lupine allerdings nicht die Notwendigkeit, K* als Gegenion zu NO3 im Xylem

einzusetzen. Dies zeigt sich in der bei geringem NOs-Angebot kaum nachweisbaren
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NRA in den Blattern und dem Fehlen eines NO3-Stroms im Xylem. Erst bei hohem
NO3-Angebot lassen sicht Blatt-NRA und Xylemtransport von NOg3™ feststellen.

Auch wenn K" als Ladungsausgleich fiir andere anorganische oder organische Anionen
im Xylem dienen kann, so spielt es, zumindest was den Transport von NOj3™ betrifft,
nicht die vom Ben Zioni-Modell postulierte Rolle.

Da unter K*-Mangel auch die NOs-Aufnahme und die NRA in der Wurzel von Lupinen
reduziert ist (Tabelle 13, S.61), lasst sich das Absinken der Malatgehalte durch den
geringeren Bedarf der Wurzel erklaren. Dass die Wurzel ihre Malatkonzentration
langsamer reduziert als der Spross, kdnnte auch dadurch beeinflusst werden, dass in
der Wurzel Prozesse anlaufen, die ein Wachstum der Wurzel férdern, um dem Mangel
entgegenzuwirken. Die fur ein starkeres Wurzelwachstum bendtigte Energie muss aus
dem Abbau von Assimilaten stammen, wobei Malat als Zwischenprodukt auftritt. Es ist
daher zu vermuten, dass Uber einen langeren Beobachtungszeitraum auch die L-
Malatkonzentration in der Wurzel sinken wird, wenn der Stoffwechsel in den

assimilierenden Organen weiter durch Kaliummangel beeintrachtigt wird.

Die Rolle von K" im Ben Zioni-Modell kann bei Mangelversuchen zwar in Frage gestellt
werden, jedoch ist die Funktion von K* unter normalen Anzuchtbedingungen unstrittig.
Auch wenn das Ben Zioni-Modell in einigen Punkten kritisch betrachtet wurde, so
lassen sich mit ihm doch viele Punkte in der Wechselwirkung zwischen N- und C-

Haushalt erklaren.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Kalium auf die Aufnahme, den
Transport und die Reduktion von Nitrat untersucht. Als Spezies mit einer bevorzugten
Reduktion des Nitrats in den Blattern wurde Brassica napus L. (Sorte Liberator-00)
gewahlt, wahrend Lupinus albus L. (Sorte Amiga) als Beispiel flr eine Spezies mit
uberwiegender Nitrat-Reduktion in den Wurzeln diente.

Unter Einsatz des kurzlebigen "*N wurden Aufnahmekinetiken von NOs™ an Raps und
Lupine erstellt, wobei zwischen Influx, Efflux und Netto-Aufnahme unterschieden wurde.
Nach NH, -Erndhrung reagieren beide Spezies beim ersten Kontakt mit NO3™ mit einem
Anstieg der Aufnahmerate, wobei ein Efflux von NOj erst nach einigen Stunden
einsetzt. Weiterhin wurde festgestellt, dass zur Induktion der NO3s-Aufnahme bereits ein
kurzfristiger NO3™-Puls ausreicht.

Raps und Lupine zeigen bei der Nitrataufnahme das charakteristische Bild von HATS
(High Affinity Transport System) bei niedrigem und LATS (Low Affinity Transport
System) bei hohem Nitratangebot. Die Aufnahmerate von Raps liegt dabei deutlich Uber
den Aufnahmeraten von haufig untersuchten Spezies wie Gerste oder Weizen, wahrend
die Lupine eine deutlich niedrigere Aufnahmerate aufweist.

Werden NOs™-ernahrte Pflanzen unter K*-Mangel angezogen, so sind NO3™-Influx und
NO;-Efflux reduziert. Wird den K-Mangelpflanzen wieder K™ angeboten, so steigt der
Influx starker als der Efflux und es kommt zu einer hoheren Nettoaufnahme. Der Efflux
nimmt erst zeitlich verzogert zu, so dass sich hier ein ahnliches Bild wie bei der
Induktion der NO5-Aufnahme bei NH4 -ernahrten Pflanzen ergibt.

In Lupinus albus L. NOs’, mit bevorzugter Reduktion von NO3 in der Wurzel, ist im
Xylem-Exudat kein NO3;™ nachweisbar solange das NO3-Angebot unter 250 uM liegt. Bei
Brassica napus L., mit bevorzugter NOs-Reduktion im Blatt, tritt NO3; auch bei
geringem Angebot im Xylem auf.

In den Blattern der Lupine ist die Nitratreduktaseaktivitat (NRA) erst bei einem Nitrat-
Angebot von uber 1 mM festzustellen, wahrend sich die NRA in Spross und Wurzel der
Lupine und in allen Organen von Raps auch bei einen NOs;-Angebot von weniger als
100 uM bestimmen lasst.

Unter K*-Mangel ist die NRA in beiden Spezies reduziert. Dabei kommt es zu einer

Uberlagerung von einer Hemmung der NRA durch Na*, das in Nahrlésungen als
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ausgleichendes Kation fir das fehlende K" verwendet wurde, und einer vermutlich
reduzierten Synthese der NR.

Der Einsatz radioaktiver C-Isotope (''C bzw. ™C) lieferte widerspriichliche Daten. Bei
einen Pulsexperiment zeigte die -K-Variante von Brassica napus L. eine hohere
Verlagerung von Assimilaten in die Wurzel als die +K-Varianten. Bei einer
kontinuierlichen Applikation lag der Transfer von Assimilaten jedoch deutlich niedriger
als bei der +K-Variante bzw. einer Variante, die wahrend des Versuchs auf Medium mit
K" umgestellt wurde.

Der Gehalt an Malat in Blatt, Spross oder Wurzel wurde bei unterschiedlichem NOj*-
Angebot untersucht. Pflanzen im steady state lassen keinen groRen Unterschied
zwischen einem Angebot von 0,15 mM und 2,0 mM NOs3" erkennen. Bei 0,15 mM NOs3’
ist allerdings das HATS aktiv, das einen hdheren Energieeinsatz zur Aufnahme von
NOj3™ als das bei 2 mM aktive LATS erfordert. Die hohere Malatkonzentration in der
Wurzel der 150 pyM NOs™-Variante kann daher mit dem hdheren Energiebedarf der
Wurzeln zusammenhangen.

Werden Raps und Lupine mit 150 uM NO3 angezogen, so ist unter K*'-Mangel der
Malatgehalt deutlich reduziert. Wird der K*-Mangel aufgehoben, so erfolgt ein starker
Anstieg der Malatgehalte. Nach 1 d liegen die Werte deutlich Uber den Malatgehalten
der +K-Variante, sie gehen aber in den folgenden Tagen langsam auf das Niveau der
+K-Variante zurick. Die Induktion eines K+-Mangels flihrt zu einem langsamen

Absinken der Malatgehalte in Raps oder Lupine.
Wenn auch nicht unumstritten, so kann als Fazit der hier vorgestellten Untersuchungen

das von Ben Zioni et al. (1971) vorgestellte Modell eines K*-Shuttles zwischen Xylem

und Phloem zur Erklarung vieler der beschriebenen Effekte beitragen.
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7 Summary

The submitted study examines the effect of potassium on nitrate uptake, nitrate
transport and nitrate reduction in plants. Brassica napus L (species Liberator-00) was
selected as a species with predominant nitrate reduction in the leaves, while Lupinus
albus L. (species Amiga) was representing plants with a predominant reduction in the
roots.

Usage of the short-lived radioisotope >N permitted to generate NO3-uptake kinetics of
oilseed rape and white lupin with distinction between influx, efflux and net uptake. Upon
first contact with NO3™ following NH, -nutrition both species show an increasing uptake
rate of nitrate. Initially nitrate efflux is missing but it starts after several hours. Further on
it was stated that a short term pulse of NO3" is sufficient for induction of NOs™-uptake.
Oilseed rape and white lupin show the typical picture of nitrate uptake kinetics at low
supply (HATS=high affinity transport system) or high supply (LATS=low affinity transport
system). Nitrate uptake rate of oilseed rape is much higher than the one of commonly
studied species like wheat or barley, while nitrate uptake rate of white lupin is much
lower.

Plants grown under K*-deficiency show lower NOs™-influx and lower efflux. As soon as
K" is applied NOs-influx increases stronger than efflux, causing a higher net uptake of
NO;3". Nitrate efflux increases after a lag period, showing a similar reaction like the
induction of NOs™-uptake after previous NH4 -nutrition.

In Lupinus albus L. where the roots are the main site for nitrate reduction it is not
possible to detect NO3™ in xyleme exudate as long as NO3™ supply is below 250 uM. For
Brassica napus L., with preferred reduction of NO3™ in the leaves, NO3™ can be detected
in xyleme exudate even at low supply.

Nitrate reductase activity (NRA) in leaves of white lupin is not present at nitrate supply
below 1 mM. However NRA can be determined in roots and shoot of white lupin as well
as in all plant parts of oilseed rape even at NOs-supply lower than 100 uM.

NRA in both species is reduced under K'-deficiency. For the deficient plants an
interaction of inhibition of nitrate reductase (NR) by Na*, which is used to replace K™ as
a cation in nutrient solutions, and a probably reduced synthesis of NR seems to take

place.
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Using radiolabelled carbon-isotopes showed mismatching data. In a pulse experiment
the K'-deficient plants of Brassica napus L. showed higher export of assimilates to the
roots than the K*-supplied control. At continuous application the transfer of assimilates
to the root was much less in the -K-plants compared to +K plants or plants that have
been switched from -K to +K medium during the experiment.

The concentration of malate in leaves, stem or roots was checked at different levels of
nitrate supply. Plants at steady state showed little difference between nitrate supply of
0.15 mM or 2.0 mM. Nevertheless at 0.15 mM the HATS is responsible for NO3™ uptake,
demanding an increased energy input for NO3™ uptake than the LATS which is active at
2 mM. Increased malate concentration in the roots of the 150 uM-plants could be
associated with the increased energy demand of the roots.

Oilseed rape and white lupin, grown with 150 uM NOg’, showed reduced malate content
under K'-deficiency. As soon as K" is resupplied a strong increase of malate can be
determined. One day after supply with K* malate reaches a level above the one of
continously K*-supplied plants, but during the next days the concentration declines.
Induction of K*-deficiency slowly leads to a reduction of malate contents in oilseed rape

and white lupin.

Also not undisputed, the model of a K*-shuttle between xyleme and phloeme presented

by Ben Zioni et al. (1971) can contribute to the explanation of the described effects.
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