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1 Einleitung



1.1 Die Kutikula als Grenzflache zur Atmosphéare

Fossilienfunde belegen, dass schon die ersten Landpflanzen vor tber 400 Millionen Jahren
eine Kutikulamembran aufwiesen. Auch wenn sich Aufbau und chemische
Zusammensetzung dieser Kutikulamembran von der moderner Landpflanzen unterscheidet,
war die Funktion dieselbe (Edwards et al., 1996). Sie stellte einen Schutz vor Austrocknung
und UV-Strahlung dar und ermdglichte den kontrollierten Gasaustausch zwischen der
Pflanze und der Atmosphare. Durch die enzymatische Isolation von Kutikulamembranen und
der Verwendung von chemischen und mikroskopischen Untersuchungen, konnte der Aufbau
der Kutikulamembranen hoherer Landpflanzen detailliert beschrieben werden. Die Kutikula
bedeckt die Epidermis aller primaren oberirdischen Pflanzenorgane wie Frichte, Blatter,
Stangel und Bliten. Sie kann in drei grof3e Abschnitte unterteilt werden (Abbildung 1). In und
auf der lamellierten pektin- und zellulosefreien Schicht findet man auf- und eingelagerte
Wachse (CP). Unter ihr ist eine mit Polysaccharid-Fasern durchsetzte Schicht zu finden, in
denen weitere intrakutikulare Wachse lokalisiert sind (CL). Diese mit Polysaccharid-Fasern
durchzogene Schicht wird durch eine pektinreiche Schicht an die Zellwande der Epidermis
gebunden (CW).

Ew
= cp
cL
o P

cw

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer pflanzl ichen Kutikula (ge&ndert nach Jeffree,

1986)

Die Abbildung zeigt einen Querschnitt durch eine generalisierte Pflanzenkutikula: EW, epikutikuléare
Wachse; CP cuticular proper, mit lamellenartiger Struktur, Vorkommen von intrakutikularen Wachsen;
CL cuticular layer, mit Polysaccharid-Fasern durchsetzter Teil der Kutikula, Vorkommen von
intrakutikularen Wachsen; PL, Pektinreiche Schicht und Mittellamelle; CW, Zellwand; PI,
Plasmalemma.

Die Dicke der Kutikulamembran kann zwischen verschiedenen Arten stark variieren. Die
Kutikula von Arabidopsis thaliana Blattern weist eine Dicke von ca. 30 nm, die von
Apfelfriichten von 30 um auf (Schreiber und Schonherr, 2009).

Chemisch betrachtet besteht sie aus zwei gro3en Hauptkomponenten, dem Kutinpolymer
und auf- und eingelagerten Wachsen. Das Kutinpolymer, die mechanisch stabile Matrix der
Kutikula, kann durch Depolymerisation in seine Monomere abgebaut und chemisch

analysiert werden (Walton, 1990). Es besteht vornehmlich aus Cj;s und Cgg



w-Hydroxyfettsauren, die Uber Esterbindungen miteinander verknipft sind (Espelie et al.,
1980; Kolattukudy, 1981). Weiter kénnen aromatische Komponenten (Hunt und Baker, 1980)
und Kohlenhydrate (Fang et al., 2001) im Kutinpolymer nachgewiesen werden, die aber nur
einen Bruchteil der Gesamtmasse ausmachen.

Wachse sind im Gegensatz zum Kutin in organischen Losungsmitteln I6slich und stellen die
Hauptbarriere der Pflanze gegen den Wasserverlust an die Atmosphére dar (Schonherr,
1976). Die Wachse werden in den Epidermiszellen synthetisiert (Kunst und Samuels, 2003).
Sie stellen eine Mischung aus aliphatischen Lipiden dar, deren Zusammensetzung
artspezifisch variieren kann (Jetter et al., 2008). Neben den beiden Hauptkomponenten
Kutin und Wachs kann das Polymer Cutan gefunden werden, dessen Funktion und Struktur
bisher nur unzureichend aufgeklart ist (Nip et al., 1986). Die Mdglichkeit der Kutikulaisolation
durch enzymatischen Verdau bietet Vorteile in vielen transportphysiologischen
Experimenten. Dabei kann die Interaktion der Kutikula mit Mikroorganismen, die Rolle der
Wachse als Transpirationsbarriere und der Schutz vor Schaden durch UV-Strahlung unter
kontrollierten Bedingungen untersucht werden. Der Einsatz von molekularbiologischen
Methoden und die Untersuchung verschiedener Wachs- und Kutinmutanten ermdglichte es,
nahere Einblicke in die genetischen und enzymatischen Prozesse der Wachs- und
Kutinbiosynthese zu erhalten.

Die pflanzliche Kutikula weist eine Heterogenitat auf. Die Dicke der Kutikulaschicht als auch
die Wachskomposition kann innerhalb eines Blattes je nach Lokalisation unterschiedlich
sein. Mikroskopische Untersuchungen mit diffundierenden Farbstoffen haben gezeigt, dass
die kutikularen Bereiche, die Trichome umgeben, im Vergleich zur Restkutikula permeabler
sind (Schonherr, 2006). Auch die Wachszusammensetzung zeigt lokale Heterogenitét. Die
Wachszusammensetzung und Menge der Blattober- und Unterseiten kdnnen starke
Unterschiede aufweisen. Dies kann zum einen durch unterschiedlich wirkende
Umweltfaktoren und zum anderen durch unterschiedliche Enzymaktivitdten in
Epidermiszellen der Blattober- und Unterseite erklart werden (Gullz, 1994). Bestimmte
Substanzklassen zeigen ebenfalls eine heterogene Verteilung. Diese Verteilung ist sowohl
im Querschnitt als auch im Langsschnitt der Kutikula zu erkennen. Pentazyklische
Triterpene machen bei vielen Rosaceae, wie auch bei Prunus laurocerasus den
Hauptbestandteil der Wachse aus (Jetter et al., 2000). Untersuchungen mittels FTIR
(Fourier-Transform-Infrarotspektrometer) und Gaschromatografie haben in der Vergangen-
heit gezeigt, dass die Triterpene vornehmlich in tieferen Schichten der Kutikula lokalisiert
sind und demnach den intrakutikularen Wachsen zugeordnet werden. Langkettige
aliphatische Bestandteile konnten im Vergleich dazu sowohl auf als auch in der Kutikula

nachgewiesen werden.



Die Wachszusammensetzung der Blatter ist keinesfalls statisch. Wahrend der Ontogenese
vom jungen zum alten Blatt kann es zu einer morphologischen und chemischen
Veranderung der Wachse kommen (Jetter und Schaffer, 2001). Neben der Heterogenitat der
Kutikula aufgrund unterschiedlicher Wachszusammensetzungen, Wachsmorphologien und
unterschiedlicher Kutikuladicken, ist bekannt, dass der Transport von polaren organischen
Molekilen und geladenen lonen in das Blatt und aus dem Blatt an die Blattoberflache
bevorzugt an besonderen Stellen, den sogenannten polaren Poren stattfindet. Polare und
geladene Stoffe kdnnen aufgrund ihrer Ladung und Gré3e nicht oder nur schwer durch die
lipophile Kutikula diffundieren und bevorzugen die Diffusion durch polare Poren (Abbildung
2). Das erhdhte Vorkommen polarer Transportpfade an der Basis von Trichomen, der
Blattnervatur und in der Kutikula tber antiklinen Zellwanden und dber Stomata konnte
mikroskopisch durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen nachgewiesen werden
(Schonherr, 2006).

Abbildung 2 : Schematische Darstellung einer polaren Pore

Gezeigt ist eine polare Pore, die eine Membran durchquert. Die nicht geladenen kleinen Teilchen
kénnen durch die Membran diffundieren. Die geladenen Substanzen kénnen nur den Weg durch die
polaren Poren nehmen (Schdnherr, 2006).

Die inhomogene Verteilung der polaren Poren und die damit einhergehende
Ungleichverteilung von polaren organischen Substanzen auf der Blattoberflache hat
Auswirkungen auf die Ansiedlung epiphyller Bakterien. Bakterien besiedeln bevorzugt die
Kutikula im Bereich der polaren Poren (Krimm et al., 2005). Ungleiche Verteilungen von
Trichomen, Stomata auf der Blattober- und Blattunterseite und auch die Topographie des
Blattes selber tragen weiter zu der Heterogenitat der Blattoberflache bei. All diese
morphologischen, physiologischen und chemischen Unterschiede miissen bericksichtigt
werden, um Ergebnisse aus Interaktionsstudien mit Bakterien, Transpirationsmessungen

und Aufnahmeexperimenten besser verstehen und interpretieren zu kdnnen.



1.2 Kutikulare Wachse, Synthese und Zusammensetzung

Die Synthese und Funktionalisierung der Wachse findet in den Plastiden, dem Zytoplasma
und dem Endoplasmatischen Reticulum statt. Im Stroma der Plastiden, welches der
Lokalisationsort der Fettsduresynthasekomplexe ist, findet der erste Schritt der
Wachsbiosynthese, die Bildung von C;s (Palmitinsdure) und C,g (Stearinsdure) Fettséduren,
statt. Am Endoplasmatischen Reticulum werden diese durch Fatty Acid Elongation
Komplexe sequenziell um zwei Kohlenstoffatome verlangert und durch Hydroxylierung oder
Oxygenierung funktionalisiert. Eine Reduktion fihrt zu Aldehyden, eine Decarbonylierung zu
ungeradzahligen Alkanen und zwei hintereinander geschaltete Oxidationsreaktionen zu
sekundéaren Alkoholen und Ketonen. Primére Alkohole entstehen durch eine weitere
Reduktion und B-Diketone und Acyl-Ester durch eine 3-ketoacyl-Elongation (Lemieux, 1996).
Neben langkettigen aliphatischen Bestandteilen besteht das Wachs einiger Arten zudem aus
Triterpenen, die Uber den Triterpensyntheseweg gebildet werden (Guhling et al., 2006). Die
haufigsten Terpene sind pentazyklische Terpenalkohole, wie das Triterpen B-Amyrin bei
Hedera helix, oder Sauren, wie die von Prunus laurocerasus bekannten Oleanol- und
Ursolsauren (Jetter et al., 2000). Der genaue Transportmechanismus der Wachse vom
Endoplasmatischen Reticulum durch Plasmamembran und Zellwand an die Oberflache ist
nicht identifiziert. Durch molekularbiologische Untersuchungen an Arabidopsis thaliana
konnten zwei ATP binding cassette (ABC) Transporter charakterisiert werden, die vermutlich
diese Funktion Ubernehmen (Bird, 2008). Weiter soll der Transport an die Oberflache
gemeinsam mit dem Durchtritt von Wasser durch die Kutikula (Neinhuis et al., 2001), oder
durch Lipid-Transfer-Proteine (Pyee et al.,, 1994) und kutikulare Mikrokanale erfolgen

koénnen.

1.3 Die Kutikula als Transpirationsbarriere am Blat  t

Mit dem Landgang der Pflanzen aus einer aquatischen Umgebung mussten diese
Schutzmechanismen ausbilden, um sich vor einem unkontrollierten Wasserverlust aufgrund
des negativen Wasserpotentials der Atmosphére, zu schiitzen. Es musste ein Gleichgewicht
zwischen Wasserverlust durch Transpiration und gleichzeitiger Aufnahme von Wasser und
gelosten Nahrstoffen Uber die Wurzel etabliert werden. Unter dem Begriff Transpiration
versteht man die Abgabe von Wasser durch Blatter, Bluten und Stangel an die Umwelt.
Dabei wird zwischen der stomatédren und kutikularen Transpiration unterschieden. Der
Transport von Wasser kann auf zwei Wegen durch die Kutikulamembran erfolgen. Im Falle
der kutikularen Transpiration kann Wasser zum einen durch den lipophilen Weg, zum
anderen Uber den hydrophilen Weg der polaren Poren diffundieren (Schreiber, 2005). Eine

aktive Regulation der Transpiration durch Offnung und SchlieRung der Stomata wird erst
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funktional durch Einlagerung von Wachsen in die Kutikula, welche die Hauptbarriere gegen
den Wasserverlust darstellen, erganzt. Transpirationsexperimente mit totalextrahierten
Membranen (MX) konnten die Wichtigkeit der Wachse als Transpirationsschutz
unterstreichen (Schonherr und Riederer, 1989). Die Transpiration steigt je hach Pflanzenart
nach der Wachsextraktion in organischem Losungsmittel um 2-3 Gro3enordnungen an.
Weiter ist die Transpiration von abiotischen Faktoren wie der Temperatur (Riederer und
Schneider, 1990), der Lichtintensitat und der herrschenden Luftfeuchte (Schreiber et al.,
2001) abhéngig. Eine erhohte Luftfeuchte fuhrt durch die Bindung von Wasser an den
polaren Doméanen der Kutikula zu einer Erhéhung der Transpiration (Chamel et al., 1991).
Neben der Zunahme der Transpiration durch UV-Strahlung, hohe Temperaturen oder
erhohte Luftfeuchtigkeit kann die Transpiration durch die Applikation von technischen
(Schonherr und Baur, 1994), oder bakterienproduzierten Tensiden erhdht werden.

Wahrend der Evolution haben sich trotz gleicher Umgebung bei verschiedenen
Pflanzenarten oder sogar innerartlich zwischen verschiedenen Organen einer Pflanze starke
Unterschiede in der Wachszusammensetzung und Permeabilitat ausgebildet. Bis heute ist
der Grund dieser Unterschiede nicht aufgeklart. Der Einsatz isolierter Kutikulamembranen in
Transpirationsmessungen,  parallel  durchgefiihrten  chemischen  Analysen  und
mikroskopischen Untersuchungen sind zur Aufklarung der Funktionsweise der kutikularen

Transpirationsbarriere unersetzlich.

1.4 Die Rolle der Kutikula bei der Aufnahme von Wir  kstoffen ins
Blatt

Isolierte Kutikulamembranen kénnen sowohl in Transpirationsstudien, als auch fir die
Untersuchung der Wirkstoffaufnahme Uber die Blattoberflache verwendet werden. Die
Aufnahme eines Wirkstoffes ins Blatt erfolgt durch seine Sorption in der Kutikula, der
Diffusion durch die Kutikula und der anschlieenden Desorption in den Apoplasten der
EpidermisauRenwand (Kirkwood, 1999) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Wirkstoff aufnahme durch die Kutikula ins Blatt
Dargestellt ist der dreistufige Prozess der Wirkstoffaufnahme bestehend aus: Sorption, Diffusion und
Desorption.

Die Aufnahmerate ins Blatt hangt von der Gré3e und Polaritat des Wirkstoffes ab und kann
bei verschiedenen Spezies unterschiedlich schnell erfolgen. Ferner hat die Temperatur
einen Einfluss auf die Aufnahmerate. Je hoher die Temperatur, desto schneller die
Aufnahmerate, da die Diffusion beschleunigt ist. Die erhdhte Aufnahme bei erhdhter
Temperatur kann zusatzlich durch strukturelle Veranderung der Kutikula erklart werden.
Kleine Risse in der Wachsbelegung als auch die Veranderung des Kutinpolymers selbst
kénnen die Aufnahmerate erhéhen (Duda und Zielinski, 1996). Bei der Aufnahmerate ist
weder die Dicke der Kutikula noch die Wachsmenge entscheidend (Buchholz, 2006). Es
konnte ferner auch kein Zusammenhang zwischen der Wachszusammensetzung und
zugehdoriger Permeabilitdt gefunden werden (Riederer und Schneider, 1990). Versuche mit
rekristallisiertem Wachs haben jedoch zeigen kénnen, dass das Verhdltnis von amorphem
zu kristallinem Wachs eine grofRe Rolle bei der Aufnahme der Wirkstoffe spielt (Schreiber et
al., 1997).

Neben den physiko-chemischen Eigenschaften der pflanzlichen Kutikula haben auch
morphologische Eigenschaften des Blattes wie Trichome einen entscheidenden Einfluss bei
den Aufnahmeprozessen eines Wirkstoffes (Hall et al., 1997). Um der Eintrocknung und der
damit einhergehenden Aufkonzentrierung eines Wirkstoffes oder dem Abwehen
entgegenzuwirken, werden den Wirkstoffen haufig Adjuvantien beigemischt (Baur, 1998).
Adjuvantien haben tensidahnliche Eigenschaften. Sie setzen die Oberflachenspannung der
Losung herab und erhthen die Benetzungsfahigkeit der Blattoberflache. Adjuvantien kdnnen
die Aufnahme eines Wirkstoffes in das Blatt erhohen (Schonherr, 1993) indem sie z.B. die
Wachsstruktur reversibel verandern (Schreiber et al., 1996a). Adjuvantien mit diesen
Eigenschaften werden als plasticizer bezeichnet. Manche Pestizide wie Chlorfenvinphos
(Baur et al., 1996) weisen selbst ohne Adjuvant eine beschleunigende Wirkung auf. Um die
genauen Aufnahmeprozesse eines Wirkstoffes in die Pflanze verstehen zu kdnnen, ist
neben dem Gebrauch isolierter, trichom- und stomatafreier Kutikulamembranen auch die

Verwendung von intakten Bléattern notwendig (Burghardt et al., 2006). Desweiteren ist es
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sinnvoll, die im Feld applizierten Wirkstoffe an der Kulturpflanze selber und nicht nur an

Modellorganismen zu testen.

1.5 Die Kutikula in der Phyllospharenforschung

Die Blattoberflache stellt ein Habitat fir epiphylle Bakterien, Pilze und Hefen dar. Dieses
Habitat wird als Phyllosphére bezeichnet und ist charakterisiert durch die Interaktion der
Mikroorganismen mit der aus Wachs und Kutin bestehenden Kutikula (Schreiber et al.,
2005b). Da die zweidimensionalen Blatter die gréf3te Oberflaiche der oberirdischen
Biomasse hoherer Landpflanzen bilden, beziehen sich die meisten in der Literatur
beschriebenen Interaktionsstudien auf die Charakterisierung der Blattmikroflora (Lindow und
Brandl, 2003). Schatzungen haben ergeben, dass die mit Bakterien besiedelte
Blattoberflache eine GroRe von 6,4 x 10® km2 aufweist.

Das Bakterienvorkommen auf Blattern kann zwischen verschiedenen Pflanzenspezies und
zwischen verschiedenen Organen derselben Pflanzen stark variieren. Eine Veranderung der
Bakterienzusammensetzung kann ferner wahrend der Ontogenese der Pflanze beobachtet
werden (Ercolani, 1991). Junge Blatter weisen im Vergleich zu alten Blattern eine hdhere
Bakterienvielfalt auf. Dies kann durch unterschiedliche physiko-chemische Eigenschaften
der Blattoberflache als auch durch unterschiedlich wirkende Umweltfaktoren erklart werden.
Umweltfaktoren wie UV-Strahlung, Temperaturschwankungen und Regen haben einen
grolRen Einfluss auf die Kolonisation der Blattoberflache durch Bakterien (Lindow und
Brandl, 2003).

Die Kutikula stellt aufgrund ihres lipophilen Charakters einen lebensfeindlichen Lebensraum
fur Bakterien dar. Neben den standig wechselnden Umweltbedingungen muissen die
Bakterien mit geringer Nahrstoffverfiigbarkeit auf der Blattoberfliche auskommen (Wilson
und Lindow, 1994). Oberflachenstrukturen wie Wachskristalle machen die Blattoberflache
zusatzlich schwerer benetzbar und erschweren die Kolonisation. Um diesen Stressfaktoren
zu entgehen, versuchen Bakterien Uber die Stomata ins Blattinnere zu gelangen (Mercier
und Lindow, 2000). Einmal in das Blattinnere gelangt, kdnnen sie sich in der gesamten
Pflanze ausbreiten und Krankheitssymptome auslésen. Neben dem Eindringen in das
lebende Pflanzengewebe Uber Stomata sind Bakterien in der Lage, den lebensfeindlichen
Lebensraum Kutikula hinsichtlich der Nahrstoffverfigbarkeit zu verédndern. Manche
Bakterienspezies, wie auch Pseudomonas syringae, sind in der Lage, Biotenside zu bilden,
die die Benetzbarkeit der Blatter erhéhen (Bunster et al., 1989a). Durch die Sekretion dieser
Biotenside kdnnen sie sich auf der Blattoberflache bewegen und leichter Stomata infiltrieren.
Gleichzeitig bildet sich bei Regen, Nebel und Tau leichter ein Wasserfilm auf der
Blattoberflache aus, der den leaching Prozess, den Transport von organischen

Komponenten aus dem Blatt an die Oberflache, fordert (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Phyllosph are
Dargestellt ist ein Modell tiber die hypothetischen Verénderungen der Phyllosphare durch bakterielle
Biotenside (Schreiber et al., 2008).

Neben der Bildung von Biotensiden, kénnen Pseudomonas syringae Bakterien Toxine
synthetisieren, die zum lokalem Zelltod der Pflanze und zur Auswaschung von Metaboliten
fuhren kénnen (Quigley und Gross, 1994). Die Formation zu Aggregaten schitzt Bakterien
ferner vor Austrocknung durch Wassermangel (Lindow und Brandl, 2003) und erhéht die
Verfligbarkeit von Nahrstoffen (Costerton et al., 1995).

Die Phyllosphére als Interaktionsort zwischen Pflanzen und Mikroorganismen ist nicht nur
aus der wissenschaftlichen, sondern auch aus der Okonomischen Perspektive sehr
interessant. Epiphylle Bakterien sind nicht nur in vielen Nahrstoffkreislaufen involviert,
sondern sind haufig Ausloser von Pflanzenkrankenheiten. Ein tieferes Verstandnis der
Bakterien/Pflanzeninteraktionen ist unbedingt notwendig, um z.B. Ernteausfalle durch

Bakterienbefall besser kontrollieren zu kénnen.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Intakte Blattoberflichen und isolierte Kutikulamembranen weisen eine heterogene
Oberflachenbeschaffenheit auf. Die Verteilung und Dichte von Stomata und Trichomen kann
je nach Art variieren. Auch die Wachszusammensetzung ist keinesfalls homogen (Jetter et
al., 2000) und unterliegt jahreszeitlichen und ontogenetischen (Jetter und Schéffer, 2001)
Veranderung. Das Vorkommen von epiphyllen Bakterien ist an den Stellen erhdht, an denen
vermehrt der Transport von organischen Substanzen aus dem Blattinneren an die
Blattoberflache stattfindet (Remus-Emsermann et al., 2011).

Das Ziel dieser Arbeit ist zum einen die Charakterisierung der Oberflachen der
ausgewahlten Nutzpflanzen Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera und
Malus domestica. Neben rasterelektronenmikroskopischen  Untersuchungen der
Blattoberflachen und Tests zur Bestimmung der Benetzungseigenschaften, werden
chemische Analysen der Wachse durchgefihrt und die Ergebnisse mit denen von
Aufnahmeexperimenten eines Herbizids in Verbindung gebracht. Bei diesen experimentellen
Ansatzen werden Unterschiede zwischen Blattober- und Unterseite und Veranderungen
wahrend der Ontogenese (altes und junges Blatt) herausgestellt. Eine genaue
Charakterisierung der Blattoberflache einer Art, aber auch der Vergleich zwischen
verschiedenen Arten ist wichtig um anatomische, morphologische und physiologische
Unterschiede zu erkennen und diese bei durchgefiihrten Aufnahmeexperimenten im Feld zu
bertcksichtigen.

Weiterhin ist das Ziel dieser Arbeit die Untersuchung der chemischen Zusammensetzung
und Barrierefunktion der epikutikularen Wachse bei der Transpiration. Wachse stellen die
Hauptbarriere bei der Transpiration dar (Schreiber und Schonherr, 2009). Unklar dabei ist
jedoch welche Wachsfraktion mafgeblich fir die Barriere verantwortlich ist (Schreiber,
2010). Die Entwicklung und Anwendung einer Methode ist notwendig, die die selektive
Entfernung der Oberflichenwachse erlaubt, ohne dabei die Kutikula zu schadigen. Es
werden dabei verschiedene aus der Literatur bekannte Methoden sowohl an dem artifiziellen
System Kutikula als auch an intakten Blattscheiben getestet und verglichen.
Transpirationsmessungen vor und nach selektiver Entfernung der Oberflachenwachse sollen
die Frage beantworten, in wie weit die epikutikularen Wachse bei der Bildung der
Transpirationsbarriere eine Rolle spielen. Neben der chemischen Analyse der
Oberflachenwachse verschiedener Arten wird die selektive Entfernung mittels
Rasterelektronenmikroskopie tUberprft.

Pseudomonas syringae Bakterien kénnen Biotenside, sogenannte Biosurfactants, bilden
(Burch et al., 2010), die die Benetzungsfahigkeit von Blattern erhéhen und ihre

Beweglichkeit auf der heterogenen Blattoberflache erleichtern. Von zweien dieser Biotenside
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ist die chemische Struktur bekannt (Déziel et al., 1999; Berti et al., 2007). In dieser Arbeit
wird der Einfluss von Pseudomonas syringae Bakteriensuspensionen, Tensidlberstanden
und grob auf gereinigten Tensidextrakten auf die Transpiration von P. laurocerasus und P.
canescens Kutikulamembranen untersucht. Es wird dabei zwischen der Applikation von WT-
(Wildtyp) und MT-(Mutante) Bakterien unterschieden, die in der Synthese eines oder beider
Biotenside einen knockout aufweisen. Der Einsatz von isolierten Kutikulamembranen in
Transpirationsmessungen ermdglicht die kontrollierte Untersuchung, in wie weit die Barriere
durch die Biotenside verandert wird. Aus der Literatur ist bekannt, dass ein Co-Transport
von Wasser und lipophilen organischen Substanzen aus dem Inneren des Blattes an die
Oberflache stattfindet (Niederl et al., 1998). Eine Erhdhung der Transpiration konnte
demnach auch zu einer Erhéhung der Né&hrstoffverfugbarkeit auf dem Blatt fuhren. Der
Einsatz der verschiedenen knockout Mutanten ermoglicht es die Wirkungsweise jedes
einzelnen Biotensids n&her zu verstehen. Die erhobenen Ergebnisse werden zwischen den
beiden Pflanzenarten verglichen, die sich in ihrer Wachszusammensetzung und dem
Vorkommen von polaren Transportpfaden unterscheiden. Die Bakterienmorphologie wird
durch Rasterelektronenmikroskopie untersucht und die Bakteriensuspensionen, Uberstande
und Extrakte vor den Transpirationsmessungen durch ihr Spreitungsverhalten und durch

Kontaktwinkelmessungen auf Biotensidproduktion getestet.
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2 Material und Methoden
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2.1 Gewinnung isolierter Kutikulamembranen

Fiur die Gewinnung isolierter Kutikulamembranen (CM; cuticular membrane) wurden Blatter
der Arten Prunus laurocerasus, Ficus elastica und Hedera helix vom Institutsgelande des
IZMB der Universitat Bonn geerntet. Friichte der Art Solanum lycopersicum wurden in einem
Lebensmittelfachgeschéaft kauflich erworben. Blattkutikeln der Arten Malus domestica und
Vitis vinifera wurden von Versuchspflanzen der BASF SE, Limburgerhof isoliert. Blatter der
Arten Camellia sinensis, Clivia miniata, Clusia spec., Monstera deliciosa, Philodendron
spec., Schefflera arboricola und Vinca major wurden aus dem botanischen Garten der
Universitat Bonn geerntet. Fir die Gewinnung von Blattkutikeln wurden die Blatter auf ihrer
abaxialen Seiten mit einem schwarzen Filzstift markiert. Dies ermdglichte eine leichte
Trennung der oberen und unteren Membran nach der Isolation. Mit Hilfe eines Korkbohrers
der GroRe 14 (@ 2 cm) wurden Blattscheiben der jeweiligen Blatter ausgestanzt und in
Erlenmeyerkolben mit Enzymlésung fir mehrere Tage inkubiert. Die Fruchtkutikeln wurden
mit einem Korkbohrer der Grole 7 (@ 1,1cm) aus den Frichten gestanzt. Vor der
Uberfiihrung in Erlenmeyerkolben mit Enzymlésung wurde von diesen mit einer Rasierklinge
so viel Fruchtfleisch wie mdglich abgetragen. Die Blatt- und Fruchtscheiben wurden mit
Enzymlosung vakuuminfiltriert und die Erlenmeyerkolben mit Parafilm verschlossen. Die
Enzymldsung wurde taglich gegen Frische ausgetauscht. Sobald eine Ablésung der oberen
und unteren Kutikula bei den Blattern sichtbar wurde, wurden die Kutikulamembranen mit
Hilfe einer Pinzette geldst, abaxiale Kutikeln verworfen und adaxiale Kutikeln erneut fir
einige Tage in frische Enzymldsung transferiert. Nach vollstandigem Ablésen der Zellwand-
bzw. Fruchtfleischreste wurden die Kutikeln in Boraxpuffer tberfuhrt. Der Puffer wurde nach
zwei, vier und sechs Tagen ausgetauscht. Die Kutikeln wurden anschlieRend in Aqua demin
Uberfuhrt, unter einem sanftem Luftstrom geglattet und bis zur Verwendung in analytischen
Experimenten, Transportuntersuchungen und rasterelektronenmikroskopischen Ansétzen in

Petrischalen gelagert.

2.1.1 Herstellung wachsfreier Matrixmembranen (MX)

Enzymatisch isolierte Kutikulamembranen wurden in Analyseglasern mit Chloroform auf der
Rollbank Gber Nacht inkubiert. Das Losungsmittel wurde dann téglich gegen ein neues nach
folgender Reihenfolge ausgetauscht: Aceton, Hexan, Ethanol und Aqua demin. Die so
hergestellten wachsfreien MX wurden unter seichtem Luftstrom auf Teflonplattchen geglattet

und bis zur Verwendung in Petrischalen aufbewahrt.
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2.2 Analytische Untersuchungen

Neben Gesamtwachsanalysen der untersuchten Arten wurden die mit der Kollodium-,
Gummi arabicum und Celluloseacetat-Behandlung von der Oberflache von intakten
Blattscheiben und isolierten Kutikulamembranen abgehobenen Wachse mittels
Gaschromatografie/Massenspektrometrie  und dem  Gaschromatographen/Flammen-
ionisationsdetektor analysiert. Bei den Arten Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum,
Vitis vinifera und Malus domestica wurde zwischen Wachsextrakten der Blattober- und
Blattunterseiten und verschieden alten Blattern unterschieden. Um eine mdgliche
Kontamination der untersuchten Proben zu verhindern, wurden alle verwendeten Glaser,
Pinzetten, Objekttrdger und Deckglaser zuvor mit Chloroform gereinigt. Den einzelnen
Proben wurde vor der Analyse, direkt nach der Extraktion eine definierte Menge an internen
Standard beigefigt. Die direkte Zugabe stellte sicher, dass sich jeder weitere Schritt der
Probenbehandlung gleichermal3en auf die Wachsmenge, als auch auf die Standardmenge
auswirkte. Als interner Standard wurde das C,,; Alkan gewahlt, da es kein Bestandteil des

Wachses ist.

2.2.1 Gesamtwachsextraktionen isolierter Kutikulame mbranen und

intakter Blatter

Fur die Gesamtwachsanalyse (Summe aus epi- und intrakutikularen Wachsen) der
einzelnen Arten wurden 1-3 isolierte Kutikulamembranen in ein mit 4 ml Chloroform befulltes
Analyseglaschen gegeben. 50 ul des internen Standards C,4; Alkan (20 mg/100 ml) wurden
zu den Proben direkt nach der Extraktion hinzugeflgt. Die Analyseglaschen samt
Kutikulamembranen wurden tber Nacht bei Raumtemperatur auf der Rollbank inkubiert. Die
Gesamtwachsmenge von Solanum tuberosum und Solanum lycopersicum wurde bestimmt,
indem intakte, unbeschadigte Blatter fir 10s in ein mit 10 ml Chloroform befllltes
Analyseglas getaucht wurden. Das Chloroformvolumen der Proben wurde nach Entfernen
der Membranen bzw. Blattscheiben mit einer Pinzette bei 60 °C unter Stickstoffstrom auf ein
Volumen von etwa 1 ml eingedampft. Nach Uberfiihrung dieses Uberstandes in ein zuvor mit
Chloroform gereinigtes Reacti-Vial wurde die Probe erneut unter Wéarmezufuhr unter dem
Stickstoffstrom auf ein Endvolumen von 50 pl eingeengt. Parallel zu allen Analysen wurde
immer auch eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Diese enthielt Chloroform und 50 pl des Cy4

Standards. Die Negativprobe wurde analog zu den Wachsproben behandelt.
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2.2.2 Selektive Entfernung der epikutikularen Wachs e

Die selektive Entfernung der epikutikularen Wachse isolierter Kutikulamembranen oder
intakter Blattscheiben erfolgte mit Kollodium (Nitrozellulose gel6st in Diethylether-Ethanol),
Gummi arabicum (Polysaccharid gel6st in Aqua demin) oder Celluloseacetat (gel6st in
Aceton). Die Kutikulamembranen wurden vor der Verwendung sowohl visuell als auch durch
das Auftragen von 15 ul Ethanol auf Loécher Uberprift. Membranen die sich nach dem
Auftragen des Alkohols dunkel verfarbten, da das Ethanol als vollstandig benetzendes
Lésungsmittel auch kaum oder nicht sichtbare Locher in der Kutikula infiltriert und sich als
Folge der Lichtbrechung andert, wurden aus den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen
und gegen intakte ausgetauscht. Die zu behandelnde Oberflache (isolierte Kutikula) wurde
fur das selektive Abheben der Wachse mit Kollodium und Celluloseacetat in eine mit 800 pl
Aqua demin befillte Transpirationskammer eingebaut (Abbildung 5). Um eine Abdichtung
der Transpirationskammer mit der Membran zu garantieren, wurde der Rand der Kammer
mit Silikonfett versehen. Die Kammern wurden beschriftet, der Rand mit Klebestreifen
abgedichtet und die Kammern kopflber Gber Nacht bei 25 °C lber aktivierten Silica-Kugeln
inkubiert. Das selektive Abheben der Oberflachenwachse mit der Gummi arabicum Methode
erfolgte wie in Abbildung 6 gezeigt. Auf einem intakten Prunus laurocerasus Blatt wurden
Deckel von Transpirationskammern platziert (Abbildung 6). Die Platzierung der Deckel

garantierte eine mehrmalige Behandlung exakt derselben Flache.

2.2.3 Selektive Entfernung der epikutikularen Wachs e mit Kollodium

Kollodium wurde wahrend der Experimente finf Mal hintereinander mit einem Pinsel auf die
Oberflache von Monstera deliciosa Blattscheiben aufgetragen. Um ein Tiefenprofil der
Wachse bei den Arten Solanum tuberosum, Vitis vinifera und Malus domestica zu erhalten,
wurde Kollodium zwei Mal in Folge auf die Blattoberflache aufgetragen. Nach Verdunsten
des Diethylether-Ethanols (ca. 30 s.), konnte der sich teilweise schon von alleine ablésende
Kollodiumfilm samt Oberflachenwachsen (Stripps) mit Hilfe einer Pinzette von der
Oberflache abgezogen werden (Abbildung 5). Diese Stripps wurden direkt in mit 4 ml
Chloroform versehene Glaschen gegeben und 50 pl des internen Standards C,, Alkan
dazupipettiert. Die Glaschen wurden bei Raumtemperatur Uber Nacht auf der Rollbank
inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine dquivalente Menge Kollodium, welches auf einem
Chloroform-gereinigten Objekttrager aufgetragen wurde. Vor der Volumenverringerung unter
dem Stickstoffstrom und anschlieRender Derivatisierung wurden die Kollodium-Stripps mit

einer Pinzette aus den Probenglasern entfernt.
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Abbildung 5: Abheben der Wachse mit Hilfe von Kollo dium und Celluloseacetat

Die Abbildung zeigt die Methode zur selektiven Entfernung der Oberflichenwachse von der Kutikula,
Blattscheibe. Schritt 1: Auftragen von Kollodium bzw. Celluloseacetat auf die Kutikula oder
Blattscheibe; Schritt 2: Abheben der getrockneten Stripps; Schritt 3: Analyse der Stripps.

2.2.4 Selektive Entfernung der epikutikularen Wachs e mit Gummi

arabicum

Gummi arabicum stellte das zweite Agens zur selektiven Entfernung der Oberflachenwachse
von Prunus laurocerasus dar (Jetter und Schéffer, 2001). In diesem Ansatz wurden mehrere
Transpirationsdeckel auf ein intaktes Blatt gelegt, da diese Methode aufgrund der
vergleichsweise grofRen mechanischen Belastung mit isolierten Kutikeln nicht funktioniert.
Die Blattflache innerhalb des Deckels (1,13 cm?) wurde funf Mal in Folge mit Gummi
arabicum behandelt, welches vor der Verwendung in Chloroform bei 50 °C fir mehrere
Stunden gewaschen wurde. Das nach der Waschung getrocknete Gummi arabicum wurde
mit Aqua demin zu einer viskosen Lésung vermischt und mit einem Pinsel auf die Flachen
der Transpirationskammern aufgetragen (Abbildung 6). Nach einer Trocknungsphase von
mindestens 45 min pro Behandlung (insgesamt finf Behandlungen in Folge), musste das
Gummi arabicum stickeweise von der Oberflache mit einer gereinigten Pinzette entfernt
werden, wobei zur leichteren Ablésung das Blatt gebogen werden musste. Die einzelnen
Stlicke wurden direkt in ein Analyseglas mit 4 ml Chloroform und 50 pl des C,, internen
Standards gegeben. Als Negativkontrolle diente eine &quivalente Menge Gummi arabicum,
welches auf einem gereinigten Objekttrager getrocknet ist. Das Chloroformvolumen der
einzelnen Proben wurde unter einem sanften Stickstoffstrom bei 50 °C eingedampft und in

ein Reacti-Vial uberfuhrt.
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Abbildung 6: Abheben der Oberflachenwachse mit Hilf e von Gummi arabicum
Deckel von Transpirationskammern werden auf die Oberflache eines Blattes platziert. Dies ermoglicht
die mehrmalige Behandlung exakt derselben Flache.

2.2.5 Selektive Entfernung der epikutikularen Wachs e mit

Celluloseacetat

Eine weitere Methode der selektiven Entfernung der Oberflachenwachse ist die Verwendung
von Celluloseacetat (Silcox und Holloway, 1986). Die Anwendung von Celluloseacetat
erfolgte an Prunus laurocerasus Kutikulamembranen und ist der mit Kollodium in der
Handhabung vergleichbar. Das handelsibliche Celluloseacetat wurde vor dem Gebrauch mit
Aceton zu einer 5 % LOsung angesetzt. Oberflachenwachse wurden durch das flinfmalige
Auftragen von Celluloseacetat mit einem Pinsel auf die Oberflache abgehoben. Die
abgehobenen Stripps samt Wachse wurden in 4 ml Chloroform und 50 pl C,4 internen
Standard extrahiert. Vor der Uberfilhrung in Reacti-Vials und anschlieRender Derivatisierung
wurden die Cellulosestripps mit einer Pinzette aus den Glasern entfernt. Als Negativkontrolle
diente in diesem Ansatz eine &aquivalente Menge Celluloseacetat, welches auf einem

gereinigten Objekttrager getrocknet und abgehoben wurde.

2.2.6 Bestimmung der Restwachsmenge

Die Restwachsmenge wurde nach flinfmaligem Behandeln der Oberflachen bestimmt, indem
die Kutikulamembranen mit Hilfe eines Skalpells aus der Transpirationskammer geschnitten
und einer Chloroformextraktion unterzogen wurden. Im Falle von behandelten Blattscheiben,
wurden die Kutikulamembranen enzymatisch isoliert und zur Wachsextraktion ebenfalls in

Chloroform extrahiert.
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2.2.7 Wachsextraktion von der Ober- und Unterseite  von Solanum
tuberosum, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera und Malus

domestica Blatter unterschiedlichen Alters

Die Wachszusammensetzung der Blattober- und Blattunterseite von Blattern
unterschiedlichen Alters der Arten Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera
und Malus domestica wurde quantitativ und qualitativ mittels GC-MS und GC-FID bestimmt.
Die Wachsextraktion erfolgte nach einem Protokoll von Jetter et al. (2000). Dabei wurde bei
Solanum lycopersicum (Abbildung 7A) die Endfieder der Priméarblatter als altes Blatt definiert
und fur analytische und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen verwendet. Als
das jungere Blatt wurde das endstandige Blatt der dritten Verzweigung, ausgehend vom
Keimblatt, definiert. Bei Solanum tuberosum (B) wurde das endstandige Blatt der ersten
Verzweigung als altes Blatt definiert und das endstéandige Blatt der funften Verzweigung als

junges Blatt definiert.

Abbildung 7: Die bei allen Versuchen verwendeten Bl &tter von S. lycopersicum und S.
tuberosum

Bei Solanum lycopersicum (A) wurde die erste Endfieder als altes Blatt, die dritte Endfieder als junges
Blatt definiert. Bei Solanum tuberosum (B) galt das erste Blatt als alt, das funfte als jung.
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Abbildung 8: Die bei allen Versuchen verwendeten Bl &tter von V. vinifera und M. domestica
Bei Vitis vinifera (A) wurde das erste als altes Blatt, das flnfte als junges Blatt definiert. Bei Malus
domestica (B) galt das vierte Blatt als alt, das achte als jung.

Bei Vitis vinifera (Abbildung 8 A) wurden die aller untersten Blatter als alt definiert, das flnfte
als junges. Als altes Blatt wurde bei Malus domestica (Abbildung 8 B) das vierte Blatt nach
den Keimblattern definiert. Das achte Blatt nach dem Keimblatt galt bei dieser Art als junges
Blatt. Die fur die analytischen Untersuchungen verwendeten Blatter wurden je nach
gewunschter Probe mit der Blattober- oder Blattunterseite auf ein mit Chloroform
gesaubertes Teflonplatichen platziert. Ein Analyseglaschen mit abgeflachtem Rand
(1,28 cm?) wurde mit 4 ml Chloroform befullt und fur 10s auf die zu extrahierende
Oberflache gedriickt. Kreisende Bewegungen des Chloroforms Uber die Blattoberflache
stellten sicher, dass die gesamte Oberflache mit Chloroform in Beruhrung kam und die
Wachse geldst wurden. Proben bei denen das Chloroform unter dem Glaschenrand Uber die
gesamte Blattoberflache verlaufen ist, wurden verworfen. Neben Wachsextrakten der
Blattober- und Blattunterseite unterschiedlich alter Blatter wurden auch Gesamtwachs-
extrakte von unbeschadigten Blattern hergestellt. Nach der Wachsextraktion wurden die
intakten Blatter in eine Klarsichtfolie platziert und ihre Flache durch einscannen und anhand
der Pixelzahl mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop® 7.0 bestimmt. Allen
Wachsextrakten wurde direkt der interne Standard Tetracosan (C,4 Alkan; ¢ = 10 mg/50 ml
-> 10 ug) beigefugt. Das Chloroformvolumen wurde anschlielend unter seichtem

Stickstoffstrom auf 50 pl eingeengt und in gesauberte Reacti-Vials Uberfuhrt.
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2.3 Derivatisierung und gaschromatographische Unter suchungen

Zu den unter Stickstoffstrom eingeengten Wachsproben wurden 20 ul BSTFA
(Bis(trimelthylsilyl)-trifluoracetamid) und 20 pl wasserfreies Pyridin  gegeben. Um
Verunreinigungen zu vermeiden, wurden die verwendeten Spritzen zuvor mehrmals mit
sauberem Chloroform gespiilt. Die Proben wurden gevortext und im Wéarmeblock bei 70 °C
fur 45 min derivatisiert. Die Derivatisierung ermoglicht eine vollstdndige Auftrennung und
Wiederfindung der Substanzen nach Probenauftrennung. In gaschromatographischen
Untersuchungen kann es zu Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen (Hydroxyl-
und Carboxylgruppen) und anderen Stoffen kommen. Eine Uberfilhrung dieser Gruppen in
Trimethylsilylether und —ester durch die Verwendung von BSTFA erhoht die Flichtigkeit der
Substanzen und verhindert das Anheften dieser Substanzen auf der Sé&ule. Eine nicht
durchgefihrte Derivatisierung fuhrt zu einer schlechten Auftrennung der Substanzen und zu
asymmetrischen Peaks. Pyridin wirkt in der Reaktion als Katalysator.

- SM93
OH 0 O

0 g g
/J\ N /l‘ BSTFA, Pyridin . /-JL\ /SMEg . J\
R OH R™ TR 70 °C, 40 min R O R R

Abbildung 9: Reaktionsmechanismus der Derivatisieru ng
Die Abbildung zeigt die Umsetzung der reaktiven Gruppen durch BSTFA zu Trimethylsilylethern und-
estern. Pyridin wirkt bei der Reaktion als Katalysator.

2.3.1 Gaschromatografie

Substanzen eines Gesamtextraktes werden bei der Gaschromatografie an einer
Gaschromatografiesdule (stationdre Phase) zeitlich aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgt
nach der GrofRe und Polaritat der einzelnen Substanzen. Verwendet wurde ein 6890N
Gaschromatograph (Agilent Deutschland) mit einer Kapillarsdule (DB-1, 30 m x 0,32 mm,
0,1 pm (J&W)) und H, als Tragergas (mobile Phase, Flussrate 2 ml/min). Die Quantifizierung
der einzelnen Substanzen erfolgte durch eine anschlieBende Detektion mittels Flammen-
lonisations-Detektor (FID). In einer Knallgasflamme werden dabei die getrennt
ankommenden Verbindungen zu CO, und H,O verbrannt (oxidiert). Die dabei frei werdenden
Elektronen werden im Detektor abgefangen. Eine am Detektor angelegte Spannung
induziert einen Stromfluss, welcher als Signal wahrgenommen wird. Das bei den

Wachsanalysen verwendete Temperaturprogramm ist Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 1: Temperaturprogramm fur die analytische A uftrennung von Wachsbestandteilen

Protokoll zur Analyse der Wachse
Injektion bei 50 °C
2 min bei 50 °C
40 °C/min bis auf 200 °C
2 min Erhaltung bei 200 °C
Erhdhung um 3 °C/min auf 310 °C
30 min bei 310 °C

2.3.2 Massenspektrometrie

Die qualitative Analyse der einzelnen Komponenten aus einem Gemisch erfolgte mit einem
Gaschromatographen, dem an Stelle des Flammen-lonisations-Detektors ein
Massenspektrometer (MS) nachgeschaltet war. Die Substanzen werden bei dem Verfahren
in die Gasphase uberfihrt, gaschromatografisch aufgetrennt und bei Eintritt in das
Massenspektrometer durch Elektronenbeschuss ionisiert. Die dabei entstehenden lonen
sind instabil und zerfallen nach typischen Fragmentierungsmustern. Die Fragmente werden
in einem Quadrupol beschleunigt und an einem Analysator nach dem Verhéltnis Masse:
Ladung aufgetrennt. Die Analyse erfolgte an einem 6890N Gaschromatographen, welcher
mit einem 5973 MS verbunden war. Als Tragergas diente H,, die Séaule war eine DB-1MS
(30 m x 0,32 mm, 0,1 pum, (J&W)).

2.3.3 Vorgang zur Uberprifung der Saulenqualitat

Vor und nach jeder analytischen Untersuchungsreihe wurde die Saulenqualitdt des GC-FID
und GC-MS Systems mittels eines Saurestandards, bestehend aus einem Alkan
(Tetracosan) und drei Carbonsduren bekannter Konzentration (Nonacosan-, Triacontan-,
Hentriacontanséure) ermittelt. Die drei Sauren verlieren ihren polaren Charakter trotz
Derivatisierung nicht vollstdndig und gehen dadurch starkere Wechselwirkungen mit der
Saule als das unpolare Alkan ein. Die Qualitat der Saule wird anhand des Verhaltnisses der
integrierten Flachen des Alkans zur letzen Saure (Hentriacontanséure) bestimmt. Der durch
die Division der Flachen der Substanzen erhaltene Wert sollte 1,3 nicht tGberschreiten. Die
Form der Substanzpeaks sollte symmetrisch sein. Ist dies nicht gegeben, erfolgte eine
Pflege der Sdule durch Kiirzen, Ausheizen bei 310 °C und Spilen mit Chloroform. Das dabei
verwendete Ausheizprogramm entspricht in den einzelnen Schritten dem Spulvorgang mit

Chloroform und ist Tabelle 2 zu enthnehmen.
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Tabelle 2: Programm zur Uberpriifung der Saulenquali  tat vor und nach jeder analytischen
Untersuchung

Protokoll zur Uberpriifung der

Saulenqualitat

Injektion bei 50 °C
1 min bei 50 °C

40 °C/min bis auf 200 °C
2 min Erhaltung bei 200 °C
Erhéhung um 3 °C/min auf 310 °C
20 min bei 310 °C

2.3.4 Statistische Auswertung und graphische Darste  llung der

analytischen Daten

Die nach den einzelnen Wachsanalysen erhaltenen Chromatogramme wurden mit Hilfe der
Software GC-Chemstation (Hewlett Packard Corporation, USA) ausgewertet. Die Peaks des
FID-Chromatogramms wurden integriert und ihre Flachen den aus der GC-MS Analyse
identifizierten Substanzen zugeordnet. Die Stoffmengen der einzelnen Substanzen aus dem
Stoffgemisch wurden anhand der bekannten Menge an eingesetzten internen Standard nach

Formel 1 berechnet.

Formel 1: Berechnung der Konzentration der Substanz ~ en
Substanzk rati ( ug ) _ Peakflache Stof f x x Masse interner Standard (pg)
ubstanziconzentration \ o z) = Peakfliche des internen Standards * Fliache der Probe (cm?)

Die Zuordnung der Peaks zu den Substanzen, als auch die Bildung von Mittelwerten und
Standardabweichungen erfolgte in MS-Excel (Microsoft, USA). Neben der absoluten
Darstellung der Wachsmengen, wurde auch eine relative Auswertung der Daten
durchgefuhrt. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit SigmaPlot (SigmaPlot,
USA).
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2.4 Radioaktive Transpirationsmessungen

Die Transpiration wurde sowohl vor als auch nach der selektiven Entfernung der
epikutikularen Wachse von Kutikeln sowie von intakten Blattscheiben gemessen. Dies sollte
Auskunft Gber die Funktion der epikutikularen Wachse in der Ausbildung der kutikuldren
Transpirationsbarriere geben. Der Effekt der Auftragung verschiedener organischer
Losungsmittel auf die Transpiration als Kontrolle wurde ebenfalls untersucht und mit
wachsfreien Kutikulamembranen (MX) und unbehandelten Membranen verglichen. Als
Negativkontrolle und zur Dichtigkeitsprifung der Transpirationskammern diente die Messung
des Wasserflusses durch Parafilmscheiben. Alle verwendeten Kutikulamembranen
stammten von der astomatiren Blattoberseite der beschriebenen Versuchspflanzen. Die
verwendeten Blattscheiben wurden vor dem Einbau in Transpirationskammern mit einer

Vakuumpumpe mit radioaktivem Wasser infiltriert.

2.4.1 Messung der Transpiration vor und nach selekt  ivem Entfernen der

Oberflachenwachse

Die kutikulare Transpiration isolierter Kutikulamembranen und Blattscheiben wurde vor und
nach dem Entfernen der epikutikularen Wachse mit ®*H,O (spezifische Aktivitat: 37 MBq/g;
Hartmann, Braunschweig, Deutschland) gemessen. Die zu untersuchende Membran wurde
dafir mit der physiologischen Innenseite nach innen in einer mit einem Adapter
verschlieBbaren Transpirationskammer (Donorkompartiment) eingebaut. Der Rand wurde
vorher mit Silikonfett bestrichen und die Kammer mit 800 pl ®H,0 (10° dpm/ul) befiillt
(Abbildung 10). Das Silikonfett ermdglicht das vollstandige Abdichten der Kammer durch die
aufliegende Membran. Vor der Verwendung in Transportexperimenten wurden die
Kutikulamembranen durch Applikation von Ethanol auf Lécher Uberprift. Membranen, die
sich durch die Applikation schwarz verfarbten und somit auf ein Loch hinwiesen, wurden
gegen Intakte ausgetauscht. Alle Transpirationsmessungen erfolgten (Gber 100 %
Luftfeuchte (250 pl Aqua demin in Receiver). Die dafir benétigten Szintillationsgefal3e sowie

Kammern wurden vor Versuchsbeginn bei 25 °C fir 24 Stunden equilibriert.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Versuchs aufbaus zur radioaktiven Messung der
Transpiration

1: Geschlossene Transpirationskammer (Donor) befillt mit 800 pl *H,O; zwischen 1. und 2. befindet
sich die Kutikula, bzw. Blattscheibe mit der physiologischen Innenseite nach oben eingebaut; 2:
Adapter zum Platzieren der Kammer auf das Szintillationsgefaf3; 3: Szintillationsgefal? (Receiver)
befillt mit 250 pl Aqua demin.

Die Anfangstranspiration wurde Uber einen mindestens einstindigen Zeitraum gemessen.
Die Szintillationsgefale wurden nach 15 min, 30 min und 60 min gegen Frische
ausgetauscht, um die treibende Kraft aufrecht zu erhalten. Die Proben wurden mit 5 ml
Szintillationscocktail (Ultima Gold XR, Perkin Elmer) versetzt und gevortext. Nach der
mindestens einstiindigen Messung der Anfangstranspiration wurden die Oberflachenwachse
der untersuchten Membranen zweifach in Folge mit den verschiedenen Agenzien entfernt
und die Transpiration erneut Uber einen Zeitraum von mindestens einer Stunde gemessen.
Die bei dem radioaktiven Zerfall freiwerdende Energie wird durch den Szintillationscocktail in
Licht umgewandelt. Das Licht kann dann durch einen Photomultiplier (Szintillationszahler,

Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2800TR, Perkin Elmer) gemessen werden.
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2.4.2 Messung der Transpiration vor und nach Lésung smittelapplikation

Der Einfluss verschiedener Losungsmittel mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften
(Dipolmoment, Dampfdruck, Tabelle 3) auf die Transpiration wurde bestimmt indem
Kutikulamembranen nach einer mindestens einstiindigen Messung der Anfangstranspiration

mit diesen behandelt wurden.

Tabelle 3: Verwendete Lésungsmittel fir Transpirati  onsstudien samt zugehériger
Dampfdriicke und Dipolmomente

Losungsmittel Dampfdruck (mbar) Dipolmoment (debye)
Aceton 233 2,70
Chloroform 210 1,02
Diethylether 586 1,14
Ethanol 59 1,70
Hexan 160 0
Wasser 23 1,85
Tabelle 4: Ubersicht der applizierten Losungsmittel auf Kutikulamembranen
Aufgefiihrt sind die verwendeten Volumina, sowie die Haufigkeit der Applikation.
Lésungsmittel Volumen pro Applikation Haufigkeit der Applikation
Aceton 15 ul 2
Chloroform 15 ul 2
Diethylether-Ethanol 15 ul 2
Ethanol 15 ul 2
Hexan 15 pl 2
Wasser 100 pl 1

Zwischen dem mehrmaligen Auftragen der Ldsungsmittel (Tabelle 4) und der erneuten
Transpirationsmessung wurde darauf geachtet, dass das Ldsungsmittel vollstandig
verdampft war. Im Falle von Wasser wurde wegen der schlechten Benetzung ein grof3eres
Volumen aufgetragen um die Flache vollstéandig zu bedecken und die Kammern mussten
Uber Nacht unter dem Abzug trocknen, bevor sie auf frische Szintillationsgefale gesetzt
werden konnten. Nach der Lésungsmittelapplikation wurde die Transpiration erneut Uber
einen Zeitraum von mindestens einer Stunde gemessen. Der Dampfdruck beschreibt das
Bestreben von Molekillen in die Gasphase uberzugehen. Er ist zum einen abhéngig von

dem jeweiligen Stoff bzw. Stoffgemisch und zum anderen von der Temperatur. Das
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Dipolmoment ist ein MaR fur die raumliche Verteilung von elektrischen Ladungen Uber das
Molekil. Neben der Untersuchung des Einflusses verschiedener Loésungsmittel auf die
Transpiration wurden ferner Transpirationsmessungen mit Parafimmembranen und
totalextrahierten Membranen (MX) durchgefiihrt. Alle Proben wurde mit 5 ml Cocktail

versetzt und vor der Messung mit dem Szintillationszahler gevortext.

2.4.3 Bestimmung der Transpiration und statistische Auswertung

Der Fluss F (dpm x m™ x s7®) beschreibt die detektierte Menge einer Substanz (dpm), die pro
Zeit (s) Uber eine Membran bekannter Flache A (1,13 x 10™m?) diffundiert. Diese Menge ist
proportional zur treibenden Kraft, dem Konzentrationsunterschied zwischen Donor und
Receiver (Cpon-Crec (dpm m™)). Der Leitwert (m/s) kann nach Formel 2 berechnet werden
und beschreibt die Barriereeigenschaft einer beliebigen Membran unabhangig von der

treibenden Kraft fir einen bestimmten Stoff.

Formel 2: Berechnung der Leitwerte
P= Leitwert, F= Fluss, A= Flache der Kutikula, Cpon-Crec= treibende Kraft der Transpiration.

Der Donor wurde in jedem experimentellen Durchlauf auf 10000 dpm/pl normiert. Dies
ermdglicht den direkten Vergleich der Kinetiken verschiedener Arten und experimenteller
Ansatze. Der Fluss, der daraus resultierende Leitwert und das Bestimmtheitsmass wurden
einzeln fur jede Kutikulamembran bzw. Blattscheibe berechnet. Membranen die ein
Bestimmtheitsmass r2< 0,90 aufwiesen wurden aus den weiteren Berechnungen
herausgenommen. Effekte auf die kutikulare Transpiration wurden berechnet, indem die
Endsteigung (E,) durch die Anfangssteigung (E;) dividiert wurde. Ein daraus resultierender
Wert groBer 1 bedeutet eine Erhdéhung, ein Wert Kleiner 1 eine Erniedrigung der
Transpiration. Ein Wert von 1 bedeutet, dass sich die Transpiration nicht verandert hat.
Jedes Experiment bestand aus mindestens funf, meist aber 10 oder mehr Parallelen. Die

Einzelleitwerte und Effekte sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen angegeben.
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2.5 Bakterienanzucht und Herstellung von Baterienib  erstanden fur
Transpirationsstudien

Die verwendeten Pseudomonas syringae Stamme wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Steven Lindow, Berkeley USA isoliert und fur Interaktionsstudien zur Verfigung gestellt. Von
Pseudomonas syringae Bakterien ist bekannt, dass sie Biotenside bilden (Burch et al.,
2010). Von zweien dieser Biotenside ist die chemische Struktur bekannt. Das Rhamnolipid
ist ein Glykopeptid bestehend aus dem Zucker Rhamnose und Fettsdureresten. Es weist
eine Gesamtmasse von 475 auf (Déziel et al., 1999). Das zweite Biotensid Syringafaktin ist
ein Lipopeptid bestehend aus mindestens acht Aminosauren und Fettsdureresten. Von der
molekularen Masse ist es mit 1083 doppelt so grof3 wie das Rhamnolipid (Berti et al., 2007).
In Transpirationsstudien mit Prunus laurocerasus und Populus canescens sollte der Effekt
der Bakterienapplikation, als auch der Effekt der biotensidenthaltenen Uberstande auf die
Wasserpermeabilitdt untersucht werden. Des Weiteren wurde der Effekt von grob auf
gereinigten Biotensiden (Extrakte) auf die Transpiration von Prunus laurocerasus untersucht.
Alle durchgefiihrten Messungen erfolgten bei 100 % Luftfeuchte, um ein Absterben der

Bakterien oder ein Auskristallisieren der Biotenside auf der Kutikulamembran zu verhindern.

Tabelle 5: In Transpirationsstudien verwendete Pseudomonas syringae Bakterienstamme
Dargestellt sind die fur Transpirationsstudien verwendeten Bakterien, unterteilt in ihrer Fahigkeit
Biotenside zu produzieren. + symbolisiert die Fahigkeit zur Produktion, - steht fir knockout der
Biotensidproduktion.

Rhamnolipid Syringafaktin
Produktionsfahigkeit
Wildtyp + +
Syringafaktin-ko + -
Rhamnolipid- ko - +
Double-ko - -

2.5.1 Anzucht von Pseudomonas syringae Bakterien

Die Zellen wurden fir zwei Tage auf KB-Agar mit Rifampicilin (5mg/l) bei 25°C im

Warmeschrank vorkultiviert.
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2.5.2 Herstellung von Bakteriensuspensionen fur

Transpirationsmessungen

Die Bakterienzellen wurden unter der Sterilbank mit 4 ml Aqua demin bzw. Phosphatpuffer
von der Platte abgehoben und in ein sauberes Falcontube Uberfiihrt. Die optische Dichte der
Bakterienkulturen wurde mit einem Photometer (UV mini 1240, UV/Vis Spectrophotometer,
Shimadzu corporation) bei 1 600 nm auf OD 1 eingestellt. Bis zum Gebrauch in
Transpirationsstudien, wurden die so hergestellten Bakteriensuspensionen bei 4 °C im
Kihischrank gelagert, um das Wachstum der Bakterien und einer Verédnderung der

optischen Dichte zu verhindern.

2.5.3 Herstellung von Bakterientberstanden fur

Transpirationsmessungen

Fur die Herstellung der Biotensid enthaltenen Uberstande wurden die Bakterien wie in 2.5.1
beschrieben auf KB-Agar angezogen, mit Phosphatpuffer bzw. Aqua demin von der Platte
abgehoben und auf die optische Dichte von 1 eingestellt. Die so gewonnene
Bakteriensuspension wurden bei 25 °C und 2000 g fur 20 min zentrifugiert (Hermle Z 300K,
Gosheim). Die Uberstande wurden vorsichtig, ohne das Pellet zu l6sen in ein sauberes

Falcontube Uberfiihrt.

2.5.4 Uberpriifung der Tensidproduktion

Vor der Verwendung in Transpirationsstudien wurden die Bakterienlberstdnde und
Suspensionen auf Tensidproduktion getestet. Dafiir wurden 20 pl Tropfen des Uberstandes
auf Parafilm pipettiert und die Form des Tropfens mit der von Aqua demin verglichen. Neben
dieser Untersuchung wurden die Uberstande kraftig geschiittelt und auf Schaumbildung

untersucht, sowie Kontaktwinkelmessungen durchgefihrt.
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2.6 Einfluss von Bakteriensuspensionen, Bakterientb erstanden

und auf gereinigten Extrakten auf die Transpiration

2.6.1 Einfluss von Bakteriensuspensionen auf die Tr  anspiration von
Prunus laurocerasus und Populus canescens

Kutikulamembranen

Kutikulamembranen wurden in Transpirationskammern mit Adapter eingebaut und (ber
Nacht bei 25 °C uber 100 % Luftfeuchte equilibriert. Die Anfangstranspiration wurde Uber
einen Zeitraum von mindesten einer Stunde gemessen. Hierfur wurden die Kammern nach
15 min, 30 min und 60 min auf frische Szintillationsgefalle umgesetzt. Nach diesem
Zeitraum wurden je 100 pl der in Tabelle 5 beschriebenen Bakterienstamme auf die
Kutikulamembranen appliziert und die Kammern zum Trocknen bis zum néchsten Tag unter
den Abzug gestellt. Die optische Dichte wurde konstant bei 1 gehalten. Nach der
Trocknungsphase Uber Nacht wurde die Transpiration erneut Uber einen Zeitraum von
mindestens einer Stunde gemessen. Als Negativkontrolle diente die Applikation von 100 pl

Phosphatpuffer oder Aqua demin auf die Kutikulamembranen.

2.6.2 Einfluss von Bakterientiberstanden auf die Tra  nspiration von

Prunus laurocerasus und Populus canescens

Kutikulamembranen
Auf isolierte Prunus laurocerasus und Populus canescens Kutikulamembranen wurden nach
Messung der Anfangstranspiration 100 pl der hergestellten Bakterieniberstédnde appliziert

und deren Effekt auf die Transpiration nach Trocknung Uber Nacht gemessen. Tabelle 6

zeigt die in den Transpirationsstudien der beiden Arten verwendeten Bakterienliberstande.
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Tabelle 6: In Transpirationsstudien verwendete Bakt  erientberstande
Dargestellt sind die nach den Pflanzenarten unterteilten, verwendeten Bakterieniberstande samt ihrer
optischen Dichte.

Verwendete Bakterieniiberstande

Prunus laurocerasus Populus canescens
WT Bakterientberstand OD 1 in _ _ _
Phosphatpuffer WT Bakterienuberstand OD 1 in Aqua demin
Syf- Bakterienuberstand OD 1 in WT Bakterieniberstand OD 1 in
Phosphatpuffer Phosphatpuffer
Syf- Bakterienuberstand OD 1 in Aqua
demin
Syf- Bakterienlberstand OD 1 in
Phosphatpuffer
Dbl-ko- Bakterientberstand OD 1 in Aqua
demin

2.6.3 Einfluss von auf gereinigten Biotensid-Extrak  ten auf die

Transpiration von Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Neben der Applikation von Bakterienstdmmen und Bakterientiberstanden wurde auch der
Effekt der Applikation von grob auf gereinigten Biotensid-Extrakten auf die Transpiration von
Prunus laurocerasus Kutikulamembranen untersucht (Tabelle 7). Die auf gereinigten
Tenside wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Steven Lindow nach Burch et al., (2010)
hergestellt. Die Anfangstranspiration wurde erneut Uber einen Zeitraum von mindestens
einer Stunde uber 100 % Luftfeuchte gemessen. Die zur Verfligung gestellten Extrakte
wurden mit Aqua demin versetzt und vor der Applikation gevortext. Je 30 pl wurden auf die
Kutikulamembranen pipettiert. Ein leichtes Drehen der Transpirationskammern ermdglichte
die vollstandige Verteilung des Tropfens auf der Oberflache. Nach der Trocknung Uber
Nacht unter dem Abzug wurde die Transpiration erneut fir mindestens eine Stunde

gemessen.

Tabelle 7: In Transpirationsstudien verwendete auf gereinigte Extrakte
Verwendete Extrakte

Rhla enthalt Syringafaktin, kein Rhamnolipid
HAA Vorstufe des Rhamnolipids
Rhla/Syf Negativkontrolle, kein Syringafaktin, kein
Rhamnolipid
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2.6.4 Auswertung der Transpirationsstudien und Stat Istik

Fir jeden experimentellen Ansatz wurden mindestens funf Parallelen angesetzt. Die
Flussrate (dpm/h), also die Menge an radioaktivem Wasser welches durch die
Kutikulamembran pro Zeit diffundiert, wurde fur jede einzelne Membran errechnet. Das
Bestimmtheitsmass wurde fir jede einzelne Membran vor und nach der Behandlung
bestimmt. Kutikulamembranen, die aufgrund eines niedrigen Bestimmtheitsmasses und nicht
linearem Kurvenverlauf auf eine Beschadigung hindeuteten, wurden ausgeschlossen. Die
Effekte der Behandlung auf die Transpiration von Prunus laurocerasus und Populus
canescens Kutikulamembranen wurden durch die Division des Flusses nach Behandlung
durch den Fluss vor Behandlung errechnet. Aus den Einzeleffekten wurde der Mittelwert

samt Standardabweichung berechnet.

2.7 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Die selektive Entfernung der Oberflachenwachse von isolierten Kutikulamembranen bzw.
intakten Blattscheiben und die Besiedlung der Kutikula mit Bakterien (Pseudomonas
syringae) wurde mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops (Firma Leitz, Typ AMR 1000,
umgertstet auf digitale Bildtechnik) am Institut fir Evolutionsbiologie und Zoodkologie der
Universitat Bonn untersucht. Des Weiteren wurden die Ober- und Unterseiten von Blattern
der Arten Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Vitis vinifera und Malus domestica
unterschiedlichen Alters rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Fir die verschiedenen
Ansatze wurden isolierte Kutikulamembranen oder intaktes Blattmaterial mit doppelseitigem
Klebeband auf Probetischen (@ 1,2 cm, Plannet Marburg) fixiert. Bei der Verwendung von
intaktem Blattmaterial musste vermieden werden, dass es zu einer Wechselwirkung
zwischen dem in lebenden Geweben vorkommenden Wasser und dem Elektronenstrahl
kommt. Daher mussten die Blattscheibenproben vor Verwendung tber Silica-Kugeln bei -
80 °C fur mehrere Tage gefriergetrocknet werden. Das Abrastern der Proben erfolgt im
Hochvakuum.

Aufladungseffekte, bedingt durch den Elektronenstrahl kénnen besonders bei biologischen
Proben zu einer verschlechterten Bildqualitat fuhren. Umgangen werden kann dies durch die
Bedampfung der Proben mit einem leitenden Material. Dieser Vorgang wird Sputtern
genannt. Als leitendes Material wurde Gold verwendet. Die Bedampfung der Proben erfolgte
im Sputterer (E5100) der Firma Polaron Equipment LTD., (Watford, England) des
gleichnamigen Instituts. Der Vorgang erfolgte fir zwei Minuten bei einer Spannung von
2,4 kV, einem Druck von 0,05 Torr und einem Stromfluss von 15 mA. Als Sputtergas diente
Argon. Die Proben wurden fir zwei Minuten bedampft. Die Dicke der Bedampfungsschicht

kann nach Formel 3 berechnet werden.
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Formel 3: Berechnung der Sputterschicht
d= Dicke der Sputterschicht, mA= Entladungsstrom, kV= Hochspannung, t= Zeit (min), k= Konstante
(bei Argon=1).

d (nm) ~ mA = kV = t (min) * k

Die Visualisierung der Oberflachen beruht auf dem Abtasten einer mit leitendem Material
bedampften Oberflache durch einen Elektronenstrahl. Dieser Elektronenstrahl wird je nach
Beschaffenheit des zu untersuchenden Objekts unterschiedlich stark abgelenkt. Das dabei
entstehende Signal wird in Grauwertinformationen umgewandelt und auf dem Bildschirm
dargestellt. Alle Bilder wurden bei 20 kV erstellt.

2.8 Kontaktwinkelmessungen

Tropfen einer Flussigkeit bilden zu der Oberflache eines Feststoffes einen Kontaktwinkel (8)
aus (Abbildung 11). Der Kontaktwinkel beschreibt die Benetzbarkeit einer
Festkorperoberflache und variiert je nach verwendeter FlUssigkeit und vorliegender
Oberflache. Bei geringen Kontaktwinkeln bezeichnet man die untersuchte Oberflache als gut
benetzbar, bei héheren spricht man von einer unbenetzbaren Oberflache.

Die durchgefuhrten Messungen wurden mit einem vollautomatischen
Kontaktwinkelmesssystem DSA 100, (KRUSS GmbH, Hamburg, Deutschland) der BASF
SE, bzw. mit einem OCA Kontaktwinkelmessgerét, (DataPhysics Instruments GmbH,
Filderstadt, Deutschland) des Nees-Instituts der Universitdt Bonn, durchgefiihrt. Als zu
messende Flissigkeit wurde ausschlie3lich Aqua demin verwendet. Die TropfchengrofRe

entsprach pro Messung 5 pl.

Wassertropfen — s <—— Kontaktwinkel

Blattscheibe oder isolierte Kutikula ——
Objekttrager ——>

Abbildung 11: Schematische Darstellung einer Kontak twinkelmessung
Kontaktwinkel (8) eines Wassertropfens auf einer isolierten Kutikula, oder einer Blattoberflache mit
einer Benetzung grol3er als 90 Grad.
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2.8.1 Kontaktwinkelmessungen isolierter Kutikulamem branen und

intakter Blattscheiben

Die Kontaktwinkelmessungen wurden an isolierten Prunus laurocerasus und Populus
canescens Kutikulamembranen mit und ohne vorangegangener Bakterienapplikation
durchgeftihrt. Als Negativkontrolle fir die Messung nach Bakterienapplikation diente
Phosphatpuffer. Kontaktwinkelmessungen wurden dartiber hinaus auch an Solanum
lycopersicum, Solanum tuberosum, Vitis vinifera und Malus domestica Blattern
unterschiedlichen Alters durchgefiihrt. Dabei wurde zwischen Blattober- und Unterseite
unterschieden. Fur die Messungen wurden die isolierten Kutikulamembranen bzw. intakten
Blatter vorsichtig ohne Beschadigung der Oberflache in ca. 2 cm lange und 0.5 cm breite
Streifen geschnitten und mit doppelseitigem Klebeband auf einem Objekttisch befestigt. Bei
der Befestigung der Membranen auf dem Tisch wurde darauf geachtet, dass die Oberflache
bindig und ohne Blasenbindung mit dem Trager abschlie3t. Fir jede Probe wurden
mindestens drei Messungen des Kontaktwinkels durchgefiihrt und das arithmetische Mittel

und die Standardabweichung ermittelt.

2.9 Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen

Alternativ zu radioaktiven Transportmessungen kann mittels Fluoreszenzmessungen
(Junior-PAM Chlorophyll Fluorometer, Walz, Effeltrich, Deutschland) indirekt die kutikulare
Stoffaufnahme von Photosyntheseinhibitoren gemessen werden. Dieser experimentelle
Ansatz eignet sich vor allem bei Arten von denen sich Kutikulamembranen nur schwer oder
gar nicht isolieren lassen. Der Gebrauch dieser Messmethode ermdglicht verbundene
Stichproben und ist nicht invasiv. Alle durchgefuihrten Messungen erfolgten bei 25 °C und
Dauerlicht. Die Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen wurden an den Arten Solanum
tuberosum, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera und Malus domestica durchgefihrt.
Innerhalb der Messungen wurde zwischen alten und jungen Blattern unterschieden. Die
Applikation erfolgte auf der Blattoberseite. Es wurde das Herbizid Bentazon als

Photosyntheseinhibitor verwendet.
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2.9.1 Das Herbizid Bentazon

Das Herbizid (Bentazon (BASF SE, Ludwigshafen)) wurden als fertig vorliegende
Formulierung getestet (Abbildung 12, Tabelle 8 ). Die Wirkungsweise des Herbizids basiert
auf der Hemmung der Elektronentransportkette in der Photosynthese und der Hemmung der
CO,-Fixierung. Bentazon wird als Nachlduferherbizid und Selektivherbizid bei Kartoffeln,
Mais und Getreide verwendet. Nutzpflanzen kdnnen Bentazon mittels Hydroxylierung und
anschlieRender Glycosilierung im Gegensatz zu Unkrautern entgiften. Der Effekt des
Herbizids auf die Photosynthese der genannten Arten wurde mittels Chlorophyll-Fluoreszenz

Messungen und einer 1 %-igen wassrigen Bentazonlésung untersucht.

Abbildung 12: Chemische Struktur des verwendeten He  rbizids Bentazon
i /(fia
N~ “CHj

l_o
N’S\\
H

Tabelle 8: Physikalische und chemische Eigenschafte  n von Bentazon
aus BASF SE, Sicherheitsdatenblatt.

Bentazon
chemische Charakterisierung wasserlosliches Konzentrat
Form flissig
Farbe gelb bis rot
pH-Wert 6-7
Dichte ca. 1,19 g/cm3
Wasserloslichkeit vollkommen I8slich
Verteilungskoeffizient (log Kow) 0,77

2.9.2 Vorgang der Versuche und Versuchsaufbau

Die Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen wurden mit einer Junior-PAM (Walz, Deutschland)
durchgefuhrt. Der Lichtleiter (Glasfaserkabel; Lange: 50 cm, Durchmesser: 1,5 mm) wurde
mit Hilfe des Monitoring Leaf-Clips in einem Abstand von ca. 1 mm Uber der Blattoberflache
platziert. Das zu untersuchende Blatt wurde vor den Messungen zwischen zwei
verschiebbare Schienen des Monitoring Leaf-Clips geklemmt, ohne es dabei zu verletzen.
Stabilisiert wurde der Messaufbau mit einem Stativ (Abbildung 13). Der Lichtleiter der mit der

Junior-PAM verbunden ist, ist wiederum an einem Computer angeschlossen.
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Monitoring
Leafclip

Abbildung 13: Experimenteller Versuchsaufbau der Ch lorophyll-Fluoreszenz Messungen

mittels Junior-PAM

Beispiel einer Messung an Solanum lycopersicum. Der Lichtleiter wird mit Hilfe des Leaf clips auf die
Oberseite des Blattes platziert. Sattigungspulse werden abgegeben und die Fluoreszenzwerte ber
die Junior-Pam an den angeschlossenen Computer tbertragen.

Das Messlicht (Frequenz: 5 Hz, Wellenlange: 465 nm, Intensitat: 190 umol/m*s) wurde
kontinuierlich wahrend der gesamten Messung auf das Blatt gestrahlt. Die Bestrahlung regt
die Elektronen im Lichtsammelkomplex des Photosystems Il an. Da die Intensitdt des
Lichtes jedoch nicht ausreicht, um Elektronencarrier zu beladen, fallen die Elektronen direkt
in ihren Grundzustand zuriick und geben die Energie als Fluoreszenzdifferenz ab. Diese
Fluoreszenz wird von der Junior-PAM gemessen und als Grundfluoreszenz des Blattes (FO)
aufgezeichnet. Neben dem schwachen Messlicht wurden im Abstand von zwei Minuten
Sattigungspulse auf das Blatt bestrahlt. Die hohe Intensitat dieser Pulse (10000 pmol/m*s)
fuhrt zu einer Anregung der Elektronen in den Lichtsammelkomplexen und vollstéandigen
SchlieBung aller Reaktionszentren. Da keine Elektronencarrier mehr frei sind und das
Photosystem vollstéandig ausgelastet ist, gibt es die Energie vollstandig als Fluoreszenz ab,
welche von der PAM Apparatur als maximale Fluoreszenz (Fm) aufgezeichnet wird. Um
wahrend den Messungen das Erfassen von Licht kirzerer Wellenlangen zu verhindern,
welches sich wiederum auf die Messergebnisse auswirken konnte, wurde ein short pass
filter verwendet, der Wellenldngen unter 670 nm ausblendet. Ein long pass filter stellt sicher,
dass der Photodetektor nur die Fluoreszenz des Blattes aufzeichnet und nicht die
Fluoreszenz, die durch die Messpulse abgegeben wird. Durch ihn werden Wellenlangen
unter 700 nm gefiltert. Durch die Messung von FO und Fm kann nach Formel 4 der Yield
(Y(I) berechnet werden. Dadurch dass der Yield die Quantenausbeute des Photosystems |l

wiedergibt, lassen sich direkt durch die Messung Ruckschlisse auf die Photosyntheserate
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machen. Je héher Y (ll) desto hoher die Photosyntheserate. Ein Rickgang in Y (II) bedeutet
umgekehrt ein Rickgang in der Photosynthese und eine Zunahme in der Fluoreszenz.
Durch ein Abfallen des Yields nach Applikation der Herbizide kann indirekt auf die
Aufnahmegeschwindigkeit dieser Stoffe geschlossen werden. Ein schneller Abfall der
Photosyntheserate deutet auf eine schnelle Aufnahme, ein langsamer Abfall hingegen auf

eine langsamere Aufnahme des Herbizids hin.

Formel 4: Formel zur Berechnung des Yields (Y(l1))
Y(II)= Quantenausbeute; Fm= Maximalfluoreszenz; FO= Grundfluoreszenz.

Fm —FO0
Fm
Als Referenz wurde der Yield vor der Behandlung der Pflanzen mit dem Herbizid tiber einen

Y(II) =

Zeitraum von 10 min alle zwei Minuten gemessen. Nach der zehnminitigen Messung
wurden 40 pl des Herbizids auf die zuvor gemessene Stelle des Blattes appliziert. Es wurde
darauf geachtet, dass der Lichtleiter in dem Tropfen positioniert war und in seiner
Grundposition nicht verandert wurde. Vorherige Messungen haben zeigen kdnnen, dass
eine direkte Positionierung des Lichtleiters im Tropfen nicht zu Messungenauigkeiten fihrt.
Nach der Applikation des Herbizids wurden die Messungen erneut alle 2 min durchgeftihrt,
bis der Yield um mindestens 20 % des Ausgangswertes reduziert war. Vor einer neuen
Messung an einem anderen Blatt wurde der Lichtleiter griindlich mit Ethanol gereinigt, um

Kontaminationen durch das Herbizid zu verhindern.

2.9.3 Statistische Auswertung und graphische Darste llung der

Chlorophyll-Fluoreszenz Daten

Die gemessenen Daten konnten aus der zugehérigen PAM-Software in Microsoft Excel ®
importiert werden. Der erste Messpunkt wurde als Startpunkt definiert. Graphisch wurde
jedes Blatt einzeln betrachtet, bevor es in anschlieBende Mittelwerte und
Standardabweichungen mit einbezogen wurde. Es wurde dafur auf die Ordinate der Yield
(Y(ID)) und auf der Abszisse die Zeit in Minuten aufgetragen. Neben der Betrachtung des
Kurvenverlaufes wurde auch die Zeit bestimmt, bei der die photochemische Arbeit um 20 %
reduziert war. Graphisch konnte diese Zeit ermittelt werden, indem auf der Ordinate 80 %
der photochemischen Arbeit bestimmt und auf der Abszisse die zugehdrige Zeit abgelesen
wurde. Von diesen Werten wurden ebenfalls Mittelwerte und Standardabweichungen
gebildet und die erhaltenen Werte sowohl innerartlich (altes und junges Blatt, Oberseite) als

auch zwischen den Arten verglichen.
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3 Ergebnisse



3.1 Oberflachencharakterisierung ausgewahlter Nutzp  flanzen

Die kutikulare Transportbarriere von Blattern der Arten Solanum tuberosum, Solanum
lycopersicum, Vitis vinifera und Malus domestica wurde durch Rasterelektronenmikroskopie
und chemische Analysen der Oberflachenwachse untersucht. Ergédnzend dazu wurde der
Kontaktwinkel der Oberflachen und der Transport eines Photosyntheseinhibitors Uber die
Kutikulamembran mittels Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen bestimmt. Bei allen Anséatzen
wurde zwischen alten und jungen Blattern und bei den analytischen, mikroskopischen und
Kontaktwinkeluntersuchungen zusétzlich noch zwischen Blattober- und Blattunterseite

unterschieden.

3.1.1 Verwendetes Blattmaterial und morphologische Beschreibung der

Pflanzen

Innerhalb einer Art wurde darauf geachtet, dass die Pflanzen bei jedem Versuchsansatz
dasselbe Alter aufwiesen. Die verwendeten Solanum tuberosum Blatter stammten von finf
Wochen alten Pflanzen, die eine Hohe von 15-20 cm aufwiesen. Die Sténgel und die
robusten Blatter waren behaart. Die Behaarung der Bléatter war auf der Blattunterseite
starker ausgepragt als auf der Blattoberseite. Die als alt eingestuften Blatter wiesen im Mittel
eine projizierte Blattflache von 15,10 +4,82 cm? und die als jung eingestuften eine
Blattflache von 15,86 +4,82 cm? auf. Die untersuchten Pflanzen der Art Solanum
lycopersicum waren bei der Verwendung in den Versuchen zwei Wochen alt und 10 cm
hoch. Der Stangel und im Gegensatz zur Kartoffel feineren Blatter waren ebenfalls behaart.
Bei jungen Blattern war die Behaarung ausgepragter als bei Alten und bei allen verstarkt auf
der Unterseite lokalisiert. Die meisten Haare waren an der Blattnervatur lokalisiert. Die
Bestimmung der Blattflachen ergab fir alte Blatter eine projizierte Flache von
12,49 + 2,34 cm2 und fir junge Blatter eine Flache von 24,15 + 4,68 cmz2. Die Vitis vinifera
Triebe wurden vor dem Erhalt fir drei Wochen angezogen und waren bei Beginn der
Versuche etwa 20 cm grol3. Bei Betrachtung der Pflanzen wurde deutlich, dass die jliingeren
Blatter heller und glédnzender erschienen. Auch von der Haptik unterschieden sich die
Blatter. Die jungen Blatter wiesen im Vergleich zu alteren Blatter eine feinere Struktur auf.
Die Blattunterseiten der Blatter waren behaart. Die Haare waren vor allem an der
Netznervatur lokalisiert. Es konnte im Mittel eine projizierte Blattflache von 39,07 = 5,63 cm?
fur die alten Blatter und von 54,58 £+ 4,76 cm? fir die jungen Blatter bestimmt werden. Die
zur Verfigung gestellten Malus domestica Pflanzen waren bei Versuchsbeginn vier Wochen
alt und wiesen eine Grof3e von etwa 15 cm auf. Der Stangel war leicht behaart. Die sehr

feinen Blatter waren auf der Blattunterseite im Bereich der Blattnervatur behaart. Die alten
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Blatter wiesen im Mittel eine Flache von 17,01 + 2,15 cm2 und die jungen Blatter eine Flache
von 36,34 + 4,35 cm? auf.

Eine Kutikulaisolation konnte an den Solanum Arten nicht durchgefihrt werden. Die
Blattscheiben zerfielen in der Enzymlésung. Von Malus domestica konnten
Kutikulamembranen isoliert werden. Bei Vitis vinifera konnte eine Altersabhangigkeit erkannt
werden: Von alten Blattern lieRen sich ohne weiteres Membranen isolieren, von jungen

wiederum nicht, da die isolierten Kutikeln zu instabil waren.

3.1.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Oberflachenproben wurden wie in Kapitel 2.7 beschrieben vorbereitet und
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Es wurde stets intaktes Blattmaterial verwendet.
Die aufgetragene Sputterschicht betrug bei allen Proben nach Einsetzen der Variablen in
Formel 3: 72 nm. Bei allen Arten wurden sowohl die Blattober- als auch die Blattunterseite

der unterschiedlich alten Blatter untersucht.

3.1.2.1 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung en von Solanum
tuberosum Blattern

Die Wachsbelegung wies eine schuppen- oder plattenartige Anordnung auf (Abbildung 14 A
und B), die an manchen Stellen (C) aufbrach und rauer erschien. In Abbildung 14 D ist die
Struktur eines Trichoms zu sehen, welches bei der Probenvorbereitung abgebrochen ist. Es
ist zu erkennen, dass das Haar aus einzelnen Segmenten bestand. Die
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen von alten Solanum tuberosum Blattern
verdeutlichen auch, dass Stomata sowohl| auf der Blattoberseite als auch auf der Unterseite
gefunden werden konnten (Abbildung 14 C, E und F). Bei jungen Solanum tuberosum
Blattern sind die Stomata ebenfalls auf der Blattober- (Abbildung 15 A und B) und Unterseite
lokalisiert (Abbildung 15 D, E, F). Die Wachsbelegung war ebenfalls schuppen- bzw.
plattenférmig, sie ahnelt einem Wachslayer. Abbildung 16 zeigt eine Nahaufnahme eines
Solanum tuberosum Trichoms. Die Trichome bestehen aus einzelnen Segmenten (A), die

durch eine ringférmige Verankerung (B) mit den Blattoberflachen verbunden sind.
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Abbildung 14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von alten Solanum tuberosum Blattern
A+B+C: Blattoberseite mit Wachsschuppen (A und B) und Stomata (C), D+E+F: Blattunterseite mit Wachslayer und Stomata (D, E und F).
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Abbildung 15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von jungen Solanum tuberosum Bléattern
A+B+C: Blattoberseite mit Stomata (A und B) und Wachsschuppen (C), D+E+F: Blattunterseite mit Trichomen (D) und Stomata.
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Abbildung 16: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men eines Solanum tuberosum
Trichoms
A: Trichom unterteilt in drei Segmente, B: Verankerung eines abgebrochenen Trichoms.

3.1.2.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung en von Solanum
lycopersicum Blattern

Bei alten Blattern der Art Solanum lycopersicum befanden sich die Stomata sowohl auf der
Blattober- als auch auf der Blattunterseite (Abbildung 17). Die Wachse sind als eine
homogene Schicht auf der Oberflache verteilt (Abbildung 17 A, B und C). Vereinzelt sind
auch Wachskristalle zu erkennen (E). WeilRe Strukturen, die auf der Blattoberseite
(Abbildung 17 A und B) und Blattunterseite (Abbildung 17 D und E) zu finden waren kénnten
aus der Bewasserungslosung stammen, welche mit einem Mineraldiinger versehen war.
Stomata waren bei jungen Solanum lycopersicum Blatter ebenfalls auf der Blattoberseite
(Abbildung 18 C) und Unterseite (Abbildung 18 D und E) lokalisiert. Auf der Blattoberseite
(Abbildung 18 A und B) und Blattunterseite (Abbildung 18 E und F) konnten kristalline
Formationen gefunden werden. Diese sind nicht zu den Oberflachenwachsen zu zahlen,
sondern sind anorganischer Natur (Salze aus der Bewasserungslosung). Die
Oberflachenwachse wiesen wie auch bei den alten Bléattern dieser Art eine homogene Form
auf. Wachskristalle sind nicht zu erkennen. Ahnlich wie bei Solanum tuberosum bestehen die
Haare von Solanum lycopersicum aus drei Segmenten, die Uber eine Verankerung mit der
Oberflache des Blattes verbunden sind (Abbildung 19). Diese Haare konnten sowohl auf der
Ober- als auch auf der Unterseite gefunden werden.
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Abbildung 17: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von alten Solanum lycopersicum Blattern
A+B+C: Blattoberseite mit Wachsschuppen und Stomata, D+E+F: Blattunterseite mit Stomata.
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Abbildung 18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von jungen Solanum lycopersicum Blattern
A+B+C: Blattoberseite mit Wachsschuppen und Stomata (C), D+E+F: Blattunterseite mit Wachsschuppen und Stomata (D und E).
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Abbildung 19: Rasterelektronenmikroskopische Unters uchungen von Solanum lycopersicum
Trichomen

A: Trichom mit Trocknungsartefakten unterteilt in drei Segmente, B: Trichom aus Verankerung
gebrochen.

3.1.2.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung en von Vitis
vinifera Blattern

Die Oberflachenwachse der Blattoberfliche wiesen eine plattenférmige Struktur auf
(Abbildung 20 A-C). Diese Inkrustierungen brachen an manchen Stellen auf und bildeten
scharfe Kanten (B, C). Bei alten Blattern der Art Vitis vinifera konnten Stomata nur auf der
Blattunterseite (Abbildung 20 D) gefunden werden. Die Wachse der Blattunterseite ahnelten
einem Wachsfilm. Dieser Film wurde an manchen Stellen durch kugelférmige
Wachsformationen unterbrochen (Abbildung 20 E und F). Ob diese Formationen jedoch
reiner Wachsnatur waren, bleibt unklar. Auch hier kdnnten sich Salze aus dem
Mineraldinger des Giel3wassers an der Oberflache abgelagert haben. Bei jungen Vitis
vinifera Blattern waren auf der Blattoberseite Kutikularfalten zu sehen. (Abbildung 21 A, B
und C) Wie bei alten Vitis vinifera Blattern befanden sich die Stomata bei jungen Blattern
ebenfalls nur auf der Blattunterseite (Abbildung 21 D). Auch die Wachse der Unterseite
wiesen eine schuppen- bzw. plattenformige Formation auf (Abbildung 21 E und F).
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Abbildung 20: Rasterelektronenmikroskopische Unters uchungen von alten Vitis vinifera Blattern
A+B+C: Blattoberseite mit plattenférmigen Wachsen, D+E+F: Blattunterseite mit Stomata (D) und kugelférmigen Wachsformationen.
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Abbildung 21: Rasterelektronenmikroskopische Unters uchungen von jungen Vitis vinifera Blattern
A+B+C: Blattoberseite mit Kutikularfalten, D+E+F: Blattunterseite mit schuppenartigen Wachsen und Stomata (D).
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3.1.2.4 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung en von Malus

domestica Blattern

Die Oberflachenwachse der Blattober- und Unterseite von alten Malus domestica Blattern
wiesen eine plattenahnliche Struktur auf (Abbildung 22 A, B und F). Die rasterelektronen-
mikroskopischen Untersuchungen zeigen Stomata nur auf der Blattunterseite (Abbildung 22
D und E). Auf der Blattoberseite konnten Regionen gefunden werden, in denen die
plattenférmigen, glatten Strukturen der Wachse durch kristallartige Formationen
unterbrochen wurden (C). Durch die Probenvorbereitung im Hochvakuum sind die
darunterliegenden antiklinen Zellwande sichtbar geworden (D, E). Bei jungen Malus
domestica Blattern wiesen die Wachse der Ober- und Unterseite eine glatte, plattenférmige
Formation auf (Abbildung 23 A, B, C und F). Stomata konnten nur auf der Unterseite

nachgewiesen werden (Abbildung 23 D und E).
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Abbildung 22: Rasterelektronenmikroskopische Unters uchungen von alten Malus domestica Blattern
A+B+C: Blattoberseite mit plattenéhnlichen Strukturen, D+E+F: Blattunterseite mit Stomata (D und E).
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Abbildung 23: Rasterelektronenmikroskopische Unters uchungen von jungen Malus domestica Blattern
A+B+C: Blattoberseite mit glatten plattenéhnlichen Wachsstrukturen, D+E+F: Blattunterseite mit Stomata (D und E).

55



3.1.3 Chemisch analytische Untersuchungen der

Blattoberflachenwachse

Neben getrennten Wachsanalysen der Blattober- und Blattunterseiten junger und alter
Blatter (Kapitel 2.2.7), wurden auch Wachsanalysen ganzer Bléatter durchgefiihrt. Um ein
Tiefenprofil der Oberflachenwachse zu erstellen, wurden die Blattoberseiten von Solanum
tuberosum, Vitis vinifera und Malus domestica zwei Mal in Folge mit Kollodium behandelt
(Kapitel 2.2.3) und die so erhaltenen Wachsmengen mit der Menge der Totalextraktionen
verglichen. Bei Blattern der Art Solanum lycopersicum konnte der Ansatz der selektiven
Wachsentfernung nicht durchgefiihrt werden, da die Blatter aufgrund ihres filigranen Aufbaus
und der Vielzahl der Trichome sofort beschadigt wurden. Eine Unterscheidung in epi- und
intrakutikulare Wachse und die Erstellung eines Tiefenprofils war somit hier nicht méglich. Im
Folgenden werden die Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei
parallelen Analysen dargestellt. Bei der selektiven Entfernung der Oberflachenwachse
wurden die Wachsmengen aufsummiert. In der Wachsmenge der zweiten Behandlung ist die
Menge der Ersten bereits enthalten. Die Ergebnisse der chemischen Analysen wurden

sowohl innerartlich als auch zwischen den Arten verglichen.

3.1.3.1 Chemisch analytische Untersuchungen von Solanum tuberosum
Blattwachsen

Die Gesamtwachsextraktion ganzer Blatter erfolgte wie in 2.2.1 beschrieben. Bei der
Gesamtwachsextraktion von alten Solanum tuberosum Blattern konnten insgesamt 26
Einzelsubstanzen (Abbildung 24) der Substanzklassen der S&auren (0,08 + 0,01 pg/cm?),
Alkohole (0,29 £ 0,06 pg/cm?), Alkane (0,74 £ 0,13 pg/cm?), anteiso-Alkane
(0,08 £ 0,01 pg/cm?), iso-Alkane (0,16 0,03 pg/cm?) und Sterole (0,05 + 0,03 pg/cm?)
nachgewiesen werden. Neben diesen Stoffklassen konnten Substanzen gefunden werden,
die nach ihrem Zerfallsspektrum her aller Voraussicht nach den Zuckerestern zu zuordnen

sind. Diese Substanzen wurden als nicht-identifizierte Substanzen X bezeichnet und wiesen
einen Gehalt von 0,04 + 0,0007 pg/cm? auf. Auch bei der Gesamtwachsextraktion junger

Solanum tuberosum Blattern konnten 26 Einzelsubstanzen (Abbildung 24) identifiziert
werden. Wie bei den alten Blattern machten ebenfalls bei jungen Blattern die unverzweigten
Alkane mit 0,54 £ 0,15 pg/cm? den grof3ten Anteil aus, gefolgt von den Alkoholen
(0,32 +£0,08 pg/cm?) und den iso-Alkanen (0,20 + 0,03 pg/cm?). Neben diesen
Substanzklassen  konnten  ferner  S&uren (0,09 £ 0,02 pg/cm?),  anteiso-Alkane
(0,08 + 0,02 pug/cm3), Sterole (0,08 + 0,02 ug/cm2) und die den Zuckerestern zugeordneten
Substanzen X (0,05 + 0,01 pg/cm?) gefunden werden.
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Abbildung 24: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Gesamtwachsanalyse von alten und
jungen Solanum tuberosum Blattern geordnet nach der Retentionszeit der Subs  tanzen
Dargestellt sind die Einzelsubstanzen der Analyse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte samt
Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen alten
und jungen Blattern.

Die getrennte Extraktion der Blattwachse der Ober- und Unterseite von alten Blattern konnte
deutlich zeigen, dass der Anteil der Alkohole (0,52 0,02 pg/cm?), Alkane
(0,94 £0,17 pg/cm?), der Substanzen X (0,06 £0,04 pg/cm?) und der Sterole
(0,09 £ 0,10 pg/cm?) auf der Blattoberseite erhoht ist (Abbildung 25 A). Der Anteil der
anteiso-Alkane (0,06 £ 0,001 pg/cm?) und iso-Alkane (0,09 £ 0,01 pug/cm?) war dagegen im
Vergleich dazu auf der Blattunterseite erhoht. Die Stoffklassenverteilung auf der Blattober-
und Blattunterseite wiederholte sich bei der Betrachtung von jungen Blattern (Abbildung 25
B). Auch da waren die Sauren (0,09 + 0,03 pg/cm?), Alkohole (0,74 £+ 0,03 pg/cm?), Alkane
(0,72 £ 0,27 pug/cm?), Sterole (0,16 £ 0,02 pg/cm?) und Substanzen X (0,09 £ 0,02 pug/cm?)
vermehrt auf der Blattoberseite und die anteiso-Alkane (0,08 + 0,03 pg/cm?) und iso-Alkane

(0,2 + 0,08 pg/cm?2) vermehrt auf der Blattunterseite zu finden.
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Abbildung 25: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober-und Unterseite
alter (A) und junger (B) Solanum tuberosum Blatter

Dargestellt sind die einzelnen Substanzklassen der Oberflachenwachse. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen
zwischen Ober- und Unterseiten der Blatter.

Die Betrachtung der Kettenldngenverteilung machte deutlich, dass sowohl bei alten
(Abbildung 26 A), als auch bei jungen (Abbildung 26 B) Solanum tuberosum Blattern
bestimmte Kettenlangen und Substanzen vermehrt auf der Blattoberseite auftraten. Dazu
zahlten kurzkettigere Monomere der Kettenldangen C,s, Cz, Co7 und C,g, aber auch

lAngerkettige Monomere der Kettenldnge Cgs, Ca4, als auch zyklische Substanzen wie
Sterole.
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Abbildung 26: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober-und Unterseite
alter (A) und junger (B) Solanum tuberosum Blatter
Dargestellt ist das Wachs aufgeteilt nach einzelnen Kettenlangen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte

samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen
Ober- und Unterseiten der Blatter.
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3.1.3.1.1 Selektive Entfernung der Wachse von Solan  um tuberosum
Blattoberseiten mittels Kollodium

Eine Betrachtung der Wachsmengen, die durch das Behandeln der Blattoberseiten mit
Kollodium entfernt werden konnten, machte deutlich, dass mit dem ersten Stripp die grofite
Wachsmenge entfernt werden konnte (Abbildung 27 A und B). Dies waren bei alten Blattern
0,40 + 0,11 pg/cm? (Abbildung 27 A) und bei jungen Blattern 0,45 + 0,20 pg/cm? (B). Die
Wachsmenge stieg mit der zweiten Behandlung aufsummiert auf 0,67 + 0,11 pg/cm? bei
alten Blattern und auf 0,79 +0,28 pg/cm? bei jungen Blattern an. Eine parallele
Gesamtwachsextraktion in Chloroform ergab fir alte Blatter eine Wachsmenge von

1,44 + 0,22 pug/cm2 und fur junge Blatter eine Gesamtwachsmenge von 1,36 £ 0,32 pg/cmz2.
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Abbildung 27: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Analyse der abgehobenen Wachse von
Solanum tuberosum Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) S.
tuberosum Blattern. Die Grafik zeigt die Mittelwerte aus drei parallelen Analysen samt
Standardabweichungen, **p <0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen den
Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.

Eine Betrachtung der einzelnen Substanzklassen machte deutlich, dass mit der ersten
Behandlung vor allem Alkane (0,25 0,09 pg/cm?), gefolgt von  Alkoholen
(0,09 + 0,02 pug/cm?2) von der Oberflache alter Blatter entfernt wurden. Der Anteil der Sauren
(0,02 + 0,01 pg/cm3), iso-Alkanen (0,01 + 0,005 pg/cm?), der Substanzen X
(0,02 + 0,006 pg/cm3), anteiso-Alkanen (0,009 + 0,003 pg/cm?) und Sterolen

(0,008 £ 0,003 pg/cm?) war im Vergleich dazu gering und konnte in hoheren Mengen erst
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durch eine Gesamtwachsextraktion isoliert werden (Abbildung 28 A). Der Wachsgehalt stieg
stetig bei allen Substanzen von der ersten zu der zweiten Behandlung an. Bei jungen
Solanum tuberosum Blattern konnten mit der ersten Behandlung vor allem Alkane
(0,219 £ 0,10 pg/cm?), Alkohole (0,10 0,01 pg/cm?) und auch Sterole (0,06 + 0,06 pg/cm?)
von der Blattoberseite entfernt werden (Abbildung 28 B). Die Menge an S&auren
(0,03 £ 0,004 pg/cm2), iso-Alkanen (0,02 £ 0,002 pg/cm?), der  Substanzen X
(0,02 £ 0,02 pg/cm2) und der anteiso-Alkane (0,01 + 0,003 pg/cm2) war dagegen geringer.
Die Menge der einzelnen Substanzen stieg ebenfalls mit der zweiten Behandlung an und
ahnelte, ausgenommen von der Menge der iso-Alkane, den Mengen der
Gesamtwachsextraktion. Eine signifikante Menge an iso-Alkanen (0,20 0,03 pg/cm?)

konnte erst durch die Gesamtwachsextraktion isoliert werden.
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Abbildung 28: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Analysen der abgehobenen Wachse

von Solanum tuberosum Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) S.
tuberosum Blattern, aufgeteilt nach Substanzklassen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte aus drei
parallelen Analysen samt Standardabweichungen, ***p <0,01; **p <0,05; *p < 0,10=signifikante
Anderungen zwischen den Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.

Eine Diskriminierung in den Kettenlangen konnte weder bei den alten (Abbildung 29 A) noch
bei den jungen Solanum tuberosum Blattern (Abbildung 29 B) gefunden werden. Durch die
Behandlung der Oberflache mit Kollodium konnten sowohl kurzkettige als auch langkettige
Monomere entfernt werden. Die Menge der einzelnen Kettenlangen (auf3er Cz;) entsprach

nach der zweiten Behandlung statistisch der Menge der Kettenlangen der
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Gesamtwachsextraktion. Substanzen der Kettenlange Cj;; konnten erst durch

Gesamtwachsextraktion in gréReren Mengen erhalten werden.
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Abbildung 29: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Analysen der abgehobenen Wachse

von Solanum tuberosum Blattoberseiten mit Kollodium

eine

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) S.
tuberosum Blattern nach Kettenlangen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte aus drei parallelen Analysen
samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen

den Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.
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3.1.3.2 Chemisch analytische Untersuchungen von Solanum

lycopersicum Blattwachsen

Eine Totalwachsextraktion von jeweils drei alten und drei jungen Solanum lycopersicum
Blattern ergab im Mittel flr alte Blatter eine Gesamtwachsmenge von 1,6 + 0,2 pg/cm?2 und
fur junge Blatter eine Wachsmenge von 1,2 £ 0,16 pg/cm2. Es konnten 16 Einzelsubstanzen
der Substanzklassen der Alkane, anteiso-Alkane, iso-Alkane und der Substanzen X
gefunden werden (Abbildung 30 ). Die Substanzen X wiesen analog zu Solanum tuberosum
ein Zerfallsspektrum auf, welches auf Zuckerester hinwies. Der Hauptbestandteil des
Wachses war bei Solanum lycopersicum Gesamtwachsextrakten das Cs; Alkan (alte Blatter:
0,62 + 0,05 pg/cm?, junge Blatter: 0,43 + 0,06 ug/cm?), gefolgt von dem Cs; iso-Alkan (alte
Blatter: 0,25 + 0,07 pg/cmz, junge Blatter: 0,18 £ 0,03 pg/cm?2), dem Cs; Alkan (alte Blatter:
0,21 + 0,002 pg/cm?, junge Blatter: 0,14 + 0,01 pg/cm?) und dem Cgs; iso-Alkan (alte Blatter:
0,13 + 0,03 pg/cm?, junge Blatter: 0,09 + 0,01 pg/cm?).
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Abbildung 30: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Gesamtwachsanalyse von alten und
jungen Solanum lycopersicum Blattern geordnet nach der Retentionszeit der Subs  tanzen
Dargestellt sind die Einzelsubstanzen der Analyse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte samt
Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p <0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen alten
und jungen Blattern.

63



Bei der Betrachtung der Substanzklassenverteilung fiel auf, dass sich die langkettigen,
unverzweigten Alkane sowohl bei den alten (Abbildung 31 A) als auch bei den jungen
Blattern (Abbildung 31 B) vermehrt auf der Blattoberseite befanden (altes Blatt Oberseite:
1,24 £ 0,1 pg/cm?, junges Blatt Oberseite: 0,79 £ 0,06 pg/cm?). Die anteiso-Alkane und die
Substanzen X waren bei beiden Altersstadien der Blatter zu fast gleichen Teilen auf der
Blattober- und Blattunterseite lokalisiert. Die iso-Alkane waren bei allen untersuchten
Solanum lycopersicum Blattern vermehrt auf der Blattunterseite zu finden (altes Blatt
Unterseite: 0,61 £ 0,05 pug/cm?, junges Blatt Unterseite: 0,48 + 0,01 pg/cm3).
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Abbildung 31: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober- und

Unterseite alter (A) und junger (B) Solanum lycopersicum Blatter

Dargestellt sind die Substanzklassen der Oberflachenwachse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte samt
Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen Ober-
und Unterseiten der Blatter.

Bei alten (Abbildung 32 A) und jungen (Abbildung 32 B) Solanum lycopersicum Blattwachsen
war die prominenteste Kettenldnge Cs; gefolgt von Substanzen der Kettenldngen Cs; und
Cs,. Kurzkettigere Monomere der Langen C,,-Cso kamen bei beiden Altersstufen vermehrt
auf der Blattoberseite vor, wohingegen Substanzen der Kettenlange Css tendenziell eher auf
der Blattunterseite vorkamen. Die Substanzen X kamen zu etwa gleichen Teilen auf der
Ober- und Unterseite vor.
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Abbildung 32: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober- und

Unterseite alter (A) und junger (B) Solanum lycopersicum Blatter

Dargestellt ist das Kettenlangenspektrum der Oberflachenwachse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte
samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen
Ober- und Unterseiten der Blatter.

3.1.3.2.1 Selektive Entfernung der Oberflachenwachs e von Solanum

lycopersicum Blattern mittels Kollodium

Das selektive Entfernen der Oberflachenwachse mit Hilfe von Kollodium konnte an Solanum
lycopersicum Blattern nicht erfolgen, da sich die Stripps nicht von selbst von der Oberflache
Iosten. Der Versuch den Stripp mit der Pinzette zu entfernen flihrte zu Verletzungen der
Blatter und machte eine Unterscheidung in epi- und intrakutikul&are Wachse und somit auch

die Erstellung eines Tiefenprofils der Wachse unmaglich.

3.1.3.3 Chemisch analytische Untersuchungen von Vitis vinifera
Blattwachsen

Analog zu den chemisch analytischen Untersuchungen von Solanum tuberosum und
Solanum lycopersicum wurde auch eine Gesamtwachsanalyse von Vitis vinifera Blattern
unterschiedlichen Alters durchgefiihrt. Diese Ergebnisse wurden mit den Ergebnissen der
selektiven Entfernung der Oberflichenwachse mit Kollodium verglichen. Bei der
Gesamtwachsanalyse von jeweils drei Blattern konnten bei alten Blattern 35 Substanzen und
eine Gesamtwachsmenge von 3,40 + 0,87 pg/cm? extrahiert werden. Das Wachs der jungen
Blatter bestand aus 34 Substanzen und wies eine Menge von 2,65 + 0,61 pg/cm? auf. Das

Wachs bestand aus S&uren, Alkoholen, Alkanen, Aldehyden, Ketonen, Triterpenen, Sterolen
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und Estern. Bei jungen wie auch alten Blattern machte die Substanzklasse der Alkohole den
grol3ten Anteil am Wachs aus. Der langkettige Ester C43 konnte nur bei alten Blattern

(0,04 £ 0,02 pg/cm?), nicht aber bei jungen Blattern gefunden werden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Gesamtwachsanalyse von alten und
jungen Vitis vinifera Blattern geordnet nach der Retentionszeit der Subs  tanzen
Dargestellt sind die Einzelsubstanzen der Analyse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte samt

Standardabweichungen, ***p <0,01; **p <0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen alten
und jungen Blattern.

Eine Betrachtung der Substanzklassenverteilung (Abbildung 34 A) zeigte, dass die Alkohole
als prominenteste Substanzklasse bei alten Vitis vinifera Blattern vermehrt auf der
Blattoberseite (3,9 £ 0,33 pg/cm?), genauso wie auch die Sauren (0,70 +0,07 pg/cm?),
Aldehyde (0,24 + 0,06 pg/cm?) und Triterpene (0,22 + 0,03 pg/cm?) vorkamen. Tendenziell
war der Anteil der Alkane und Ester hingegen auf der Blattunterseite hoher. Der Anteil der
einzelnen Substanzen war bei jungen Blattern (Abbildung 34 B) im Vergleich zu Alten
geringer. Bei jungen Blattern konnten die Alkohole (2,88 +0,35 pg/cm?) ebenso wie die
Sauren (0,31 0,11 pg/cm2) und Ketone (0,38 £0,04 ug/cm2) (Uberwiegend auf der
Blattoberseite gefunden werden. Die Menge der Alkane, Aldehyde, Triterpene, Sterole und
Ester war auf beiden Blattseiten annéhernd gleich.
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Abbildung 34: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober- und

Unterseite alter (A) und junger (B) Vitis vinifera Blatter

Dargestellt sind die Substanzklassen der Oberflachenwachse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte samt
Standardabweichungen, ***p <0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen Ober-
und Unterseiten der Blatter.

Bei der Betrachtung der Kettenlangenverteilung konnten zum Teil klare Unterschiede
zwischen Blattober- und Blattunterseite beobachtet werden. Die Menge der Cyy-
(0,28 £0,03 pg/lcm?),  Cy- (1,47 £0,22 pg/cm?),  Cpe- (1,78 £0,15 pg/cm?),  Csp-
(0,43 £ 0,06 pg/cm?), Css- (0,14 £ 0,02 pg/cm?), und Cse- (0,12 + 0,04 pg/cm?) Monomere war
bei alten Blattern auf der Blattoberseite hoher als auf der dazugehérigen Blattunterseite
(Abbildung 35 A). Substanzen der Kettenlangen C,; (0,30+0,21 pg/cm?), Csq
(0,20 £ 0,009 pg/cm?), C,4 (0,050,009 pg/cm?) und C,y (0,07 £0,02 pg/cm?)  waren
hingegen bei alten Vitis vinifera Blattern vermehrt auf der Blattunterseite zu finden
(Abbildung 35 A). Bei jungen Blattern konnten ebenfalls manche Kettenlangen vermehrt auf
der Blattober- oder Blattunterseite gefunden werden. Substanzen mit den Kettenlangen Cy,
(0,22 + 0,05 pg/cm3), Cxs (0,93 0,12 pg/icm?) Cos (0,89 + 0,14 pg/cm3), Cso
(0,49 £ 0,05 pg/cm3), Cs, (0,52 + 0,03 pg/cm2) und Css (0,24 £+ 0,03 pg/cm?) konnten auf der
Oberseite in hoheren Mengen gefunden werden (Abbildung 35 B). Wachskomponenten der

Kettenlange Cz, waren mit 0,10 + 0,01 pg/cmz2 vermehrt auf der Blattunterseite lokalisiert.
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Abbildung 35: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober- und

Unterseite alter (A) und junger (B) Vitis vinifera Blatter

Dargestellt ist das Kettenlangenspektrum der Oberflachenwachse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte
samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen
Ober- und Unterseiten der Blatter.

3.1.3.3.1 Selektive Entfernung der Wachse von  Vitis vinifera Blattoberseiten

mittels Kollodium

Um ein Tiefenprofil der Oberflachenwachse zu erstellen, wurden jeweils drei junge und drei
alte Vitis vinifera Blatter zwei Mal in Folge mit Kollodium behandelt. Die sich nach der
Trocknung ablésenden Stripps wurden mittels GC/MS analysiert. Im Folgenden sind die
Mengen der einzelnen Behandlungen aufsummiert und als Mittelwerte samt
Standardabweichung dargestellt. Vergleichend dazu wurde eine Gesamtwachsanalyse
durchgefihrt.

Bereits mit der ersten Behandlung konnte bei alten Vitis vinifera Blattern (1,10 + 0,19 pg/cmz,
Abbildung 36 A), verglichen zu jungen Blattern (0,65 + 0,24 ug/cm?, Abbildung 36 B) eine
groBere Menge an Oberflachenwachsen abgehoben werden. Die Menge an
Oberflachenwachsen nahm von der ersten zu der zweiten Behandlung zu und erreichte bei
alten Blattern einen Wert von 1,60 + 0,33 pg/cm? und bei den jungen Blattern einen Wert von
0,99 + 0,21 pg/cm?. Nicht nur die Menge der selektiv abgehobenen Wachse war bei alten
Vitis vinifera Blatter hoher, sondern auch die Wachsmenge der parallelen

Gesamtwachsextraktion (3,40 + 0,87 pg/cm3).
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Abbildung 36: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Vitis vinifera Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) V.
vinifera Blattern. Die Grafik zeigt die Mittelwerte aus drei parallelen Analysen samt
Standardabweichungen, ***p <0,01; **p <0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen den
Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.

Von alten (Abbildung 37 A) und jungen Vitis vinifera Blattern (Abbildung 37 B) konnten mit
der ersten Kollodiumbehandlung vor allem polare Komponenten wie Alkohole (alte Blatter:
0,85+ 0,05 pg/cm?, junge Blatter: 0,36 +0,04 pg/cm?) und Sauren (alte Blatter:
0,14 + 0,09 pg/cm?, junge Blatter: 0,15+ 0,14 pg/cm?) von der Oberflache abgehoben
werden. Die Menge der Alkane, Aldehyde, Ketone, Triterpene, Sterole und Ester war im
Vergleich dazu geringer. GrofRere Mengen dieser Substanzen konnten erst durch die

parallele Gesamtwachsextraktion isoliert werden.
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Abbildung 37: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Vitis vinifera Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) V.
vinifera Blattern, aufgeteilt nach Substanzklassen. Die Grafik enthalt die Mittelwerte aus drei parallelen
Analysen samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen
zwischen den Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.

Mit der selektiven Wachsentfernung konnten vor allem Komponenten der Kettenlangen Cj,4
(junge Blatter: 0,04 + 0,007 pg/cm?, alte Blatter: 0,12 + 0,03 pg/cm?), Cy (junge Blatter:
0,13 £ 0,07 pg/cm?, alte Blatter: 0,36 £ 0,01 pg/cm?), Cog (junge Blatter: 0,15 £ 0,03 pg/cmz2,
alte Blatter: 0,30 £ 0,03 pg/cm?), Cs (junge Blatter: 0,08 £ 0,06 pg/cmz?, alte Blatter:
0,10 £0,04 pg/cm?) und Cs, (junge Blatter: 0,05%0,02 ug/cm2, alte Blatter:
0,06 £ 0,04 pg/cm?) von der Oberflache entfernt werden. Langerkettige Monomere der
Kettenlangen, C4-Cyss, Sterole und Triterpene traten nur in Spuren auf und konnten erst in

der Gesamtwachsextraktion in héheren Mengen gefunden werden (Abbildung 38 A und B).
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Abbildung 38: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Vitis vinifera Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) V.
vinifera Blattern, aufgeteilt nach Kettenlangen. Die Grafik enthéalt die Mittelwerte aus drei parallelen
Analysen samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen
zwischen den Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.
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3.1.3.4 Chemisch analytische Untersuchungen von Malus domestica

Blattwachsen

Die Gesamtwachsextrakte wurden wie in 2.2.1 durchgefuhrt. Nach der Gesamtwachs-
extraktion von Malus domestica Blattern (n jeweils 3) konnten insgesamt 33
Einzelsubstanzen gefunden werden (Abbildung 39). Bei den jungen Blattern machten die
Triterpene mit 1,70 £ 0,12 pg/cm2 gefolgt von den Alkoholen (0,83 £ 0,14 pug/cm?) und
Ketonen (0,76 £ 0,21 ug/cm?) den gréRten Anteil am Blattwachs aus. Neben diesen
Verbindungen konnten ferner Ester (0,67 +0,16 pg/cm?), Sauren (0,29 0,06 pg/cm3),
Sterole (0,28 £ 0,05 pg/cm?) und Alkane (0,14 £ 0,06 pug/cm2) gefunden werden. Auch bei
alten Malus domestica Blattern konnte dieses Substanzklassenspektrum identifiziert werden.
Ihre relativen Anteile am Gesamtwachs unterschieden sich jedoch von denen junger Blatter.
Den grofiten Anteil am Gesamtwachs machten bei alten Blattern die Alkohole
(0,76 £ 0,07 pg/cm?) und Triterpene (0,61 + 0,07 pg/cm?) aus. Die Menge aller Substanzen
war im Vergleich zu jungen Blattern geringer.

1,7 7

18 B alte Blatter

1,5 1 junge Blatter

pg/cm?
o
~]

Abbildung 39: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Gesamtwachsanalyse von alten und
jungen Malus domestica Blattern geordnet nach der Retentionszeit der Subs  tanzen

Dargestellt sind die Einzelsubstanzen der Analyse. Die Grafik zeigt Mittelwerte samt
Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen alten
und jungen Blattern.
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Eine separate Betrachtung der Substanzklassen in alten und jungen Blattern und in
Blattober- und Blattunterseite machte deutlich, dass die Substanzklassen nicht homogen
verteilt waren. Bei alten Malus domestica Blattern (Abbildung 40 A) waren die S&uren in etwa
gleichen Mengen auf der Blattober- und Unterseite zu finden. Die Menge der Alkohole
(1,22 £ 0,03 pg/cm?), Alkane (0,47 0,31 pg/cm?) und Ketone (0,53 £ 0,15 pg/cm?) waren
tendenziell auf der Blattoberseite, die Triterpene (0,04 0,004 pg/cm?), Sterole
(0,17 £ 0,09 pg/cm?2) und Ester (0,66 £ 0,88 pg/cm?) eher auf der Blattunterseite erhdht. Eine
analoge Verteilung der Substanzen war auch bei jungen Malus domestica Blattern zu
beobachten (Abbildung 40 B). Die Alkohole, Alkane und Ketone waren vermehrt auf der

Blattoberseite, die Triterpene, Sterole und Ester vermehrt auf der Blattunterseite zu finden.
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Abbildung 40: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober- und

Unterseite alter (A) und junger (B) Malus domestica Blatter

Dargestellt sind die einzelnen Substanzklassen der Oberflachenwachse. Die Grafik zeigt Mittelwerte
samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen
Ober- und Unterseiten der Blatter.
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Bei alten und jungen Malus domestica Blattern reichte das Kettenlangenspektrum von

kurzkettigen Monomeren (Cy) bis hin zu sehr langkettigen Substanzen (C,s). Bei alten

Blattern waren Monomere der Kettenldnge C,, Cos, Ci; und Css vermehrt auf der

Blattoberseite zu finden. Langerkettige Monomere der Kettenlangen Cg,, Ca4, Cs6, aber auch

Triterpene und Sterole waren dagegen in hoheren Mengen auf der Unterseite lokalisiert

(Abbildung 41 A). Dieselbe Verteilung der Kettenldngen konnte bei jungen Malus domestica

Blattern gefunden werden. Eher kurzkettige Monomere (Cag, Cos, C3; Und Cgs) waren auf der

Blattoberseite und Langkettige (Ci, Cas, Cus Und Cu) auf der Blattunterseite lokalisiert

(Abbildung 41 B).
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Abbildung 41: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der Ober- und

Unterseite alter (A) und junger (B) Malus domestica Blatter

Dargestellt ist das Kettenlangenspektrum der Oberflachenwachse. Die Grafik zeigt die Mittelwerte
samt Standardabweichungen, ***p <0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen

Ober- und Unterseiten der Blatter.
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3.1.3.4.1 Selektive Entfernung der Wachse von  Malus domestica
Blattoberseiten mittels Kollodium

Die selektive Entfernung der Wachse erfolgte wie in 2.2.3 beschrieben. In der
gaschromatographischen Analyse der Kollodiumstripps (n jeweils 3) konnten nicht alle
Substanzen identifiziert werden, die in der parallelen Gesamtwachsextraktion enthalten
waren. Zu den nicht gefundenen Substanzen gehorten bei alten Malus domestica Blattern
Alkohole der Kettenlangen C,7, Cz3 und Cs4 und das Triterpen Uvaol. In den Kollodiumstripps
nach Behandlung von jungen Malus domestica Blattern konnten weder Alkohole der
Kettenl&ngen C,g4, Cog, Ca1, Cge, die Csq Sdure, das Sterol Campesterol, die Triterpene Uvaol
und Hederagenin noch die Ester der Kettenldngen C,;, und Cy4 identifiziert werden. Die
Behandlung mit Kollodium, aber auch die Extraktion in organischem Ldsungsmittel ergab fur
junge Malus domestica Blatter im Vergleich zu alten Blattern einen erhéhten Wachsgehalt.
(Abbildung 42 B). Mit der ersten selektiven Behandlung der Oberflache konnten bei alten
Blattern 0,40 + 0,09 pg/cm2 und bei jungen Blattern 0,55 + 0,13 pg/cm2 Wachs von der
Oberflache entfernt werden. Die Menge stieg mit der zweiten Behandlung an und erreichte
bei den jungen Blattern einen Wert von 0,82 + 0,23 pg/cm2 und bei alten Blattern einen Wert
von 0,58 + 0,07 pug/cmz,
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Abbildung 42: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Malus domestica Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) M.
domestica Blattern. Die Grafik enthdlt die Mittelwerte aus drei parallelen Analysen samt
Standardabweichungen, ***p <0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen zwischen den
Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.
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Durch die selektive Behandlung der Blattoberseite alter Malus domestica Blatter mit
Kollodium wurden vermehrt polare Substanzen wie Alkohole (0,19 +0,04 pg/cm?) und
Sauren (0,07 = 0,009 pug/cm?) von der Oberflache entfernt. Eine erhdhte Menge an Estern,
Ketonen, Sterolen und Triterpenen konnte erst durch eine Gesamtwachsextraktion erhalten
werden (Abbildung 43 A). Bei jungen Blattern wurden vor allem Ketone (0,21 + 0,11 pg/cm?),
Alkohole (0,13 + 0,03 pg/cm?) und auch Sauren (0,10 + 0,07 pg/cm?) von der Oberflache
entfernt. Langkettige Substanzen wie Ester (0,02 + 0,003 pg/cm2) und auch polyzyklische
Substanzen wie Triterpene (0,01 + 0,01 pg/cm?2) und Sterole (0,01 + 0,005 pg/cm?2) konnten
nur in Spuren abgehoben und erst durch eine Extraktion in organischem Ldsungsmittel in
héheren Mengen herausgeldst werden (Abbildung 43 B).
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Abbildung 43: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Malus domestica Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) M.
domestica Blattern, aufgeteilt nach Substanzklassen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte aus drei
parallelen Analysen samt Standardabweichungen, ***p <0,01; **p <0,05; *p <0,10=signifikante
Anderungen zwischen den Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.

Bei alten Malus domestica Blattern konnten durch die selektive Behandlung mit Kollodium
Cx- (0,04 £0,01 pg/cm?), Cy- (0,08 £0,02 pg/cm?) Csp- (0,05 £ 0,02 pg/cm?) und Cagy-
(0,04 £ 0,02 pg/cm?) Monomere von der Oberflache entfernt werden (Abbildung 44 A).
Langerkettige Monomere, wie auch Sterole und Triterpene konnten in hohen Mengen erst

durch eine Gesamtwachsextraktion erhalten werden.
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Bei jungen Malus domestica Blattern konnten mit der ersten Behandlung vor allem
Substanzen der Kettenlangen Cy (0,05 + 0,02 pg/cm?), Cyg (0,07 £ 0,05 pg/cm?) und Css
(0,21 £ 0,11 pg/cm?) entfernt werden (Abbildung 44 B). Langkettige Substanzen, Sterole und

Triterpene wurden dagegen erst durch eine Gesamtwachsextraktion entfernt.
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Abbildung 44: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Malus domestica Blattoberseiten mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse von alten (A) und jungen (B) M.
domestica Blattern, aufgeteilt nach Kettenlangen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte aus drei parallelen
Analysen samt Standardabweichungen, ***p < 0,01; **p < 0,05; *p < 0,10=signifikante Anderungen
zwischen den Behandlungen bzw. zum Gesamtwachs.
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3.1.4 Benetzungseigenschaften

Die Blattober- und Blattunterseiten der Arten wurden auf ihre Benetzungseigenschaften hin
untersucht. Dies wurde zum einen durch die Applikation eines Wassertropfens (10 pl,

Abbildung 45) und reiner visuellen Betrachtung des Spreitungsverhaltens zum anderen

durch Kontaktwinkelmessungen evaluiert.

. e

Abbildung 45: Visuelle Untersuchung der Benetzungse igenschaften der vier untersuchten

Arten

A+B: Solanum lycopersicum: Spreitungsverhalten eines 10 pl Wassertropfens auf der Blattober- und
Blattunterseite. Die Blattunterseite (A) ist schlechter benetzbar als die Blattoberseite (B). C+D:
Solanum tuberosum: Spreitungsverhalten eines 10 pul Wassertropfens auf der Blattober- und
Blattunterseite. Die Oberseite (C) weist eine bessere Benetzung auf als die Unterseite (D). E+F:
Spreitungsverhalten eines 10 pl Wassertropfens auf der Vitis vinifera Blattober- und Blattunterseite.
Kein Unterschied in der Benetzung erkennbar. G+H: Malus domestica: Spreitungsverhalten eines
10 ul Wassertropfens auf der Blattober- und Blattunterseite. Die Blattoberseite (G) weist eine bessere
Benetzung auf als die Blattunterseite (H).

Die Applikation eines Wassertropfens auf die Blattober-und Unterseite der Arten machte
deutlich, dass die Blattunterseiten von Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum und
Malus domestica verglichen zur Blattoberseite schlechter benetzbar waren (Abbildung 45).
Der Wassertropfen auf den jeweiligen Blattunterseiten wiesen im Vergleich zu denen der
Blattoberseite eine rundere, kugelférmigere Form auf. Bei Vitis vinifera (Abbildung 45 E und
F) konnte als einzige Art kein visueller Unterschied in den Benetzungseigenschaften der
Ober- und Unterseite erkannt werden. Um diese Ergebnisse quantitativ erfassen zu kdnnen,
wurden zusatzlich Kontaktwinkelmessungen durchgefuhrt. Es wurde zwischen alten und
jungen Blattern, sowie Ober- und Unterseite unterschieden. Bei den Messungen wurde
darauf geachtet, dass die Applikation auf einer ebenen Oberflache erfolgte. Stellen der
Blattnervatur wurden ausgespart. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte aus mindestens funf

parallelen Messungen samt Standardabweichungen dargestellt.
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3.1.4.1 Kontaktwinkelmessungen

Die Kontaktwinkel wurden auf der Blattober- und Unterseite von jungen und alten Solanum
tuberosum Blattern gemessen. Tendenziell waren bei beiden Altersstufen die gemittelten
Werte der Blattunterseiten hoher als die der Blattoberseiten. Die Blattunterseiten waren

somit schlechter benetzbar als die Blattoberseiten (Tabelle 9).

Tabelle 9: Kontaktwinkelmessungen an  Solanum tuberosum
Dargestellt sind die Mittelwerte samt Standardabweichungen der Kontaktwinkelmessungen an der
Blattober- und Unterseite von S. tuberosum Blattern unterschiedlichen Alters.

S. tuberosum altes Blatt S. tuberosum junges Blatt
MW =+ Stabw [°]
Blattoberseite 52,9 +10,3 53,7+9,3
Blattunterseite 67,8 £14,2 81,1+23,3

Wie bei Solanum tuberosum, wiesen auch die Blattunterseiten der Tomatenblatter eine
schlechtere Benetzbarkeit im Vergleich zur Blattoberseite auf. Die gemittelten Kontaktwinkel
waren auf der Blattunterseite gro3er als auf der dazugehdrigen Oberseite. Tendenziell
wiesen junge Blatter im Vergleich zu alten Blattern eine schlechtere Benetzbarkeit auf.
(Tabelle 10).

Tabelle 10: Kontaktwinkelmessungen an ~ Solanum lycopersicum
Dargestellt sind die Mittelwerte samt Standardabweichungen der Kontaktwinkelmessungen an der
Blattober- und Unterseite von S. lycopersicum Blatter unterschiedlichen Alters.

S. lycopersicum altes Blatt S. lycopersicum junges Blatt
MW + Stabw [°]
Blattoberseite 100,1 +9,2 107,6 4,9
Blattunterseite 109,2 +7,7 112,0+ 13,5

Bei alten Vitis vinifera Blattern wiesen die Blattunterseiten einen im Mittel deutlich héheren
Kontaktwinkel auf als die dazugehorigen Oberseiten. Bei jungen Blattern verhielt es sich
genau andersrum. Eine Zunahme der Benetzbarkeit vom jungen zum alten Blatt konnte nur

fur die Blattoberseiten erkannt werden (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Kontaktwinkelmessungen an  Vitis vinifera
Dargestellt sind die Mittelwerte samt Standardabweichungen der Kontaktwinkelmessungen an der
Blattober- und Unterseite von V. vinifera Blattern unterschiedlichen Alters.

V. vinifera altes Blatt V. vinifera junges Blatt
MW + Stabw []
Blattoberseite 69,6 £ 11,5 108,7 £ 8,3
Blattunterseite 103,5+6,1 91,1135

Die an Malus domestica durchgefiihrten Kontaktwinkelmessungen konnten zeigen, dass die
Blattunterseiten von alten und jungen Blattern im Vergleich zu den Blattoberseiten schlechter
benetzbar waren (Tabelle 12). Eine altersabhangige Veranderung des Kontaktwinkels konnte

nicht erkannt werden.

Tabelle 12: Kontaktwinkelmessungen an  Malus domestica
Dargestellt sind die Mittelwerte samt Standardabweichungen der Kontaktwinkelmessungen an der
Blattober- und Unterseite von M. domestica Blattern unterschiedlichen Alters.

M. domestica altes Blatt M. domestica junges Blatt
MW + Stabw []
Blattoberseite 97,2+12.2 96,8 £ 6,2
Blattunterseite 102,3+12,8 104,3+12,2

3.1.5 Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen

Wie in 2.9 beschrieben, wurde die Aufnahme eines Herbizids (Photosyntheseinhibitors) Uber
die Kutikula indirekt mittels Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen untersucht. Es wurde diese
nicht-invasive Methode gewahlt, da sich von den Solanum Arten keine Kutikulamembranen
isolieren lieRRen. Die Ergebnisse wurden sowohl innerartlich (altes und junges Blatt) als auch
zwischen den Arten verglichen. Die Applikation des Herbizids auf die Blattoberflache erfolgte
nach einer zehnmindtigen Messung der Anfangsfluoreszenz. Der Verlauf der Kurven wurde
zuerst fur jedes einzelne Blatt betrachtet und die Abnahme der Photosyntheseraten um 20 %
(t 80% (min)) bestimmt. Von mindestens drei Parallelen wurden Mittelwerte mit

Standardabweichungen berechnet (n=3).
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3.1.5.1 Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an  Solanum tuberosum
Blattern

Vor der Applikation des Herbizids wurde die photochemische Arbeit Gber einen Zeitraum von
zehn Minuten gemessen. Alte Solanum tuberosum Bléatter wiesen im Mittel einen geringeren
Anfangsyield auf als Junge (junge Blatter: Y(I1)=0,71, alte Blatter: Y(I)=0,77). Die Blatter
verschiedenen Alters wurden nach der zehnminitigen Messung des Anfangsyields mit 40 pl
einer 1 %-igen wassrigen Bentazonlésung behandelt. Die Quantenausbeute (Yield(ll)) sank
sowohl bei alten (Abbildung 46 A) als auch bei jungen Blattern (Abbildung 46 B) nach der

Applikation des Herbizids rapide ab. Die Kurven wiesen einen steilen Kurvenverlauf auf.
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Abbildung 46: Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an Solanum tuberosum

Dargestellt sind die Einzelkurven und die gemittelte Kurve (rot) von alten (A) und jungen (B) S.
tuberosum Blattern vor und nach Behandlung mit dem Herbizid Bentazon. Pfeil: Zeitpunkt der
Behandlung.

Ein Vergleich der Zeitintervalle nach denen eine 20 %-ige Reduktion der Photosyntheserate
detektiert wurde machte deutlich, dass die Aufnahme des Herbizids bei alten und jungen
Blattern etwa gleich schnell erfolgte (altes Blatt: 16,97 £ 8,46 min, junges Blatt:
20,5 £ 3,11 min).
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3.1.5.2 Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an  Solanum lycopersicum
Blattern

Die Quantenausbeute (Yield Y(Il)) wurde vor der Herbizidbehandlung Uber einen
zehnmindtigen Zeitraum alle zwei Minuten gemessen. Nach der Behandlung mit Bentazon
wurde der Yield (Y(Il)) erneut alle 2 min gemessen, bis eine mindestens 20 %-ige Abnahme

in der Photosyntheserate zu erkennen war.

08 \l/
A

08
B
00
07 Samm 3‘00 07 .
8 5'-.
0.6 1 %30 06 1 devo "m g
Ai $e° "
0.5 - 20, $90 0.5 - ¥ g %
! D&ﬂ g ’ OHTO &
= v ‘QAASO = vo
= 04 Vs = 04 z!'
> Lol @ > ¢ R g
S om
03 - He 40 0.3 on 8
‘8 s 2<>A|:|t
4 vO = | A
0.2 z 0.2 23
O&g <
0.1 - Ve 0.1 - * .
v \d ]
v i
D,D T Y‘% T T T 1 0:0 T T . T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 47: Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an Solanum lycopersicum

Dargestellt sind die Einzelkurven und die gemittelte Kurve (rot) von alten (A) und jungen (B) S.
lycopersicum Blattern vor und nach Behandlung mit dem Herbizid Bentazon. Pfeil: Zeitpunkt der
Behandlung.

Junge und alte Solanum lycopersicum Blatter wiesen im Mittel einen Anfangsyield von ca.
0,7 auf. Die Photosyntheserate war tGber den zehnminitigen Zeitraum vor der Applikation
des Photosyntheseinhibitors Bentazon konstant und veranderte sich nur minimal. Nach der
Applikation des Herbizids auf die selbe Stelle der jeweils alten (Abbildung 47 A) und jungen
(Abbildung 47 B) Blatter konnte ein rapider Abfall der photochemischen Arbeit erkannt
werden. Die Photosyntheserate sank nach 20 bis 30 min gegen Null. Zwischen alten und
jungen Blattern war kein signifikanter Unterschied in der Schnelligkeit der Abnahme der
Photosyntheserate nach Applikation des Herbizids zu erkennen (t 80 % alte Blatter:
12,09 + 3,76 min, t 80 % junge Blatter: 12,52 + 3,55 min).
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3.1.5.3 Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an  Vitis vinifera Blattern

Die Blatter unterschiedlichen Alters wiesen im Mittel einen Anfangsyield von ca. 0,75 auf.
Nach Behandlung der Blatter mit Bentazon (Abbildung 48) sank der vorher konstante Yield
und damit auch die Photosyntheserate ab. Aufgrund der hohen Variabilitdt der gemessenen
Blatter (A), konnte kein signifikanter Unterschied in der Aufnahmerate zwischen jungen und
alten Blattern erkannt werden. Tendenziell sank die Photosynthese um 20 % schneller bei
jungen Blattern (t 80 %: 28,67 + 7,1 min) als bei Alten (t 80 %: 63,34 + 37,53 min).
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Abbildung 48: Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an Vitis vinifera
Dargestellt sind die Einzelkurven und die gemittelte Kurve (rot) von alten (A) und jungen (B) V. vinifera
Blattern vor und nach Behandlung mit dem Herbizid Bentazon. Pfeil: Zeitpunkt der Behandlung.
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3.1.5.4 Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an  Malus domestica Blattern

Junge Malus domestica Blatter wiesen im Mittel einen geringeren Anfangsyield auf als alte
Blatter (junge Blatter: 0,71, alte Blatter: 0,75). Nach Behandlung derselben Stelle mit 40 pl
der Herbizidlésung sank die photochemische Arbeit (Abbildung 49). Bei jungen Blattern
konnte nach der Applikation eine drastische Reduktion in der photochemischen Arbeit
erkannt werden, der bei alten Blattern ausblieb. Das Absinken der Photosynthese um 20 %
ausgehend vom Anfangswert dauerte bei alten Blattern im Schnitt 37,57 + 14,93 min und bei

jungen Blattern 21,86 + 12,53 min.
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Abbildung 49: Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen an Malus domestica

Dargestellt sind die Einzelkurven und die gemittelte Kurve (rot) von alten (A) und jungen (B) M.
domestica Blattern vor und nach Behandlung mit dem Herbizid Bentazon. Pfeil: Zeitpunkt der
Behandlung.
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3.2 Die Kutikula als Transpirationsbarriere

Durch  Rasterelektronenmikroskopie, chemisch analytische Untersuchungen und
Transpirationsmessungen sollte der Beitrag der epikutikularen Wachse zur Bildung der
gesamten kutikularen Transportbarriere bestimmt werden. In diesen Untersuchungen wurden
drei Anséatze (Kollodium, Celluloseacetat und Gummi arabicum) zur selektiven Entfernung
der Oberflachenwachse (epikutikulare Wachse) verwendet und miteinander verglichen.
Diesen Ergebnissen wurden Methoden der Gesamtwachsentfernung gegenibergestellt, die
keine Diskriminierung zwischen den unterschiedlichen Wachsfraktionen erlauben
(Totalextraktion in organischem Losungsmittel). Dieser Vergleich ist wichtig, um eine Antwort
auf die Frage zu erhalten, welche Wachsfraktion (intra- oder epikutikular) welchen Beitrag
zur Etablierung der Transpirationsbarriere leistet. Neben der chemischen Analyse der
selektiv entfernten Wachse wurden auch Transpirationsmessungen durchgefihrt. Dabei
wurde zwischen den Effekten der selektiven Entfernung der Oberflaichenwachse, der
Applikation von Ldsungsmitteln und der Totalextraktion der Wachse auf die Transpiration
unterschieden. Unabhangige rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen sollten die
selektive Wachsentfernung bestatigen. In den experimentellen Ansdtzen wurden auch
isolierte Kutikulamembranen mit intakten Blattscheiben verglichen. Die alleinige Verwendung
von Blattscheiben war bei einigen Arten ndétig, da sich keine Kutikulamembranen isolieren
lieBen. Bereits durchgefihrte Voruntersuchungen haben zeigen koénnen, dass die
Transportbarrieren isolierter Kutikulamembranen mit denen intakter Blattscheiben gut
korrelieren (Schreiber et al., 2001, Kirsch et al., 1997).

3.2.1 Analytische Untersuchungen

Durch eine finfmalige Behandlung der Oberflache von Monstera deliciosa Blattscheiben mit
Kollodium wurden die Oberflachenwachse selektiv entfernt und die Ergebnisse einer
parallelen Gesamtwachsanalyse gegenibergestellt. Neben der Verwendung von Kollodium
wurden des weiteren Gummi arabicum und Celluloseacetat verwendet, um selektiv die
Oberflachenwachse von Prunus laurocerasus Blattscheiben und Kutikulamembranen zu
entfernen. Bei den Ansatzen sollte untersucht werden, wie oft die Oberflachen behandelt
werden missen, um die epikutikularen Wachse vollstandig zu entfernen. Des Weiteren
wurde untersucht, ob eine Aufsummierung der selektiv entfernten Wachse samt
Restwachsmenge der Gesamtwachsmenge entspricht. Diese Untersuchungen sind neben
der Rasterelektronenmikroskopie und den Transpirationsmessungen essentiell um eine
Antwort auf die Frage zu erhalten inwieweit die epikutikularen Wachse zur kutikularen
Transpirationsbarriere beitragen. Die Wachsmengen nach selektiver Entfernung wurden fir
jede Parallele einzeln aufsummiert und als Mittelwert samt Standardabweichung grafisch

dargestellt. Die prozentualen Anteile wurden nicht auf die parallel bestimmte
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Gesamtwachsmenge intakter Kutikulamembranen bezogen, sondern auf die Summe des

Restwachses samt den funf Behandlungen.

3.2.1.1 Abheben der epikutikularen Wachse von  Monstera deliciosa
Blattscheiben mit Kollodium

Bei der Gesamtwachsextraktion dreier Kutikulamembranen von M. deliciosa konnte ein
Gesamtwachsgehalt von 14,12 +1,90 ug/cm?, bestehend aus insgesamt 20
Einzelsubstanzen identifiziert werden. Das Wachs bestand aus langkettigen Aliphaten der
Klassen der Sauren, Alkohole, Alkane und Aldehyde. Neben diesen Verbindungen konnte
ferner Stigmasterol identifiziert werden. Den grofdten Anteil am Wachs machten Alkohole
(8,43 + 1,40 pug/cm?), gefolgt von dem Sterol Stigmasterol (2,16 + 0,55 pg/cm?) aus. Alkane
machten mit 1,79 £ 0,73 pg/cm2 in etwa 13 %, Aldehyde mit 1,1+ 0,19 ug/cm?2 8 % und
Sauren mit 0,66 + 0,07 pg/cm? 5 % des Gesamtwachses aus. Fur die selektive Entfernung
der Wachse wurden intakte Blattscheiben (n=3) verwendet. Ganz frisch isolierte
Kutikulamembranen lieen sich nicht strippen, da sich das Kollodium nicht gut von der
Oberflache loste.

Eine Betrachtung der Wachsmenge, die nach jedem Auftragen von Kollodium entfernt wurde
zeigt, dass mit der ersten Behandlung die groRte Menge an Oberflachenwachsen entfernt
werden konnte (Abbildung 50 A). Dies waren 1,99 +0,28 uyg/cm?, was 13 % des
Gesamtwachses (Summe aus Restwachs + 1-5) entspricht. Die Menge der Wachse stieg
von Behandlung zu Behandlung an und erreichte mit der Finften, unter Einberechnung der
ersten Vier, einen Wert von 7,01 £ 2,1 pg/cm2. Dies entsprach einem relativen Anteil von
44 % des Gesamtwachses (Summe aus Restwachs + 1-5). Die Restwachsmenge nach der
Extraktion der isolierten Kutikulamembranen in organischem Ldsungsmittel betrug
8,71 £ 0,42 pg/cm? (56 % der Restwachsmenge plus Behandlung 1-5). Aufgrund der
geringen Wachsmengen wurde bei der Unterscheidung in langkettige Aliphate und Sterole
Ubersichtshalber eine logarithmische Darstellung gewahlt. Es wird deutlich, dass mit der
ersten Behandlung vor allem langkettige Aliphate (1,94 + 0,26 pug/cm2) von der Oberflache
entfernt werden konnten (Abbildung 50 B). Die Menge des Sterols ist im Vergleich dazu
verschwindend gering (0,06 = 0,02 pg/cm?2). Die Menge der beiden Substanzklassen stieg
von Behandlung zu Behandlung an. Bei dem Sterol war besonders mit der dritten
Behandlung ein klarer Anstieg im Gehalt zu verzeichnen. Mit der flnften Behandlung
konnten insgesamt 6,82 + 1,99 pg/cm? an langkettigen Aliphaten und 0,19 + 0,11 pg/cm? des
Sterols selektiv entfernt werden. Durch die Extraktion der Restkutikula konnten ferner
8,65 + 0,42 pg/cm? langkettige Aliphate und 0,07 + 0,004 pg/cm? des Sterols gefunden
werden (Abbildung 50 B). Mit der ersten Behandlung konnten zu etwa gleichen Anteilen
Alkohole (0,66 + 0,40 pg/cm?), Alkane (0,61 + 0,15 pg/cm?) und Séauren (0,54 + 0,27 pg/cm?)
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von der Oberflache entfernt werden (Abbildung 50 C). Der Gehalt der einzelnen Substanzen
stieg bis zur funften Behandlung an. Der Anteil der Séauren, Alkane und auch Aldehyde war
in der Summe der funf Behandlungen plus Restwachsmenge (Restwachs+1-5) hoher als bei
der parallelen Gesamtwachsanalyse. Der Anteil des Sterols und tendenziell auch der
Alkohole  war wiederum bei der Gesamtwachsanalyse hoher. Bei der
Oberflachenbehandlung von Monstera deliciosa Blattscheiben wurden von Beginn an sowohl

kurzkettige (Ci6, Cig), als auch langkettige (C-C32) Monomere entfernt (Abbildung 50 D).
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Abbildung 50: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Monstera deliciosa Blattscheiben mit Kollodium

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse (A), unterteilt in langkettige
Aliphate und Triterpene (B), Substanzklassen (C) und Kettenldngen (D). Jede Analyse besteht aus
drei Parallelen. Das arithmetische Mittel samt Standardabweichung ist dargestellit.

88



3.2.1.2 Abheben der epikutikularen Wachse von  Prunus laurocerasus
Blattscheiben mit Gummi arabicum

Drei Bereiche eines intakten Prunus laurocerasus Blattes wurden wie in 2.2.4 beschrieben
funf Mal in Folge mit Gummi arabicum behandelt. Die Rechtswachsmenge wurde bestimmt,
indem die behandelte Blattflache zunachst ausgeschnitten und in Enzymlésung verdaut
wurde. Die so isolierten Kutikulamembranen wurden einer Totalextraktion in Chloroform
unterzogen und deren Wachsgehalt gaschromatographisch ermittelt. Parallel dazu wurden
zusatzliche Kutikulamembranen (n=5) isoliert und fir eine Gesamtwachsanalyse verwendet.
Bei der Gesamtwachsextraktion konnte ein Wachsgehalt von 66,10 5,32 pg/cmz,
bestehend aus 27 Einzelsubstanzen, identifiziert werden. Bei den Substanzen handelte es
sich um Triterpene (Uvaol, Ursol- und Oleanolsaure) und langkettige Aliphate (Sauren,
Alkane, Alkohole, Aldehyde und Ester). Die Triterpene machten mit 86,4 % den groften
Anteil am Gesamtwachs aus (57,30 + 7,99 pg/cm?). Die Menge an Wachsen die durch
funfmaliges Behandeln von der Oberflache entfernt werden konnte, ist aufaddiert dargestellt
(Abbildung 51 A) und macht deutlich, dass mit der ersten Oberflachenbehandlung die grof3te
Menge an Wachsen entfernt wurde (6,21 + 0,57 pg/cm?). Der Gehalt stieg von Behandlung
zu Behandlung an und erreichte mit der funften Behandlung einen Wert von
9,83 + 0,48 pg/cm>. Ein signifikant hoherer Wachsgehalt konnte erst durch die Extraktion der
Kutikula nach den Behandlungen erzielt werden (Restwachs: 45,56 + 2,35 pg/cm?). Die
Summe aus Restwachs und den funf Stripps ergab eine Wachsmenge von
55,40 £+ 2,03 pg/cm?, was dem Wert der parallelen Gesamtwachsanalyse sehr nahe kam.
Bereits mit der ersten Behandlung konnten mehr langkettige Aliphate (6,17 + 0,56 pg/cm?)
als Triterpene (0,04 + 0,009 pug/cm2) von der Oberflache entfernt werden (Abbildung 51 B).
Der Gehalt der beiden Substanzklassen stieg kontinuierlich an und naherte sich bei den
langkettigen Aliphaten einem Plateau. In der Summe konnten mit funf Behandlungen
9,68 £ 0,52 pg/cm? langkettige Aliphate und 0,15 £ 0,05 pug/cmz2 Triterpene entfernt werden.
Der groRte Teil der Triterpene konnte erst durch die Restwachsextraktion
(40,43 £ 2,27 ug/lcm2), bzw. der Gesamtwachsanalyse intakter Kutikulamembranen
(57,31 £ 7,99 ug/cm2) isoliert werden. Die Betrachtung der Substanzklassenverteilung
(Abbildung 51 C) macht deutlich, dass mit der ersten Behandlung vor allem Alkane
(2,44 £1,50 pg/cm?), Sauren (1,92 + 1,93 pg/cm?), Alkohole (1,19 0,45 pg/cm?) und zu
kleinen Anteilen auch Aldehyde (0,53 + 0,59 pg/cm?) von der Oberflache entfernt wurden.

89



Der Anteil dieser Substanzen ist bei der Summe der finf Behandlungen und der
Restwachsanalyse hoher als bei der Totalextraktion. Triterpene, aber auch langkettige
Molekile wie Ester konnten nur in sehr geringen Mengen durch die selektive Entfernung
erhalten werden. Sowohl kurzkettige Monomere wie die Cis (0,39 £ 0,16 pg/cm?) und Cg
(0,37 £ 0,17 pg/cm?) Saure, aber auch langere Kettenlangen wie C,g, C,o und C3o wurden von
Beginn an von der Oberflache entfernt. Erst die Totalextraktion der Reskutikeln erméglichte

die Freisetzung der langkettigen Ester und Triterpene (Abbildung 51 D).
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Abbildung 51: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalysen der abgehobenen
Wachse von Prunus laurocerasus Blattscheiben mit Gummi arabicum

Dargestellt ist die aufsummierte Wachsmenge aus den verschiedenen Behandlungen (A), unterteilt in
langkettige Aliphate und Triterpene (B), Substanzklassen (C) und Kettenldngen (D). Jede Analyse
besteht aus drei Parallelen. Dargestellt ist das arithmetische Mittel samt Standardabweichung.
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3.2.1.3 Abheben der epikutikularen Wachse von  Prunus laurocerasus

Kutikeln mit Celluloseacetat

Die Oberflachenwachse wurden durch flinfmaliges Auftragen von Celluloseacetat auf die
physiologische AufRenseite von Prunus laurocerasus Kutikulamembranen (n=5) entfernt
(Kapitel: 2.2.5). Es wurden funf Parallelen behandelt und Mittelwerte und
Standardabweichungen gebildet. Die in den Grafiken dargestellten Wachsmengen wurden
aufsummiert (Abbildung 52). Bei einer parallelen Gesamtwachbestimmung intakter
Kutikulamembranen konnte ein Wachsgehalt von 81,42 + 9,62 ug/cm2, bestehend aus 30
Einzelsubstanzen identifiziert werden. Mit 56,50 £ 11,1 pg/cm2 machten die Triterpene den
grofdten Teil des Wachses aus. Ferner konnten langkettige Aliphate der Klasse der Sauren,
Alkane, Alkohole, Ester und Aldehyde identifiziert werden. Mit der ersten
Celluloseacetatbehandlung konnte eine Wachsmenge von 2,70 +0,43 pg/cm? von der
Oberflache entfernt werden. Der Gehalt nahm stetig zu und erreichte einen Wachsgehalt von
8,53 + 2,60 pg/cm? mit der funften Behandlung (Abbildung 52 A). Durch die Extraktion der
Kutikeln nach Behandlung konnte der Hauptanteil an Wachsen (67,12 + 4,58 pug/cm?) isoliert
werden. Die Summe aus Restwachs und den fiinf Behandlungen ergab eine Wachsmenge
von 75,65 + 4,73 pg/cm?, was dem Wert der parallelen Gesamtwachsanalyse sehr nahe
kommt (Abbildung 52 A). Eine Unterscheidung in langkettige Aliphate und Triterpene
(Abbildung 52 B) macht deutlich, dass mit der ersten Behandlung vor allem langkettige
Aliphate (2,51 + 0,44 pg/cm?) und weniger Triterpene (0,20 £ 0,13 pg/cm?) entfernt werden
konnten. Besonders von der ersten zur zweiten Behandlung ist ein Anstieg in der Menge der
Triterpene zu verzeichnen. Die Menge beider Substanzklassen nahm bis zur funften
Behandlung zu und erreichte einen Wert von 5,73 +1,16 pug/cm? fur die langkettigen Aliphate
und 2,80 £1,70 ug/cm? fir die Triterpene. Eine groRere Menge beider Substanzklassen
konnte durch die Extraktion der Restkutikeln erreicht werden (langkettige Aliphate:
16,66 + 5,89 ug/cmz?, Triterpene: 50,45 + 0,45 pug/cm?). Innerhalb der langkettigen Aliphate
konnten mit der ersten Behandlung vor allem Alkane (1,98 +0,39 pg/cm2) und Sauren
(0,29 + 0,15 pug/cm?2) selektiv entfernt werden. Ester, Aldehyde und Triterpene waren nach
den Behandlungen nur in Spuren zu finden und traten in héheren Mengen erst durch die
Restwachsbestimmung auf (Abbildung 52 C). Substanzen der Kettenldnge C,y und Cs;
wurden in héheren Mengen mit der ersten Celluloseacetatbehandlung entfernt, Substanzen
der Kettenlangen C,s, Cys, Cy7, Caa, C3q dagegen kaum oder gar nicht (Abbildung 52 D). Eine

Diskriminierung in der Kettenlangenverteilung liegt nicht vor.
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Abbildung 52: Absolute Darstellung der Ergebnisse d er Wachsanalyse der abgehobenen

Wachse von Prunus laurocerasus Kutikeln mit Celluloseacetat

Dargestellt ist die aufsummierte Menge der abgehobenen Wachse (A), unterteilt in langkettige
Aliphate und Triterpene (B), Substanzklassen (C) und Kettenldngen (D). Jede Analyse besteht aus
funf Parallelen, aus denen Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet wurden.
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3.2.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

3.2.2.1 Die selektive Entfernung der Oberflachenwac  hse mit drei
verschiedenen Ansatzen

Die nach 2.7 vorbereiteten und mit Kollodium behandelten Proben wurden
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Alle Membranen wurden zweifach in Folge mit
Kollodium behandelt. Ergebnisse aus Voruntersuchungen haben gezeigt, dass eine
zweifache Behandlung der Oberflache von Prunus laurocerasus, Ficus elastica und Hedera
helix mit Kollodium ausreicht, um die Oberflachenwachse quantitativ zu entfernen. Nach
Formel 3 ergab sich fur die untersuchten Proben eine Goldschicht von 72 nm. Die
rasterelektronenmikroskopischen Bilder dienten der visuellen Unterstiitzung der analytischen
Daten und sind fur die weitere Herangehensweise in den Transpirationsmessungen von
Bedeutung. Abbildung 53 zeigt die zweifach zur Halfte mit Kollodium behandelten
Oberflachen elf verschiedener Arten. Zwischen unbehandelter und behandelter Flache
bildete sich oft eine scharfe Grenze (Pfeil), die je nach Art und Wachsbelegung besonders
stark (C, D, E), oder schwach ausgepragt war (F, K). Bei Philodendron spec. (G)
Blattscheiben reichte eine zweifache Behandlung der Oberflache mit Kollodium nicht aus um
die Oberflachenwachse vollstdndig zu entfernen. Die Grenze zwischen behandelter und
unbehandelter Flache verlief nicht scharf, Restwachse befanden sich weiterhin auf der mit
Kollodium behandelten Oberflache. Neben der Mdoglichkeit, zwischen behandelter und
unbehandelter Oberflache unterscheiden zu kdnnen, zeigten die Aufnahmen eine Vielfalt an
unterschiedlichen Wachsformationen. Bei Clusia spec. (C) und Schefflera arboricola (1)
Blattscheiben konnten schuppenartige Wachsplatten erkannt werden. Bei Hedera helix (E)
und Prunus laurocerasus (H) Kutikulamembranen &hnelten die Oberflichenwachse eher

einem Wachsfilm, Wachskristalle konnten bei diesen Arten nicht gefunden werden.
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Abbildung 53: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men der Grenzen zwischen unbehandelten und zweifach mit Kollodium behandelten

Oberflachen verschiedener Arten

von: A. Camellia sinensis (BS), B. Clivia miniata (BS), C. Clusia spec. (BS), D. Ficus elastica (CM), E. Hedera helix (CM), F. Monstera deliciosa (BS), G.
Philodendron spec.(BS), H. Prunus laurocerasus (CM), |. Schefflera arboricola (BS), J. Solanum lycopersicum (FCM), K. Vinca major (BS) mit Kollodium. Pfeile
zeigen die Grenze zwischen unbehandelter und behandelter Flache. BS= Blattscheibe, CM= cuticular membrane, FCM=fruit cuticular membrane.
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Die in den analytischen und transportphysiologischen Untersuchungen verwendeten
Kutikulamembranen von Prunus laurocerasus mussten einige Monate nach der Isolation
lagern, bevor sie fur die selektive Entfernung der Wachse genutzt werden konnten. Auf frisch
isolierten Kutikulamembranen blieb das Kollodium haften und bei dem Versuch den
Nitrozellulosefilm von der Oberflache abzuheben, rissen die Membranen, was ihre weitere

Verwendung in Transpirationsmessungen ausschloss.

50um

Abbildung 54: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von Prunus laurocerasus
Kutikulamembranen unterschiedlicher Lagerungszeit

A+B: lang gelagerte (aus 2009) Prunus laurocerasus Kutikulamembranen, selektive Entfernung
mdoglich, C+D: frisch isolierte (aus 2011) Prunus laurocerasus Kutikulamembranen, selektive
Entfernung nicht méglich.

Die Oberflachen in Abbildung 54 A+B (Isolation 2009) zeigten deutliche Wachsformationen.
Bei visueller Betrachtung dieser Membranen im Licht fiel auf, dass ihre physiologische
Aul3enseite stark glanzte. Diese Kutikulamembranen eigneten sich im Gegensatz zu den
frisch isolierten Prunus Kutikulamembranen (Isolation 2011) fiur die selektive
Wachsentfernung. Die frisch isolierten Membranen erschienen matt und Wachse konnten auf
der Oberflache nicht ausgemacht werden (C+D). Auf diesen Kutikulamembranen blieb der
Kollodiumfilm nach Trocknung haften, was ihre Verwendung in der Analytik und fir

Transpirationsversuche ausschloss.
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Als Vergleich zu der Behandlung mit Kollodium wurden Prunus laurocerasus Blattscheiben
zwei Mal in Folge mit Gummi arabicum behandelt und die Oberflache
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Behandlung musste an Blattscheiben

erfolgen, da isolierte Kutikulamembranen von Prunus laurocerasus bei dem Versuch der

Entfernung des Polysaccharidfilms rissen.

Abbildung 55: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von unbehandelten und mit

Gummi arabicum behandelten Prunus laurocerasus Blattoberseiten

A: physiologische Auf3enseite, unbehandelt, B+C: physiologische AuRenseite zweifach mit Gummi
arabicum behandelt, D: physiologische AuRenseite, zur Hélfte zweifach mit Gummi arabicum
behandelt, Pfeil symbolisiert die Grenze zur behandelten Flache.

Abbildung 55 A zeigt die schuppenartige Form der Oberflachenwachse einer unbehandelten
Prunus laurocerasus Blattscheibe. Die Oberflache erschien nach der zweifachen
Behandlung mit Gummi arabicum glatt, schuppenartige Wachsformationen konnten auf der
Oberflache nicht mehr erkannt werden (Abbildung 55 B und C). Die Grenze zwischen
unbehandelter und behandelter Oberflache konnte bei einer zur Halfte behandelten Prunus

Blattscheibe erkannt werden (D, Pfeil).
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Neben der selektiven Entfernung mit Kollodium und Gummi arabicum wurde auch die
zweifache Behandlung mit Celluloseacetat rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die
Herstellung einer zur Halfte behandelten Probe war nicht moglich, da das in Aceton geldste
Celluloseacetat auf der Oberflache direkt spreitete und eine Unterteilung in unbehandelter

und behandelter Oberflache ausschloss.

Abbildung 56: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von unbehandelten und mit
Celluloseacetat behandelten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

A+B: physiologische AuRenseite, unbehandelt, C+D: physiologische AuRenseite nach zweimaliger
Behandlung mit Celluloseacetat.

Abbildung 56 A und B zeigt die fur Prunus laurocerasus typischen Oberflachenwachse. Sie
weisen eine schuppenartige Form auf und bilden einen Wachsfilm. Nach der zweifachen
Celluloseacetatbehandlung schienen die Prunus Kutikulamembranen glatt, die
Oberflachenwachse fehlten (C+D).
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3.2.3 Transpirationsmessungen

Durch radioaktive Transpirationsmessungen sollte die Rolle der epikutikularen Wachse bei
der Bildung der Barriere und der Einfluss verschiedener Losungsmittel auf die Transpiration
untersucht werden. Alle durchgeflhrten Transpirationsmessungen erfolgten Uber 100 %
Luftfeuchte und bei 25 °C. Die Effekte der einzelnen Behandlungen auf die Transpiration der
verschiedenen Arten konnte ermittelt werden, indem die Permeabilitédt vor Behandlung mit
der Permeabilitdit nach Behandlung verglichen wurde. Jede behandelte Kutikulamembran
oder Blattscheibe wurde einzeln betrachtet. Die in den Versuchen verwendeten
Blattscheiben stammten meist von Arten, von denen sich keine Kutikulamembranen isolieren
lieBen. Sie wurden vor dem Einbau und der Verwendung in Transpirationsstudien mit
radioaktivem Wasser vakuuminfiltriert (Schreiber, 2001). Membranen, die aufgrund eines
nicht linearen Kurvenverlaufs, oder eines verringerten Bestimmtheitsmasses auf eine
Beschadigung hindeuteten, wurden aus der Berechnung des Mittelwertes und der
Standardabweichung ausgeschlossen. Die aufgefiihrten Mittelwerte wurden aus mindestens
funf Einzelwerten gebildet. Um eine Antwort auf die Frage nach der Funktion der
epikutikul&ren Wachse in der Ausbildung der kutikularen Transpirationsbarriere zu erhalten,
wurden die Oberflachenwachse selektiv mit drei verschiedenen Anséatzen entfernt. Kollodium
(Nitrozellulose) geldst in Diethylether-Ethanol und Celluloseacetat gel6st in Aceton wurden
verwendet. Als Vergleich dazu wurde Gummi arabicum getestet, das in Aqua demin und
nicht in organischem LoOsungsmittel gelést wird. Vorausgehende rasterelektronen-
mikroskopische Untersuchungen hatten gezeigt, dass eine zweifache Behandlung mit
Kollodium ausreicht, um die Oberflachenwachse quantitativ zu entfernen. Die Oberflachen
erscheinen nach der Behandlung glatt. Als Kontrolle in den Transportexperimenten wird der
Effekt der organischen Ldsungsmittel Diethylether-Ethanol (Kollodium) und Aceton
(Celluloseacetat) auf die Transpiration gemessen. Fir Gummi arabicum stellt die Applikation

von Agua demin die Kontrolle dar.

3.2.3.1 Messung der Transpiration vor und nach sele  ktivem Entfernen der
Oberflachenwachse von isolierten Kutikulamembranen und
intakten Blattscheiben mit Hilfe von Kollodium

Die gemittelten Effekte der zweifachen Kollodium- und Diethylether-Ethanol Behandlung
(Dauer der Trocknungsphase: ca. 30s) zehn verschiedener Arten (Blattscheiben und
isolierte Kutikulamembranen) streuen alle um 1.0 (Tabelle 13). Der gréf3te Effekt konnte bei
der Behandlung von Solanum lycopersicum Fruchtkutikulamembranen gemessen werden.
Die Transpiration stieg um den Faktor 1,40 £ 0,36 nach der Behandlung an. Bei einigen
Arten wie Clusia spec., Philodendron spec., Camellia sinensis und Ficus elastica konnten

Effekte kleiner als 1.0 gemessen werden. Das organische Ldsungsmittel Diethylether-
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Ethanol hatte mit 1,35 + 0,13 bei Schefflera und 1,30 £ 0,59 bei Solanum lycopersicum den
hochsten Effekt auf die Transpiration. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die
Behandlung mit Kollodium und dem organischen Ldsungsmittel als Kontrolle bei einigen
Arten zu einer leicht erhdhten Transpiration, bei anderen zu gering erniedrigten
Transpirationen fiihrte. Die bei den Blattscheiben gemessenen Veranderungen waren nicht
signifikant verschieden von 1 (Ttest gegen theoretischen Wert 1 (Kohler et al., 2012);
Kollodiumbehandlung t vers (057 < t1ap 2,31, LOsungsmittelbehandlung t vers (0.209) <t 1ap 2,31))s

was eine Mittelwertbildung der Effekte unabhéngig der verschiedenen Arten méglich machte.

Tabelle 13: Gemittelte Effekte der Kollodium und Di  ethylether-Ethanol Behandlung auf die

Transpirationsraten intakter Blattscheiben und isol ierter Kutikulamembranen
% Vorarbeiten (Zeisler, 2010), zur Vollstandigkeit als Vergleich zu den Blattscheiben mit aufgefiihrt.
At Effekt Effekt
(Behandlung mit Kollodium) (Behandlung mit LM)
MW = STABW MW = STABW
Blattscheiben

Camellia sinensis 0,78 £ 0,29 1,05+0,13
Clusia spec. 0,66 +0,14 1,08 £0,34
Ficus elastica 0,87 + 0,08 1,08 £ 0,23
Hedera helix 1,22 £ 0,27 1,21 £0,28
Monstera deliciosa 1,14 £ 0,16 0,86 + 0,06
Philodendron spec. 0,83+0,18 0,69 +£0,30
Prunus laurocerasus 1,21 £ 0,22 0,98 £0,15
Schefflera arboricola 1,01 £0,37 1,35+£0,13
Vinca major 0,94 +£0,10 0,87 £0,19
gemittelter Effekt 0,98 £ 0,28 1,02 £0,28

Kutikulamembranen
Ficus elastica ® 1,23+0,36 1,18 + 0,38
Hedera helix @ 1,11 +0,17 1,04+ 0,16
Prunus laurocerasus ? 1,22 £0,30 0,94 £ 0,17

Solanum

lycopersicum Frucht 1.40=0,36 1.3020.59
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3.2.3.2 Messung der Transpiration vor und nach sele  ktivem Entfernen der
Oberflachenwachse von intakten Blattscheiben mit Gu mmi
arabicum

Die Messung der kutikuldaren Transpiration vor und nach selektiver Entfernung der
Oberflachenwachse konnte mit Gummi arabicum nur an intakten Blattscheiben erfolgen, da
isolierte Kutikulamembranen durch das Abziehen des getrockneten Films rissen. Die
Anfangstranspiration wurde Uber einem Zeitraum von 2 Stunden uber 100 % Luftfeuchte
gemessen. Das mit Aqua demin versetzte Gummi arabicum wurde mit einem Pinsel auf die
zu behandelnde Oberflache aufgebracht. Nach einer Zeitspanne von ca. 45 min pro
Durchgang konnte das getrocknete Gummi arabicum Stiickeweise von der Oberflache
entfernt und die Membranen erneut behandelt werden. Die mit Aqua demin behandelten
Kutikulamembranen mussten tber Nacht unter dem Abzug trocknen. Tabelle 14 zeigt die
Effekte der Gummi arabicum und Aqua demin Behandlung auf die Transpiration von Prunus
Blattscheiben und Kutikulamembranen. Die mechanische Entfernung der epikutikularen
Wachse von der Oberflache fiihrte zu keinem Anstieg in der Transpiration. Der Wert ist
statistisch nicht verschieden von 1 (Ttest gegen theoretischen Wert 1; Gummi arabicum

Behandlung t vers (1,12) < t 1ab 2,31))-

Tabelle 14: Gemittelte Effekte der Gummi arabicum u  nd Wasserbehandlung auf die
Transpirationsrate intakter Prunus laurocerasus Blattscheiben und isolierter
Kutikulamembranen

Effekt Effekt
At (Behandlung mit Gummi (Behandlung mit Aqua demin)
arabicum)
MW = STABW MW + STABW
Blattscheiben

Prunus laurocerasus 0,82 +0,47
Kutikulamembranen
Prunus laurocerasus 0,82+0,13

102



3.2.3.3 Messung der Transpiration vor und nach sele  ktivem Entfernen der
Oberflachenwachse von isolierten Kutikulamembranen mit

Celluloseacetat

Nach der zweistlindigen Messung der Anfangstranspiration tber 100 % Luftfeuchte wurden
funf Prunus laurocerasus Kutikulamembranen zwei Mal in Folge mit 100 pl Celluloseacetat
behandelt. Die Trocknungsphase zwischen den beiden Durchgdngen dauerte ca. zwei
Minuten. Als Negativkontrolle wurden funf weitere Kutikulamembranen zwei Mal mit je 15 pl
Aceton behandelt. Tabelle 15 zeigt die gemittelten Effekte samt Standardabweichungen der
jeweiligen Behandlung. Es konnte ein signifikanter Anstieg der Transpiration nach der
Behandlung mit Celluloseacetat verzeichnet werden (Effekt: 9,08 +4,57, Ttest gegen
theoretischen Wert 1; Behandlung mit Celluloseacetat tyes o5 >trtan (2,77). Auch die
Applikation des Losungsmittels Aceton fihrte zu einem signifikanten Anstieg der

Transpiration (Effekt: 6,11 + 2,97, Ttest gegen theoretischen Wert 1; Behandlung mit Aceton

t vers 3,84) > t Tab 2,77))-

Tabelle 15: Gemittelte Effekte der Celluloseacetat-  und Acetonbehandlung auf die
Transpirationsraten isolierter  Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Effekt Effekt
Art (Behandlung mit Celluloseacetat) (Behandlung mit Aceton)
MW + STABW MW + STABW
Prunus laurocerasus 9,08 £4,57 6,11 £ 2,97

3.2.4 Der Einfluss verschiedener Lésungsmittel auf die kutikulare

Barriere

Der Effekt verschiedener Lésungsmittel wurde auf die Transpiration von Prunus laurocerasus
Kutikulamembranen untersucht. Die Kutikulamembranen wurden nach einer mindestens
einstindigen Messung der Anfangstranspiration mit den in Tabelle 4 beschriebenen
Losungsmitteln behandelt. Dabei erfolgte die Behandlung bei allen Lésungsmitteln aulRer bei
Aqua demin zweifach in Folge. Zwischen der ersten und zweiten Behandlung und der
anschlieenden Messung der Transpiration fir mindestens eine Stunde wurde darauf
geachtet, dass das Ldsungsmittel vollstandig verdampft war. Vor der Behandlung mit den
Losungsmitteln, konnte fur isolierte Prunus laurocerasus Kutikulamembranen ein Leitwert

von 2,02 x 10 1,70 x 10° m/s (n=58) gemessen werden.
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Ein Leitwert von 6,37 x 10" + 5,80 x 10" m/s wurde fiir die Kontrollen (Parafilmscheiben)
gemessen. Die grof3ten Effekte auf die kutikuldre Transpiration konnten durch die Applikation
von Chloroform (Effekt: 4,81 +2,79) und Aceton (Effekt: 3,72 +1,88) erzielt werden. Die
Applikation von Ethanol (Effekt: 1,32 + 0,48), Diethylether-Ethanol (Effekt: 1,0 £ 0,07), Hexan
(Effekt: 0,93 +£0,13) und Wasser (Effekt: 0,82 +0,13) hatte im Vergleich dazu einen
geringeren oder keinen Effekt auf die Transpiration (Abbildung 57)
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Abbildung 57: Effekte der Behandlung mit verschiede nen Lésungsmitteln auf die kutikulare
Transpiration von Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen der mit verschiedenen L&sungsmitteln
behandelten P. laurocerasus Kutikulamembranen. Von 1 signifikant verschiedene Effekte sind mit *
gekennzeichnet (Ttest gegen theoretischen Wert 1).
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3.3 Die Kutikula als epiphyller Lebensraum

Der potentielle Einfluss tensidproduzierender Bakterien auf die kutikuldre Transpiration von
isolierten Prunus laurocerasus und Populus canescens Kutikulamembranen wurde mit
verschiedenen Versuchsansatzen untersucht. Die Wachse der beiden Pflanzenarten wurden
chemisch analytisch mittels GC/MS und GC/FID untersucht. Die Besiedlung der
Blattoberflachen mit Pseudomonas syringae wurde durch Rasterelektronenmikroskopie
untersucht und die verwendeten Bakteriensuspensionen, Uberstande und Extrakte vor der
Verwendung in Transpirationsstudien visuell und durch Kontaktwinkelmessungen auf
Tensidproduktion uberpriift. Fur die visuelle Uberpriifung wurde das Spreitungsverhalten von
Tropfen der unterschiedlichen Ansatze auf Parafilm gegentiber Wasser verglichen und die
Gefalze mit dem jeweiligen Ansatz kraftig geschuittelt und auf Schaumbildung Gberprift. Der
Effekt der Bakteriensuspensionen, Uberstande und Extrakte auf die Transpiration wurde

radioaktiv gemessen.

3.3.1 Analytische Untersuchungen

Der Gesamtwachsgehalt von isolierten Prunus laurocerasus (n=5) und Populus canescens
(n=6) Kutikulamembranen wurde chemisch analytisch bestimmt. Die erneute analytische
Untersuchung der Prunus laurocerasus Kutikulamembranen war von No6ten, da sie sich in
dem Zeitpunkt der Isolation von denen in 3.2.1.3 beschrieben unterschieden. Grafisch

dargestellt sind die Mittelwerte samt zugehdériger Standardabweichung.

3.3.1.1 Gesamtwachsanalyse von Prunus laurocerasus

Kutikulamembranen

Die Totalextraktion der isolierten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen ergab im Mittel
einen Wachsgehalt von 84,42 + 9,63 pg/cm?. Es konnten insgesamt 30 Einzelsubstanzen
(Abbildung 58 A) der Substanzklassen der Sauren (3,66 +1,20 pg/cm?), Alkane
(13,66 + 1,50 pug/cm3), Alkohole (2,37 £0,20 pg/cm?), Aldehyde (0,49 £ 0,29 pg/cm?), Ester
(4,63 £1,51 pg/cm2) und Triterpene (59,59 + 11,08 pug/cm?) identifiziert werden (B). Die
Triterpene bestehend aus dem Triterpenalkohol Uvaol und den beiden Triterpensauren
Oleanol- und Ursolsaure machten mit 69 % den gré3ten Anteil des Gesamtwachses aus.
Innerhalb der Klasse der Triterpene machte die Ursolsdure mit 49,01 + 9,56 ug/cm2 den
groldten Anteil aus. Die Betrachtung der Kettenlangenverteilung (C) macht deutlich, dass
Substanzen der Kettenlange C,s mit einer Menge von 8,06+0,83 pg/cm? am
prominentesten, gefolgt von Substanzen der Kettenlénge Cs; (4,91 + 0,64 pg/cm?) vertreten

waren.
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Abbildung 58: Gemittelter Wachsgehalt in pg/cmz2 iso
Kutikulamembranen

lierter Prunus laurocerasus

aufgeteilt nach A: einzelnen Substanzen, B: Substanzklassen und C: Kettenlangen.
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3.3.1.2 Gesamtwachsanalyse von Populus canescens
Kutikulamembranen

Nach der Extraktion von sechs isolierten Populus canescens Kutikulamembranen konnte
eine Gesamtwachsmenge von 38,27 + 6,63 pg/cmz2 gaschromatographisch bestimmt werden.
Das Wachs bestand nur aus langkettigen Aliphaten (Abbildung 59 A), Triterpene konnten
nicht nachgewiesen werden. Den groRten Anteil am Wachs machten die Ester
(23,08 + 2,77 ug/cm?2), gefolgt von den Alkanen mit 6,93 + 2,07 ug/cm2 aus (B). Neben
diesen  Substanzen  konnten  ferner  Sauren (2,62 £0,28 pg/cm2),  Alkohole
(2,55 + 1,25 pg/cm?2) und Aldehyde (2,34 + 1,14 pg/cm?) identifiziert werden. Substanzen der
Kettenldnge Csg machten mit 16,28 + 1,85 ug/cm? (42,97 %) den gréf3ten Anteil am Wachs
aus, gefolgt von Substanzen der Kettenldnge C,; mit 5,31 + 1,60 pg/cmz (C).
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Abbildung 59: Gemittelter Wachsgehalt in pg/cmz? iso

Kutikulamembranen

aufgeteilt nach A: einzelnen Substanzen, B: Substanzklassen und C: Kettenlangen.
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3.3.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der

Pseudomonas syringae Bakterien

Pseudomonas syringae Bakterien wurden fur zwei Tage bei 25 °C auf KB-Platten angezogen
(Kapitel: 2.5.1). Es wurde eine WT Bakteriensuspension mit der optischen Dichte von 1
hergestellt und 100 pl dieser Suspension auf einen mit einer Prunus laurocerasus
Kutikulamembran versehenen Probentisch appliziert. Vor dem Sputtern wurde darauf
geachtet, dass die Bakteriensuspension vollstandig unter dem Abzug getrocknet war. Es
wurde fur zwei Minuten besputtert (Sputterschicht: 72 nm). Die rasterelektronen-
mikroskopischen Bilder zeigen, dass sich die stabchenférmigen Bakterien zu Aggregaten
zusammenlagern (Abbildung 60 A). Es scheint, dass sie durch eine extrazellulare Matrix

zusammengehalten wurden. Sie wiesen im Mittel eine Grof3e von 1-2 pum auf (B).

Abbildung 60: Rasterelektronenmikroskopische Aufnah men von Pseudomonas syringae WT
Bakterien auf einer isolierten  Prunus laurocerasus Kutikulamembran
A+B: Bakterien lagern sich auf der Oberflache zu Aggregaten zusammen.
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3.3.3 Uberpriifung der Bakteriensuspensionen, Uberst  ande und Extrakte
auf Tensidproduktion, Spreitungsverhalten auf Paraf ilm und

Kontaktwinkelmessungen

Eine deutliche Schaumbildung konnte nach dem Schiutteln aller Bakteriensuspensionen und
Uberstande, ausgenommen bei denen der Dbl ko- Bakterien erkannt werden. Tropfen dieser
Ansatze zeigten im Vergleich zu Aqua demin oder der Suspension der Dbl ko- Mutante ein
groBeres Spreitungsvermégen (Abbildung 61). Die grob auf gereinigten Extrakte (Rhla-,
Haa, Rhla-/Syf-, Syf) wurden mit Aqua demin versetzt und gevortext. Es konnte bei allen
Extrakten, aul3er bei Rhla-/Syf- eine Schaumbildung erkannt werden. Tropfen dieser
Extrakte zeigten im Vergleich zu der Negativkontrolle Aqua demin, sowohl auf Parafiim als
auch auf der isolierten Kutikulamembran ein groRBeres Spreitungsverhalten.
Kontaktwinkelmessungen bei drei unbehandelten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen
ergaben im Mittel einen Winkel von 82,95° + 11,89°. Es konnten keine Kontaktwinkel mit
Wassertropfen als Flussigkeit an Prunus laurocerasus Kutikulamembranen durchgefihrt
werden, die Uber Nacht mit Bakteriensuspension oder Phosphatpuffer behandelt wurden. Die
Wassertropfen spreiteten sofort auf der zuvor mit WT- oder MT- Bakterien behandelten
Oberflachen. Die Oberflachen wurden durch die Vorbehandlung mit den Bakterien-
suspensionen vollstéandig benetzbar. Das gleiche konnte bei der Vorbehandlung mit
Phosphatpuffer als Negativkontrolle beobachtet werden. Fir unbehandelte Populus
canescens Kutikulamembranen konnte ein Kontaktwinkel von 121°+4,45° gemessen
werden. Auch hier war die Messung der Kontaktwinkel nach Bakterienapplikation und
Eintrocknung uber Nacht nicht moglich.

WT Dbl ko- '
Bakteriensuspension Bakteriensuspension

Abbildung 61: Uberpriifung der Tensidproduktion von Pseudomonas syringae
Exemplarisch ist das Spreitungsverhalten eines Tropfens der WT Bakteriensuspension im Vergleich
zum Tropfen der Suspension der Dbl Ko- Mutante gezeigt.
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3.3.4 Transpirationsmessungen

Die radioaktiv durchgefihrten Transpirationsmessungen erfolgten mit isolierten
Kutikulamembranen und dber 100% Luftfeuchte. Es wurde der Einfluss von

Bakteriensuspensionen, Uberstanden und grob auf gereinigten Extrakten untersucht.

3.3.4.1 Einfluss tensidproduzierender Bakterien auf die Transpiration von
Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Die Anfangstranspiration wurde Uber einen einstiindigen Zeitraum gemessen. Die
Kutikulamembranen (n=5) wurden anschlieBend mit 100 pl der WT (produzieren
Syringafaktin und Rhamnolipid), Syf- (Syringafaktin knockout) und Dbl ko- (kein Biotensid,
Doppelknockout) Bakteriensuspensionen in  Phosphatpuffer (OD 1) behandelt. Die
Trocknung der Suspensionen erfolgte Gber Nacht unter dem Abzug. Am ndchsten Tag wurde
die Transpiration erneut fir mindestens eine Stunde gemessen. Der Effekt der einzelnen
Bakterienstamme auf die Transpiration wurde berechnet, indem die Endsteigung (E,) durch
die Anfangssteigung (E;) dividiert wurde. Abbildung 62 A zeigt die gemittelten Kinetiken samt
Standardabweichung. Die hohen Standardabweichungen spiegeln die biologische Variabilitat
der Kutikulamembranen wider. Die einzelnen Membranen verhielten sich jedoch vor und
nach der Behandlung zueinander gleich. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Transpiration
nach der Behandlung mit WT, Syf- und Dbl ko- Bakterien anstieg. Dies wird bei Betrachtung
der errechneten Effekte (B) deutlicher. Die Applikation von 100 pul der Syf-
Bakteriensuspension hatte mit 3,45 + 2,43 den groRten Effekt auf die Transpiration, gefolgt
von der Applikation der Dbl ko- Bakterien (Effekt: 2,77 + 1,53). Den geringsten Effekt auf die
Wasserpermeabilitat hatte die Applikation der WT Bakteriensuspension (Effekt: 1,80 + 0,56).
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Abbildung 62: Gemittelte Kinetiken und Effekte auf die Transpiration der mit Bakterien
behandelten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen tiber 100 % Luftfeuchte

A: Prunus laurocerasus Kutikulamembranen behandelt mit Bakteriensuspensionen, B: zu A
zugehorige Effekte der Behandlung. Der letzte Messpunkt vor der Achsenunterbrechung ist der
Zeitpunkt der Behandlung (Pfeil).
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3.3.4.2 Einfluss von Bakterientiberstdnden auf die T ranspiration von
Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Dieser Ansatz wurde als Vergleich zu den Versuchen mit Bakteriensuspensionen gewabhilt,
um eventuelle Effekte auf die Transpiration durch freigegebene Enzyme der Bakterienzellen,
z.B. durch Absterben wahrend der Trocknungszeit unter dem Abzug, auszuschlie3en. Von
den WT und Syf- Bakterien wurden Bakterieniberstande in Phosphatpuffer mit einer
optischen Dichte von 1 hergestellt. Nach Zentrifugation sollten sich in den Uberstanden keine
Bakterienzellen mehr befinden, sondern nur noch die Biotenside. Nach Messung der
Anfangstranspiration tber einen Zeitraum von einer Stunde wurden die Kutikulamembranen
mit 100 ul der Bakterienlberstande behandelt. Nach Eintrocknung Uber Nacht unter dem
Abzug wurde die Transpiration erneut Uber einen Zeitraum von einer Stunde gemessen. Die
Applikation des WT-Uberstandes fiihrte zu einer leichten Zunahme der Transpiration
(Effekt: 1,56 + 0,77), Abbildung 63. Dieser ist aber aufgrund der hohen biologischen
Variabilitat der Kutikulamembranen und der damit verbundenen hohen Standardabweichung
statistisch nicht verschieden von 1. Kein Effekt auf die Transpiration hatte die Applikation des
Syf-Bakterientiberstandes (Effekt: 0,91 + 0,18).
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Abbildung 63: Gemittelte Kinetiken und Effekte auf die Transpiration der mit Uberstanden
behandelten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen ber 100 % Luftfeuchte

A: Prunus laurocerasus Kutikulamembranen behandelt mit Bakterieniberstdanden der, B: zu A
zugehdrige Effekte der Behandlung. Der letzte Messpunkt vor der Achsenunterbrechung ist der
Zeitpunkt der Behandlung (Pfeil).
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3.3.4.3 Einfluss von grob auf gereinigten Biotensid  -Extrakten auf die

Transpiration von Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Der Effekt dreier auf gereinigter Biotensid-Extrakte auf die Transpiration von isolierten
Prunus laurocerasus Kutikulamembranen wurde durch Transpirationsmessungen untersucht.
Den groRten Effekt (1,50 £0,79) auf die Transpiration hatte die Applikation von 30 pl des
Rhla- Extrakts. Dieses Extrakt stammte von Bakterien, die das Syringafaktin bilden konnten,
in der Rhamnolipidsynthese jedoch einen knockout aufwiesen (Abbildung 64 A). Die
Applikation des HAA Extrakts (Vorstufe des Rhamnolipids) hatte keinen Effekt (1,08 +0,17)
auf die Transpiration, ebenso wie die Applikation des Extraktes, welches von Bakterien
stammte, die einen knockout in der Synthese beider Biotenside (Rhla-/Syf-) aufwiesen
(Effekt:0,97 £ 0,14).
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Abbildung 64: Gemittelte Kinetiken und Effekte auf die Transpiration der mit auf gereinigten
Extrakten behandelten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen tber 100 % Luftfeuchte

A: Prunus laurocerasus Kutikulamembranen behandelt mit auf gereinigten Extrakten, B: zu A
zugehorige Effekte der Behandlung. Der letzte Messpunkt vor der Achsenunterbrechung ist der
Zeitpunkt der Behandlung (Pfeil).
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3.3.4.4 Einfluss tensidproduzierender Bakterien auf die Transpiration von
Populus canescens Kutikulamembranen

Je funf isolierte Populus canescens Kutikulamembranen wurden nach einer zweistiindigen
Messung der Anfangstranspiration mit 100 ul der WT-, bzw. Syf-Bakteriensuspension
behandelt. Die Applikation der Syf- Bakteriensuspension diente dabei als Negativkontrolle
zur WT Applikation. Die Bakteriensuspensionen wurden im Gegensatz zu den Versuchen an
isolierten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen nicht in Phosphatpuffer angesetzt,
sondern in Aqua demin. Dies sollte verhindern, dass die gemessenen Effekte von dem
Phosphatpuffer stammten. Nach der Behandlung mit der WT-Bakteriensuspension stieg die
Transpiration an (Effekt: 2,38 + 1,8). Die Applikation der Syf- Bakterienapplikation hat keinen
Effekt (0,94 £0,14) auf die Transpiration von Populus canescens Kutikulamembranen
(Abbildung 65 A+B).
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Abbildung 65: Gemittelte Kinetiken und Effekte auf die Transpiration der mit Bakterien
behandelten Populus canescens Kutikulamembranen tber 100 % Luftfeuchte

A: Populus canescens Kutikulamembranen behandelt mit WT und Syf-Bakteriensuspensionen der
OD 1, B: zu A zugehorige Effekte. Der letzte Messpunkt vor der Achsenunterbrechung ist der
Zeitpunkt der Behandlung (Pfeil).
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3.3.4.5 Einfluss von Bakterientiberstdnden auf die T ranspiration von
Populus canescens Kutikulamembranen

Um den Effekt der BakterienUberstadnde nach Zentrifugation der Bakteriensuspensionen auf
Populus canescens Kutikulamembranen messen zu kdnnen, wurden unterschiedliche
experimentelle Anséatze gewahlt. Es wurde nur zwischen dem Ansatz in Phosphatpuffer und
Aqua demin unterschieden. In dem ersten experimentellen Ansatz wurden Populus
canescens Kutikeln mit WT und Syf- Bakterienlberstanden in Phosphatpuffer behandelt. Der
Syf- Uberstand diente dabei als Negativkontrolle zur WT Applikation. Als zusatzliche
Kontrolle diente die Applikation von reinem Phosphatpuffer auf die isolierten
Kutikulamembranen. Ein Anstieg in der Transpiration konnte nach allen Behandlungen
verzeichnet werden (Abbildung 66). Den grofdten Effekt auf die Transpiration hatte die
Applikation von reinem Phosphatpuffer (Effekt: 5,22 +1,37). Die Applikation der in
Phosphatpuffer gelosten WT und Syf- Uberstande wiesen annahernd denselben Effekt auf
(Effekt WT Uberstand: 4,76 + 1,78; Effekt Syf- Uberstand: 4,38 + 1,99). Da die Transpiration
nach der Applikation des Phosphatpuffers anstieg, wurde in einem zweiten Ansatz der Effekt

von Bakterientiberstanden in Aqua demin untersucht (Abbildung 67).
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Abbildung 66: Gemittelte Kinetiken und Effekte auf die Transpiration der mit Uberstanden
behandelten Populus canescens Kutikulamembranen tber 100 % Luftfeuchte

A: Populus canescens Kutikulamembranen behandelt mit Bakterientiberstanden in Phosphatpuffer, B:
zu A zugehorige Effekte. Der letzte Messpunkt vor der Achsenunterbrechung ist der Zeitpunkt der
Behandlung (Pfeil).
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Populus canescens Kutikulamembranen wurden nach der zweistiindigen Messung der
Anfangstranspiration mit 100 ul des WT, Syf- und Dbl Ko- Uberstands in Aqua demin
behandelt. Die Applikation des Dbl Ko- Uberstandes diente sowohl fiir die WT, als auch fiir
die Syf- Applikation neben Aqua demin als Negativkontrolle. Es ist zu erkennen, dass die
Behandlung (letzter Messpunkt vor der Achsenunterbrechung) der Kutikulamembranen zu
keinem Anstieg in der Transpiration fiihrte (Abbildung 67 A). Die Kinetiken verlaufen linear
weiter bzw. flachen ab. Die Applikation von Aqua demin hatte mit 0,94 + 0,13 den geringsten
Effekt auf die Transpiration, gefolgt von der Applikation des Dbl Ko- Uberstandes
(Effekt: 1,14 + 0,11). Die Applikation des WT Uberstandes hatte einen Effekt von 1,16 + 0,11

auf die Transpiration.
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Abbildung 67: Gemittelte Kinetiken und Effekte auf die Transpiration der mit Uberstanden
behandelten Populus canescens Kutikulamembranen tber 100 % Luftfeuchte

A: Populus canescens Kutikulamembranen behandelt mit Bakterientiberstanden in Aqua demin, B: zu
A zugehorige Effekte. Der letzte Messpunkt vor der Achsenunterbrechung ist der Zeitpunkt der
Behandlung (Pfeil).
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4 Diskussion
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4.1 Oberflachencharakterisierung ausgewahlter Nutzp  flanzen

Pflanzenarten unterscheiden sich in ihrer Wachszusammensetzung. Schon innerhalb einer
Pflanzenart kann die Wachszusammensetzung zwischen verschiedenen Organen (Stangel,
Frucht, Blute und Blatt), aber auch innerhalb eines Organs (Blattober-und Blattunterseite)
variieren (Gulz, 1994; Buschhaus und Jetter, 2012). Des Weiteren kann sich der
Wachsgehalt quantitativ und qualitativ bei Blattern unterschiedlichen Alters unterscheiden
(Rhee et al., 1998; Jetter und Schéffer, 2001). Oberflachenwachse kdnnen verschiedene
Strukturen ausbilden. lhre Struktur als ebener Wachsfilm oder als Kristalle, wurde in der
Vergangenheit intensiv durch mikroskopische Studien (SEM) untersucht (Jeffree, 1986).
Durch Korrelationen aus der Kombination von analytischen und mikroskopischen
Untersuchungen konnten Vorhersagen uber die Zusammensetzung von Wachsen aufgrund
ihrer dreidimensionalen Kristallstruktur gemacht werden. Machen primére Alkohole z.B.
einen hohen Anteil am Wachs aus, so weisen die Wachse haufig eine Plattenstruktur auf
(Jeffree, 1986). Die Struktur und chemische Zusammensetzung der Wachse hat einen
grolRen Einfluss auf die Benetzungsfahigkeit der Blatter. Durch Kontaktwinkelmessungen
kénnen Arten mit unterschiedlicher Wachszusammensetzung auf ihre Benetzungsfahigkeit
hin untersucht werden. Der Kontaktwinkel hangt zum einen von der Topographie (Ensikat et
al.,, 2012) und zum anderen von der obersten Atomlage der Oberflache ab (Koch und
Barthlott, 2009). Da sich die Wachszusammensetzung der Blatter jahreszeitlich und wahrend
der Ontogenese verdndert, ist auch eine damit einhergehende Verdnderung des
Kontaktwinkels zu erwarten (Schreiber, 1996; Knoll und Schreiber, 1998). Der polare
Wassertropfen spreitet auf einer polaren Oberflache (kleiner Kontaktwinkel), auf einer
apolaren Oberflache hingegen zeigt der Wassertropfen eine runde, kugelige Form (grof3er
Kontaktwinkel). Trichome auf den Blattoberflichen haben ebenfalls Auswirkungen auf den
Kontaktwinkel. Tropfen sitzen kugelférmig auf den Spitzen der Haare auf (Hall et al., 1997).
Die chemische Untersuchung der Oberflachenwachse, die morphologische Beschreibung
der Oberflachenstrukturen und die Messung der Benetzungsfahigkeit von Blattern
verschiedenster Arten sind insbesondere fir die Landwirtschaft von groRRem Interesse. Diese
Ansétze sind fur das Verstandnis der Prozesse der Wirkstoffapplikation (Herbizide, Fungizide
und Insektizide) und Aufnahme (ber die Kutikula in die Kulturpflanze wichtig. Herbizide
weisen unterschiedliche Wirkungen und Strukturen auf. Ein groBer Teil der in der
Landwirtschaft eingesetzten Herbizide wirken als Photosynthesehemmer (Draber et al.,
1991). Sie hemmen den Elektronentransport und die Sauerstoffentwicklung, was zum

Absterben der Unkréauter fuhrt.
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Um die Oberflachenbeschaffenheit von vier Kulturpflanzen zu beschreiben und sie in ihrer
Aufnahmefahigkeit eines Herbizids vergleichen zu kénnen, wurde eine morphologische,
anatomische und physiologische Untersuchung der intakten Blatter durchgefiihrt. Die daftr
bendtigten  Versuchsansétze  umfassten  chemisch-analytische,  rasterelektronen-
mikroskopische, sowie Kontaktwinkelmessungen und transportphysiologische

Untersuchungen.

4.1.1 Verwendetes Blattmaterial und morphologische Beschreibung der

Pflanzen

Durch die Verwendung der vier unterschiedlichen Arten ist das Spektrum von feinen
(Solanum lycopersicum und Malus domestica) zu robusten Blattern (Solanum tuberosum und
Vitis vinifera) abgedeckt. Die Blattflache der jungen Blatter war ausgenommen bei Solanum
tuberosum gréRer als die der alten Blatter. Bei Solanum tuberosum und Solanum
lycopersicum war die Trichomdichte sehr hoch und mit bloRem Auge erkennbar. Bei Vitis
vinifera und Malus domestica war sie im Vergleich zu den erstgenannten Arten schwécher.
Trichome werden durch die Epidermis gebildet und kénnen uni- oder multizellular sein (Kang
et al., 2010). Sie spielen eine grof3e Rolle bei dem Schutz vor Insekten, aber auch bei dem
Schutz vor abiotischen Faktoren wie hohen Temperaturen (Martin und Glover, 2007). Die
Behaarung von Blattoberflachen spielt weiter eine wichtige Rolle bei Benetzungsprozessen
(Interaktion Flussigkeit/Oberflache) und der Aufnahme von Wirkstoffen ins Blatt. Ein Luftfilm,
der sich zwischen den Haaren bildet, fuhrt zu einer erschwerten Aufnahme eines Wirkstoffes.
Der Wirkstofftropfen wirde auf den Haaren sitzen und abrollen (Koch und Barthlott, 2009)
oder der Wirkstoff kbnnte sogar wie im Fall von Tomate in die Haare inkorporiert werden. Bei
Tomatenblattern sind zwei Arten von Trichomen bekannt. Neben den toten Haaren, die eher
der Abwehr von Insekten, der Temperaturregulierung und dem Schutz vor UV-Strahlung
dienen, ist bei Tomate eine weitere Art von Trichomen bekannt, die als Drisenhaare
beschrieben werden (Wagner, 1991). Diese Trichome enthalten in dem endstandigen
Segment lipophile Triterpene, meist Mono- und Sesquiterpene, die wahrscheinlich der
chemischen Abwehr von Insekten dienen (Schilmiller et al., 2009). Eine erhohte
lonenpermeabilitdt konnte auch an den Kutikulabereichen, die die Trichome an der Basis
umgeben, gezeigt werden (Schénherr, 2006). An diesen Stellen scheint die Kutikula eine
veranderte Zusammensetzung zu zeigen, die sich auch auf die Aufnahme von Wirkstoffen
auswirken kann. Um Aufnahmeprozesse von Agrochemikalien in verschieden alten Blattern
innerhalb einer Art, oder auch zwischen verschiedenen Arten verstehen und deuten zu
koénnen, ist es wichtig, morphologische, anatomische und physiologische Unterschiede zu

erkennen und diese in die Deutung der Ergebnisse mit einzubeziehen.
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4.1.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Die vier Pflanzenarten und ihre unterschiedlich alten Blatter wurden auf ihre
Oberflachenstrukturen  hin mittels  Rasterelektronenmikroskopie  untersucht.  Die
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen haben bei Solanum tuberosum und
Solanum lycopersicum gezeigt, dass sowohl auf der Blattober- als auch auf der
Blattunterseite Stomata lokalisiert sind (Abbildung 15, Abbildung 17). Die die Schliel3zellen
bedeckende Kutikula ist ebenfalls, wie der Rest der Kutikula, mit einer Wachsschicht
Uberzogen, welche vor Wasserverlust schitzen soll (Lemieux, 1996). Im Raster sind die
Stomata geschlossen und an manchen Stellen treten Trocknungsartefakte auf, die auf die
Probenvorbereitung im  Unterdruck  zuriickzufihren sind.  Eine  schonendere
Alternativmethode ist die Cryo-SEM Methode, die auch die Betrachtung von
dreidimensionalen Strukturen wie z.B. Trichomen ermd@glicht (Kang et al., 2010), hier aber
nicht zur Verfiigung stand. Die schon mit bloRem Auge erkennbaren Haare bestehen aus
drei Segmenten (Abbildung 16, Abbildung 19), die durch eine Verankerung mit der
Blattoberflache verbunden sind. Die Form der Oberflachenwachse der beiden Arten ahnelt
Platten, die teilweise auch zu einem Wachslayer miteinander verschmelzen. Diese Platten
brechen an manchen Stellen als raue Kanten auf. Die Struktur der Oberflachenwachse ist
von der chemischen Zusammensetzung abhangig (Gulz, 1994; Lemieux, 1996) und kann
sich wahrend der Ontogenese (Bringe et al., 2006) als auch unter Einfluss wechselnder
Umweltbedingungen verandern (Baker, 1974).

Bei Blattern der Arten Vitis vinifera (Abbildung 20, Abbildung 21) und Malus domestica
Blattern (Abbildung 22, Abbildung 23) sind die Stomata nur auf der Unterseite zu finden.
Auch bei diesen Arten sind die Wachse in einer Plattenform angeordnet, die zum Teil zu
scharfen Kanten aufbricht oder durch einzelne Kristalle unterbrochen wird. Bei den
kristallartigen Strukturen kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie anorganischer Natur
sind und eventuell aus dem Bewasserungswasser stammen. Unterscheidet man zwischen
den unterschiedlichen Altersstadien der Blatter, so sind bei jungen Vitis vinifera Blattern
Kutikularfalten zu erkennen, deren Bedeutung fiur Wachstum des Blattes zu erklaren ist
(Bringe et al., 2006), da sie wahrend der Expansion zu einer Oberflachenvergrof3erung der
Kutikula beitragen. Untersuchungen dazu erklaren das Vorkommen der Kutikularfalten als
ein Reservoir fir Kutikulabestandteile, die kontinuierlich an die Oberflache des Blattes
diffundieren und somit fur das Flachenwachstum zur Verfigung stehen. Ist das Blatt
ausgewachsen, werden diese Falten weniger, oder verschwinden ganz (Rosenquist und
Morrison, 1988).
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Das Abnehmen der Kutikularfaltung von jungen zu alten Blattern konnte durch die
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung an Wein gezeigt werden (Abbildung 21,
Abbildung 20).

Die Struktur der Oberflachenwachse und ihre chemische Zusammensetzung spielt ferner
eine grofRe Rolle bei der Reflektion von UV-Strahlung (Reicosky und Hanover, 1978), aber
auch bei den Benetzungseigenschaften der Blatter, die fur die Aufnahme von
Agrochemikalien Uber die Kutikula ins lebende Blatt ausschlaggebend sind (Adamson,
1960).

4.1.3 Chemisch analytische Untersuchungen der

Blattoberflachenwachse

Wachse sind in organischen Loésungsmitteln Iéslich und bestehen aus linear langkettigen
Aliphaten und zyklischen Substanzen wie Triterpenen. Chloroform eignet sich als besonders
gutes Ldsungsmittel, da es sowohl die polareren, als auch die apolareren Wachsbestandteile
gleichermalRen herauslost (Riederer und Schneider, 1989). Die Totalextraktion von
pflanzlichem Blattmaterial (isolierte Kutikula/intaktes Blatt) in Chloroform unterscheidet nicht
nach einer Lokalisation der Wachse in bzw. auf dem Kutinpolymer und der damit
einhergehenden Einteilung in epi- und intrakutikulare Wachse (Jetter et al., 2000). Um ein
chemisches Tiefenprofil der Wachse erstellen zu kdnnen und diese Ergebnisse mit
Kontaktwinkelmessungen zu korrelieren, ist das selektive Entfernen und Analysieren der
Oberflachenwachse von No6ten. Dies wurde durch sukzessives Abheben der Wachse von
Solanum tuberosum, Vitis vinifera und Malus domestica mit Kollodium erreicht.
Spektroskopische Untersuchungen haben zeigen konnen, dass die Verteilung einzelner
Substanzklassen in und auf der Kutinmatrix nicht homogen ist (Buschhaus et al., 2007,
Weissflog et al, 2010). Auch die Wachszusammensetzung der Blattober- und
Blattunterseiten desselben Blattes kann quantitative, als auch qualitative Unterschiede
aufweisen (Buschhaus und Jetter, 2012). Dies ist durch unterschiedliche Funktionen des
Blattes (Kutikula mit und ohne Stomata) zu erklaren und spiegelt erneut die Heterogenitat
des Lebensraums Blatt wider. Neben den unterschiedlichen Wachszusammensetzungen von
Blattober- und Blattunterseiten sind ebenfalls Unterschiede in der Wachszusammensetzung
wahrend der Ontogenese eines Blattes (Schneider, 1990) oder auch wahrend einer
jahreszeitlichen Entwicklung zu beobachten (Markstadter, 1994).

Bei den Arten Solanum lycopersicum und Solanum tuberosum ist wenig Uber die
Wachszusammensetzung der Blatter bekannt. Vielmehr findet man fir diese wichtigen
Nutzpflanzen umfangreiche Daten zu der Wachszusammensetzung der Tomatenfrucht
(Vogg et al., 2004) und der Kartoffelknolle (Schreiber et al., 2005a). Das durch die Extraktion

ganzer Kartoffel- und Tomatenblétter in Chloroform erhaltene Wachs weist kein breites
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Substanzklassenspektrum auf (Abbildung 24, Abbildung 30). Es besteht bei beiden Arten
zum gréRten Teil aus langkettigen (n-Alkanen) und verzweigten Alkanen (iso- und anteiso-
Alkane). Das Kartoffelwachs wies neben Alkanen auch polare Substanzen wie Alkohole und
Sauren auf, die in dem Tomatenwachs vollkommen fehlten. Sekundéare Alkohole und Ketone
sind in geringen Mengen in der Literatur zusatzlich als Bestandteil des Kartoffelwachses
beschrieben (Szafranek und Synak, 2006), konnten in den hier durchgefuhrten Analysen
aber nicht gefunden werden. Dies kann durch Unterschiede im experimentellen Ansatz
erklart werden. Bei dem in der Literatur beschriebenen Ansatz wurde 100 g Blattmaterial von
Feldpflanzen verwendet. In den hier durchgefiihrten gaschromatographischen Analysen
wurde vergleichsweise wenig Material (6 mg) von Gewachshauspflanzen untersucht. Auch
bei der Probenvorbereitung und Verarbeitung sind klare Unterschiede zu erkennen. Neben
der gaschromatographischen Untersuchung wurden ferner Ansatze mit HPLC und
Vergleiche mit extra synthetisierten Standards durchgeflihrt. Bei dem Vergleich von Daten
und der Interpretation von Ergebnissen ist immer auch eine Einbeziehung der eingesetzten
Pflanzenmenge und der Vergleich der angewandten Methoden mit zu bericksichtigen.

Bei beiden Solanum Arten konnten neben den klar identifizierbaren Substanzen weitere
Substanzen gefunden werden, die in dieser Arbeit als nicht-identifizierte Substanzen X
beschrieben wurden (Abbildung 24, Abbildung 30). Die Menge dieser Substanzen war in den
Proben, erhalten durch das Eintauchen der Gesamtblatter in organischem Ldsungsmittel,
hoher als durch die Verwendung der Rollrandglaschen fir die einseitige Extraktion. Arbeiten
mit Solanum lycopersicum haben gezeigt, dass sich in den als glandular trichomes
beschriebenen Haaren verschiedene Metabolite wie Mono- und Sesquiterpene, aber auch
Zuckerester befinden, die der chemischen Abwehr von Insekten dienen (Goffreda et al.,
1990; Kang et al., 2010). Diese Substanzen sind durchaus auch in organischen
Losungsmitteln l6slich und werden partiell mitextrahiert. Durch das Eintauchen in
organischem Losungsmittel oder das Aufbringen des Rollrandglaschens auf die
Blattoberflache und einer eventuellen Verletzung des Drisenkopfes konnten diese
Substanzen freigesetzt worden sein. Dass die Menge dieser Substanzen in der
Gesamtwachsmenge (Eintauchen eines kompletten Blattes in Chloroform) gréf3er ist als in
den selektiven Proben der Ober- und Unterseite, konnte sich dadurch erklaren lassen, dass
die Anzahl der extrahierten Trichome bei der Gesamtwachsprobe héher ist als bei den
Proben der Blattober- und Unterseiten. Bei der selektiven Extraktion der Wachse mit der
Rollrandglasmethode musste darauf geachtet werden, dass Regionen wie die Blattnervatur
ausgespart wurden. Regionen der Blattadern wiesen eine besonders hohe Trichomdichte
auf. Ein Aufbringen des Rollrandgldschens auf diese Stellen wurde vermieden, da die
erhabenen Blattadern dazu gefihrt hatten, dass das organische Losungsmittel aus dem Glas

lauft. Die Wachsextraktion Uber eine definierte Flache ware somit ausgeschlossen.
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Tendenziell weisen alte Kartoffelblatter einen hdheren Wachsgehalt auf als Jingere.
Vergleicht man die Substanzklassenverteilung der Blattober- und Unterseite bei jungen und
alten Kartoffelblattern, so ist eine klare Diskriminierung in der Substanzverteilung aber nicht
in der Kettenlangenverteilung zu erkennen. Langkettige Alkane und polare Substanzen wie
die Sauren und Alkohole sind vermehrt auf der Blattoberseite zu finden, verzweigte Alkane
dagegen vermehrt auf der Blattunterseite. Die Wachsmenge und Zusammensetzung
innerhalb einer Spezies kann genauso variieren wie zwischen verschiedenen Arten (Riederer
und Markstadter, 1996). Eine ungleiche Verteilung der Substanzen auf Blattober- und
Blattunterseite kann zum einen durch unterschiedlich wirkende biotische und abiotische
Faktoren, zum anderen durch unterschiedliche Enzymaktivitaten erklart werden (Gulz, 1994).
Um ein Tiefenprofil der Wachse erstellen zu kénnen, musste eine alternative Methode zur
Ldsungsmittelextraktion gefunden werden. Diese Methode musste eine schichtweise,
mechanische Entfernung der Oberflachenwachse erlauben, ohne dabei das Gewebe zu
verletzen. Der Ansatz konnte nicht an Tomatenblattern erfolgen, da die filigrane Struktur der
Blatter und die hohe Zahl der Trichome zum Reif3en der Epidermis der Blatter fihrte. Die
Oberseite von alten und jungen Kartoffelblattern wurden zwei Mal in Folge mit Kollodium
behandelt und die Stripps analytisch untersucht. Die groflite Menge an Oberflachenwachsen
konnte durch die erste Behandlung mit Kollodium von der Oberflache entfernt werden
(Abbildung 27). Dies stimmt sowohl mit eigenen vorangegangenen Untersuchungen (Zeisler,
2010), als auch mit Literaturdaten Uberein (Jetter et al., 2000). Der zusatzliche Wachsgehalt,
der mit der zweiten Behandlung abgehoben werden konnte ist im Vergleich zur ersten
geringer und deutet darauf hin, dass eine mechanische Barriere, das Kutingerist, erreicht
wurde.

Der Vorgang der selektiven Wachsentfernung beruht auf einem rein mechanischen Prinzip.
Rasterelektronenmikroskopische Ansatze haben gezeigt, dass die Oberfliche nach der
Behandlung glatt erscheint. Auch die Betrachtung eines abgeldsten Stripps macht deutlich,
dass sich Kollodium auf der Oberflache in alle Erhebungen und Einsenkungen des Blattes
einfindet, so dass eine Art fingerprint des Blattes entsteht. Mit der ersten Behandlung von
alten und jungen Kartoffelblattern konnten sowohl polare Substanzen wie Sauren und
Alkohole, aber auch apolare Substanzen wie langkettige Alkane von der Oberflache entfernt
werden. Bei jungen Kartoffelblattern konnten nach der ersten Behandlung der Oberflache
zusatzlich zu den bereits genannten Substanzen auch Sterole in signifikanten Mengen
abgehoben werden. Sterole sind Membranbestandteile (Nes, 1974). Das Auffinden von
Sterolen in den Stripps von jungen Blattern konnte auf eine mechanische Verletzung des
feinen Blattmaterials oder der Beschadigung lebender Trichome hinweisen. Der Anteil der
verzweigten anteiso- und iso-Alkane ist im Vergleich zu den anderen Substanzen viel

geringer (Abbildung 28). Dies kann dadurch erklart werden, dass die verzweigten Alkane
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vermehrt auf der Blattunterseite lokalisiert sind. Eine Diskriminierung der Kettenlangen ist
nicht zu erkennen. Sowohl kurzkettige, als auch langkettige Substanzen wurden durch das
Strippen entfernt. Dieses Ergebnis stimmt mit den Chloroformextrakten der Blattoberseite mit
Hilfe der Rollrandgléaser tberein.

Im Vergleich zu den beiden Solanum Arten weist das Wachs von Vitis vinifera und Malus
domestica ein breiteres Substanzklassenspektrum auf (Abbildung 33, Abbildung 39). Bei
Vitis vinifera wurde vor allem die Wachszusammensetzung der Beeren untersucht. Die
Charakterisierung der Beerenoberflache und die Ummantelung der Beeren mit Stoffen, die
die Lagerungsfahigkeit erhdéhen sind dabei von Bedeutung (Radler, 1965; Rosenquist und
Morrison, 1988; Casado und Heredia, 1999). Literaturangaben zur Charakterisierung der
Oberflache von Weinblattern sind dagegen sehr rar und beziehen sich meist auf
rasterelektronenmikroskopische (Bensalem-Fnayou et al., 2009) und weniger auf analytische
Untersuchungen.

Neben langkettigen Aliphaten wie Sauren, Alkoholen, Alkanen, Aldehyden, Ketonen und
Estern konnten bei Vitis vinifera auch zyklische Bestandteile wie Sterole und Triterpene
durch die Rollrandglasmethode gefunden werden (Abbildung 34). Auch die Betrachtung der
Kettenl&ngenverteilung macht deutlich, dass das Vitis vinifera Blattwachs, im Vergleich zu
dem der Solanum Arten komplexer aufgebaut ist. Tendenziell weisen alte Vitis vinifera
Blatter eine hohere Wachsmenge auf als Junge. Bei Betrachtung der
Substanzklassenverteilung auf der Ober- oder Unterseite alter und junger Weinblatter fallt
auf, dass polare Substanzen wie S&uren, Alkohole und Aldehyde vermehrt auf der Oberseite
und apolare Alkane vermehrt auf der Blattunterseite lokalisiert sind. Eine unterschiedliche
Verteilung von polaren und apolaren Substanzen sollte sich auf die Benetzungs-
eigenschaften des Blattes auswirken. Ein vermehrtes Vorkommen von apolaren Substanzen
auf der stomataren Blattseite (Blattunterseite) konnte die bei Vitis vinifera beobachtete
schlechtere Benetzung der Oberflache erklaren. Eine Infiltration der Stomata wirde so
verhindert (Schonherr und Bukovac, 1972). Die Erstellung eines Tiefenprofils konnte bei Vitis
vinifera durch ein zweimaliges Behandeln der Blattoberseite mit Kollodium erreicht werden
(Abbildung 36). Mit der ersten Behandlung der Oberflache konnte erneut die gréf3te Menge
an Oberflachenwachsen entfernt werden. Diese Menge, aber auch die Gesamtwachsmenge
ist bei alten Blattern hoher als bei Jungen. Der Anteil an entfernten Wachsen zur
Gesamtwachsmenge ist demnach bei alten und jungen Blattern in etwa gleich. Die Menge an
Triterpenen, die durch die Kollodiumbehandlung von der Oberflache von alten Weinblattern
entfernt werden konnte, ist im Vergleich zu der Menge nach Chloroformextraktion signifikant
niedriger (Abbildung 37). Dies bestatigt die Beobachtung bei anderen Arten, dass Triterpene
in tieferen Schichten lokalisiert sind und bevorzugt zu den intrakutikularen Wachsen gehoren

(Jetter et al., 2000). Dass der Anteil an Triterpenen bei den jungen Blattern signifikant
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geringer ist als bei alten Blattern, ist durch die Verdnderung der Wachszusammensetzung
wahrend der Ontogenese zu erklaren.

Die Betrachtung der Kettenlangenverteilung macht deutlich, dass mit der ersten Behandlung
vor allem kurzkettige Molekile und nur wenige Langkettige von der Blattoberflache von Vitis
vinifera entfernt werden konnten (Abbildung 38). Dies kdnnte durch die Molekulgrof3e zu
erklaren sein. Ester mit einer Kettenldnge = 40, aber auch zyklische Triterpene konnten
aufgrund ihrer MolekllgroRRe sterisch daran gehindert werden, schnell an die Oberflache zu
diffundieren. Kurzkettigere Molekile mit gréReren Diffusionskoeffizienten kénnten hingegen
schneller an die Oberflache diffundieren (Schreiber und Schénherr, 2009), was ihren
erhdhten Anteil in den Kollodiumstripps erklaren wirde.

Malus domestica weist mit 32 Einzelsubstanzen neben Vitis vinifera ein grof3es
Substanzklassenspektrum auf (Abbildung 39). Im Gegensatz zum Wein ist die
Gesamtwachsmenge alter Apfelblatter geringer als das der jungen Blatter. Dies stimmt mit
Literaturangaben (Uberein, wo Apfelblatter verschiedenen Alters chemisch analytisch
untersucht wurden. Eine Abnahme des Gesamtwachsgehaltes wahrend der Ontogenese des
Blattes kann durch die OberflachenvergrofZerung der Kutikula erklart werden (Bringe et al.,
2006). Alte und junge Apfelblatter zeigten eine unterschiedliche Wachszusammensetzung.
Bei jungen Blattern machten die Triterpene den grof3ten Anteil am Wachs aus. Sollten
Triterpene eine antimikrobielle Wirkung aufweisen (Singh et al., 2002) oder gar dem Schutz
vor Herbivoren dienen, so ist dies besonders bei den dinnen, noch nicht vollstandig
entwickelten Blattern von Noten. Triterpene konnten bei Malus domestica vornehmlich auf
der Blattunterseite gefunden werden. Da sich bei Malus domestica die Stomata auf der
Blattunterseite befinden, ist ein besonderer Schutz durch die Akkumulation von
antimikrobiellen Wirkstoffen sinnvoll, die das Ansiedeln und Eindringen von Bakterien durch
die Stomata ins Blatt verhindern kénnten. Eine klare Differenzierung von Substanzklassen
unterschiedlicher Lange auf Blattober- oder Blattunterseite konnte nicht nachgewiesen
werden. Wie auch bei der Gesamtwachsanalyse junger und alter Blatter konnte bei der
selektiven Entfernung der Oberflachenwachse eine erhdhte Menge an Wachsen pro Flache
bei jungen Blattern abgehoben werden (Abbildung 42). Es wurden sowohl polare
Substanzen wie Sauren und Alkohole als auch unpolare Komponenten wie Ketone von der
Oberflache entfernt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Vitis vinifera konnten nach
der mechanischen Behandlung der Oberflache mit Kollodium kaum Triterpene entfernt
werden. Dies bestatigt erneut ihr Vorkommen in tieferen Schichten der Kutikula. Der hohe
Anteil an langkettigen Aliphaten, der nicht durch die selektive Behandlung entfernt werden
konnte, spricht dafiir, dass die langkettigen Aliphaten sowohl Bestandteil der epikutikularen
als auch intrakutikularen Wachse darstellen (Jetter et al., 2000). Auch bei Malus domestica

konnten langkettige Ester und Triterpene aufgrund ihrer MolekllgroRRe in tieferen Schichten
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des Kutins gefangen und ihre Diffusion an die Oberflache dadurch verhindert sein. Daher
konnten sie nur in geringen Mengen durch die mechanische Behandlung der Oberflache
entfernt werden (Abbildung 44).

4.1.4 Benetzungseigenschaften

Verschiedene Pflanzenorgane innerhalb einer Art als auch dieselben Organe verschiedener
Arten zeigen unterschiedliche Benetzungseigenschaften (Holloway, 1970).
Pflanzenoberflachen werden je nach Grole des gemessenen Kontaktwinkels in benetzbare
und unbenetzbare Pflanzen eingeteilt. Ein Kontaktwinkel von 0° entspricht einer totalen
Benetzung der Oberflache. Ein Kontaktwinkel von mehr als 180° deutet auf eine vollkommen
unbenetzbare Oberflache hin. Diese Einteilung ist auf Messungen mit kiinstlichen Polymeren
zurickzufuhren und nur mit Vorsicht auf pflanzliche Oberflachen Ubertragbar (Barthlott und
Neinhuis, 1997). Die Benetzungseigenschaften unterschiedlich alter Blatter verschiedener
Arten wurden visuell durch das Aufbringen eines Wassertropfens auf die Blattoberflache als
auch durch Messung des Kontaktwinkels untersucht. Es wurde dabei nicht nur die
Blattoberseite betrachtet sondern auch die Unterseite, da die Applikation von Wirkstoffen in
der Landwirtschaft bei Wein und Apfel auf beiden Seiten erfolgt. Bei reiner Betrachtung des
Spreitungsverhaltens eines Wassertropfens auf der Ober- und Unterseite beider Arten fiel
auf, dass tendenziell alle Blattunterseiten schlechter benetzbar waren als die Oberseiten
(Abbildung 45). Benetzungseigenschaften von Blattern héngen zum einen von der
chemischen Zusammensetzung und der Struktur der Wachse (Holloway, 1970; Bringe et al.,
2006), zum anderen von nicht wachsartigen Oberflachenstrukturen wie beispielsweise
Trichomen ab (Koch und Barthlott, 2009).

Die Solanum Arten weisen eine sehr hohe Trichomdichte auf, die auf der Blattunterseite
hoher ist als auf der Blattoberseite. Die regelmaflige Anordnung der Haare und das
Vorkommen eines Luftfilms zwischen den Haaren erklart die schlechte Benetzung der
Blattunterseiten (Bhushan et al., 2008). Eine bessere Benetzung der Blattoberseite kann
durch beschleunigte Erosion der Wachse durch einwirkende Umweltfaktoren (Regen,
Licht....) erklart werden. Das unter der Wachsschicht liegende Kutingerust ist aufgrund der
vorhandenen S&uregruppen (Schreiber und Schonherr, 2009) deutlich polarer als das
Wachs, was zu einer besseren Benetzbarkeit der Blattoberseite fihren kdnnte. Um diese
rein durch visuelle Betrachtung erhaltenen Ergebnisse unabhangig verifizieren zu kénnen,
wurden Kontaktwinkelmessungen durchgefiihrt. Bei der Betrachtung der Werte fallt die hohe
Standardabweichung auf. Kontaktwinkelmessungen stammen aus der Oberflachenphysik
und werden haufig zur Charakterisierung synthetischer Polymere, die vollkommen planar
sind, angewendet (Adamson, 1960). Ubertragen auf die heterogene Oberflache eines Blattes

kann der Wert des Kontaktwinkels je nach gemessener Stelle und Blattmorphologie stark
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variieren. Diese Variation ist nicht nur bei dem Vergleich von Messungen an verschiedenen
Blattern zu erkennen sondern auch bei Messungen verschiedener Regionen eines Blattes.
Eine neue Herangehensweise an Kontaktwinkelmessungen mit Zuhilfenahme von
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte diese Unsicherheit in Zukunft
minimieren (Ensikat et al., 2012). Die Kontaktwinkelmessungen an Kartoffelblattern
unterstitzen die visuellen Untersuchungen und das Ergebnis, dass die Blattunterseite
schlechter benetzbar ist als die Blattoberseite (Tabelle 9). Entgegen der Literatur scheint die
Wachszusammensetzung hier jedoch nicht der ausschlaggebende Punkt fur die
Benetzungsfahigkeit zu sein. Haufig werden Blattoberseiten als hydrophober beschrieben
(Holloway, 1970). Der hohe Anteil an lipophilen Alkanen auf der Blattoberseite von
Kartoffelblattern unterstiitzt die in der Literatur bestehende Aussage. Trotzdem sind die
Blatter mit einem recht kleinen Kontaktwinkel gut benetzbar. Die im Vergleich dazu eher
schlechtere Benetzbarkeit der Unterseite ist erneut durch die hohe Dichte der Trichome zu
erklaren. Tendenziell weisen jungere Kartoffelblatter eine schlechtere Benetzbarkeit auf als
altere. Veranderungen in der Benetzbarkeit wahrend der Ontogenese konnen verschiedene
Ursachen haben. Eine Veranderung in der Wachszusammensetzung und Struktur (Holloway,
1970) aufgrund unterschiedlicher Biosyntheseaktivitdt konnte eine Erklarung dafir sein. Da
es sich bei den hier verwendeten Pflanzen um Gewdachshauspflanzen handelte, ist eine
Verédnderung der Benetzung durch epiphylle Bakterien (Knoll und Schreiber, 1998, 2000)
oder Schmutzpartikel aus der Luft (Cape, 1983) auszuschliel3en. Im Vergleich zu Solanum
tuberosum wiesen Solanum lycopersicum Blatter eine schlechtere Benetzung auf (Tabelle
10). Der Hauptgrund fir die schlechte Benetzung ist erneut die Behaarung der Blatter, die
bei Solanum lycopersicum noch starker ausgepragt ist als bei Solanum tuberosum. Zwischen
den dicht angeordneten Trichomen bildet sich haufig ein Luftfilm aus, der zusatzlich dazu
beitragt, dass der Wassertropfen auf den Haaren sitzen bleibt oder sogar abrollt (Holloway,
1971). Die chemischen Eigenschaften der mit lipophilen Mono- oder Sesquiterpenen
gefullten glandular trichomes (Schilmiller et al., 2009) der Tomatenblatter kdnnten den Effekt
der Unbenetzbarkeit weiter verstarken. Wie schon bei Kartoffel ist auch die Unterseite der
Tomatenblatter schlechter benetzbar als die Oberseite. Das Tomatenwachs besteht nur aus
langkettigen und verzweigten Alkanen, wobei die langkettigen Alkane vermehrt auf der
Blattoberseite und die verzweigten vermehrt auf der Blattunterseite lokalisiert sind. Ware die
Wachsmenge oder Zusammensetzung allein ausschlaggebend fir die Benetzungsfahigkeit
der Blatter, so mussten die alteren Blatter eine schlechtere Benetzung aufweisen als die
Jungeren. Dies ist aber nicht der Fall.

Bei Vitis vinifera Blattern konnte ebenfalls die Veranderung des Kontaktwinkels wahrend der
Ontogenese beobachtet werden (Tabelle 11). Mit zunehmendem Blattalter werden die

Blattoberseiten besser benetzbar. Dies kann durch die Flachenvergrof3erung des Blattes
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wahrend der Ontogenese und den damit einhergehenden physikalischen und chemischen
Veradnderungen der Blattoberflache erklart werden (Linskens, 1952). Die Blattunterseiten
junger und alter Malus domestica Blatter sind schlechter benetzbar als die Blattoberseiten
(Tabelle 12). Da sich die Stomata bei Malus domestica auf der Blattunterseite befinden, ware
eine schlechte Benetzung von Vorteil, um eine Infiltration der Stomata zu verhindern. Ein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen der durchgefiihrten Wachsanalyse der Ober- und
Unterseiten und den gemessenen Kontaktwinkel ist nicht zu erkennen. Der gré3te Anteil der
lipophilen Alkane und Ketone ist auf der Blattoberseite lokalisiert, was zu der Annahme
fuhren wirde, die Oberseite sei schlechter benetzbar als die Unterseite. Vielmehr scheint es
die Kombination aus chemischen und physikalischen Eigenschaften zu sein, die hier erneut
bei der Benetzung eine Rolle spielen.

Eine schlechte Benetzungsfahigkeit der Blatter schitzt die Pflanze vor dem Nahrstoffverlust
durch leaching, d.h. der Diffusion organischer Molekile und lonen aus dem intakten Blatt
durch die Kutikula in Richtung Blattoberflache (Tukey, 1970). Die Struktur der
Oberflachenwachse aber auch die regelméRige Anordnung von Papillen oder Haaren auf der
Blattoberflache kann zur vollstdndigen Unbenetzung des Blattes (Barthlott und Neinhuis,
1997), dem Abperlen von Wassertropfen und der gleichzeitigen Reinigung der Oberflache,
dem so genannten Lotus-Effekt fihren (Cheng et al., 2006). Bei der Interpretation der
gemessenen Kontaktwinkel sind neben der Berticksichtigung der chemischen Zusammen-
setzung der Wachse auch immer die morphologische Untersuchung der Blatter und der
Vergleich zwischen verschiedenen Arten notwendig. Einzelne Regionen mit erhohter
Trichomdichte, wie beispielsweise der Blattnervatur zeigen andere Kontaktwinkel auf als
trichomfreie Zonen. Die Anwendung von Kontaktwinkelmessungen bietet somit die
Mdoglichkeit, die heterogene Blattoberflache sehr spatial nach unterschiedlichen
Benetzungseigenschaften aufzulésen. Kenntnisse Uber eine zeitliche aber auch raumliche
Veranderung der Benetzungseigenschaften wahrend der Ontogenese von Blattern sind
besonders fir den Pflanzenschutz von Interesse. Wirkstoffe sollen an oder in der Pflanze
wirken. Ein Abwehen oder Abwaschen des Wirkstoffes vom Blatt durch Wind oder Regen
soll verhindert werden (Zabkiewicz, 2007). Das Versetzen einer Wirkstofflosung mit Tensiden
setzt die Oberflachenspannung und die Kontaktwinkel dieser Losung herab (Schénherr und
Bukovac, 1972) und ermdglicht eine wesentlich bessere Benetzung der Blattoberflachen und

als Folge eine optimierte Aufnahme des Wirkstoffs in die Pflanze.
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4.1.5 Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen

Photosyntheseinhibitoren werden im Pflanzenschutz als Herbizide eingesetzt. Ihr Gebrauch
hat in der Vergangenheit maRgeblich zur Aufklarung der Photosyntheseablaufe und zur
Aufklarung der Struktur der Photosysteme beigetragen. Bei dem Gebrauch dieser Herbizide
ist eine Verringerung bzw. vollstandige Hemmung der Photosynthese bei gleichzeitigem
Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten (Draber et al., 1991). Mit der Junior-PAM Methode
kann indirekt durch Messung der Fluoreszenz die Aufnahmerate von Photosynthese-
inhibitoren Uber die Kutikula gemessen werden (Schreiber et al., 1996b). Diese Methode
wurde hier gewdahlt, da sie im Gegensatz zu aufwendigen radioaktiven Messungen nicht
invasiv und schnell ist. Des Weiteren war eine Methode von Noéten, die Messungen an
intakten Blattern ermoglicht, da sich von Solanum lycopersicum und Solanum tuberosum
keine Kutikulamembranen isolieren lieien. Um die Aufnahmemechanismen eines Stoffes
uber die pflanzliche Kutikula (Absorption, Diffusion und Desorption (Schonherr und Baur,
1996)) in das Blattinnere verstehen zu kénnen, ist neben der Verwendung des artifiziellen
Testsystems Kutikula auch die Verwendung von intaktem Blattmaterial wichtig, da dies die
wirkliche Situation im Feld besser abbildet (Bukovac und Petracek, 1993). Mit den vier
getesteten Arten wurde das Spektrum von feinen zu robusten Blattern mit geringer bis
starker Behaarung abgedeckt.

Morphologische, anatomische und physiologische Blatteigenschaften wirken sich auf die
Benetzungseigenschaften der Blatter aus (Cheng et al., 2006) und besonders die Behaarung
kann zur Retention von Wirkstoffen und zu unterschiedlichen Aufnahmeraten der selbigen
fuhren (Hall et al., 1997). In den durchgefuhrten ,Aufnahmeexperimenten“ wurde das
Herbizid Bentazon (BASF SE, Abbildung 12) verwendet. Unkrauter die mit Bentazon in
Bertihrung kommen sterben, da sie im Gegensatz zur Kulturpflanze nicht so effizient darin
sind, Bentazon zu 6-OH und 8-OH Bentazon umzuformen, es an Zuckermolekile zu
konjugieren und es somit zu entgiften (Huber und Otto, 1994). Um die Kulturpflanzen in der
Landwirtschaft zusétzlich selektiv schiutzen zu kdénnen, werden den Herbiziden Safener
beigefiigt, die haufig als Antagonisten zum Herbizid wirken und eine Umwandlung des
Wirkstoffes zu weniger toxischen Wirkstoffen fordern (Ebert und Kreuz, 1991). Fir die in den
Versuchen verwendeten vier Arten wurde die Zeit verglichen, die benétigt wurde, um eine
20%-ige Reduktion in der photochemischen Arbeit durch Herbizidapplikation hervorzurufen.
Es musste eine geringe prozentuale Abnahme in der Photosynthese als Vergleichswert
gewahlt werden, da Voruntersuchungen gezeigt hatten, dass die Aufnahme und Wirkung von
Bentazon (Reduktion in der Photosynthese und damit einhergehender Anstieg in der
Fluoreszenz) bei Solanum lycopersicum und Solanum tuberosum zwar sehr schnell erfolgte
(Abbildung 68), bei den Vitis vinifera und Malus domestica Pflanzen jedoch sehr langsam

war. Dies flhrte Uber langere Zeiten zu der Verdunstung des applizierten Tropfens und einer
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Aufkonzentrierung des Wirkstoffes, so dass eine Vergleichbarkeit nicht mehr gegeben ware.
Die bei manchen Messungen auftretende sprunghafte Abnahme der photochemischen Arbeit
nach Applikation des Wirkstoffes konnte durch die auf der Oberseite der Blatter
vorkommende Trichome erklart werden. Der Tropfen sitzt auf den Haaren auf und das
Fluoreszenzsignal kann kurzzeitig nicht adaquat gemessen werden. Um dieses Phanomen
erklaren zu koénnen, sollten in Zukunft verschiedene Herbizidkonzentrationen,
Lichtintensitaten und Pulsabstande getestet werden.

Setzt man die Permeationsdaten in Beziehung zu den Untersuchungen zur chemischen und
morphologischen Charakterisierung der Transportbarriere, so kann gesagt werden, dass bei
den Arten mit breitem Wachssubstanzklassenspektrum und einer weniger dichten
Behaarung die Aufnahme des Herbizids deutlich langsamer erfolgte. Die schnellere
Aufnahmerate des Herbizids bei den Solanum Arten kénnte zum einen durch das geringe
Wachssubstanzklassenspektrum und zum anderen durch die hohe Anzahl der Trichome
erklart werden. Die Kutikula, die die Trichome umgibt, ist im Vergleich zur Restkutikula des
Blattes (Schdnherr, 2006) durchlassiger. Dies sollte auch zu schnellerer Aufnahme und
Transport des Herbizids in das Blattinnere fihren. Diese Annahme konnte durch Vorarbeiten
mit dem Farbstoff Berberinchlorid bestétigt werden, der sich bevorzugt in Trichomen
anreicherte. Zusatzlich konnten die bei Tomate vorhandenen Drisenhaare (glandular
trichomes) einen sink fur den Wirkstoff bilden und einen Weitertransport des Wirkstoffes ins
Blattinnere verzdgern oder verhindern. Die Applikation von radioaktiv markierten Stoffen auf
die Oberflache und die getrennte Messung der radioaktiven Substanz in Haaren und Blatt
kénnten dafir néhere Einblicke bieten. Die schnellere Aufnahme des Herbizids bei den
Solanum Arten kann zusatzlich durch die Anwesenheit von Stomata auf der Blattoberseite
erklart werden. Reines Wasser zeigt keine Tendenz Stomata zu infiltrieren (Schonherr und
Bukovac, 1972). Die Beimengung von Wirkstoffen kann aber zur Erniedrigung der
Oberflachenspannung von Lésungen fuhren. Dies ermoglicht das Eindringen der Flussigkeit
und des Wirkstoffes in das Blatt. Da weder Vitis vinifera noch Malus domestica Stomata auf

der Blattoberseite aufweisen, erfolgt hier die Aufnahme von Bentazon langsamer.
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Abbildung 68: Vergleich der Zeiten (t80% (min)) fir  eine 80-prozentige Hemmung der
Photosyntheserate der vier untersuchten Arten

Dargestellt ist die Zeit (min), die bei den Arten verschiedenen Alters fir eine 20 %-ige Reduktion in der
Photosynthese bendtigt wird.

4.1.6 Oberflachencharakterisierung ausgewéhlter Nut  zpflanzen,
Zusammenfassung

Die Oberflachen von S. tuberosum, S. lycopersicum, V. vinifera und M. domestica Blattern
wurden auf morphologische, physiologische und anatomische Unterschiede hin untersucht.
Zu den durchgefihrten experimentellen Ansadtzen gehoérten die morphologische
Beschreibung der Pflanzen, rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Ober- und
Unterseite verschieden alter Blatter und die chemische Analyse der Oberflachenwachse
samt Erstellung eines Tiefenprofils. Ferner wurden Experimente hinsichtlich den
Benetzungseigenschaften und Chlorophyll-Fluoreszenz Messungen mit dem Photosynthese-

hemmer Bentazon durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen fihren zu einer
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Unterteilung der Arten in zwei Gruppen. Die morphologische Beschreibung der Pflanzen hat
gezeigt, dass die Blatter der Solanum Arten im Gegensatz zu denen der beiden anderen
Arten stark behaart sind. Innerhalb der Solanum Arten wiesen die Tomatenblétter eine
starkere Behaarung auf als die Kartoffelblatter. Die rasterelektronenmikroskopischen
Untersuchungen haben gezeigt, dass sich bei den Solanum Arten die Stomata sowohl auf
der Blattoberseite, als auch auf der Blattunterseite befinden. Bei den anderen Arten waren
Stomata nur auf den Blattunterseiten vorhanden. Das Substanzklassenspektrum der
kutikuldaren Wachse der beiden Solanum Arten ist im Vergleich zu den anderen Arten gering.
Es besteht hauptsachlich aus verzweigten und langkettigen Alkanen. Die Erstellung eines
Tiefenprofils der Wachse durch Strippen der Blatter mit Kollodium konnte an allen Arten
aul3er an S. lycopersicum erfolgen. Die Untersuchung der Benetzungseigenschaften und ein
Vergleich der beiden Solanum Arten hat gezeigt, dass besonders die
Tomatenblattunterseiten eine schlechte Benetzung aufweisen. Kontaktwinkelmessungen
sind sowohl von der chemischen Zusammensetzung der Oberflache (Holloway, 1970; Bringe
et al., 2006) als auch von strukturellen Eigenschaften wie Trichomen oder Papillen abhéngig
(Ensikat et al., 2012). Die schlechte Benetzungsfahigkeit der Tomatenblattunterseiten kann
daher durch die hohe Trichomdichte erklart werden. PAM-Messungen haben gezeigt, dass
die Quantenausbeute bei den Solanum Arten nach Applikation des Herbizids schneller sinkt
als bei Vitis vinifera und Malus domestica. Dies bedeutet indirekt, dass die Aufnahme des
Wirkstoffes bei den Solanum Arten schneller erfolgt. Griinde hierfir sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit das Vorkommen von Trichomen und Stomata, deren Kutikula eine
erhohte Permeabilitdt aufweist (Schonherr, 2006). Das im Vergleich dazu breitere
Wachssubstanzklassenspektrum und das Fehlen von Stomata auf den Blattoberseiten von
Vitis vinifera und Malus domestica erklart die deutlich langsamere Aufnahme des Herbizids
in die Blatter dieser Arten.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Untersuchung der morphologischen, anatomischen und
physiologischen Eigenschaften der Blattoberflachen notwendig sind, um Aufnahmeprozesse
innerhalb einer Art aber auch zwischen verschiedenen Arten besser verstehen und
vergleichen zu kodnnen. Neben Untersuchungen an isolierten Kutikulamembranen
ausgewahlter Arten sollte auch immer die Verwendung von intakten Blattern der jeweiligen

Arten in Erwagung gezogen werden.
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4.2 Die Kutikula als Transpirationsbarriere

Die Extraktion von Wachsen in organischem Ldsungsmittel erlaubt keine Unterscheidung in
epi- und intrakutikulare Bestandteile. Alle Wachsbestandteile werden herausgelést. Parallele
Transpirationsmessungen mit totalextrahierten Matrixmembranen (MX) und unbehandelten
Kutikulamembranen unterstreichen die Bedeutung der Wachse (Summe aus epi-und
intrakutikuldaren Wachse) bei der Ausbildung der Transpirationsbarriere. Je nach Art steigt
die Transpiration nach Totalextraktion der Wachse um 2-3 GréRenordnungen an (Schonherr,
1976; Schonherr und Riederer, 1989; Schreiber und Schénherr, 2009). Um jedoch eine
Antwort auf die Frage zu bekommen, in welchem Mal3e die epikutikularen Wachse fur die
Bildung der Transpirationsbarriere verantwortlich sind, ist die Etablierung und Anwendung
einer Methode von Noten, die die selektive Entfernung der Oberflachenwachse erlaubt.
Voraussetzung dafir ist, dass die Oberflachen der Kutikulamembranen oder intakten
Blattscheiben nicht beschéadigt werden. Die Messung der Transpiration vor und nach
selektiver Entfernung der Oberflachenwachse sowie ihre analytische Untersuchung ist von
besonderer Bedeutung, um die potenzielle Funktion (Schreiber, 2010) und chemische
Zusammensetzung epikutikularer Wachse unabhangig von den intrakutikularen Wachsen zu
charakterisieren. Spektroskopische Untersuchungen (FTIR, Fourier-Transform-Infrarot-
spektrometer und Raman) haben in der Vergangenheit zeigen kénnen, dass Triterpene bei
Prunus laurocerasus in tieferen Schichten lokalisiert und somit Teil der intrakutikularen
Wachse sind (Yu et al., 2008; Weissflog et al., 2010) und aliphatische Substanzen sowohl
auf als auch in der Kutikula zu finden sind (Jetter et al., 2000; Jetter und Schéffer, 2001).
Diese chemischen Unterschiede in den beiden Wachsfraktionen konnten bei weiteren Arten
beschrieben werden (Buschhaus und Jetter, 2010). In der Literatur werden verschiedene
Methoden beschrieben, die das selektive Entfernen der Oberflachenwachse erlauben.
Neben der Verwendung von Gummi arabicum (Jetter und Schaffer, 2001), einem Uhu-
Zweikomponentenkleber (Koch et al., 2004), der Verwendung von Kollodium (Haas und
Rentschler, 1984) und der Cryo-Technik (Ensikat et al., 2000) ist ebenfalls die Verwendung
von Celluloseacetat bekannt (Silcox und Holloway, 1986; Garrec et al., 1995). Neben den
meist auf mechanischer Entfernung der Wachse basierenden Techniken sind als weitere
Methoden das kurze Dippen in oder das Abwaschen der Wachse mit organischem
Ldsungsmittel beschrieben (Stammitti et al., 1996). Bis dato wurden diese verschiedenen
Methoden meist nur zur chemisch-analytischen Untersuchung der Wachse angewendet.
Eine Kombination aus verschiedenen experimentellen Ansatzen zur Aufklarung der Funktion
und chemischen Zusammensetzung der Oberflichenwachse wurde nur sehr selten
durchgefuhrt. Transpirationsmessungen nach selektiver Wachsentfernung weisen in der
Literatur teilweise widersprichliche Ergebnisse auf. Mit intakten Blattern und isolierten

Kutikulamembranen unterschiedlicher Arten konnte kein Effekt auf die Transpiration nach
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selektiver Wachsentfernung beobachtet werden (Baur, 1998). Bei der Behandlung von
Tomaten- (Vogg et al., 2004) und Kirschfruchtkutikulamembranen (Knoche et al., 2000)
hingegen wurde eine zwei- bis dreifache Erhoéhung in der Transpiration beschrieben.
Voruntersuchungen an Prunus laurocerasus, Hedera helix und Ficus elastica haben gezeigt,
dass eine zweifache Behandlung der Oberflachen mit Kollodium ausreicht, um selektiv die
epikutikularen Wachse zu entfernen (Zeisler, 2010). Mit der dritten Behandlung stieg die
Menge der Triterpenen an. Der zum Teil signifikante Anstieg der Triterpene bedeutete, dass
tiefere  Schichten der Kutikula erreicht wurden. Rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen haben diese Ergebnisse unabhangig von den chemischen Analysen
bestétigt. Nach einer zweifachen Behandlung der Oberflachen erschienen sie glatt und eine
klare Grenze zwischen unbehandelter und behandelter Oberflache wurde sichtbar.
Transpirationsmessungen vor und nach selektiver Entfernung der Wachse bzw. Applikation
des Losungsmittels Diethylether-Ethanol als Negativkontrolle haben bei den Arten gezeigt,
dass die epikutikularen Wachse nicht an der Bildung der Transpirationsbarriere beteiligt sind.
Es konnte kein signifikanter Anstieg in der Transpiration verzeichnet werden. Bei diesen
Voruntersuchungen wurde bewusst die Kollodium-Methode gewahlt, da sie sehr effizient ist.
Sowohl das Auftragen, aber auch das Ablosen der Stripps samt anhaftender Wachse erfolgt
sehr schnell (30 Sekunden) ohne dabei die Kutikulamembranen zu beschéadigen. Die
schrittweise Entfernung der Oberflachenwachse und die jeweils direkte kaum zeitverzégerte
Messung der Transpiration vor und nach Oberflachenbehandlung ist somit mdglich. Ein
ausschlaggebendes Kriterium zur Methodenauswahl war auch, dass in der Literatur eine
Regeneration der Oberflachenwachse nach Entfernung im Bereich von 30 Minuten erfolgen
kann (Koch et al., 2004). Eine Methode, die lange Zeit dauert, konnte zu dem Problem
fuhren, dass eine mdgliche Erh6éhung in der Transpiration durch selektive Entfernung der
Oberflachenwachse durch eine bereits erfolgte Wachsregeneration nicht mehr
nachgewiesen werden kann. Auch fir die analytische Untersuchung der Oberflachenwachse
hat sich die Kollodiummethode als sehr brauchbar herausgestellt. Die Stripps sind selbst
nicht in organischem Ldsungsmittel I6slich, was eine Kontamination der Proben durch den
Nitrozellulosefilm ausschliet. Da Kollodium jedoch in dem organischen Ldsungsmittel
Diethylether-Ethanol gel6st ist und Wachse sich gut in organischen Lésungsmittel l6sen
lassen, wurde diese Methode haufig in der Literatur kritisiert (Jetter et al., 2000). An der
Benutzung von Kollodium wird bemangelt, dass das organische Ldsungsmittel in tiefere
Schichten der Kutikula diffundieren und dort intrakutikulare Wachsbestandteile herauslésen
kénnte. Gegen diese Kritik sprechen die Voruntersuchungen an P. laurocerasus, H. helix und
F. elastica, die zeigen, dass das Ldsungsmittelgemisch Diethylether-Ethanol alleine keinen
Effekt auf die kutikuldre Transpiration hat (Zeisler, 2010). Um dies aber umfassender und

grandlicher an weiteren Arten zu verifizieren und mit anderen Methoden zu vergleichen,
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wurden zusatzlich die Gummi arabicum und Celluloseacetat-Methode zur selektiven
Entfernung der Oberflachenwachse angewandt. Gummi arabicum ist in Wasser geldst. Da
Wachse nicht in Wasser |8slich sind, wére ein Anstieg in der Transpiration nach der Gummi
arabicum Behandlung auf der rein mechanischen Entfernung der Wachse zurtickzufiihren.
Celluloseacetat ist in dem organischen Lésungsmittel Aceton gelést. Um die verschiedenen
Methoden vergleichen zu kdnnen und eine Antwort auf die Frage zu erhalten, ob das
Ldsungsmittel Diethylether-Ethanol einen Effekt auf die Transpiration hat, wurden chemisch
analytische Untersuchungen der Wachse nach Entfernung, rasterelektronenmikroskopische
Untersuchung der Oberflachen und Transpirationsmessungen vor und nach Behandlung
durchgefuhrt. Fur diese Anséatze wurden sowohl intakte Blattscheiben, als auch isolierte
Blattkutikulamembranen und Fruchtkutikulamembranen verwendet. Die Auswahl der
verwendeten Pflanzenarten beinhaltet sowohl Arten mit einem hohen Gehalt an Triterpenen,
als auch Arten bei denen Triterpene nur in Spuren vorkommen oder sogar vollkommen
fehlen. Auf die Verwendung der Cryo-Technik (Ensikat et al., 2000) und dem UHU-
Zweikomponentenkleber (Koch et al., 2004) wurde verzichtet. Die Probenvorbereitung beruht
bei der Cryo-Technik auf einer Vorfixierung in flissigem Stickstoff. Eine Weiterverwendung
der dadurch beschadigten Membranen in anschlielenden Transpirationsmessungen ist
somit ausgeschlossen. Der UHU-Zweikomponentenkleber (Koch et al., 2004) eignet sich
aufgrund seiner chemischen Zusammensetzung nicht fir die analytische Untersuchung der
Wachse. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass Komponenten aus dem Kleber im
Chromatogramm die Wachsmolekile bei weitem tUberdecken. Des Weiteren lasst dich der
UHU-Kleber nur sehr schwer von den Membranen abldsen. Ein Verletzen der Oberflachen

kann nicht ausgeschlossen werden.

4.2.1 Analytische Untersuchungen

4.2.1.1 Abheben der epikutikularen Wachse von  Monstera deliciosa

Blattscheiben mit Kollodium

Monstera deliciosa Blattscheiben wurden finf Mal in Folge mit Kollodium behandelt
(Abbildung 50). Bereits mit der ersten Behandlung konnte die grofite Menge an
Obeflachenwachsen selektiv entfernt werden. Die Menge der durch die weiteren
Behandlungen zusatzlich entfernten Wachse war im Vergleich dazu geringer. Dies stimmt
mit den aus der Literatur bekannten Ergebnissen (Jetter et al., 2000) aber auch mit den
Voruntersuchungen an P. laurocerasus, H. helix und F. elastica Uberein (Zeisler, 2010). Die
Summe aus Restwachsmenge und den funf vorherigen Behandlungen entspricht gut dem
Wachsgehalt der parallel extrahierten Kutikulamembranen (Gesamtwachs). Dies zeigt, dass
wahrend der Probenverarbeitung keine Wachsbestandteile verloren gehen, und macht

deutlich, dass sich diese Methode zur exakten Bestimmung der Wachsmenge und ihrer
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Unterteilung in epi- und intrakutikulare Wachse eignet. Die Betrachtung der Unterteilung in
Sterole und langkettige Aliphate macht deutlich, dass mit der selektiven Behandlung vor
allem langkettige Aliphate entfernt werden konnten. Dies deutet darauf hin, dass die
epikutikularen Wachse von Monstera deliciosa ausschlie3lich aus langkettigen Aliphaten
bestehen. Sterole, die sich den Biosyntheseweg mit Triterpenen teilen, gehdren zu den
intrakutikularen Wachsen und konnten in héheren Mengen erst durch die Totalextraktion
isolierter Kutikulamembranen isoliert werden. Bei der Behandlung der Blattscheiben konnten
sowohl kurzkettige als auch langkettige Monomere von der Oberflache entfernt werden
(Abbildung 50 D). Dieses Ergebnis unterscheidet sich von den Voruntersuchungen an
Prunus laurocerasus, bei denen vor allem kurzkettige Monomere entfernt und langkettige

erst durch die Restwachsanalyse isoliert werden konnten (Zeisler, 2010).

4.2.1.2 Abheben der epikutikularen Wachse von  Prunus laurocerasus

Blattscheiben mit Gummi arabicum

Als Vergleich zu den Voruntersuchungen an Prunus laurocerasus Kutikulamembranen und
aufgrund der Kritik, Kollodium sei in einem organischen Losungsmittel gelost, wurde Gummi
arabicum als weiteres Agens fiir die selektive Entfernung von Oberflachenwachsen getestet.
Da Gummi arabicum in Aqua demin geldst ist, kann jeglicher Einfluss eines organischen
Losungsmittels auf die selektive Wachsentfernung ausgeschlossen werden. Die selektive
Entfernung beruht rein auf einem mechanischen Prinzip. Fir diesen Ansatz mussten intakte
Blattscheiben verwendet werden, da sich das Gummi arabicum nicht von selbst von der
Oberflache loste und jeder Versuch es von einer isolierten Kutikulamembran zu entfernen
dazu fihrte, dass sie rissen. Eine Unterscheidung der beiden Wachsfraktionen und eine
online Weitermessung der Transpiration ware bei der Verwendung von Gummi arabicum bei
Kutikulamembranen somit ausgeschlossen. Neben dem Ausschluss von Experimenten mit
isolierten Kutikulamembranen und der damit einhergehenden Limitierung der Methode ist die
lange Wartezeit (45 min) zwecks Trocknung zwischen den einzelnen Behandlungen ein
weiterer Nachteil von Gummi arabicum als Agens zur selektiven Wachsentfernung.

Wie auch bei der Kollodiumbehandlung von Monstera deliciosa Blattscheiben konnte mit der
ersten Gummi arabicum Behandlung die hochste Menge an Oberflachenwachsen entfernt
werden (Abbildung 51 A). Diese Menge ist im Vergleich zu M. deliciosa und den anderen
bereits untersuchten Arten hoher. Die selektiv entfernten Wachse bestehen hauptsachlich
aus langkettigen Aliphaten und zu einem geringen Anteil auch aus Triterpenen (Abbildung 51
B). Der Anteil der Triterpene ist im Vergleich zu der Menge an Triterpenen, die durch die
parallele Restwachsbestimmung isoliert werden kdnnen, extrem gering, kénnte aber darauf
hindeuten, dass das Blattmaterial durch die Verwendung von Gummi arabicum und dessen

Entfernen von der Blattoberflache mit einer Pinzette doch manchmal verletzt wird. Dies
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wirde auch die héhere Wachsmenge nach der ersten Behandlung im Vergleich zur
Kollodiummethode erklaren. Langkettige aliphatische Bestandteile sind nicht nur im epi-
sondern auch im intrakutikularen Wachs vorhanden. Das Verletzen der Blattoberflache
konnte nicht nur zu einer hoheren Menge an Triterpenen sondern auch zu einer hoheren
Menge an langkettigen Aliphaten fihren. Die Voruntersuchungen mit Kollodium an Prunus
laurocerasus konnten zeigen, dass bei der Behandlung vor allem kurzkettige Monomere von
der Oberflache entfernt wurden. Langkettige Substanzen konnten hingegen erst in héheren
Mengen durch die Restwachsbestimmung nachgewiesen werden. Dies ist bei Verwendung
von Gummi arabicum an Prunus Blattscheiben nicht zu erkennen und konnte darauf
hindeuten, dass durch die Entfernung des Polymers die Oberflache gestort wird. Dadurch

werden kurzkettige als auch langkettige Monomere zu etwa gleichen Teilen entfernt.

4.2.1.3 Abheben der epikutikularen Wachse von  Prunus laurocerasus
Kutikeln mit Celluloseacetat

Neben der Verwendung von Kollodium und Gummi arabicum wurde als drittes Agens zur
selektiven Wachsentfernung Celluloseacetat getestet. Celluloseacetat ist wie Kollodium
(Diethylether-Ethanol) in einem organischen Lésungsmittel (Aceton) geldst. Vorunter-
suchungen haben gezeigt, dass Wachse in Aceton gut l8slich sind, in Diethylether-Ethanol
hingegen nicht. Diese Voruntersuchungen unterstiitzen die Ergebnisse der chemischen
Analysen der selektiven Wachsentfernung mit Celluloseacetat. Bereits mit der ersten
Behandlung konnten Triterpene von der Oberflache entfernt werden. Dieser Gehalt stieg
stetig von Behandlung zu Behandlung an und erreichte mit der Finften unter Einbezug der
ersten vier Behandlungen einen Wert von 2,80 £ 1,70 pg/cmz2 (Abbildung 52 B). Im Vergleich
zu den beiden anderen Methoden konnte mit der Celluloseacetatbehandlung die héchste
Menge an Triterpenen von der Oberflache entfernt werden. Der Grund fiir die hohe Menge
an herausgeldsten Triterpenen ist das organische Ldsungsmittel Aceton. Im Vergleich zu
Kollodium, welches ebenfalls in einem organischen Ldsungsmittel geldst ist, dauert die
Trocknung des Celluloseacetatfilms wesentlich langer. Zusatzlich stellt Aceton ein wesentlich
besseres Ldsungsmittel fir Wachse dar. Das Aceton dringt vermutlich auch wahrend des
langeren Trocknungsprozesses in tiefere Schichten der Kutikula und 16st die intrakutikularen
Wachsbestandteile. Eine klare Unterteilung in epi- und intrakutikulare Wachse ist durch die
Verwendung von Celluloseacetat tatsachlich nicht mdglich und macht diese Methode zur
Aufklarung der Frage, in welchem Male die epikutikularen Wachse fir die Bildung der

Transpirationsbarriere verantwortlich sind, unbrauchbar.
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4.2.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

4.2.2.1 Die selektive Entfernung der Oberflachenwac  hse mit drei

verschiedenen Anséatzen

Neben den chemisch analytischen Untersuchungen der Oberflichenwachse wurden
zusatzlich unabhangige rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zur Bestdtigung der
selektiven Wachsentfernung gemacht.

Neben den in den chemischen Analysen verwendeten Arten wurden zusatzlich von weiteren
Arten die Oberflachenwachse selektiv mit Kollodium entfernt und die Oberflachen
rasterelektronenmikroskopisch untersucht (Abbildung 53). Ferner wurde bei diesen Arten der
Effekt der selektiven Wachsentfernung auf die Wasserpermeabilitdt durch Transpirations-
messungen bestimmt. Auf die zusatzliche chemische Analyse der Oberflachenwachse wurde
bei diesen Arten aus Zeitgriinden verzichtet. Nach der zweifachen Behandlung der Arten mit
Kollodium erschienen die zur Hélfte behandelten Oberflachen glatt. Es waren keine oder nur
eher wenige Oberflachenwachse zu erkennen und eine klare Grenze zwischen behandelter
und unbehandelter Oberflache entstand. Ein Vergleich der Arten und deren
Oberflachenstrukturen spiegelt die hohe Vielfaltigkeit der Wachsstrukturen wider. Die
unabhangige rasterelektronenmikroskopische Untersuchung eines abgezogenen Stripps
bestétigte die chemisch-analytischen Daten, die auf ein rein mechanisches Prinzip der
Wachsentfernung hindeuteten. Die Wachse klebten an dem entfernten Stripp, was ihre
gaschromatographische Untersuchung mdglich machte. Frisch isolierte  Prunus
Kutikulamembranen lie3en sich interessanterweise nicht strippen (Abbildung 54 C+D). Erst
nach einer Lagerungszeit von etwa 2 Jahren konnte die Behandlung mit Kollodium und die
damit einhergehende selektive Wachsentfernung erfolgen (Abbildung 54 A+B). Die frisch
isolierten Kutikulamembranen wiesen keine Oberflachenstrukturen auf. Sie glichen einer
totalextrahierten Kutikulamembran (MX). Bei dem Versuch das Kollodium von diesen
Kutikulamembranen zu entfernen, rissen sie sofort. Nach der etwa zweijdhrigen Lagerung
der Kutikulamembranen wurden Oberflachenstrukturen sichtbar, die Oberflachen erschienen
rau. Eine parallele Beobachtung ist im Zusammenhang mit Transpirationsdaten aus der
Literatur bekannt. Die Wasserpermeabilitat isolierter Kutikulamembranen ist abhangig von
ihrer Lagerungszeit. Je langer die Lagerungszeit, desto geringer die Wasserpermeabilitat.
Diese Beobachtung passt zu den durchgefiihrten rastereletronenmikroskopischen
Untersuchungen und kann durch eine Umlagerung und Diffusion der Wachse an die

Oberflache nach der Isolation erklart werden (Geyer und Schonherr, 1990).
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Neben der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung der zur Hélfte mit Kollodium
behandelten Oberflachen, wurde die Oberflache von Prunus laurocerasus Blattscheiben mit
Gummi arabicum behandelt und ebenfalls rasterelektronenmikroskopisch untersucht
(Abbildung 55). Nach der zweifachen Behandlung der intakten Blattscheiben erschienen die
Oberflachen glatt, es konnten keine Wachstrukturen erkannt werden (Abbildung 55 B und C).
Eine klare Grenze zwischen behandelter und unbehandelter Oberflache konnte im
Gegensatz zu Kollodium nicht erkannt werden. Grund hierfir kdnnten die unterschiedlichen
Konsistenzen der Polymere sein. Da Kollodium leicht viskos ist und sich die zur Halfte
behandelte Stelle von der nichtbehandelten mit bloRem Auge unterscheidet, ist eine erneute
Behandlung exakt derselben Stelle mdglich. Bei Gummi arabicum ist dies aufgrund des
wassrigen Charakters nicht mdglich. Die selektive Wachsentfernung von Prunus
laurocerasus Kutikulamembran wurde zusatzlich mit Celluloseacetat
rasterelektronenmikroskopisch untersucht (Abbildung 56). Die fur Prunus typischen
schuppenférmigen Oberflachenwachse (A und B) sind durch die zweifache Behandlung
entfernt worden, die Oberflache erscheint glatt (C und D). Die Vorbereitung einer zur Halfte
mit Celluloseacetat behandelten Kutikulamembran war nicht mdglich, da sich das in Aceton

geltste Celluloseacetat immer sofort auf der gesamten Kutikulamembran ausbreitete.
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4.2.3 Transpirationsmessungen

In der Literatur werden viele Transpirationsexperimente an isolierten Kutikulamembranen
(Riederer und Schreiber, 2001) und intakten Blattscheiben beschrieben (Schreiber, 2001).
Experimente zur Wasserpermeabilitdt als auch Transportversuche mit organischen
Substanzen (Kirsch et al., 1997) haben zeigen kdnnen, dass sich die Leitwerte von isolierten
Kutikulamembranen und intakten Blattscheiben nicht signifikant voneinander unterscheiden
(Schreiber, 2001). Dies bedeutet, dass sich die Barriere wahrend der Isolation der
Kutikulamembranen  nicht  verédndert, und unterstitzt ihre Verwendung in
Transportexperimenten. Viele Messungen wurden mit totalextrahierten Kutikulamembranen
(MX) durchgefihrt und es konnte ein klarer Anstieg in der Transpiration nach der
Wachsentfernung beobachtet werden (Schénherr und Lendzian, 1981).

Um aber eine Antwort auf die Frage zu erhalten, in welchem Malie die epikutikularen
Wachse zur Bildung der Transpirationsbarriere beitragen, mussten Transpirations-
messungen vor und nach dem selektivem Entfernen der Oberflachenwachse mit Kollodium,
Gummi arabicum und Celluloseacetat durchgefiihrt werden. Als Negativkontrollen zu der
jeweiligen selektiven Entfernung diente die Applikation der Losungsmittel, in denen die
Agenzien geldst sind. Sollten die epikutikularen Wachse fir die Transpirationsbarriere
verantwortlich sein, so ist ein Anstieg in der Transpiration nach selektiver Entfernung zu
erwarten. Die durchgefuhrten radioaktiven Transpirationsmessungen erfolgten Uber 100 %
Luftfeuchte. Die Transpirationsmessungen mussten radioaktiv durchgefuhrt werden, da bei
der gravimetrischen Methode die treibende Kraft bei 100 % Luftfeuchte null ist. Es wirde
somit keine Netto-Transpiration stattfinden. Mit der radioaktiven Messmethode ist des
Weiteren eine sehr prazise Messung der Transpiration Uber kurze Zeitraume mdglich, was

sie fur diesen experimentellen Ansatz sehr interessant macht.

4.2.3.1 Messung der Transpiration vor und nach sele  ktivem Entfernen der
Oberflachenwachse von isolierten Kutikulamembranen und
intakten Blattscheiben mit Kollodium

Die Messung der Transpiration vor und nach selektivem Entfernen der Oberflachenwachse
mit Kollodium erfolgte an verschiedenen Arten. Die Arten wurden ausgewahlt, da sie sich in
ihrer Wachsmenge, Zusammensetzung, aber auch in ihren aus der Literatur bekannten
Leitwerten unterscheiden. Neben Blattkutikeln wurden auch Fruchtkutikeln (Solanum
lycopersicum) verwendet, um zu untersuchen, ob sich die selektive Entfernung bei Frichten
anders als bei Blattern auswirkt. Es wurden sowohl isolierte Kutikulamembranen als auch
intaktes Blattmaterial verwendet, da sich die isolierten Kutikulamembranen mancher Arten
gar nicht oder erst nach einer gewissen Lagerungszeit strippen lie3en. Die isolierten

Kutikulamembranen und intakten Blattscheiben wurden nach einer mindestens einstiindigen
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Messung der Anfangstranspiration zweifach in Folge mit Kollodium oder als Negativkontrolle
mit dem organischen Ldsungsmittel Diethylether-Ethanol behandelt. Auf eine weitere
Behandlung der Oberflachen wurde verzichtet, da die rasterelektronenmikroskopischen
Untersuchungen zeigen konnten, dass eine zweifache Behandlung ausreicht um die
Oberflachenwachse selektiv zu entfernen. Auch die analytischen Daten einiger Arten
zeigten, dass mit der dritten Behandlung intrakutikuldre Bestandteile herausgelost werden.
Die selektive Entfernung der Oberflachenwachse hatte aufler bei den Solanum
Fruchtkutikeln (Effekt: 1,40 £ 0,36) keinen Effekt auf die Transpiration (Tabelle 13). Die
gemittelten Effekte sind nicht verschieden von eins. Die leichte Erhéhung der Transpiration
bei Solanum Fruchtkutikeln stimmt mit den aus der Literatur bekannten Messungen der
Transpiration nach selektiver Entfernung an Tomatenfrichten Uberein (Vogg et al., 2004).
Vergleicht man diese leichte Transpirationserhéhung mit den groRen Effekten nach totaler
Ldsungsmittelextraktion (Schénherr und Lendzian, 1981), so ist dieser Effekt jedoch
vergleichsweise klein. Auch die Behandlung mit dem organischen Ldsungsmittelgemisch
Diethylether-Ethanol hat auRer bei Schefflera (Effekt: 1,35 + 0,13) keinen signifikanten Effekt
auf die Transpiration. Die Ergebnisse nach Ldsungsmittelapplikation schlie3en einen
Losungsmitteleffekt aus und bestétigen die Brauchbarkeit der Kollodiummethode. Den
epikutikularen Wachsen wird haufig die Funktion als Transpirationsbarriere zugesprochen.
Eine Antwort auf die Frage zu erhalten, in welchem Mal3e die epikutikularen Wachse fir die
Transpirationsbarriere verantwortlich sind, ist von besonderem Interesse, da weder die Dicke
der Kutikula (Kamp, 1930) noch die Gesamtwachsmenge (Schreiber und Riederer, 1996)
ausschlaggebend fir den Transpirationsschutz sind. Stattdessen ist es wahrscheinlich eher
die Wachszusammensetzung und die molekulare Anordnung der Wachse, welche die
Barriereeigenschaften ausbilden (Schreiber et al., 1997). Entgegen den wenigen Angaben in
der Literatur fihrte die selektive Entfernung der Oberflachenwachse mit Kollodium bei den
hier untersuchten Arten nicht zu einer signifikanten Erh6hung der Transpiration (Knoche et
al., 2000). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass sich die
Transpirationsbarriere bei den untersuchten Arten in tieferen Schichten der Kutikula befindet.
Die intrakutikularen Wachse, bestehend aus Triterpenen und langkettigen Aliphaten, dichten
die Kutikula wahrscheinlich von innen ab und schitzen die Pflanze vor dem Wasserverlust
an die Atmosphére. Die Lokalisation der Transpirationsbarriere im Inneren der Kutikula
scheint auch sinnvoll, da die Oberflachen von Blattern in standigem Kontakt mit biotischen
und abiotischen Faktoren sind. Wind, Regen aber auch Bakterien, Pilze und Insekten
konnten die &uRere Wachsschicht verletzen oder erodieren und der Schutz vor

Austrocknung ware dann nicht mehr gegeben.
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4.2.3.2 Messung der Transpiration vor und nach sele  ktivem Entfernen der
Oberflachenwachse von intakten Blattscheiben mit Gu mmi
arabicum

Dass die kutikulare Transpirationsbarriere nicht auf der Oberflache sondern in tieferen
Schichten lokalisiert ist, konnte durch die Versuche an Prunus laurocerasus Blattscheiben
und Kutikulamembranen und der Gummi arabicum Methode weiter bestatigt werden. Die
Anfangstranspiration wurde erneut Uber einen Zeitraum von mindestens einer Stunde
gemessen. Intakte Blattscheiben wurden anschlielend zweifach in Folge mit Gummi
arabicum behandelt. Eine Behandlung an isolierten Kutikulamembranen konnte nicht
erfolgen, da sie bei dem Versuch, das Polymer von der Oberflache zu entfernen, rissen. Als
Negativkontrolle diente die Applikation von Aqua demin auf isolierten Prunus
Kutikulamembranen. Da sich die Leitwerte wahrend des Isolationsprozesses der Membranen
nicht verandern, konnte ein solcher experimenteller Vergleich (Blattscheiben/Kutikula)
durchgefuhrt werden (Schreiber, 2001). Da auch kein signifikanter Transpirationsanstieg
nach Behandlung mit Gummi arabicum gemessen werden konnte, wird die oben gemachte
Schlussfolgerung bestatigt, dass die epikutikularen Wachse nicht zur Bildung der kutikularen

Transpirationsbarriere beitragen.

4.2.3.3 Messung der Transpiration vor und nach sele  ktivem Entfernen der
Oberflachenwachse von isolierten Kutikulamembranen durch
Celluloseacetat

Als drittes Agens fur die selektive Wachsentfernung und anschlieBenden Transpirations-
messungen wurde in Aceton geldstes Celluloseacetat verwendet. Die Transpiration von
isolierten Prunus laurocerasus Kutikulamembranen wurde vor und nach der Behandlung mit
Celluloseacetat und Aceton als Negativkontrolle Uber einen Zeitraum von zwei Stunden
gemessen. Sowohl die Behandlung mit Celluloseacetat als auch die Behandlung mit Aceton
fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der Transpiration (Tabelle 15). Die hier durchgefiihrten
Transpirationsmessungen und auch die chemisch analytischen Untersuchungen der selektiv
abgehobenen Wachse mit Celluloseacetat (Abbildung 52) unterstreichen die Annahme, dass
die in tieferen Schichten der Kutikula lokalisierte Transpirationsbarriere beeintrachtigt wird.
Die selektive Entfernung der Wachse mit dem in Aceton geldsten Celluloseacetat flhrte im
Vergleich zu Kollodium und Gummi arabicum zu einer signifikant erh6hten Menge an
Triterpenen (Abbildung 52). Dies bedeutet, dass Wachsbestandteile aus tieferen Schichten
der Kutikula mobilisiert und herausgeldst wurden. Sollte die Transpirationsbarriere nicht auf
sondern in der Kutkula lokalisiert sein, so wird sie durch das Herausléosen der

intrakutikularen Wachsbestandteile aufgrund der Verwendung von Celluloseacetat gestort
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und die Transpiration steigt an. Voruntersuchungen haben zeigen kdnnen, dass Wachse gut
in Aceton l6slich sind. Im Vergleich zu Diethylether-Ethanol werden in Aceton Triterpene
besonders gut geldst. Des Weiteren ist die Trocknungszeit von Aceton im Vergleich zu der
von Diethylether-Ethanol langer. Aceton kann somit besser in tiefere Schichten der Kutikula
diffundieren und stért die dort lokalisierte Transpirationsbarriere. Aufgrund der Kombination
aus den chemisch-analytischen Daten und den dazugehdrigen Transpirationsexperimenten
kann gesagt werden, dass sich die Celluloseacetat-Methode zum selektiven Abheben der
epikutikularen Wachse und zur Klarung der Frage wo die kutikuldre Transpirationsbarriere

lokalisiert ist nicht eignet.

4.2.4 Der Einfluss verschiedener Losungsmittel auf die Barriere

Als Vergleich zu den Transpirationsmessungen vor und nach selektiver Wachsentfernung
wurden weiterhin Transpirationsmessungen vor und nach der Applikation von Lésungsmitteln
mit unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften durchgefiihrt (Tabelle
3, Tabelle 4). Die Anfangstranspiration wurde Uber einen Zeitraum von mindestens einer
Stunde radioaktiv gemessen. Die Applikation der Ldsungsmittel erfolgte auf3er bei Aqua
demin zweifach in Folge. Die Transpiration wurde nach der Behandlung erneut fir
mindestens eine Stunde gemessen. Die hochsten Effekte auf die Transpiration von Prunus
laurocerasus Kutikulamembranen konnten durch die Applikation von Chloroform (Effekt:
4,81 +2,79) und Aceton (Effekt: 3,72 +1,88) erzielt werden. Die Applikation von Ethanol,
Diethylether-Ethanol und Hexan hatte dagegen kaum oder keinen Effekt (Abbildung 57).
Analytische Voruntersuchungen bei denen jeweils eine Kutikulamembran fir 10 s in das
jeweilige Losungsmittel getaucht wurde, haben gezeigt, dass Wachse besonders gut in
Aceton und Chloroform l6slich sind. Eine Aufteilung nach Triterpenen und langkettigen
Aliphaten hat gezeigt, dass mit Aceton und Chloroform eine besonders hohe Menge an
Triterpenen herausgeldst wird. Triterpene sind in tieferen Schichten der Prunus
Kutikulamembran lokalisiert und gehdren zu den intrakutikularen Wachsen (Yu et al., 2008).
Diese Voruntersuchungen und auch die Transpirationsmessungen vor und nach
Losungsmittelapplikation unterstiitzen die Hypothese einer Lokalisation der kutikuldren
Transpirationsbarriere  in  tieferen  Schichten der Kutikula. Die analytischen
Voruntersuchungen mit Diethylether-Ethanol, Hexan und Ethanol haben im Gegensatz dazu
zeigen kdnnen, dass vor allem langkettige Aliphate aber kaum Triterpene geldst werden. Die
Losungsmittel dringen nicht in tiefe Schichten der Kutikula ein und ein Anstieg der
Transpiration nach Applikation dieser Lésungsmittel bleibt daher aus. Ein direkter
Zusammenhang zwischen den in Tabelle 3 aufgefiihrten Dampfdriicken und Dipolmomenten
und den Effekten auf die Transpiration konnte aber nicht gefunden werden. Der errechnete

Leitwert fOr isolierte Prunus Kutikulamembranen ist vor der Behandlung mit den
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verschiedenen Lésungsmitteln héher als der in der Literatur zu findende Wert von 1 x 10™°
m/s. Transpirationsmessungen uber 100 % Luftfeuchte fihren zu einer erhohten
Wasserpermeabilitat (Schreiber, 2001). In der Literatur werden zwei Wege fur den Transport
von Wasser durch die Kutikula beschrieben. Der eine Weg wird durch das Kutin und den ein-
und aufgelagerten Wachsen gebildet, der andere fihrt entlang von polaren Poren. Die
erhohte Wasserpermeabilitat aufgrund der hohen Luftfeuchte kann durch einen verénderten
Zustand der polaren Poren erklart werden. Die freien Carboxyl-Gruppen binden Wasser, die
Kutikula quillt und die Wasserpermeabilitat der polaren Poren wird erhdht (Schreiber, 2001).
Ein Vergleich zwischen den errechneten Leitwerten isolierter Kutikulamembranen und
totalextrahierter Membranen (MX) unterstreicht die Wichtigkeit der Wachse (Summe aus epi-
und intrakutikularen Wachsen) als Transpirationsbarriere. Die Transpiration steigt hach der

Extraktion in organischem Ldsungsmittel an (Schreiber und Schénherr, 2009).

4.2.5 Die Kutikula als Transpirationsbarriere, Zusa  mmenfassung

Die Transpirationsbarriere der pflanzlichen Kutikula wird durch epi-und intrakutikulare
Wachse etabliert (Schonherr und Riederer, 1989). Die Verwendung von drei verschiedenen
Agenzien zur selektiven Entfernung der Oberflachenwachse hat zur Aufklarung der Frage
beigetragen, in welchem MaRRe besonders die epikutikularen Wachse fiir die Bildung der
Transpirationsbarriere verantwortlich sind. Zur Aufklarung der Frage aber auch zur
Bestimmung, welche Methode sich besonders fur die Fragestellung eignet, wurden
chemische  Analysen der entfernten  Wachse, rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen der behandelten Oberflachen und Transpirationsmessungen vor und nach
der Behandlung der Oberflachen mit den verschiedenen Agenzien durchgefiihrt. Ein
Vergleich der Ergebnisse der drei Methoden hat gezeigt, dass sich Kollodium zur selektiven
Entfernung der Oberflachenwachse am besten eignet. Im Gegensatz zu der Gummi
arabicum Methode konnten mit Kollodium sowohl isolierte Kutikulamembranen als auch
intakte Blattscheiben verwendet werden. Die chemische Analyse der selektiv entfernten
Wachse zeigte, dass vor allem langkettige Aliphate von der Oberflache abgehoben wurden.
Triterpene wurden in hohen Mengen erst durch eine Totalextraktion in organischem
Losungsmittel extrahiert. Diese Methode eignet sich demnach zur exakten Diskriminierung
epi- und intrakutikularer Wachse. Die durchgeflihrten Transpirationsmessungen vor und
nach der selektiven Entfernung der Oberflichenwachse mit Kollodium fihren zu der
Schlussfolgerung, dass sich die Transpirationsbarriere nicht auf der Oberflache sondern in
tieferen Schichten der Kutikula befindet. Die Kritik, dass Kollodium in einem organischen
Losungsmittel gel6st ist und damit als Methode nicht anwendbar sein sollte (Jetter et al.,
2000) ist somit nicht berechtigt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass auch die Applikation

von Diethylether-Ethanol allein keinen Effekt auf die Transpiration hatte. Die
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Transpirationserhéhung nach Celluloseacetatanwendung ist dadurch zu erklaren, dass
Aceton als organisches Ldsungsmittel die Transpirationsbarriere im Inneren der Kutikula
tatsachlich angreift. Die Anwendung dieser Methode zur selektiven Entfernung der
Oberflachenwachse und fur parallele Transpirationsstudien empfiehlt sich daher nicht.

Epikutikuldare Wachse spielen weniger als Transpirationsbarriere eine Rolle, aber bei
anderen Prozessen wie der UV-Reflektion (Jacobs et al., 2007), der Selbstreinigung der
Oberflache (Neinhuis und Barthlott, 1997) und dem Schutz vor Mikroorganismen (Lindow
und Brandl, 2003) und Herbivoren (Lemieux, 1996) sollte ihnen eine wichtige Rolle

zukommen.
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4.3 Die Kutikula als epiphyller Lebensraum

Die Oberflachen von Pflanzenbléttern sind mit einer hohen Bakteriendichte (10°- 10’
Zellen/cm?) besiedelt (Dulla et al., 2005). Das Vorkommen und die Dichte von
Bakterienpopulationen kann allerdings saisonal stark variieren. Verschiedene Blatter
derselben Pflanze oder verschiedene Regionen eines Blattes (Kinkel et al., 1995) kdnnen
sich ebenfalls in ihrer Bakteriendichte und -zusammensetzung unterscheiden. Neben den
Unterschieden zwischen verschiedenen Blattern oder verschiedenen Regionen eines Blattes
wurden Unterschiede in der Bakterienzusammensetzung je nach Alter der Blatter (Ercolani,
1991) oder zwischen Blattober- und Unterseiten beschrieben (Krimm et al., 2005). Aus der
Luft gelangen die Bakterien durch Wind, Regen (Lindow, 1996) und Uber Insekten (Lilley et
al., 1997) auf die Blattoberflache.

Die Besiedlung mit Bakterien hangt von den physiko-chemischen Eigenschaften der
Oberflache ab. Bakterien missen sich vor Abwaschung durch Regen und vor Abwehung
durch Wind schitzen. Erst das Anhaften durch Pilli (Romantschuk, 1992) oder extrazellulare
Polymere (Beattie und Lindow, 1999) an die hydrophobe Blattoberfliche ermdglicht eine
erfolgreiche Kolonisation des Blattes. Versuche an Maiswachsmutanten unterstreichen die
Wichtigkeit der Wachskomposition beim Kolonisationsprozess durch Bakterien. Mutanten,
die eine hydrophobere Oberflache aufwiesen konnten in Versuchen nur schwer mit Bakterien
kolonisiert werden (Beattie und Marcell, 2002). Weitere Versuche mit unterschiedlichen
Luftfeuchtigkeiten haben gezeigt, dass die Besiedlungsdichte bei geringer Luftfeuchte gering,
bei erhohter Luftfeuchte hoher ist (Monier und Lindow, 2003). Mikroskopische
Untersuchungen haben ergeben, dass Bakterien nicht homogen auf der Blattoberflache
verteilt sind. Eine besonders hohe Dichte kann in der Nahe von Stomata (Mansvelt und
Hattingh, 1987), an der Basis von Trichomen (Krimm et al., 2005) und in der Nahe der
Blattnervatur gefunden werden (Beattie und Lindow, 1999). Eine Erklarung fir das erhohte
Vorkommen der Bakterien an diesen Stellen ist die erhohte Nahrstoff- und Wasserdiffusion
aus dem Blattinneren an die Oberflache, bedingt durch eine an diesen Stellen durchlassigere
Kutikula. Neben den abiotischen Faktoren, die sich auf die Kolonisation und Komposition der
Bakterienpopulationen auswirken, missen Bakterien untereinander um die meist knappen
Nahrstoffe konkurrieren. Manche Bakterien produzieren und sondern Stoffe aus, die das
Wachstum anderer Bakterien unterbinden (Kinkel und Lindow, 1993), oder die es
ermdglichen weitere Bakterien in ihrer Umgebung wahrzunehmen und mit ihnen Uber
qguorum sensing zu kommunizieren (Cha et al., 1998). Bakterien nutzen die Féahigkeit des
guorum sensings, um Aggregate zu bilden, die sie u.a. vor Austrocknung schiitzen
(Costerton et al., 1995). Als weitere Anpassungen der Bakterien an den lebensfeindlichen
Lebensraum Kutikula ist die aktive Reduktion der Bakterienzellgrof3e (Bjorklof et al., 2000)

bei N&hrstoffarmut oder das aktive Eindringen der Bakterien in das Pflanzeninnere zu
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nennen. Um die Nahrstoffverfigbarkeit auf der Blattoberfliche zu erhéhen, bilden manche
Bakterien, wie auch Pseudomonas syringae Biotenside (Bunster et al., 1989b), die die
Oberflachenspannung von Wasser herabsetzen. Eine dadurch verbesserte Benetzung
fordert die Bildung von Wasserfilmen auf der Blattoberflache z. B. nach Regen, und erhéht
somit den Diffusionsprozess von lonen und organischen Molekilen aus dem Blatt an die
Oberflache (Knoll und Schreiber, 2000). Neben der F&ahigkeit der Biotenside, die
Oberflachenspannung von Wasser herabzusetzen und gleichzeitig die Verfugbarkeit der
organischen Molekule durch den leaching Prozess fur Bakterien zu erhéhen, kénnen sich die
Bakterien aufgrund der Biotenside besser auf der heterogenen Blattoberflache bewegen und
so auch leichter durch Stomata ins Blattinnere gelangen. Einmal ins Blattinnere gelangt,
kénnen pathogene Bakterien Krankheiten auslésen (Beattie und Lindow, 1999) und sich in
der gesamten Pflanze ausbreiten.

Der Einfluss biotensidproduzierender Pseudomonas syringae Bakterien, deren Uberstande
und auf gereinigten Extrakte auf die Transpiration von Prunus laurocerasus und Populus
canescens Kutikulamembranen wurde untersucht. Es wurden die Arten Prunus laurocerasus
und Populus canescens gewahlt, da sie in der Literatur gut beschrieben sind (Kirsch et al.,
1997; Schreiber, 2001; Schreiber und Schonherr, 2009) und sich von ihren Blattern ohne
weiteres Kutikulamembranen isolieren lassen. Ein rein visueller Vergleich zwischen den
isolierten Kutikulamembranen der beiden Arten lasst die von Prunus laurocerasus stabiler
erscheinen. Von Populus canescens Kutikulamembranen ist bekannt, dass sie eine hohe
Dichte an polaren Poren aufweisen (Schreiber und Schénherr, 2009). Polare Poren zeigen
eine lokal erhohte Diffusion von organischen Substanzen aus dem Blattinneren an die
Oberflache. Da viele organische Substanzen der Pflanze und auch lonen aufgrund ihrer
Ladung und GrofR3e nicht durch den lipophilen Teil der Kutikula diffundieren kdnnen, sind sie
auf die Diffusion durch diese Bereiche angewiesen (Schénherr, 2000, 2001, 2002). Dies
macht die Regionen der polaren Poren besonders attraktiv fir die Besiedlung von Bakterien
(Remus-Emsermann et al.,, 2011). Fur die Untersuchung der Fragestellung, ob die
Transpiration der beiden Kutikularten nach den verschiedenen Behandlungen ansteigt,
wurden experimentell unabhangige Ansatze gewahlt. Die Pflanzenarten wurden auf ihre
Wachszusammensetzung hin analytisch untersucht und miteinander verglichen.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Bakterien wurden durchgefiihrt und
Bakteriensuspensionen, Uberstande und auf gereinigte Extrakte rein visuell und durch
Kontaktwinkelmessungen auf Tensidproduktion getestet. Neben der Verwendung von WT
Pseudomonas syringae Bakterien wurden ferner Mutanten in den Transpirationsstudien
verwendet, die ganz oder zum Teil in ihrer Fahigkeit zur Biotensidproduktion gestoért sind. Die
Durchfiihrung von Transpirationsexperimenten sollte zur Aufklarung der Frage dienen, in wie

weit die kutikulare Barriere nach Inokulation mit Bakterien verandert wird. Diese Anséatze
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sollen zu einem besseren Verstandnis der Bakterienkolonisation und eventuellem

Krankheitsbefall von Pflanzen durch Bakterien fiihren.
4.3.1 Analytische Untersuchungen

4.3.1.1 Gesamtwachsanalyse von Prunus laurocerasus und Populus
canescens Kutikulamembranen

Die Diffusionsrate von Wasser und organischen Molekilen wird durch die Wachse (Summe
aus epi- und intrakutikularen Wachsen) bestimmt. Voruntersuchungen haben zeigen kdnnen,
dass weder die Dicke der Kutikulamembran, noch die Gesamtwachsmenge (Becker et al.,
1986) dabei ausschlaggebende Kriterien darstellen. Stattdessen scheint die Kristallinitat der
Wachse bzw. das Verhaltnis von kristallinem zu amorphen Wachs eine entscheidende Rolle
bei den Diffusionsprozessen zu spielen (Merk et al., 1997; Schreiber et al., 1997). Die
Gesamtwachsanalysen von isolierten Prunus laurocerasus und Populus canescens
Kutikulamembranen dienten dazu, die beiden Arten hinsichtlich ihrer Wachszusammen-
setzung zu vergleichen und diese Ergebnisse mit denen aus den mit Bakterien
durchgefuhrten Transpirationsstudien in Verbindung zu setzen. Fur Prunus konnte eine
Gesamtwachsmenge von 84,42 +9,63 ug/cm2, bestehend aus 30 Einzelsubstanzen,
identifiziert werden. Den gréf3ten Anteil am Wachs machten dabei die Triterpene gefolgt von
den Alkanen aus (Abbildung 58). Im Vergleich zu Prunus konnte bei der chemisch
analytischen Untersuchung der Populus Kutikulamembranen eine signifikant geringere
Wachsmenge von 38,27 + 6,63 pug/cmz2 identifiziert werden. Das Wachs bestand nur aus
langkettigen Aliphaten, Triterpene konnten nicht nachgewiesen werden (Abbildung 59). Die
Verwendung dieser beiden Pflanzenarten, die sich nicht nur in ihrer Kutikuladicke und dem
Vorkommen von polaren Poren, sondern auch in ihrer Wachsmenge und Zusammensetzung
unterscheiden, machten sie besonders fir Interaktionsstudien mit Oberflachenbakterien

interessant.
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4.3.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der

Pseudomonas syringae Bakterien

Bakterien sind nicht homogen auf der pflanzlichen Kutikula verteilt. Das Zusammenlagern zu
Aggregaten nutzen Bakterien, um sich vor abiotischen und biotischen Stressfaktoren zu
schitzen (Costerton et al.,, 1995). Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der
Pseudomonas syringae WT Bakterien auf einer isolierten Prunus Kutikulamembran konnten
dies bestatigen (Abbildung 60). Die Bakterien lagern sich eng zu Aggregaten zusammen. Es

scheint als wirden sie zusatzlich durch ein extrazellulares Polymer zusammengehalten.

4.3.3 Uberprifung der Bakteriensuspensionen, Uberst  ande und Extrakte
auf Tensidproduktion, Spreitungsverhalten auf Paraf ilm und

Kontaktwinkelmessungen

Vor der Verwendung in Transpirationsstudien wurden die Bakteriensuspensionen,
Uberstande und grob auf gereinigten Extrakte auf Tensidproduktion untersucht. Das
Schiitteln der Bakterienkulturen fihrte aulRer bei der Dbl ko- Mutante zur Schaumbildung. Es
konnte daher angenommen werden, dass die Biotenside Syringafaktin und/oder das
Rhamnolipid bei allen Kulturen, auRer bei den Dbl ko- Bakterien gebildet wurden. Aufgrund
des knockouts in der Biosynthese der Biotenside konnten die Dbl ko- Bakterien als
zusatzliche Negativkontrolle zu Aqua demin eingesetzt werden. Ein Vergleich zwischen dem
Spreitungsverhalten von Tropfen der verschiedenen Bakterienstimme oder deren
Uberstinde und Aqua demin auf Parafiim haben zeigen konnen, dass das
Spreitungsverhalten der Bakterienkulturen und Uberstéande im Vergleich zu Wasser und der
Dbl ko- Mutante groRRer ist (Abbildung 61). Tenside setzen die Oberflachenspannung von
Wasser herab und erhdhen die Benetzungsfahigkeit der Oberflache. Die Bildung der
Biotenside und die damit einhergehende bessere Benetzungsfahigkeit der Oberflache ist fur
Pseudomonas syringae Bakterien von gro3em Nutzen, da sie sich dadurch besser auf der
hydrophoben Blattoberflache fortbewegen koénnen (Déziel et al.,, 1999). Desweiteren
bewirken die Biotenside, dass sich ein homogener Wasserfilm auf der Blattoberflache bildet,
der sie vor Austrocknung schitzt (Beattie und Lindow, 1995) und den leaching Prozess
erhdht (Knoll und Schreiber, 2000). Die nach Burch et al., (2010) fertig hergestellten und fur
Transpirationsstudien verwendeten auf gereinigten Extrakte zeigten ein &hnliches
Spreitungsverhalten wie das der Bakteriensuspensionen und Uberstande. Bei allen
Extrakten, bis auf den der Dbl ko- Bakterien, konnte auf Tensidproduktion geschlossen
werden. Im Vergleich zu Aqua demin zeigten die Tropfen der auf gereinigten Extrakte ein
groRReres Spreitungsverhalten. Tropfen des Dbl ko- Extraktes verhielten sich hingegen wie

Aqua demin, was das Fehlen der Biotenside in diesem Extrakt bestatigte. Problematisch bei
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der Verwendung der Bakteriensuspensionen und Uberstande ist, dass deren Gehalt nur
durch die Einstellung der optischen Dichte innerhalb und zwischen den Versuchen konstant
gehalten werden konnte. Eine exakte Bestimmung der Biotensidkonzentration war nicht
maglich.

Ein Vergleich der Kontaktwinkelmessungen an unbehandelten Prunus laurocerasus und
Populus canescens Kutikulamembranen macht deutlich, dass Prunus Kutikulamembranen
mit einem Winkel von 82,95 + 11,89° besser benetzbar sind als Populus Kutikulamembranen
(Kontaktwinkel:121 + 4,45°). Die unterschiedliche Wachszusammensetzung der Arten und
auch die  Struktur der Oberflachenwachse wirken sich dabei auf die
Kontaktwinkelmessungen aus und machen den Vergleich dieser Arten in den
Transpirationsmessungen weiter interessant. Die Messung der Kontaktwinkel an isolierten
Kutikulamembranen beider Pflanzenarten war nach der Vorbehandlung mit Phosphatpuffer
bzw. Bakterien Uber Nacht nicht mdglich. Die Wassertropfen spreiteten direkt auf der mit
Salzen des Phosphatpuffers bedeckten Oberflache. Die Oberflache wurde durch die

Vorbehandlung hydrophiler.

4.3.4 Transpirationsmessungen

Alle durchgefihrten Transpirationsmessungen erfolgten tber 100 % Luftfeuchtigkeit, um das
Absterben der Bakterien und eine eventuelle Transpirationserh6hung durch abgegebene
Enzyme zu verhindern. Des Weiteren konnte durch die Messung tber 100 % Luftfeuchtigkeit
sichergestellt werden, dass es nicht zur Kristallisation und Aufkonzentrierung der Biotenside
wahrend der Versuche kommt. Die Bakterienkulturen und Uberstande wurden sowohl in
Phosphatpuffer als auch in Aqua demin angesetzt. Das Ansetzen in Phosphatpuffer sollte
das Absterben der Bakterienzellen durch osmotischen Stress verhindern. Um eine Antwort
auf die Frage zu erhalten, ob die Bakterien, die Uberstande, oder die Extrakte die kutikulare
Barriere der Pflanzen verandern, wurde die Wasserpermeabilitdit vor und nach der
Behandlung gemessen und die Effekte berechnet. Aus der Literatur ist bekannt, dass der
Transport von organischen Molekuilen gut mit dem Wassertransport korreliert (Niederl et al.,
1998). Eine Erh6hung der Transpiration ist fir die Bakterien nicht so relevant, sollte aber auf
einen erhohten Transport von lonen und organischen Substanzen, die wichtige Nahrstoffe
darstellen, an die Blattoberflache hindeuten. Eine Erhéhung in der Transpiration nach
Behandlung lieRe darauf schlieRen, dass die Bakterien in der Lage sind, aktiv die
Durchlassigkeit der Kutikula zu verandern. In allen Versuchen wurde eine optische Dichte

von 1 gewahlt, was 10° Bakterienzellen pro Milliliter entspricht.
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4.3.4.1 Einfluss tensidproduzierender Bakterien auf die Transpiration von
Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Isolierte Prunus laurocerasus Kutikulamembranen wurden nach einer einstiindigen Messung
der Anfangstranspiration mit 100 ul der WT, Syf- und Dbl ko- Bakterien in Phosphatpuffer
behandelt. Die Applikation der Dbl ko- Mutante diente dabei als Negativkontrolle zu den
beiden anderen Bakterienstammen, da die Bildung der Biotenside aufgrund des knockouts
ausbleibt. Nach der Trocknungsphase Uber Nacht wurde die Transpiration erneut tber einen
Zeitraum von mindestens einer Stunde gemessen. Sowohl die Applikation der WT Bakterien
als auch die Applikation der MT Bakterien hatte einen Effekt auf die Transpiration der
isolierten Prunus Kutikulamembranen (Abbildung 62). Da der Effekt nach Applikation der Dbl
ko- Mutante tendenziell hoher ist als der nach der WT- Applikation, musste darauf
geschlossen werden, dass die Erhdhung der Transpiration durch den Einsatz des
Phosphatpuffers und nicht durch die Biotenside zu erklaren ist. Salze konnen die
Transpiration von astomataren Kutikulamembranen erhéhen. Der Anstieg der Transpiration
basiert auf dem Aufquellen der Kutikula und einer dadurch erhéhten Durchlassigkeit der
polaren Poren (Elshatshat et al., 2007). Neben dem Einfluss des Phosphatpuffers kénnten
des Weiteren Enzyme, die von den Bakterien wahrend der Bakteriensuspensions-

vorbereitung freigegeben wurden, fir die Erhéhung der Transpiration verantwortlich sein.

4.3.4.2 Einfluss von Bakterientiberstdnden auf die T ranspiration von
Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Um den Einfluss von Bakterienzellen auf die Transpiration auszuschliel3en und nur den
Effekt der produzierten Biotenside zu messen, wurden Prunus Kutikulamembranen nach
einer einstindigen Messung der Anfangstranspiration mit 100 yul der WT und Syf-
Uberstande in Phosphatpuffer behandelt. Nach der Trocknungsphase tiber Nacht wurde die
Transpiration erneut Uber einen mindestens einstindigen Zeitraum gemessen. Nach der
Behandlung mit dem WT-Uberstand konnte ein leichter Anstieg in der Transpiration
verzeichnet werden. Kein Effekt konnte nach der Behandlung mit dem Uberstand beobachtet
werden, der von Bakterien stammte, die in der Syringafaktin-Produktion einen knockout
aufwiesen (Abbildung 63). Im Vergleich zu den mit Bakteriensuspensionen durchgefiihrten
Transpirationsmessungen scheint die Verwendung des Phosphatpuffers bei der Applikation
von Bakterieniiberstanden keinen Effekt auf die Transpiration zu haben. Die Erhéhung der
Transpiration ist demnach auf die Bakterienzellen zurtickzufihren. Im Vergleich zu
synthetischen Tensiden ist die Erhéhung der Transpiration nach Applikation des WT-
Uberstandes vergleichsweise gering. Je nach GroRe und Polaritat der eingesetzten
synthetischen Tenside, kann die Transpiration um 1-2 GroéRenordnungen ansteigen

(Schreiber und Schénherr, 2009). Fur diese ausgepragte Zunahme des Kkutikuldren

152



Transports ist die Voraussetzung eine Sorption der ungeladenen Tenside in der
transportlimitierenden Barriere der Kutikula (Baur, 1999). Die von Pseudomonas syringae
produzierten Biotenside sind aber geladen und sie weisen im Vergleich zu den meisten
getesteten synthetischen Tensiden eine sehr hohe Molekiilmasse auf (Déziel et al., 1999;
Berti et al., 2007). Aufgrund der Polaritat und Grol3e ist das Eindringen der Biotenside in die
Kutikula auszuschlieRen. Vielmehr ist eine Wirkungsweise als humectants an der
Blattoberflache wahrscheinlich. Die lipophilen Fettsaurereste der Biotenside kénnten sich an
die lipophilen Oberflachenwachse anlagern, die polaren Reste waren der Atmosphare

zugewandt und kdnnten Wasser binden und so die Nahrstoffverflgbarkeit erhéhen.

4.3.4.3 Einfluss von auf gereinigten Biotensid-Extr ~ akten auf die
Transpiration von Prunus laurocerasus Kutikulamembranen

Neben der Verwendung von Bakteriensuspensionen und Uberstanden wurde ferner der
Effekt grob auf gereinigter Extrakte (Burch et al., 2010) auf die Transpiration von Prunus
laurocerasus Kutikulamembranen untersucht. Die Herstellung der auf gereinigten Extrakte
umfasste das mehrmalige Waschen der Bakteriensuspensionen mit Ldsungsmitteln
unterschiedlicher Polaritdt und anschlieBender Trocknung. Die so hergestellten Extrakte
wurden mit Aqua demin versetzt, gevortext und nach einer mindestens einstindigen
Messung der Anfangstranspiration auf die Membranen appliziert. Die Extrakte wurden mit
Aqua demin statt Phosphatpuffer versetzt, um einen Anstieg der Transpiration durch die
darin gelosten Salze (Elshatshat et al., 2007) zu verhindern. Ein Anstieg der Transpiration
durch Bakterienzellen und/oder freigesetzte Enzyme kann durch die Applikation der Extrakte
ausgeschlossen werden. Durch den Einsatz der auf gereinigten Extrakte in
Transpirationsexperimenten bestand die Mdglichkeit, den reinen Wirkungsmechanismus der
von Pseudomonas syringae Bakterien produzierten Biotenside naher zu untersuchen. Ein
Vergleich zwischen den Effekten und auch der Vergleich zwischen den verschiedenen
Transpirationskinetiken (Abbildung 64) machte deutlich, dass die Applikation des Rhla-
Extrakts tendenziell zu einer Erhdéhung in der Transpiration flhrte. Das Rhla- Extrakt
stammte von Bakterien, die das Syringafaktin bilden konnten, aber in der Biosynthese des
Rhamnolipids einen knockout aufwiesen. Die leichte Erhéhung der Transpiration beruht
demnach rein auf dem Biotensid Syringafaktin, welches aufgrund der Polaritat und Grof3e
nicht in die Kutikula eindringt, sondern an der Oberflache wirkt. Die Applikation der beiden
anderen Extrakte hatte im Vergleich zum Rhla-Extrakt keinen Einfluss auf die Transpiration.
Grund hierfur ist, dass das Rhla-/Syf-Extrakt von Bakterien isoliert wurde, die in der
Produktion beider Biotenside einen knockout aufwiesen. Durch die Applikation dieses
Extraktes wurde somit rein der Effekt von Wasser auf die Transpiration gemessen. Mit einem

Effekt von 0,97 £ 0,14 kommt dieser dem in einem anderen Zusammenhang gemessenen
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Effekt fir Wasser (Abbildung 57) und dem aus der Literatur bekannten Effekt sehr nahe
(Krimm et al., 2005). Das als HAA (3-(3-hydroxyalkanoyloxy) alkanoic acid) benannte Extrakt
enthielt Vorlauferprodukte (precursors) des Rhamnolipidbiosyntheseweges. Die genaue
physiologische Rolle dieser Vorlauferprodukte ist nicht bekannt. Thnen wird eine Funktion als
oberflachenaktive Substanzen zugesprochen (Déziel et al., 2003), die die Fortbewegung von
Bakterien auf der hydrophoben Blattoberflache erleichtern. Ein Grund fir das Ausbleiben
einer Transpirationserhéhung nach Applikation des HAA Extraktes konnte das Fehlen der als
Biotensid bendttigten Eigenschaften sein. HAA ist noch kein fertig ausgebildetes Biotensid,

sondern eine Vorstufe dazu.

4.3.4.4 Einfluss tensidproduzierender Bakterien auf die Transpiration von
Populus canescens Kutikulamembranen

Als Vergleich zu den an Prunus laurocerasus Kutikulamembranen durchgefiihrten
Transpirationsexperimenten wurde ferner der Effekt von Bakteriensuspensionen auf die
Transpiration von Populus canescens Kutikulamembranen untersucht. Da die gemessenen
Effekte bei Prunus nach den verschiedenen Applikationen tendenziell gering und weitere
Untersuchungen zur Wirkungsweise der Biotenside angestrebt wurden, wurde Populus als
weitere Art ausgewahlt. Die Kutikulamembran von Populus unterscheidet sich in ihrer
Wachsmenge und Zusammensetzung, den Benetzungseigenschaften und dem Vorkommen
von polaren Poren (Schonherr und Schreiber, 2004) von der von Prunus. Neben diesen
Unterschieden weist Populus mit 2,68 x 10° m/s (Schreiber und Schénherr, 2009) einen
hdheren Leitwert auf. Bakterien siedeln sich bevorzugt in der Nahe von polaren Poren an, da
dort die Diffusion von organischen Substanzen, wie Fruktose, erhéht ist (Remus-Emsermann
et al., 2011). Da ein Co-Transport zwischen Wasser und organischen Substanzen besteht
(Niederl et al., 1998), sollte eine Erh6hung der Transpiration sich auch in einer Erhéhung der
Verflgbarkeit organischer Substanzen zeigen. Desweiteren wirde eine deutliche Erhéhung
in der Transpiration von Populus Kutikulamembranen fir eine Wirkungsweise der Biotenside
an den polaren Poren sprechen. Dieser lokalen Wirkungsweise der Tenside konnte bei
Prunus laurocerasus Membranen aufgrund der fehlenden polaren Poren nicht
nachgegangen werden.

Populus canescens Kutikulamembranen wurden nach einer zweistiindigen Messung der
Anfangstranspiration mit 100 pl in Aqua demin geléste WT-, bzw. Syf- Bakterien behandelt.
Nach der Trocknungsphase tber Nacht wurde die Transpiration erneut tber einen Zeitraum
von zwei Stunden gemessen. Die gemittelten Kinetiken aber auch die Effekte machen
deutlich, dass die Transpiration nach WT Bakterienapplikation leicht ansteigt (Abbildung 65).
Die Applikation der Syf-Bakterien (knockout in der Syringafaktinbiosynthese) fihrt im
Vergleich zur WT Applikation zu keiner Erhéhung der Transpiration (Effekt: 0,94 + 0,14).
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Diese Ergebnisse stimmen mit denen von applizierten Bakterieniberstdnden auf Prunus
laurocerasus Kutikulamembranen tiberein. Die Applikation des WT-Uberstandes hatte einen
Effekt auf die Transpiration, die Applikation des Syf-Uberstandes jedoch nicht (Abbildung
63). Grund fur das Ausbleiben einer Transpirationserhhung nach Applikation der Syf-
Bakterien konnte das Fehlen des Biotensids Syringafaktin sein. Das Rhamnolipid hat
aufgrund seiner chemischen Struktur nicht so stark ausgeprégte Biotensideigenschaften wie
das Syringafaktin. Es scheint eine gréRere Rolle bei der swarming motality, der
Fortbewegung von Bakterien auf der Blattoberflache, zu Ubernehmen. Die durch die
Verwendung von Populus Kutikulamembranen erhdhte Wirksamkeit der Biotenside konnte
nicht festgestellt werden. Die gemittelten Effekte @hneln denen von Prunus laurocerasus
Kutikulamembranen. Dies unterstreicht erneut die Annahme, dass die Biotenside aufgrund
ihrer Gro3e und Polaritat auch nicht bevorzugt an den polaren Poren wirken. Vielmehr ist es
ein Grenzflacheneffekt, der zu der leichten Erhéhung der Transpiration fihrt. Ein weiterer
Grund fir das Ausbleiben von grof3en Effekten kénnte der experimentelle Aufbau und die Art
der Effektberechnung sein. Lokale Erhdéhungen in der Transpiration, wie z.B. an polaren
Poren (Remus-Emsermann et al., 2011) kénnen nicht erkannt werden, da die Transpiration

Uber die gesamte Kutikulaflache berechnet wird.
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4.3.4.5 Einfluss von Bakterientiberstdnden auf die T ranspiration von

Populus canescens Kutikulamembranen

Neben der Verwendung von Bakteriensuspensionen wurde auch der Effekt von
Bakterientberstanden auf die Transpiration von Populus Kutikulamembranen untersucht. In
dem ersten experimentellen Ansatz wurden die Bakterien in Phosphatpuffer gelést und
abzentrifugiert. Nach einer zweistiindigen Messung der Anfangstranspiration Uber 100 %
Luftfeuchte wurden die Kutikulamembranen mit dem WT- und Syf- (kein Syringafaktin, nur
Rhamnolipid) Uberstand behandelt. Als Negativkontrolle diente die Applikation von
Phosphatpuffer. Die Behandlung mit Phosphatpuffer erfolgte um sicherzustellen, dass eine
eventuelle Erh6hung in der Transpiration nicht aufgrund der geldsten Salze erfolgte. Die
gemittelten Kinetiken der verschiedenen Behandlungen und die errechneten Effekte
(Abbildung 66) konnten zeigen, dass die Transpiration nach der Behandlung mit den
Uberstanden, als auch nach der Applikation des Phosphatpuffers anstieg. Die gemittelten
Effekte der verschiedenen Behandlungen sind statistisch nicht verschieden voneinander und
kommen dem von Phosphatpuffer sehr nahe. Da die Effekte der biotensidenthaltenen
Uberstande in etwa gleich groR sind und sich von dem von Phosphatpuffer nicht
unterscheiden, kann darauf geschlossen werden, dass die Erhéhung in der Transpiration
allein durch die Salze und nicht durch die Biotenside zu erklaren ist. Salze kénnen den
lonisationsgrad der Sauregruppen im Kutin erhdhen. Die Kutikula schwillt an, der
Wassergehalt in der Kutinmatrix ist erhdht und die Permeabilitat steigt (Elshatshat et al.,
2007). Um eine Erhohung der Transpiration durch die Verwendung des Puffers
auszuschlieBen und um den Effekt der reinen biotensidenthaltenen Uberstande besser
untersuchen zu koénnen, wurden die Bakterienlberstéande in einem zweiten experimentellen
Ansatz in Aqua demin statt Phosphatpuffer angesetzt. Die Kutikulamembranen wurden, wie
schon im ersten Durchgang, nach der zweistiindigen Messung der Anfangstranspiration mit
den Uberstanden, bzw. Aqua demin behandelt. Nach der Trocknung tiber Nacht wurde die
Transpiration erneut Uber einen Zeitraum von zwei Stunden gemessen. Neben der
Applikation des WT- und Syf- Uberstandes wurde zusatzlich der Effekt des Dbl ko-
Uberstandes untersucht. Da der Dbl ko-Uberstand von Bakterien stammte, die in der
Synthese der beiden Biotenside einen knockout aufweisen, kann er als zusatzliche
Negativkontrolle angesehen werden. Weder die Applikation der verschiedenen
Bakterientberstéande, noch die Applikation von Aqua demin fihrte zu einer Erhéhung der
Transpiration. Die gemittelten Kinetiken verliefen nach den Behandlungen linear (Abbildung
67). Der Grund fir das Ausbleiben eines Effekts kdnnte erneut die nur anndhernd tber die
OD der Bakterien bestimmte Biotensidkonzentration sein. Die Schaumbildung nach
Schiitteln der WT- und Syf- Uberstande wies auf oberflaichenaktive Substanzen, nicht aber

auf ihre Konzentration hin. Die Menge der gebildeten Biotenside hangt stark von dem
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physiologischen Zustand der Bakterien ab. Voruntersuchungen haben zeigen kdénnen, dass
sie die Biotenside bei Nahrstoffmangel auch wieder als C-Quelle nutzen und konsumieren
(personliche Mitteilung A. Burch). Dies wirde zu einer verringerten Biotensidkonzentration

und dem Ausbleiben eines Effektes fuhren.

4.3.5 Die Kutikula als epiphyller Lebensraum, Zusam  menfassung

Die Kombination aus chemisch-analytischen Untersuchungen, Rasterelektronenmikroskopie,
Kontaktwinkel- und Transpirationsmessungen ermdglichte es, den Einfluss von
Pseudomonas syringae Bakterien, Uberstanden und Extrakten auf die Transpiration isolierter
Kutikulamembranen zu untersuchen. Die Verwendung von Kutikulamembranen zweier Arten,
die sich in ihrer Wachsmenge und Zusammensetzung, ihren Benetzungseigenschaften, dem
Vorkommen von polaren Poren und ihren Leitwerten unterscheiden (Schreiber und
Schonherr, 2009), sollte ferner Aufschlisse Uber die potentielle Wirkungsweise der
Biotenside geben. Isolierte Kutikulamembranen eignen sich als Modellsystem fiir bakterielle
Interaktionsstudien. Die Versuche kdnnen unter kontrollierten Versuchsbedingungen wie z.B.
konstanter Luftfeuchtigkeit, durchgefihrt werden. Da das lebende Gewebe der Blatter
wahrend der Kutikulaisolation verdaut wird, kénnen Parameter, wie die potentielle Produktion
von antimikrobiellen Wirkstoffen durch das lebende Blatt, ausgeschlossen werden. Auf
steriles Arbeiten wurde wéhrend den Transpirationsmessungen verzichtet. Bei der hohen
Pseudomonas syringae Bakteriendichte (10®Bakterien/ml) hatte das Vorkommen
vereinzelter Bakterien einer anderen Art kaum einen Einfluss auf die Durchfiihrung der
Versuche gehabt. Des Weiteren wird durch den Verzicht auf steriles Arbeiten die Interaktion
zwischen Bakterien und Kutikulamembranen mdglichst realistisch gestaltet.

Kontaktwinkelmessungen und die visuelle Uberprufung des Spreitungsverhaltens von
Tropfen der Bakteriensuspensionen, Uberstanden und auf gereinigten Extrakte haben das
Vorhandensein bzw. Fehlen (Dbl ko-) der Biotenside belegen koénnen. Eine nahere
Bestimmung der Biotensidkonzentration, auf3er Gber die optische Dichte der Bakterien, war
experimentell  nicht mdglich. Eine  Auftrennung und  gaschromatographische
Konzentrationsbestimmung wirde es ermdglichen verschiedene Verdinnungsreihen zu
erstellen und den Effekt dieser Konzentrationen auf die Transpiration besser zu untersuchen.
Die Verwendung von Phosphatpuffer eignete sich als Bakteriennédhrlosung fur die hier
durchgefiihrten Messungen nicht, da die Salze allein zu einem Anstieg in der Transpiration
fuhrten (Elshatshat et al., 2007). Da es sich bei den Versuchen nie um Langzeitexperimente
Uber mehrere Tage handelte, kann ein Absterben der Bakterien aufgrund von
N&hrstoffmangel ausgeschlossen werden. Die Durchfiihrung von Langzeitexperimenten
kénnte bei der Aufklarung der Biotensidwirkung helfen. Die errechneten Effekte stammten

von Messungen, die hochstens (ber einen zweistindigen Zeitraum nach
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Bakteriensuspension- und Uberstandapplikation erfolgt sind. Biotenside werden von
Bakterien nicht nur zur Verbesserung der Fortbewegung gebildet, sondern auch, um den
leaching Prozess zu erhdhen (Tukey, 1970). Die Bakterien haben mdglicherweise innerhalb
dieser kurzen Zeit keinen Nahrstoffmangel auf der Kutikulamembran erlitten, daher keine
weiteren Biotenside gebildet und ein Effekt auf die Transpiration blieb aus. Neben der
Durchfiihrung von Kurzzeitexperimenten kann das Ausbleiben eines Transpirationseffektes
durch die Struktur der Tenside erklart werden. Aufgrund der chemischen Eigenschaften und
GroRRe der Biotenside kann eine Wirkung der Biotenside in tieferen Schichten der
Kutikulamembran ausgeschlossen werden. Vielmehr ist ein Grenzflacheneffekt und eine
Wirkung als humectant wahrscheinlich. Eine Optimierung des Versuchsaufbaus, z.B durch
das Einsetzen von Bioreportern (Remus-Emsermann et al., 2011), kénnte zur lokalen
Aufklarung potentieller Transpirationserhéhungen fiihren. Mit diesem experimentellen Ansatz
war die Berechnung der Effekte nur Uber die gesamte Kutikulaflache mdglich. Lokale
Erhéhungen der Transpiration an den von Bakterien bevorzugten Stellen konnten hier nicht

bertcksichtigt werden.
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5 Zusammenfassung
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Alle primaren oberirdischen Pflanzenorgane werden von der Kutikula bedeckt, die die
Grenzflache zwischen Pflanze und Umwelt bildet. Die Kutikula ist eine extrazellulare lipophile
Membran, bestehend aus dem Polymer Kutin und ein- und aufgelagerten Wachsen. lhre
wichtigste Funktion ist der Schutz der Pflanze vor Austrocknung und Pathogenbefall. Im
Rahmen dieser Dissertation wurden unter Verwendung mikroskopischer, chemisch-
analytischer und transportphysiologischer Methoden verschiedene strukturelle und
funktionelle Aspekte der pflanzlichen Kutikula untersucht.

Detaillierte Untersuchungen der Oberflacheneigenschaften der Blatter der vier wichtigen
Nutzpflanzen Kartoffel (Solanum tuberosum), Tomate (Solanum lycopersicum), Wein (Vitis
vinifera) und Apfel (Malus domestica) ergaben deutliche Unterschiede im Wachsgehalt, im
Substanzklassenspektrum der Wachse, in der Stomatalokalisation und in den
Benetzungseigenschaften dieser Arten. Die beiden Solanacaen (Tomate und Kartoffel)
wiesen Stomata auf beiden Blattseiten auf. Das Substanzklassenspektrum der Wachse war
gering und wurde von langkettigen linearen und verzweigten Alkanen dominiert. Stangel und
Blatter wiesen eine hohe Trichomdichte auf. Bei Wein und Apfel befanden sich die Stomata
nur auf der Blattunterseite, die Trichomdichte war vergleichsweise gering und beide Arten
wiesen ein komplexes Wachsmuster mit einem hohen Substanzklassenspektrum auf.
Indirekte Messungen zur kutikuldren Permeabilitat mit Hilfe des Photosyntheseinhibitors
Bentazon und der Chlorophyll-Fluoreszenz Methode zeigten eine sehr schnelle Hemmung
der Photosynthese bei beiden Solanacaen im Gegensatz zu Wein und Apfel. Diese
Ergebnisse sind fir die Optimierung der Wirkstoffaufnahme von entscheidender Bedeutung.
Sie belegen die deutlichen Unterschiede zwischen den verschieden Kulturpflanzen und sie
stellen die oftmals ausschlief3liche Verwendung von Modellsystemen zur Optimierung der
Wirkstoffaufnahme in Kulturpflanzen, wie z. B. das Arbeiten mit isolierten Kutikular-
membranen von astomataren, trichomfreien Blattern, in Frage.

Der Beitrag der epikutikularen Wachse zur Etablierung der kutikularen Transpirationsbarriere
sollte mittels Radiotracer-Studien untersucht werden. Rasterelektronenmikroskopische und
chemisch-analytische Untersuchungen zeigten, dass die epikutikularen Wachse von elf
verschiedenen Arten mit einer zweifachen Kollodiumbehandlung vollstéandig entfernt werden
konnten. Die kutikulare Permeabilitdét von radioaktivem Wasser anderte sich nach der
Entfernung der epikutikularen Wachse mittels Kollodium nicht. Damit konnte fir die hier
untersuchten Arten zum ersten Mal gezeigt werden, dass die epikutikularen Wachse keinen
wesentlichen Beitrag zu kutikuldren Transportbarriere leisten. Die hier gewonnen
experimentellen Befunde widerlegen die immer wieder in der Literatur zu findende
spekulative Aussage, die epikutikularen Wachse wirden die kutikulare Transpirationsbarriere
ausbilden. Die Funktion der epikutikuldaren Oberflachenwachse scheint demnach nicht darin

zu liegen, die Transpirationsbarriere auszubilden. Sie sind vielmehr in anderen wichtigen
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Prozessen wie dem Lotus-Effekt, Schutz vor UV-Strahlung und Schutz vor Mikroorganismen
und Herbivoren involviert.

Die Kutikula bildet fur Mikroorganismen (Bakterien, Pilzen und Hefen) den natrlichen
Lebensraum. Das epiphylle Bakterium Pseudomonas syringae zeichnet sich durch die
Bildung von Biotensiden aus, die ihre Fortbewegung auf der sehr hydrophoben
Blattoberflache verbessern. In transportphysiologischen Untersuchungen sollte untersucht
werden, ob die Permeabilitat isolierter Kutikularmembranen der Blatter von Pappel (Populus
canescens) und Kirschlorbeer (Prunus laurocerasus) durch Biotenside, ahnlich wie durch
synthetische Tenside erhéht wird. Nach Inokulation der Kutikula mit Biotensid-
produzierenden Bakterien, Uberstanden und dem auf gereinigten Biotensid wurden keine
oder nur minimale Erhéhungen der kutikuldren Transpiration beobachtet. Diese Ergebnisse
zeigten, dass im Gegensatz zu den technischen Tensiden, die vergleichsweise groRen und

sehr polaren Biotenside keine Permeabilitatsanderungen der Kutikula bewirken kénnen.
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7.4 Abklrzungsverzeichnis
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m?2 Quadratmeter

m3 Kubikmeter

mA Milliampere

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mg Milligramm

mm Millimeter

MS Massenspektrometr(ie)

MW arithmetischer Mittelwert

MX Matrixmembran

n Anzahl

ng Nanogramm

nm Nanometer

nM nanomolar

oD optische Dichte

p probability value = Signifikanz

P Leitwert

PAM pulse amplitude modulated (PAM) fluorometry
PS I Photosystem Il

Rec Receiver

Rhla- Rhamnolipid knockout

Rhla-/Syf- Extrakt der Doppelknockout Mutanten
S Sekunden

SEM scanning electron microscope = Rasterelektronenmikroskopie
Stabw Standardabweichung

Syf- Syringafaktin knockout

t Zeit

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

WT Wildtyp

Y(II) yield = Quantenausbeute des Photosystems Il
Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer
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7.5 Chemikalienliste

Agar

Aceton

BSTFA
Chloroform
Cellulase
Celluloseacetat
Citronenséure-
monohydrat
Collodion

Dietylether

Dikaliumhydrogen-

phosphat

Ethanol

Gummi arabicum
Glycerol

Hexan
Magnesiumsulfat-
Heptahydrat
Methanol
Natriumazid
Natriumtetraborat
Pectinase
Protease Pepton
Pyridin

Silikonfett

Ultima Gold

fur die Mikrobiologie, Fluka-Sigma-Aldrich (Steinheim, Dtld.)
Fluka-Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Macherey- Nagel (Duren, Deutschland)

fur Analyse = 99 % ; Merck (Darmstadt, Deutschland)
Novozymes (Denmark)

rein, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

= 99,5 %; Roth (Karlsruhe, Deutschland)
4-8 % in Ethanol, Diethylether ; Fluka (Taufkirchen, Dtld.)
Fluka (Taufkirchen, Deutschland)

fur Analyse = 99 %; Merck (Darmstadt, Deutschland)

fur Analyse = 99 %; Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ph. Eur. spriihgetrocknet, Roth (Karlsruhe, Deutschland)
99% fur Analysen; Grissing (Filsum, Deutschland)

fur Analyse = 99 %; Merck (Darmstadt, Deutschland)

fur Analyse 2 99 %,; Fluka-Sigma-Aldrich (Steinheim, Dtld.)
pro analysis; Sigma Aldrich (USA)

= 99%, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Puriss, 298 %; Fluka-Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Novozymes (Denmark)

fur die Mikrobiologie, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Puriss, absolut, = 0,005 H,O; Sigma Aldrich (USA)

Wacker Chemie GmbH (Minchen, Deutschland)

Perkin Elmer (Rodgau, Deutschland)

7.6 Lo6sungen und Medien

7.6.1 Enzyml6sung

0,1 M Zitronensauremonohydrat

2% (v/v) Cellulase

2% (v/v) Pektinase

0,1% (v/v) NaN3;
pH-Wert 3
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7.6.2 Borax-L6sung

0,01 M Natriumtetraborat
pH-Wert 9

7.6.3 KB Agar

Protease Pepton

Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO,)
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO,*7H,0)
Glycerin

Agar

Aqua demin

Rifampicilin
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20 g/l
1,15 g/l
1,54/
10 ml/l
15 g/l
985 ml
5 mg/l
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