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4 EINLEITUNG

4.1 Zielsetzung

Schwermetalle sind fiir die Pflanze notwendige Mikrondhrstoffe, in groflen
Konzentrationen wirken sie jedoch toxisch. In manchen Boden ist die Konzentration an
Schwermetallen natiirlich oder anthropogen bedingt sehr stark. In den letzten
Jahrzehnten ist die Belastung der Bdoden durch Schwermetalle durch menschliche
Nutzung stark gestiegen und auch landwirtschaftliche Bdden sind davon betroffen.
Deshalb ist es sehr wichtig, die Auswirkung der Schwermetalle, speziell auch auf die

landwirtschaftlich genutzten Pflanzen, zu erfassen.

Die Wurzel und besonders die Wurzelhaare sind die erste Kontaktzone fiir Substanzen
aus dem Boden. Wir haben uns nun Triticum aestivum (den Sommerweizen), als
wichtiges landschaftlich genutztes Getreide fiir die Untersuchung der negativen, aber
auch der positiven Wirkung der Schwermetalle auf die Wurzel gewihlt. Arabidopsis
thaliana (die Schmalwand), das Standardobjekt der Zellbiologie und Genetik, wurde

zum Vergleich herangezogen.

Besonderes Interesse galt der Beeinflussung des Wachstums von Wurzeln und

Wurzelhaaren, sowie der Verdnderung der Zellwand in hohen Kupferkonzentrationen.

Dabei zeigte sich, dass die Kultur der Keimlinge fiir die Versuche ganz wichtig ist. Die
Literatur zeigt vor allem zur Aufzucht von Arabidospsis thaliana viele stark in ihrem
Angebot an Makro- und Mikronéhrstoffen und im pH-Wert differierende Medien auf.

Diese Parameter haben einen Einfluss auf das Wachstum der Wurzel und Wurzelhaare.

Wir probierten daher unterschiedliche Keim- und Kultivierungslosungen, sowie
verschiedene Substrate, um optimale Bedingungen fiir Keimung der Samen und das

Wachstum der Keimlinge zu erreichen.
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4.2 Schwermetalle

4.2.1 Allgemeines und Vorkommen

Schwermetalle sind laut physikalischer Definition Metalle mit einer Dichte iiber
5 g pro cm’ (Holleman and Wiberg, 1985). Dazu gehdren etwa 40 Elemente (Zenk,
1996). Davon sind die Schwermetalle Zink, Blei, Quecksilber, Kupfer, Cadmium,
Nickel, Molybdéin, Thallium, Chrom und Kobalt umweltrelevant. Arsen als Halbmetall
wird in manchen Einteilungen ebenfalls dazugezdhlt. Normalerweise liegen

Schwermetalle im Boden in sehr geringen Konzentrationen vor.

Erhohte Schwermetallgehalte finden sich in Bodden auf Grund von natiirlichem
Vorkommen und durch anthropogenene Eintrdge. Diese konnen Riickstinde von
Erzaufbereitung oder auf industriellen Altstandorten sein. Haufig stammen sie aber auch
aus Klarschlammen, Abfillen oder werden durch Verkehr, Industrie und Hausbrand in

den Boden eingetragen (Horak, 1996).

Problematisch ist dabei, dass die Schwermetalle im Boden akkumuliert werden und dort

auf unbestimmte Zeit bleiben (Taiz and Zeiger, 2000).

4.2.2 Wirkung der Schwermetalle auf die Pflanze

Zink, Kupfer, Mangan, Molybden und Nickel sind fiir die Pflanze essentielle
Mikroelemente, ohne sie kann die Pflanze nicht ihren kompletten Lebenszyklus
durchlaufen. Weiters sind Kobalt und Vanadium wachstumsforderlich. Andere
Schwermetalle wie Blei, Cadmium, Chrom, und Quecksilber gelten bis heute als nicht

essentiell (Bollard, 1983; Foy et al., 1978; Marschner, 1995; Woolhouse, 1983).

Die oben genannten Mikroelemente sind Bestandteil organischer Strukturen, dienen der
Ubertragung elektrischer Ladungen, sind integrale Proteinbestandteile, aktivieren

Enzyme und haben eine wichtige Funktion in der Osmoregulation.

Die Mikroelemente sind in der Regel im Boden nur schwach konzentriert. Um nun eine
ausreichende Versorgung zu gewdhrleisten, besitzt die Pflanze aktive Transport-

mechanismen zu deren Aufnahme aus der Bodenlosung; die Mikroelemente werden
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dabei gegeniiber der AuBenlosung akkumuliert (Fitter and Hay, 1987). Nach der
Aufnahme miissen die Nahrstoffe in eine physiologisch tolerierbare und verwertbare
Form gebracht werden. Die Pflanze kann in der Regel die Aufnahme nicht regulieren,
im Uberschuss aufgenommene Ionen miissen daher in metabolisch inaktive Form

gebracht werden (Zenk, 1996).

Bei extremem Uberangebot in der Bodenldsung wird die unangepasste Pflanze nun von
Schwermetall-Ionen formlich iiberschwemmt, kann sie diese nicht inaktivieren, werden

die Zellen und damit die Pflanze geschadigt oder getotet.

Manche, an erhohte Schwermetallkonzentrationen im Boden angepasste Pflanzen
konnen mit Hilfe von energieaufwendigen Prozessen die Schwermetalle entgiften oder
ihre Aufnahme einschrinken. Dieser Energicaufwand macht sich allerdings durch eine

Wachstumsdepression und Produktionseinbulle bemerkbar (,,Nanismus*).

4.2.2.1 Schadwirkung der Schwermetalle auf die Pflanze

Die toxische Wirkung von Schwermetallen wird von Fodor (2002) in 5 Phasen

eingeteilt.

Zur ersten gehoren Interaktionen mit den Komponenten des Boden oder der Losung,
sowie in der Zellwand und der Plasmamembran. Durch die Bindung an die Zellwand
und an Chelate wird die Aufnahme anderer Nihrstoffe vermindert. In der Zellwand
werden reaktive Sauerstoffarten gebildet (Stroinski, 1999), die die Elektronen-

transportkette und die Membranproteine und Lipide storen.

In der zweiten Phase wirken die Schwermetalle im Symplasten. Sie binden an Molekiile
oder verdringen essenticlle Kationen im Cytoplasma und in den Zellorganellen

(Stroinski, 1999). Dadurch inhibieren sie den Stoffwechsel und regulatorische Prozesse.

In der dritten Phase sind Transportprozesse sowie Stoffelwechsel und
Gleichgewichtszustinde betroffen. Durch verringerte Saugkraft der Pflanze und
verschlechterte hydraulische Leitung (Cseh et al., 2000) nimmt die Transpiration
(Barceld6 and Poschenrieder, 1990) und damit die Mineralstoffaufnahme ab. Die
Atmung und die Photosynthese sind durch gestorte Proteinsynthese, zerstorte Enzyme
und Zerstorung des Photosynthetischen Apparats verringert. Zellteilung und
Zelllangenwachstum sind inhibiert (Eun et al., 2000; Wozny and Jerczynska, 1991).
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Die vierte Phase ist jene in der sichtbare Symptome wie Wachstumsdepression oder

Chlorose auftreten, die fiinfte Phase ist der Tod der Pflanze.

Element

Eisen (Fe)
Vanadium (V)
Zink (Zn)
Nickel (Ni)
Chrom (Cr)
Kupfer (Cu)
Blei (Pb)
Kobalt (Co)
Arsen (As)
Molybdén (Mo)
Cadmium (Cd)
Quecksilber (Hg)

Thallium (T1)

Gehalt im Boden

(in mg/kg)
10000-50000
30-150
20-100
10-50 (20-60)
10-50
10-40 (50)
10-30

2-10

0,5-2
0,05-1
0,05-0,5

0,02-0,5

Gehalt in Pflanzen
(in mg/kg)

50-200
0,2-1
20-100 (60)
0,2-2
0,1-0,5

3-12

0,05-0,5
0,010-0,05

<0,005-0,05

toxische Konzentration

(in pg/g TS)

500
nicht bekannt
150-200
20-30
1-2
15-20
10-20
10-20
nicht bekannt
nicht bekannt
5-10
0,5-1

20-30

Tabelle 1: Hiaufig anzutreffende Schwermetallgehalte (in mg/kg) an natiirlichen Standorten, Horak

(1996) sowie Toxizitatsgrenzbereiche fiir Schwermetalle in pg/g TS (Sauerbeck, 1982; Yamauchi,

1989)

4.2.2.2 Schutzmechanismen der Pflanze

Pflanzen konnen im Allgemeinen hohere Schwermetallkonzentrationen als Tiere

tolerieren (Kartusch, 2003). Ab einer gewissen, vom jeweiligen Schwermetall und der

Pflanze abhingigen Konzentration wird allerdings die Toxizitdtsschwelle iiberschritten.

Die Pflanze kann die Ionen nicht rasch genug inaktivieren, sie greifen in den

Stoffwechsel ein, die toxische Wirkung des Schwermetalls kommt zum Tragen:
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Die Ionen verursachen die Bildung freier Radikalen (FR) und reaktiver
Sauerstoffformen (ROS). ROSs und FR binden an SH-Gruppen und zerstoren dadurch
Membranen, Enzyme und die DNA (Dietz et al., 1999; Gwoézdz et al., 2004). Die
Schwermetall-lonen verdringen auBlerdem andere Metalle aus Organo-Metall-

komplexen und es erfolgt auch Wechselwirkung mit Nahrstoffen.

In Folge dessen treten optisch sichtbare Schadsymptome auf und schlieBlich kann es

zum Tod der Zellen beziehungsweise der Pflanze kommen.

Nun haben die Pflanzen verschiedene Mechanismen entwickelt, sich auf
schwermetallreichen Boden gegen die toxische Wirkung von Schwermetallen zu
schiitzen (Kartusch, 2003). Diese Mdglichkeiten werden unterschiedlich zusammen-

gefasst und beschrieben.

» Nach Ernst et al. (1983) gibt es zwei verschiedene Strategien:

0 Manche Pflanzen schiitzen sich durch ,,Vermeidung®, das hei}t, die Aufnahme

der Schwermetalle in die Zellen wird verhindert.
Dabei zeigt Horak (2001) folgende Mechanismen auf:

Ausschlussmechanismen (Vermeidungsstrategien):

e Ausscheidung von chelatbildende Liganden

e Bildung einer Redoxbarriere

e Ausbildung eines pH-Gradienten in der Rhizosphire
e Festlegung von Metallen in der Zellwand

e FEinschrinkung der Schwermetallaufnahme durch Ektomykorrhiza

0 Andere Pflanzen sind Schwermetallen gegeniiber tolerant, man spricht von
»Toleranz“. Sie verhindern durch spezielle Mechanismen die Schéddigung
empfindlicher Kompartimente durch Schwermetalle. Schwermetalle werden

aufgenommen und anschlieBend entgiftet.
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Toleranzmechanismen (Horak, 1993; Kartusch, 2003):

Die Pflanzen schiitzen sich vor der toxischen Wirkung durch Ionensequestering-
mechanismen, organische Séduren als Chelatbilder, Bindung an Thiometalle oder

an Zellwandbestandteile (Kartusch, 2003).

e In der Wurzel erfolgt dies durch intrazellulire Kompartimentierung und
die Bindung der Schwermetalle an Polypeptide, Metallothioneine und

Phytochelatine.

e Auch eine Akkumulation im Spross, vor allem aber in Bléttern kommt

héufig vor.

» Eine andere Einteilung bietet Baker (1981; 1987) nach dem Schwermetallgehalt der

Pflanze gegeniiber dem umgebenden Boden:

Ist der Gehalt der Pflanze geringer, nennt er sie Excluder, ist er hdher,
bezeichnet er sie als Akkumulatoren oder Hyperakkumulatoren (Baker and

Brooks, 1989).

4.2.3 Kupfer

4.2.3.1 Kupfer und seine Verfiigbarkeit

Kupfer ist ein Metall, das meist zweiwertig, in Redoxsystemen (Cu’" +e~ <> Cu™)

allerdings auch einwertig, auftritt.

Kupfer wird durch Erzgewinnung und — verarbeitung, Klarschlimme und industrielle
Abwisser, Kompost sowie Schweine- und Rindergiille in den Boden eingebracht (Taiz
and Zeiger, 2000). Dariiber hinaus ist es in vielen Pestiziden enthalten, beispielsweise
werden Bordeaux mixture und Copperoxychlorid als Fungizide (Pimentel and Marques,

1969) und Kupfersalze als Insektizide eingesetzt.

Kupfer ist in Okosystemen miBig mobil, da es zur Komplexbildung neigt. Bis zu 98%
des Kupfers bilden in der Bodenlosung Komplexe mit organischen Bestandteilen und
Bodenkolloiden und sind damit nicht fiir die Pflanzen zugénglich (Burton et al., 1983;
Fox and Guerinot, 1998; Marschner, 1995; Sanders et al., 1986). In unbelasteten Boden
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liegt der Kupfergehalt in unbelasteten Bdden zwischen 10 und 10 M, aber nur ein
geringer Anteil davon ist fiir die Pflanzen verfiigbar (Rehm and Schmitt, 1996). Horak
und Rebler (1982) sprechen von durchschnittlichen 3,6%10° M verfiigbarem Cu®".

Die Verfiigbarkeit hiangt von der Struktur des Bodens und des pH-Wert ab: je feiner der
Boden strukturiert ist und je niedriger der pH-Wert ist, desto hoher ist die Kupfer-
verfligbarkeit (Baker and Senft, 1995; Rehm and Schmitt, 1996; Robinson and Reute,
1981).

4.2.3.2 Die Wirkung des Kupfers auf die Pflanze

Kupfer wird in erster Linie in Form von Ionen aufgenommen (Marschner, 1995). In
nichtionischer Form wird es meist an stickstoffhaltige Gruppen der Zellwandproteine

gebunden (Cutsem and Gillet, 1982; Harrison et al., 1999).

4.2.3.2.1 Kupfer als Mikroelement

Kupfer ist aufgrund seiner oxidativ-reduktiven Wirkungsweise ein wichtiger Bestandteil
von Redoxenzymen und ist ein struktureller und katalytischer Cofaktor (Evans and

Sorger, 1966).

Es ist Bestandteil von Schliisselenzymen in vielen biologischen Prozessen, zum Beispiel
bei der Atmung (Cytochrom-Oxidase und Ascorbat-Oxidase (Shorrocks and Alloway,
1985), der Photosynthese (Plastocyanin, ATP-Synthese und Sauerstofftransport
(Harrison et al., 1999)), der Ligninbildung (Phenol-Oxidase), dem Phenolstoffwechsel
(Phenolase), und der Proteinsynthese. Es ist auch in Enzymen, die der Entgiftung von
Radikalen dienen (Superoxid-Dismutase), enthalten (Shorrocks and Alloway, 1985).

AulBlerdem initiiert Kupfer Bliitenbildung (Graves and Sutcliffe, 1974; Hillman, 1961;
Hillman, 1964), hat eine wichtige Rolle bei der Produktion und Ausbildung von
Samenkornern und bei der Bildung von Chlorophyll (Rehm and Schmitt, 1996),
verhindert die Bildung und den Transport von Auxin (Bould et al., 1983) und katalysiert
die Synthese von Pigmenten (Shkolnik, 1984).

Die Anwesenheit von Kupfer erhoht auBerdem die Resistenz gegen Pilzinfektionen.

Bei Kupfermangel erfolgt eine Akkumulation von Phenolen durch den Mangel an
Phenolasen, der Gehalt der Idslichen Kohlenhydrate sinkt durch Hemmung der
Photosynthese, da einige dafiir notwendige Enzyme fehlen. Die Ligninbildung ist
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gestort, was zu starken anatomischen Verdnderungen und zu Welkeerscheinungen fiihrt,
da die Zellwdnde der XylemgefiBe zu wenig lignifiziert sind. Kiimmerwuchs
(,,Nanismus®) tritt auf Grund genereller schwacher Lignifizierung der Zellwinde auf.
Weites verhindert Kupfermangel die Bildung von neuem Gewebe und verlangsamt die

Seneszenz (Agarwal et al., 1987; Marschner, 1995).

Auch die Pollenbildung und ihre Fertilitdt sind eingeschrankt. Junge Blétter sind

chlorotisch, alte sterben ab.

Der kritische Mangelbereich von Kupfer liegt bei 3-5 mg pro kg Trockensubstanz.

4.2.3.2.2 Kupfer als Schadstoff

Kupfer ist ein fiir die Pflanze stark toxisches Element. Auf Grund seiner geringen
Mobilitit wird es vor allem in der Wurzel akkumuliert. Diese stellt die erste

funktionelle Barriere fiir Kupferionen dar (Berglund et al., 2000).

Bei hohen Konzentrationen hat es auf viele physiologische Prozesse der
photosynthetischen Gewebe eine schidigende Wirkung (Sgherri et al., 2002). Die
Schadwirkung ist vor allem auf durch Kupfer erzeugte aktivierte Sauerstoff-
verbindungen wie Superoxide, Peroxide oder Hydroxylradikale zuriickzufiihren

(Sgherri et al., 2002).

Kupfertoxizitit bei nichttoleranten Pflanzen wird mit einer Stérung der Mitose in
Verbindung gebracht (Fiskesjo, 1988; Jiang et al., 2000), es kommt zur Inhibierung der
Wurzelelongation, zur Schiddigung der Rhizodermis und der Wurzelzellmembranen

(Ouzounidou et al., 1995; Wainwright and Wolhouse, 1977, 1977).

Auf zellulirem Niveau bemerkt man eine Schidigung der Organellen und eine
Inhibierung der metabolischen Aktivitit. Das fiihrt wiederum zu Wachstumsdepression

(Berglund et al., 2000).
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4.2.4 Zink

4.2.4.1 Zink und seine Verfiigbarkeit

Zink kommt ausschlielich in zweiwertiger Form vor und ist daher (anders als Kupfer)
kein Redoxelement. Zink bildet tetraedrische koordinierte Komplexe mit N-, O- und S-
haltigen Liganden. Diese konnen loslicher (gebunden an Amino-, Organo- und

Fulvosduren) oder unloslicher Natur (gebunden an Huminséduren) sein (Hock, 1995).

Zink ist in okologischen Kreisldufen relativ mobil und wird diffus verbreitet. Laut
Horak und Rebler (1982) sind in der Bodenlésung eines durchschnittlichen Bodens
50 ug pro Liter oder 3,6¥10° M Zink gelost. Die Verfiigbarkeit des Zinks nimmt mit
steigendem Boden-pH ab. Hohe Konzentrationen von Calcium oder Phosphor senken

ebenfalls die Verfligbarkeit.

Anthropogener Eintrag in den Boden erfolgt aus der Schweine- und Rindermast, aus
Erzgewinnung und -verarbeitung, aus Siedlungsabfillen (Kldrschlimme und Kompost),
Reifenabrieb und Verbrennungsprozessen (Holz, fossile Abfille) sowie verzinkten
Stahlkonstruktionen und kommunalem Regenwasser (verzinkte Dachrinnen) (Horak,

2001).
4.2.4.2 Die Wirkung des Zinks auf die Pflanze

4.2.4.2.1 Zink als Mikroelement
Zink wird als Zn** oder ZnOH" von der Pflanze aufgenommen (Hock, 1995).

Es wird von mehr als 200 Enzymen auf Grund seiner katalytisch-cokatalytischen,
strukturellen und regulierenden Funktion bendtigt und ist daher ein sehr essentieller
Mikrondhrstoff. Es spielt eine wichtige Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel, im Auxin-
und im RNA-DNA-Stoffwechsel, bei der Lipid- und bei der Proteinsynthese und in der
Zellteilung (Marschner, 1995; Pahlsson, 1989).

Wichtige Zinkenzyme sind die Carboanhydrase, die Superoxid-Dismutase, Phospho-

lipase, Carboxypeptidase, alkalische Phosphatasen, Transphosphorylasen, Isomerasen,
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Aldolasen, Polymerasen und Dehydrogenasen (zum Beispiel die Alkohol-

dehydrogenase).

Zinkmangel liegt laut Horak (2001) bei weniger als 15-20 mg pro kg Trockensubstanz
vor und fiihrt auf Grund des P-Zn-Antagonismuses im Boden zu einem

Phosphoriiberschuss. Héufig ist er mit Fe-Mangel assoziiert.

Mangel macht sich durch Verkiirzung der Internodien, Kleinblittrigkeit durch den
Auxinmangel, Chlorosen und Blattrandnekrosen auf Grund des Phosphatiiberschusses

(Taiz and Zeiger, 2000) bemerkbar.

4.2.4.2.2 Zink als Schadstoff

Zink ist ein stark phytotoxisches Element. Es ist innerhalb der Pflanze nur wenig mobil,
weshalb auch die stirkste Anreicherung in der Wurzel und in der Sprossachse erfolgt
(Hock, 1995). Wird es in zu groBer Menge akkumuliert, hat es inhibierende Effekte auf
die Photosynthese (da es die CO»-Fixierung und die Elektronentransportkette behindert)
(Assche and Clijsters, 1986), die Biosynthese von Chlorophyll (Doncheva et al., 2001)
und auf die Membranfestigkeit (Vos et al., 1991). Ein Uberangebot an Zink kann sich
auch negativ auf die Mineralstoffversorgung auswirken, da es andere Nihrstoffe
verdringt (Chaoui et al., 1997). Bei Phaseolus vulgaris L. wurde beispielsweise
Ertragsverminderung, Senkung des Gewebewassergehalts und eine Abnahme des

Proteingehalts festgestellt (Chaoui et al., 1995).

Die toxische Konzentration von Zink variiert stark von 64 bis 2000 ug / Liter (Ohki,
1984).

10
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4.3 Wurzel

Wurzeln dienen der Verankerung der Pflanze im Boden und der Aufnahme und
Weiterleitung von Wasser und Néhrstoffen. Weiters speichern sie organische

Depotstoffe.

Die Aufnahme von Wasser und Néhrstoffen erfolgt vor allem im Bereich der
Wurzelspitze, wo die Wurzel wasserdurchléssig ist, da noch keine Endodermis
ausgebildet ist, vor allem aber iiber die Wurzelhaare. Weiters konnen Mykorrhizzapilze

die Absorption erhohen (Campbell, 1997).

4.3.1 Wurzel: Bau der Primarwurzel

Die Wurzel teilt sich in mehrere ineinander libergehende Zonen:

Die Wurzelspitze ist von der fingerhutartigen Kalyptra aus Parenchymzellen bedeckt,
die dazu dient, das Apikalmeristem der Wurzel vor mechanischer Schadigung durch
Bodenpartikel zu schiitzen, wéhrend die Wurzel wéchst und sich im Boden vorschiebt.

Die Zellen geben Polysaccharide ab, die das Gleiten der Wurzelspitze erleichtern.

Das Langenwachstum der Wurzel erfolgt nahe der Wurzelspitze in den drei ineinander
iibergehenden Zonen des Primirwachstums. Die der Wurzelspitze am néchsten liegende

Zone ist die Teilungszone, es folgen die Streckungszone und die Differenzierungszone.

In der Teilungszone befinden sich das Apikalmeristem und die aus diesem gebildeten
primdren Meristeme Protoderm, Procambium und Grundmeristem, aus denen sich

spater die Rhizodermis, die Stele und der Cortex der Wurzel entwickeln.

In der Mitte des Apikalmeristems sitzt das ruhende Zentrum, eine sich sehr langsam
teilende Zellpopulation, welche wahrscheinlich als Reserve fiir den Fall einer

Schadigung des Meristems dient.

Die Streckungszone ist der Bereich, der fiir das eigentliche Lidngenwachstum der
Wurzel verantwortlich ist, da sich hier die Zellen bis zum zehnfachen ihrer

Ausgangsldange dehnen. Bereits in dieser Zone werden Wurzelhaare gebildet.

11
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In der Differenzierungszone beginnen die Zellen, noch bevor die Streckung beendet
ist, ihre Spezialisierung in Struktur und Funktion. Hier bilden sich die Rhizodermis, die
Stele und der Cortex aus. Die innerste Schicht des Cortex ist die Endodermis, ein durch
Zellwandverstiarkungen hydrophober Ring. Die Zellwandverstirkungen werden als
Casparische Streifen bezeichnet und bestehen aus Suberin, Lignin und anderen
inkrustierenden Substanzen. Diese Differenzierungszone ist weiters die Hauptzone der
Wurzelhaare.

Im ausdifferenzierten Bereich der Wurzel werden laterale Seitenwurzeln aus dem
Perizykel, einer meristematischen Zelllage an der Innenseite der Endodermis, gebildet.
Die laterale Wurzel durchstoft zuerst den Cortex und dann die Primérwurzel

(Campbell, 1997).

Stele

Cortex

Rhizodermis

Wurzelhaar Differenzierungszone

Protoderm
Streckungszone
Grundmeristem |
Prokambium
Apikalmeristem
Ruhendes Zentrum Teilungszone

Kalyptra

Abbildung 1: Aufbau der Priméirwurzel (nach Campbell (1997))
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4.3.2 Rhizodermis

Die Rhizodermis setzt sich aus zwei Zelltypen zusammen, den Trichoblasten (Leavitt,
1904), welche Wurzelhaare ausbilden, und den Atrichoblasten, die dies nicht tun. Die
Verteilung und das Verhéltnis von Atrichoblasten und Trichoblasten ist hoch reguliert
(Bibikova et al., 1998) und variiert je nach Pflanzenart und nach Wachstums-
bedingungen. Man kennt zwei Organisationsformen der Rhizodermiszellen: bei den
Brassicacaeen und einigen Schwesterfamilien sowie bei den Caryophylliales findet man
eine streifenartige Anordnung von Trichoblasten und von Atrichoblasten. Bei den
meisten anderen dicotylen Arten kann jede Rhizodermiszelle Wurzelhaare ausbilden

(Dolan, 2001).

Rhizodermiszellen sterben in der Regel (Ausnahme z.B. Fabaceen) nach wenigen Tagen
ab, wobei sich die Zellwand suberinisiert und lignifiziert (Fahn, 1982). Daher sind nur
die jiingeren Abschnitte der Wurzel (die ersten Zentimeter nach der Spitze) mit

lebenden Wurzelhaaren besetzt (Kutschera, 1960).

4.4 Wurzelhaare

Wurzelhaare sind schlauchférmige Ausstiilpungen der Rhizodermiszellen (Fahn, 1982).

Im Gegensatz zu den meisten anderen Zellen weisen Wurzelhaare ein polares
Wachstum auf. Die Zelle dehnt sich nicht gleichmifBig aus oder wichst an zwei Seiten,
sondern nur in eine Richtung und zwar ausschlieBlich an der Spitze der Zelle, die auch
als ,.tip* oder ,,apex* bezeichnet wird. Diese Form des Wachstums nennt man auch

Spitzenwachstum.

Dieses Phinomen macht Wurzelhaare als Untersuchungsobjekt besonders interessant,
da man davon ausgehen kann, dass alle Prozesse, die sich an der Spitze des Haares
abspielen, direkt oder indirekt mit Wachstum verkniipft sind (Derksen and Emons,
1990). Daher ist das Wurzelhaar ein Modellsystem fiir die Untersuchung von

Wachstumsprozessen in der Zellphysiologie.

Neben Wurzelhaaren zeigen auch Pollenschlduche, Pilzhyphen und Moosprotonemata

polares Wachstum.

13
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4.4.1 Allgemeines zu Wurzelhaaren

Die meisten Gefalpflanzen bilden Wurzelhaare aus (Schwarz, 1883). Diese sind unter
natiirlichen Bedingungen 80-1500 um lang und weisen einen Durchmesser von 5-17um
auf. Wurzelhaare élterer Wurzeln sind zumeist ldnger als jene von jlingeren (Dittmer,

1949).

Die Anzahl der Wurzelhaare ist von der Pflanzenart, der Beliiftung und dem Wasser-
und Nihrstoffgehalt der Losung abhidngig. Im Allgemeinen scheinen Gréser mehr
Wurzelhaare zu besitzen als Krduter und holzige Pflanzen und ermdglichen diesen

dadurch besonders guten Halt im Boden (Kutschera, 1960).

Manche Pflanzen bilden jedoch keine Wurzelhaare oder nur kurze Ausstiilpungen aus.
Schwarz (1883) erklart das Fehlen durch eine ununterbrochene Zufuhr von Wasser und
Néhrstoffen (hdufig bei Wasser- und Sumpfpflanzen) oder durch verringerte

Transpiration (viele Koniferen).

Wurzelhaare sind auf Grund ihrer an der Spitze diinnen, permeablen Zellwand sehr

empfindlich und kollabieren daher leicht, wobei sie sich dann braun verfarben.

Das Absterben erfolgt aber auch ohne duflere Einfliisse noch vor der Peridermbildung,
meist bereits 6-10 cm hinter der Wurzelspitze. Im feuchten Raum sterben Wurzelhaare

iiblicherweise nach 4-5 Tagen ab (Schwarz, 1883).

Langlebige Wurzelhaare, zum Beispiel der Winterweizen aus Nebraska (Weaver, 1925)
bekommen verdickte Zellwidnde und verlieren die Féhigkeit der Wasseraufnahme
(Artschwager, 1925; Cormack, 1949). In Mais gibt es selbst 20 cm nach der

Wurzelspitze noch turgeszente Wurzelhaare (Schwarz, 1883).

4.4.2 Funktion

Wurzelhaare dienen der Aufnahme von Wasser und Néhrstoffen aus dem Boden. Durch
die Wurzelhaare wird eine gewaltige Oberflaichenvergroflerung erzielt. Sie bieten der
Pflanze die Maoglichkeit, ihre Oberfliche durch die Anzahl der produzierten

Wurzelhaare je nach Bedarf zu variieren (Schwarz, 1883).
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Weiters fixieren die Wurzelhaare die Pflanze im Substrat. Vor allem fiir die Keimlinge
ermoglichen sie eine rasche Festigung im Boden, was héufig durch einen Kranz von

Wurzelhaaren an der Bodenoberflache geschieht (Dittmer, 1937; Schwarz, 1883).

Durch das Fehlen der Wurzelhaare an der Spitze und in der Wachstumszone bleiben
diese Regionen beweglich (Kutschera, 1960). Durch die Fixierung der Wurzel in den
dariiber liegenden Zonen wirkt sich Wachstumsdruck nur auf die Spitze aus, wenn die

Wurzelspitze auf Widerstand stoflt (Kramer, 1949; Schwarz, 1883).

Zu Beginn wichst das Haar gerade, sobald es aber auf ein Hindernis trifft, schmiegt es
sich an dieses an und umwéchst es. Dabei verbreitert es sich und bleibt dadurch kiirzer,
als ein in Losung gewachsenes Haar. Zusitzlich verschleimt die duflere Lamelle des

Haares (Dittmer, 1937; Schwarz, 1883).

Die Bodenlosung ist iiblicherweise stark verdiinnt, die Wurzeln konnen aber die
unentbehrlichen Nihrstoffe akkumulieren und eine 100 bis 1000fach hohere

Konzentration als in der Bodenldsung erreichen (Campbell, 1997).

Erdpartikel, welche von Wasser und darin gelosten Ionen getrdnkt sind, haften an den
Wurzelhaaren. Die Bodenldsung flieit ungehindert in die Zellwénde der Rhizodermis-
zellen ein und bewegt sich frei tiber den Apoplasten des Cortex. Dadurch werden die
Parenchymzellen des Cortex mit Bodenlosung getrankt, und eine viel grof3ere
Absorptionsfliche von Wasser und Mineralstoffen in das Cytoplasma, als iiber die
Rhizodermis alleine, ist gewihrleistet. Auch symplastischer Transport von Wasser und
Ionen findet in den Wurzelhaaren nach selektiver Aufnahme {iber die Plasmamembran

statt (Campbell, 1997).

In den Wurzelhaaren werden Mineralstoffe vermehrt an der Spitze aufgenommen: dort
ist die Wand sehr permeabel und diinn, und die meisten Transportproteine sitzen in der
Plasmamembran der Wurzelhaarspitze. Die Wasseraufnahme findet verstirkt an der
Basis statt. Allerdings sind die Aufnahmezonen auch von Umwelteinfliissen und der
Pflanzenart abhidngig und daher nicht immer in gleicher Verteilung anzutreffen (Frey-

Wiyssling and Miihlethaler, 1949; Kutschera, 1960).
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4.4.3 Bildung und Wachstum

Wurzelhaare bilden sich oberhalb der meristematischen Region der jungen Wurzeln, in

der die Rhizodermiszellen noch wachsen (Fahn, 1982).

Zur Ausbildung eines Wurzelhaars sind 2 genetisch unterschiedliche Prozesse, die
Wurzelhaarinitiation (bulge-Bildung) und das Spitzenwachstum dieser Vorwdlbung

notig (Fahn, 1982; Ridge, 1995).

4.43.1 Bulge

Bulges erscheinen als kleine, stark lokalisierte Protuberanzen nahe dem unteren Ende
der Rhizodermiszellen (Fahn, 1982; Leavitt, 1904). Es sind lokale Zellwand-

expansionen an der lateralen Wand der Rhizodermiszelle (Fahn, 1982).

Abbildung 2: Triticum aestivum: REM-Darstellung von bulge-Region und bulges

A: bulge-Region liberzogen mit dem Schleim der Wurzelhaarspitze; B: bulge

Das Wachstum ist in dieser Phase langsam und nicht polar. Die Zellwand wolbt sich
nach auflen, im Lichtmikroskop kann man dabei nicht beobachten, dass die Zellwand
diinner wiirde. Die Organellen, die in der Rhizodermiszelle gleichméBig verteilt sind,
wandern in diese Ausbuchtung ein. Dabei beobachtet man, dass es hauptsichlich kleine
sekretorische Vesikel sind, die sich hier akkumulieren. In diesem Zustand verharrt die
Zelle bei optimalen Bedingungen 30 Minuten lang (Bibikova et al., 1998), bis dann das
eigentliche Wurzelhaarwachstum einsetzt. Der bulge stellt somit einen Ubergang vom
diffusen, longitudinalen Wachstum der Rhizodermiszelle zum stark lokalisierten, hoch

regulierten Wachstum des Wurzelhaares dar (Bibikova et al., 1998).
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4.4.3.2 Initiierung des Spitzenwachstums

Um die Umstellung vom bulge zum wachsenden Wurzelhaar mit polarem Wachstum zu
erreichen, sind mehrere Faktoren nétig: Es bilden sich ein pH- und ein Ca**-Gradient
aus, das Cytoplasma an der Wurzelhaarspitze wird alkalisch und hat eine hohe
Konzentration von Ca®" (Bibikova et al., 1998; Dolan, 2001). Hierbei wird das Calcium
durch hyperpolarisationsaktivierte Ca*"-Kanile in die Zelle transportiert. Die Aktivitit
dieser Kanéle ist in der Spitze am gréflten und nimmt dann ab. In nicht wachsenden

Waurzelhaaren fehlen der Gradient und die Aktivitdt der Kanédle (Dolan, 2001).

Eine Ansduerung der Zellwand an der Initiationsstelle des Wurzelhaars ist fiir die
Initiierung des polaren Wachstums notig, verschwindet aber wieder, sobald das Spitzen-

wachstum eingesetzt hat.

Der cytoplasmatische pH (er steigt von pH 7,3 auf pH 7,7 an) ist nicht fiir die

Initiierung, aber flir das Wachstum des Wurzelhaars essentiell (Bibikova et al., 1998).

4.4.3.3 Das wachsende Wurzelhaar

Abbildung 3: Triticum aestivum: REM-Darstellung von jungen Wurzelhaaren

A: Rhizodermisabschnitt mit jungen Wurzelhaaren; B: junges Wurzelhaar

Mit dem Beginn des eigentlichen Spitzenwachstums steigt die Wachstums-

geschwindigkeit stark an, das Wachstum ist gerichtet (Dolan, 2001).

Das Wachstum erfolgt ausschlieBlich in der Spitze, da hier die Zellwand noch weich
und diinn ist (Clowes and Juniper, 1968; Fahn, 1982). Die Plasmamembran kann sich

maximal 2% ausdehnen (Wolfe and Steponkus, 1981), fiir stirkere Oberfldchen-
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vergroBerung ist der Einbau neuen Materials notwendig (Clowes and Juniper, 1968).
Die Volumenszunahme der Zelle erfolgt dabei durch osmotische Wasseraufnahme der

Vakuole, die Menge an Cytoplama bleibt gleich (Sitte, 1965).

Die wachsende Zellwand ist noch relativ diinn und sehr plastisch, sie wird daher durch
den osmotischen Druck der Zellsaft-Vakuole ausdehnt. Dies macht aber nur einen Teil
der VergroBerung aus, denn Wurzelhaare wachsen durch Exocytose (Roberts, 1994).
Die Exocytose ist ein hochregulierter Prozess, bei dem Inhaltsstoffe der Zelle an deren

Aullenseite gelangen (Miller et al., 1997).

Bei der Exocytose docken Golgivesikel an der Plasmamembran an und fusionieren mit
dieser nach einigen Minuten. Die Membran der Vesikel bildet hierbei die neue
Plasmamembran und bringt Cellulose-synthetisierende Komplexe heran (Ketelaar and
Emons, 2001). Der Inhalt der Vesikel, Bestandteile der Zellwandmatrix und Zellwand-
synthetisierende Enzyme, werden in die neu gebildete Zellwand abgegeben (Battey and
Blackbourn, 1993). Im Gegensatz zur semifluiden Plasmamembran, ist in der Zellwand
kein horizontaler Shift mdglich, weshalb die Exocytose stets dort stattfindet, wo dann

die Zellwand auch wichst (Ketelaar and Emons, 2001).

Durch die Exocytose verldngert sich also das Wurzelhaar an seiner Spitze (Bibikova et
al., 1998). Gleichzeitig findet aber in der subapikalen und in der apikalen Region auch
Endocytose statt. Hierbei werden aus der Membran Vesikel abgeschniirt, die
iiberschiissiges Membran- und Zellwandmaterial und Ca”**-Kanile entfernen, wenn
diese nicht mehr an der Spitze sitzen und daher der Bildung des Ca®’-Gradienten

entgegenwirken wiirden.

Daher muss die Exocytose mehr Material liefern, als fiir das Wachstum nétig wére. Bei
den sehr groBen Wurzelhaaren von Equisetum sp. wurde die Zahl der Vesikel, die pro
Minute in die Plasmamembran integriert werden, ermittelt. Es wurden 445 Vesikel
gemessen, innerhalb von 30 Minuten erfolgte ein vollstindiger Austausch der Membran
der Wurzelhaarspitze (Emons and Traas, 1986). Bei Arabidopsis thaliana und Triticum

aestivum gibt es hierzu keine Daten.
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4.4.3.4 Das ausgewachsene Wurzelhaar

Nach einem regelméfigen Wachstum von mehreren Stunden wichst das Wurzelhaar
sukzessive langsamer, dann wird die RNA Translation und damit die Proteinsynthese
gestoppt. Die vesikelreiche Plasmaspitze bildet sich zuriick, dann erst wird das

Wachstum eingestellt.

4.4.4 Cytoarchitektur des Wurzelhaares

Das Wurzelhaar besteht aus der apikalen und der subapikalen Region (Bonnett and
Newcomb, 1966; Galway et al., 1997; Ridge, 1988; Sherrier and VandenBosch, 1994;
Volkmann, 1984) sowie aus dem Wurzelhaarschlauch, welcher aus der Rhizodermis

entspringt.

Das Cytoplasma besteht im Allgemeinen aus Plastiden, Mitochondrien, Dictyosomen,
Endoplamarischem Reticulum, Proteinen, Enzymen, Lipiden, Phosphatiden, Reserve-
stoffen, Mikrotubuli und Aktinfilamenten und zu 60-80% aus Wasser. Das

Plasmagefiige wird stdndig umgebaut.

In jungen Zellen gibt es viele kleine Vakuolen, die sich durch osmotische
Wasseraufnahme vergréflern und nach einiger Zeit zu einer groBen, die Zelle bis zur

Zellwand ausfiillende Zentralvakuole, verschmelzen (Sitte, 1965).

Zentralvakule Organellen
Zellwand (primér und sekundér)

Zellkern
Zellwand (primér)

Vesikel

Subapikale Region Apikale Region/
Waurzelhaarschlauch vesikelreiche Spitze

Abbildung 4: Cytoarchitektur eines wachsenden Wurzelhaars
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4.4.4.1 Apikale Region

In der apikalen Region wird neue Zellwand sekretiert und auch die Plasmamembran
expandiert. Der Bereich wird von kleinen Vesikeln und Ribosomen erfiillt (Emons,
1987; Galway et al., 1997; Ridge, 1988) ; liber 50% davon sind Golgivesikel (Sievers,
1963a), welche mit den Zellwandbausteinen Xyloglucan und Polygalacturonséure
gefiillt sind (Sherrier and VandenBosch, 1994). Die Golgivesikel geben die Zellwand-
bausteine durch Exocytose in die Zellwand ab und auch die Plasmamembran expandiert
durch Exocytose. Dabei vergroBert sich die Zellwandoberfliche und durch den

Turgordruck des Haares dehnt sie sich aus, sodass das Wurzelhaar wichst.

4.4.4.2 Subapikale Region

Auch die subapikale Region enthdlt viele Golgivesikel mit Proteinen und
Polysacchariden fiir die Zellwand, denn die Region ist der Ort ihrer Biosynthese. Dazu
kommen aber ER und Mitochondrien fiir die Energieversorgung und weiters Clathrin-
coated Vesikel vor, selten findet man auch Plastiden. Aktinfilamente und cortikale
Mikrotubuli (Bonnett and Newcomb, 1966; Galway et al., 1997; Ridge, 1988; Sherrier
and VandenBosch, 1994; Sievers, 1963a; Sievers, 1963b; Volkmann, 1984) bilden das
Cytoskelett.

4.4.4.3 Wurzelhaarschlauch

Im Schlauch des Wurzelhaares gibt es eine oder mehrere grole Vakuolen (Fahn, 1982),
welche den GroBteil des Raumes ausfiillen. Hier stromen alle Organellen der Zelle im
cortikalen Cytoplasma, welches nur einen diinnen Randbelag ausmacht. Die in
wachsenden Wurzelhaaren angetroffene Stromungsform wird als umgekehrte
Springbrunnenstromung bezeichnet (Iwanami, 1956), da das Cytoplasma entlang der
Plasmamembran zur Spitze stromt und vor der apikalen Zone umdreht und in der Mitte
des Wurzelhaares wieder zur Basis zuriickstromt (Miller et al., 1997; Peterson and

Farquhar, 1996; Ridge, 1996).

Der Zellkern sitzt im Ubergangsbereich zwischen der vakuolisierten Zone und dem

subapikalen Plasma (Galway, 2000; Galway et al., 1997).
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4.4.4.4 Die Cytoarchitektur des ausgewachsenen Wurzelhaares

In ausgewachsenen Wurzelhaaren gibt es keine vesikelreiche Spitze mehr, die
Organellen sind bis zur duflersten Spitze anzutreffen, das Plasma bildet einen diinnen
Belag zwischen Vakuole und Plasmamembran. Die Zentralvakuole ist weit vorne in der
Spitze, der Zellkern wandert durch die Zelle und zieht sich dann in die
Rhizodermiszelle zurlick Organellen stromen bis vor zur Spitze, Plasmastringe
durchziehen aber auch die Vakuole, weshalb man von Zirkulationsstrémung spricht

(Iwanami, 1956; Miller et al., 1997).

4.4.5 Cytoskelett

Die Cytoskelettbausteine Aktinfilamente und Mikrotubuli spielen eine wichtige Rolle
bei Initiierung und Wachstum der Wurzelhaare. Beide liegen im corticalen Plasma des
Wurzelhaarschlauchs in longitudinalen Kabeln (Dolan, 2001), Mikrotubuli kénnen auch
helikal angeordnet sein (Ketelaar et al., 2002).

Mikrotubuli sind notwendig, um die Wachstumsrichtung der Wurzelhaare zu regeln
(Dolan, 2001; Ridge, 1988). In der Wurzelhaarspitze sind sie willkiirlich angeordnet
(Emons, 1989), im Wurzelhaarschlauch liegen sie entlang der primdren Zellwand

parallel zu den Cellulosemikrofibrillen (Wymer and Lloyd, 1996).

In wachsenden Wurzelhaaren sind Aktinfilamente in allen cytoplamatischen Strdngen
enthalten. Sie diinnen sich in der subapikalen Regionen zu feineren Biindeln bis zu
Einzelfilamenten aus (FB-Aktin), welche am Wachstum durch den Transport und die
Abgabe von Golgivesikeln in die apikale Region beteiligt sind. In der &dulleren Spitze,
der cytoplasmareichen Region der ,tip“ konnten bis jetzt keine Aktinfilamente

nachgewiesen werden (Miller et al., 1999).

Am Initialisierungspunkt der ,,bulges* ist F-Aktin fiir das Wachstum von Wurzelhaaren

unabdingbar (Dolan, 2001).

In ausgewachsenen Wurzelhaaren reichen die Aktinbiindel bis knapp zur Spitze und
verdiinnen sich nicht. Die vesikelreiche Zone der Wurzelhaarspitze fehlt, die subapikale
Region des Cytoplasmas ist wenig ausgebildet und enthilt kleine Vakuolen und
zahlreiche cytoplamatische Stringe. Die Organellen bewegen sich in Zirkulations-

stromung.
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4.5 Zellkern

4.5.1 Aufbau und Funktion

Der Zellkern dient der Zelle als Archiv der genetischen Information. Mit der DNA wird
der Bau der Enzymmolekiile festgelegt, die den Erhalt, die Vermehrung und
Differenzierung der Zelle festlegen. Er ist daher essentiell fiir Entwicklung und

Wachstum einer Zelle (Sitte, 1965).

4.5.2 Zellkern in Wurzelhaaren

Der Zellkern ist in Wurzelhaaren ein migrierendes Organell (Ketelaar et al., 2002), er
wandert wihrend des Wurzelhaarwachstums aus der Rhizodermiszelle in Richtung
Spitze (Schmiedel and Schnepf, 1980; Schnepf, 1982). Dort bleibt er in einer
bestimmten Entfernung von der Wurzelhaarspitze, bis das Wachstum eingestellt wird

(Fahn, 1982).

Bei einigen Pflanzen hat man in wachsenden Wurzelhaaren den Zellkern in einer
exakten Position im Bezug zur Wurzelhaarspitze gefunden. Zusténdig fiir die Position
des Zellkernes sind nicht die Mikrotubuli, sondern subapikale, feine F-Aktin Biindel
zwischen Zellkern und Apex. In Rettich zum Beispiel liegt der Zellkern 50-150 pm von
der Spitze entfernt (Sato et al., 1995). Ketelaar et al. (2002) beschreiben, dass sich in
wachsenden Wurzelhaaren von Arabidopsis der Zellkern 77 um £ 15 pm hinter der
Spitze der Zelle befindet. Die Position des Zellkernes ist fiir das Wachstum des

Waurzelhaares entscheidend.

In Folge eines Wachstumsstopps wird der Riickzug des Zellkernes in Richtung Basis
initiiert, er wandert mit einer variablen Geschwindigkeit zwischen 0 und 60 um pro
Minute. Diese Bewegung erfordert ein intaktes Aktincytoskelett im Schlauch des
Wourzelhaars, die Mikrotubuli spielen jedoch keine Rolle.

In ausgewachsenen Wurzelhaaren befindet sich der Zellkern in einer beliebigen

Position (247 + 134 um von der Wurzelhaarspitze entfernt) (Ketelaar et al., 2002).
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4.6 Plasmamembran

4.6.1 Aufbau

Die Plasmamembran ist ein semi-fluider Lipidbilayer mit intrinsischen und
extrinsischen Proteinen. Der Bilayer besteht aus Sterolen und polaren Lipiden, zweitere
sind vor allem Phospholipide mit polaren, hydrophilen Kopf und mit zwei hydrophoben

Fettsaureketten daran.

An die Kopfgruppe ist eine Hydrathiille assoziiert. Lipidkopfe konnen ionisch
miteinander verkniipft sein oder mit intrinsischen Proteinen interagieren, hiufig tragen
sie auch Ladungen. Die Fettsduren sind gesittigt oder ungesattigt und ragen in das
Innere der Membran. Je mehr ungesittigte Fettsduren vorhanden sind, desto
diinnfliissiger ist der Bilayer. Bei niedrigen Temperaturen machen ungesattigte

Fettsduren daher einen groflen Anteil aus.

Die Sterole sind flache Molekiile mit einem kleinen polaren und einem grofBen
hydrophoben Anteil. Sie liegen zwischen den Fettsdureschwinzen und sind kaum mit
den intrinsischen Proteinen assoziiert. Ihr Anteil ist abhdngig vom Zellalter und steigt

mit deren Reife oder Seneszenz.

Intrinsische Proteine, also jene welche mit dem hydrophoben Inneren der Membran
assoziiert sind, sind auBBen mit den polaren K&pfen und innen mit den Schwinzen
verknlipft. Besonders hiufig sind sie in Membranen mit hoher Fluiditét, ihre Aktivitdt
wird stark durch die Membranfluiditit beeinflusst. Intrinsische Proteine sind stark mit
der Membran verbunden und konnen nur schwer entfernt werden. Die extrinsische
Proteine werden bei geringem osmotischen Schock freigegeben und sitzen nur an der
Membranoberfliche, da ihr hydrophile Teil {iberwiegt. Wahrscheinlich sind sie mit
intrinsischen Proteinen an deren polaren Ende assoziiert und dienen der Bindung von

Ionen (Clarkson, 1985).

4.6.2 lIonenfluss

Der Ionenfluss ist mit Konfigurations- oder Positionsdnderungen der intrinsischen

Proteine verkniipft. Dabei ist der Fettsdureschwanz hinderlich; wenn er zu starr ist, ist
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die Einschrankung zu stark und die Aktivitit des Proteins eingeschrinkt.
Calciumbriicken sind hier besonders wichtig, um das Austreten von geldsten Stoffen zu
verhindern. Andere Molekiile wie Cd*" oder AI’" verkniipfen noch stirker, senken
damit aber die Permeabilitit der Membran stark und inaktivieren teils auch membran-

gebundene Enzyme.

ATP-gesteuerte lonenkandle bestehen aus zwei intrinsischen Proteinen und bilden einen
polaren Kanal. Die Bindung des lons verursacht (mit Energicaufwand) eine gewisse
Umstrukturierung des Proteins, die AuBenseite der Pore schlieB3t sich, die Innenseite
offnet sich. Auch Diffusion durch Kanéle ist moglich. Eine gewisse Selektivitat erfolgt
durch den Kanaldurchmesser, nur Molekiile mit bestimmter Grofe und Ladung kdnnen
durchtreten. AuBlen auf den intrinsischen aufsitzende extrinsischen Proteine kénnen an
Ionen binden, was eine Konformationsdnderung des intrinsischen Proteins verursacht

und den Durchtritt des Ions ermoglicht.

Die ,,driving force* des lons erfolgt in Richtung des Gradienten (,,down*) passiv, gegen
den Gradienten (,,up*) ist ein aktiver Transport mit Energieverbrauch noétig. Der
Transport erfolgt mit Hilfe von elektrischen Kriften. Es erfolgt also eine ,,elektrische

Diffusion* (Clarkson, 1985).

4.7 Zellwand

Die Zellwand muss dem Druck der Vakuole widerstehen und den Turgordruck
aufbauen. Weiters muss sie sich dem Zellwachstum entsprechend ausdehnen. Die
Zellwand ist in der Regel der einzige Teil der Zelle, der das Absterben der Zelle
iiberdauert (Clowes and Juniper, 1968).

4.7.1 Aufbau der Zellwand

Die Zellwand setzt sich aus Mittellamelle, primérer Zellwand und sekundérer Zellwand
zusammen. Die Mittellamelle und die &lteste Zellwandschicht werden zum Zeitpunkt

der Zellteilung aufgebaut, die neuen Schichten werden daran angelagert.

Die Zellwand wird aus einem Cellulosemikrofibrillen-Netzwerk, welches in eine Matrix

von Proteinen und Polysacchariden eingebettet ist, aufgebaut (Clowes and Juniper,
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1968; Dolan, 2001). Die Cellulosefibrillen werden in der Plasmamembran synthetisiert
(Dolan, 2001).

Die Matrix wird von endomembranen Systemen (ER, Golgi) in die Wand sekretiert
(Dolan, 2001). Sie besteht bei hoheren Pflanzen aus Hemicellulosen und pektinartigen
Substanzen (Northcote, 1963). Weiters konnen Lignin, Fette, Wachse, Tannine,
Pigmente, Terpenoide, Proteine, Gummi und Schleime vorkommen (Clowes and

Juniper, 1968).

Die Zusammensetzung der Polysaccharide variiert stark zwischen verschiedenen
Familien beziehungsweise Arten, vor allem aber besteht ein groBer Unterschied
zwischen Grdsern und dicotylen Pflanzen; bei letzteren unterscheiden sich die
Leguminosen von allen anderen. Zu den Polysacchariden zdhlen Galacturonsiure,

Glucoronsdure, und nicht-celluloseartige Zucker (Mort and Grover, 1988).

Die Mittellamelle besteht hauptséchlich aus Pektinen, die in verschiedenem Grade
verestert sind. Die primiire Zellwand setzt sich aus einem Netz wenig polymerisierter
Cellulose (etwa 40%) (Clowes and Juniper, 1968), dazu Hemicellulosen und
Glycoproteine zusammen. Die sekundire Zellwand besteht hauptsdchlich aus hoch-
polymerisierter Cellulose. Der Gehalt an Hemicellulosen und Glycoproteinen ist

deutlich geringer.

- __‘..-?1
- -
Pektine der Mittellamelle ===
-~ Lo e
' SR Y it
Mittellamelle | | S
"'H.““

Cellulose

Primére Zellwand

Pektin

Plasmamembran [ Hemicellulose

Abbildung 5: Aufbau der priméren Zellwand

(Quelle: www.ippa.info/basics/cell-wall.gif)
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In der primédren und der sekundédren Zellwand gibt es Zwischenrdume, die Zellwand
stellt daher keine Barriere fiir kleine Molekiile dar. Fiir gro3ere Molekiile sind die Poren
aber zu klein. Zellwidnde sind iiblicherweise negativ geladen. Deshalb kommt es zur
Akkumulation von Kationen im ,,apparent free space*, dem extracelluldren Teil der
Wurzel, in den geloste Stoffe ohne Barriere eindringen kdnnen (Clarkson, 1974). Er ist
der Wurzelabschnitt aulerhalb der Endodermis und besitzt eine hohe Kapazitit, Ionen

zu absorbieren (Fodor, 2002).

Die Zellwandzusammensetzung und die physikalischen Eigenschaften der Zellwand
sind von mehreren Faktoren abhéngig: der Temperatur (Dawson et al., 1995; Klein et
al., 1995), dem Licht (Cheng and Huber, 1997; Parvez et al., 1996; Parvez et al., 1997),
dem Nahrstoffangebot (Findeklee et al., 1997; Hay et al., 1998; Tan and Hogan, 1995),
von osmotischem (Hirasawa et al., 1997; Wakabayashi et al., 1997), oder Schwermetall-

stress (Aidid and Okamoto, 1993; Degenhardt and Gimmler, 2000).

Néhrstoffe gehen nicht einfach durch die Zellwand hindurch, sondern werden haufig an
der Zellwand absorbiert oder fixiert (Sattelmacher, 2001). Die Fixierung der Ionen
beeinflusst die Nahrstoffversorgung (Ae and Otani, 1997; Thornton and Macklon, 1989)

und die Toleranz der Zelle gegeniiber toxischen Substanzen (Horst, 1995).

4.7.2 Zellwand der Wurzel

Die Zellwand der Wurzel ist negativ geladen, sie wirkt daher anziehend auf Kationen
und abstoBend auf Anionen (Clarkson, 1993). Dies gilt besonders fiir zwei- und
mehrwertige Ionen (Haynes, 1980), denn fiir groBe Molekiile ist das Eindringen iiber

die Poren schwierig (Thornton and Macklon, 1989).

4.7.3 Zellwand der Wurzelhaare

Die Zellwand von wachsenden Wurzelhaaren besteht an der Spitze ausschlieBlich aus
primdrer Zellwand, die locker strukturierte, zufillig verteilte Cellulosemikrofibrillen

(CMF) besitzt.

Ab der subapikalen Region sind die CMF in der dufleren Schicht der Primidrwand ldngs
angeordnet. Die sekundére Zellwand wird bereits kurz nach der Spitze aufgebaut und ist

dicht mit CMFs bepackt. Sie besteht aus zwei Lagen: Die duflere, an die primadre
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Zellwand anschlieende Schicht enthélt axial angeordnete CMFs, in der inneren sind
die Mikrofibrillen helikal angeordnet (Beobachtungen an Arabidopsis thaliana) (Emons
and Mulder, 1998; Franssen-Verheijen et al., 2003).

4.8 Bedeutung von Medienversuchen

Bei den Untersuchungen von Wurzelhaaren finden sich in der Literatur stark
differierende Ansédtze zur Kultivierung von Wurzelhaaren, die auch deutlich
abweichende Ergebnisse liefern. Um nun eine Reproduzierbarkeit der Versuche zu
ermoglichen, wurden vorerst die optimalen Wachstumsbedingungen fiir Wurzelhaare

getestet.

Wurzelhaare reagieren sehr empfindlich auf duflere Einfliisse wie Temperatur-
schwankungen, mechanischen Stress, Verdnderung der Feuchtigkeit und vieles mehr

(Schwarz, 1883).

Verbogenes, verzweigtes, geschlingeltes, blasiges oder fingerformiges Wachstum kann

zum Beispiel durch das umgebende Medium hervorgerufen werden (Schwarz, 1883).

Daher ist es entscheidend, optimale Wachstumsbedingungen fiir Wurzelhaare zu
schaffen, um dann die Auswirkung des untersuchten Stressfaktors von anderen

Stressoren unterscheiden zu konnen.
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5 MATERIAL UND METHODE

5.1 Versuchspflanzen

Es wurden zwei Versuchspflanzen verwendet: Arabidopsis thaliana, als allgemein
verwendete Modellpflanze, bei der die Wurzelhaare allerdings oft nicht gut wachsen,
und Triticum aestivum, das bei entsprechendem Ndhrmedium immer gleichmifBige

Wurzelhaare ausbildet.

Arabidopsis thaliana (Schmalwand)

Arabidopsis thaliana ist eine ein- bis zweijdhrige, dicotyle Pflanze und gehort zu den
schotenfriichtigen Brassicaceen (Fischer, 1994). Sie besitzt eine diinne spindelformige
Primdrwurzel und mehrere ldngere Seitenwurzeln mit gelblichweiler Farbung
(Kutschera, 1960). Die Pflanze wird 5 bis 30 cm hoch (Fischer, 1994), die von uns

betrachteten Keimlinge hatten eine Sprosslange von 5-9 mm.

Als Versuchsobjekt ist sie aus mehreren Griinden optimal geeignet. Sie hat einen sehr
regelmiBigen Aufbau und daher sind Verdnderungen generell gut ihrer Ursache
zuweisbar. Sie ist auch innerhalb weniger Tage leicht aus Samen zu kultivieren, keimt
in Petrischalen ohne grof3en Platzbedarf am Fensterbrett und benétigt nur die sehr kurze

Zeit von etwa einem Monat bis zu Bliite und Fruchtreife.

Daher dient Arabidopsis thaliana als Modell fiir Untersuchungen iiber Formbildung und
Morphogenese der Pflanzenzellen (Dolan, 2001).

Auch die Wurzelhaare verhalten sich laut Literatur sehr gleichformig, sodass sich

Veranderungen gut auf Mutationen zuriickfiihren lassen (Ketelaar et al., 2002).

Triticum aestivum (Sommerweizen)

Triticum aestivum gehdrt zu den Ahrengriisern der Gramineen und ist einjéhrig. Die
Pflanze wird 70 bis 160 cm hoch (Fischer, 1994), die Keimlinge hatten eine Sprossldnge

von 0,5 bis 4 cm.
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Triticum aestivum hat meist 3 Keimwurzeln (bis zu 7 sind mdglich) (Weaver, 1926) und

zahlreiche sprossbiirtige Wurzeln, welche wei3lich bis graubrdunlich geférbt sind.

Triticum aestivum bildet viele, vor allem bei Trockenheit lang erhalten bleibende
Wurzelhaare (Kutschera, 1960). Wurzeln und Wurzelhaare zeigen eine grof3e
Variationsbreite, was sie fiir genetische Versuche weniger leicht zugédnglich macht, und
auch der hexaploide Chromosomensatz ist flir genetische Untersuchungen ein Problem.
Die Wurzelhaare zeigen aber den typischen polaren Aufbau einer an der Spitze

wachsenden Zelle ganz hervorragend.

Triticum aestivum bendtigt laut Bergmann (1992) und Marschner (1995) 20-70 pg Zink
und 5-10 um Kupfer pro kg Trockensubstanz (des Sprosses) um die Pflanze ausreichend
zu versorgen. Von Kupfer wird allerdings der grofite Anteil in der Wurzel

zuriickgehalten (1981).

5.2 Keimung

Samen wurden desinfiziert (Arabidopsis thaliana) oder unsteril (Triticum aestivum) auf
Agarplatten oder durchfeuchtetes Filterpapier gesetzt und dann 2 Tage (Arabidopsis
thaliana) beziehungsweise 1-5 Tage (Triticum aestivum) bei 4° C im Dunkeln quellen
gelassen. Dadurch wurde eine Synchronisation der Keimung erreicht. Dann wurden die
Platten leicht schrig aufgestellt und die Pflinzchen bei permanenter Beleuchtung und
25-30 °C Lufttemperatur keimen gelassen. Die Keimung erfolgte nach 2-3 Tagen

(Arabidopsis thaliana) beziehungsweise nach 1 Tag (Triticum aestivum).

5.3 Kammern

Nach der Keimung wurden die Pflanzen in Mikroskopierkammern aus Objekttrager und
Deckglas, mit Hitze fixiertem Parafilm als Abstandhalter, gesetzt. Bei Arabidopsis
thaliana wurden 2 Parafilmstreifen (0,3 mm Abstand), bei Triticum aestivum 8

Parafilmstreifen (1,2 mm) verwendet.

Diese Kammern wurden quer (Arabidopsis thaliana) oder aufrecht (Triticum aestivum)
in mit Losung gefiillte (Fiarbe-) Kiivetten gestellt. Darin wurden sie 6-18 Stunden

(Arabidopsis thaliana) beziehungsweise 12-24 Stunden (Triticum aestivum) bei 25-
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30° C und permanenter Beleuchtung an das Wachstum in Losung adaptiert. In dieser

Zeit konnten die Wurzeln neue Wurzelhaare ausbilden, welche dann untersucht wurden.

Abbildung 6: Arabidopsis thaliana: Kammern zur Kultivierung in Lésung

Abbildung 7: Triticum aestivum: Kiivetten und Kammern zur Kultivierung in Losung

A, B: Férbekiivetten mit Glaskammern, gefiillt mit Phosphatpuffer
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5.4 Farbung

Fiir die Darstellung der Zellkerne und von Zellwandbestandteilen wurde eine Farbung
mit Fluoreszenzfarbstoffen durchgefiihrt. Dafiir mussten die Zellen oft vorher fixiert
werden, damit die Farbstoffe durch die Plasmamembran an die Organellen kommen

konnten.

5.4.1 Fixierung

Fixierlosung 1 (fir REM, Calcofluor White):

4% Formaldehyd
1/90 M Na,HPO4
1/90 M KH,PO,
pH 6,2

Fixierlosung 2 (fur Immunfluoreszenz):

4% Paraformaldehyd
0,5% Glutaraldehyd
1/90 M Na,HPO4
1/90M KH,PO4

pH 6,2

Fixierlosung 3 (fiir DAPI., Anilinblau und TEM):

4% Paraformaldehyd
0,5% Glutaraldehyd
NazHPO4

pH 7,2
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5.4.2 Farbung der Zellkerne mit DAPI

Zur Verdeutlichung des Zellkernes wurden Wurzeln 60 Minuten lang fixiert, mit
Posphatpuffer gewaschen und mit DAPI (2 pg/l) gefarbt. Die Beobachtung erfolgte
nach 10 Minuten. In UV-Anregung fluoreszieren die Zellkerne blau. Das Signal war

stark, weshalb die Autofluoreszenz der Wurzelhaare nicht nachteilig ist.

5.4.3 Fiarbung der Zellwand

Um die Bestandteile der Zellwand zu identifizieren wurden Farbungsmethoden zur

Detektion verschiedener Zellwandkomponenten durchgefiihrt.

5.4.3.1 Férbung von Cellulose mit Calcofluor White

Cellulose ist das héaufigste Makromolekiil der Erde, man findet sie bei hdheren

Pflanzen, Algen, Pilzen und Bakterien.

CH,OH

p-1,4 verkniipfte Glukoseeinheiten

Abbildung 8: Strukturformel der Cellulose
Quelle: www.bioag.byu.edu/aghost/514pres/polymer/sld001.htm

Cellulose kann groflen mechanischen Kriften widerstehen. Diese Eigenschaften erhilt
sie durch ihren Aufbau: sie ist eine lineare Kette aus B-D-Glukose. Jeweils 2 an C; und
C4 durch Glykosidbindung verkniipfte Glukosemolekiile (B-1,4 Verkniipfung) bilden
das Disaccharid Cellobiose, 3.000 bis 10.000 Molekiile sind dann zu einer Glucankette
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verkniipft (Clowes and Juniper, 1968), die bis 5 pm lang werden kann (Hirsch et al.,
1973). Innerhalb der Kette gibt es weitere Verkniipfungen zwischen C, und Cs, sowie

zwischen dem Sauerstoff des Ringes und C; (Clowes and Juniper, 1968).

Jeweils 100 Ketten werden weiter mit Wasserstoftbriicken verkniipft und bilden eine
Elementarfibrille oder Micelle. 20 Micellen bauen eine Mikrofibrille, die Basiseinheit
der Cellulose, auf: die Micellen assoziieren durch van der Waals Krifte und
Wasserstoftbriicken. Dieser Vorgang lduft im Cellulose-Synthase-Komplex, einer
Partikelrosette in der Plasmamembran. Der Komplex verldngert die Mikrofibrillen und
wandert dabei durch die Plasmamembran (Emons and Mulder, 1998). Der Einbau der
Mikrofibrillen in die Zellwand erfolgt dann durch Wechselwirkung mit den
Matrixpolymeren (Brett, 2000).

In der priméren Zellwand sind nur etwa 30% Mikrofibrillen, welche ungeordnet in der
Matrix liegen. Man spricht von Streutextur. Die Sekundarwand besteht zu tiber 60% aus
Mikrofibrillen, die regelmidBig, in mehreren gegeneinander verdrehten Lagen
angeordnet sind (Paralleltextur). Die Mikrofibrillen kénnen 10-30 nm dick werden
(Clowes and Juniper, 1968). Bei Storung kann der Komplex auch Callose ausbilden

(Brett, 2000).

Aus 35 mg Calcofluor White (Tinopal 5SBM, CsH44N1,010S;), 1 ml TritonX-100 in
10 ml Losung (pH 10-11) mit 990 ml Tris/HCI-Puffer (pH 9) wurde die Calcofluor
White-Arbeitslosung hergestellt. Diese wurde 3 Minuten lang auf die Probe einwirken

gelassen und dann gut ausgewaschen.

Calcofluor White féarbt spezifisch Cellulose, diese leuchtet bei UV-Anregung intensiv
weiB-blau. Autofluoreszenz ist auf Grund der groflen Leuchtkraft des Fluoreszenz-

farbstoffes zu vernachlissigen.

Calcofluor White polymerisiert mit den Glucanketten, wéihrend diese an den Cellulose

Synthase Komplexen synthetisiert werden (Roberts et al., 1982).
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5.4.3.2 Farbung von Callose mit Anilinblau

Callose ist der Cellulose sehr dhnlich, sie ist unverzweigtes -1,3 verkniipftes Glucan.
Sie hat allerdings eine schraubige Struktur. Callose ist amorph und bildet eine sehr
dichte Sekundérstruktur, weshalb sie fiir lonen kaum durchdringbar ist (Hirsch et al.,
1973). Meist wird sie in den Zellen in Form einer homogenen Masse abgelagert, sie

kann aber auch ,,Kndpfe ausbilden (Clowes and Juniper, 1968).

Callose zéhlt (auBBer bei Pollenschlduchen) nicht zu den direkten Zellwandbestandteilen
und ist auch wesentlich seltener. Sie ist aber hdufig mit der primdren und der
sekunddren Zellwand assoziiert. In intakten Geweben gibt es sie in Siebplatten,

Zellplatten teilender Zellen und in den Plasmodesmata (McCormack et al., 1997).

Bei Verwundung, pathogenen Angriffen oder mechanischem Druck wird sie mit
auffilliger Geschwindigkeit gebildet und kann auch rasch wieder abgebaut werden. Hier
bildet sie eine schiitzende Barriere gegeniiber Umweltstress (Clowes and Juniper,

1968).

Callose wird von der Callose-Synthase (B-Glucan-Synthase), einem Transmembran-
protein in der d&uBBeren Membran, synthetisiert (McCormack et al., 1997; Ray, 1979). Sie
kann aber auch bei Stress von der Cellulose-Synthase gebildet werden (Brett, 2000).

Zur Darstellung von Callose wurden fixierte (und in Phosphatpuffer gewaschene)
beziehungsweise unfixierte Wurzeln 10 Minuten lang 1%iger Anilinblaulésung
ausgesetzt, dann ausgewaschen und anschlieBend in UV-Licht beobachtet.
Autofluoreszenz erscheint blau, Callose fluoresziert gelb. Im Hellfeld leuchtet Callose

blau, bei Zugabe von 1%iger Essigsdure erscheint die iibrige Zellwand rot.

Anilinblauldsung (Braune et al., 1999)

Auf 100 ml 1%ige Anilinblau
1 ml Essigsédure

und 5 ml 1%iges Eosin
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5.4.3.3 Immunfluoreszenzfirbung zur Identifizierung von Pektin

Pektin gehdrt zu den wichtigsten Bestandteilen der Zellwand und ist laut Vincken et al.
(2003) wahrscheinlich das komplexeste Makromolekiil in der Natur. Es ist aus 17
verschiedenen Monosacchariden zusammengesetzt, welche die drei Polysaccharide
Homogalacturonséuren, sowie Rhamnogalacturonsduren I und II aufbauen (O'Neill et
al., 1990). Diese werden im Golgiapparat zusammengesetzt und mit Golgivesikeln an

die Plasmamembran gebracht, wo sie fusionieren (Ridley et al., 2001).

Die Polysaccharide sind kovalent verkniipft und bilden das Pektinnetzwerk der Matrix
von primérer Zellwand und Mittellamelle. Thr Verteilungsmuster ist abhéngig vom
Gewebe und von dessen Entwicklungszustand (McCann et al., 2001; Ridley et al., 2001;
Willats et al., 2001).

Pektine sind amorph, plastisch und hdchst hydrophil. Daher sind sie wichtig fiir die
Feuchtigkeit der Zellwand und machen die junge Zellwand flexibel (Clowes and
Juniper, 1968). Sie sind aullerdem an ,.feedback loops* beteiligt, die Ungleichgewichte

anderer Zellwandbestandteile ausgleichen.

Abbildung 9: Strukturformel des Pektins

Quelle: Internet: www.bioag.byu.edu/aghost/S14pres/polymer/sld006.htm

Der hiufigste Bestandteil, Homogalacturonsiure, ist eine lineare Kette und kann in

verschiedenem Ausmall methylverestert sein. Er ist fiir die Festigkeit und die Adhésion
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der Zellwand an benachbarte Zellen verantwortlich. Homogalacturonsédure ist hdufig mit
Ca®" verkniipft, wodurch seine Konsistenz gelartig und besonders fest und klebrig wird

(Willats et al., 2001).

Rhamnogalacturonsdure I stellt ein héufiges, heterogenes Polysaccharid aus

Disaccharideinheiten dar und ist glycosidisch mit Homogalacturonsdure verkniipft. Ob
Rhamnogalacturonsédure I mit Methyl verestert sein kann ist nicht geklart (Willats et al.,

2001).

Rhamnogalacturonsdure II (RGII) ist ein hdufiges, verzweigtes Polysaccharid und ist

mit Homogalacturonséure glycosidisch verkniipft. RGII ist ein hochkonserviertes
Molekiil (dies weist auf eine wichtige biologische Funktion hin) und besitzt keine

signifikante Strukturdiversitdt oder Modulation (Williams et al., 1996).

Sie tritt in der priméren Zellwand auf, fehlt aber manchmal in der Mittellamelle. Haufig
ist RGII als Dimer mit Boratester verkniipft (O'Neill et al., 1996). Das Dimer in der
Zellwand ist allerdings basenunbestindig (Matoh et al., 1998; Williams et al., 1996).
Uber die Funktion von RGII ist noch relativ wenig bekannt, auf Grund von Versuchen
mit Mutanten wird allerdings angenommen, dass das mit Borat verkniipfte Dimer eine
wichtige Rolle fiir das Wachstum der Pflanze und die physikalischen und chemischen

Eigenschaften der Zellwand spielt (O'Neill et al., 2001).

Eine Verkniipfung mit Ca®" verbessert vermutlich die Zellwandfestigkeit, indem es die
Borateverkniipfung stabilisiert (Fleischer et al., 1999). Verkniipfung von RGII mit
Proteinen verbessert wahrscheinlich ebenfalls die Zellwandfestigkeit (Bonilla et al.,
1997). Auch von RGII ist nicht bekannt, ob Veresterung mit Methyl vorkommt (Willats
etal., 2001).

Zur Analyse von Pektin wurden RGII Antikorper eingesetzt. Diese binden spezifisch an
mit Borat veresterte RGII-Dimere. Durch die Kopplung des Antikérpers mit dem
Fluoreszenzfarbstoff TRITC wurde RGII im Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

Die Wurzeln wurden eine Stunde lang fixiert und dann drei Mal 5 Minuten lang in
Puffer gewaschen. Zur Verbesserung der Erhaltung der Wurzelhaare wurden die
Wurzeln mit 1%iger ,,low-gelling* Agarose auf einem Deckglas befestigt. Durch kurzes
Tauchen in fliissigen Stickstoff wurden die Zellwdnde aufgebrochen, um den

Antikorpern das Eindringen in die Zellen zu ermoglichen. AnschlieBend wurden die
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Proben in PBS (phosphat-buffered saline) aufgetaut. Um auch die Plasmamembran
durchldssig zu machen, wurden die Wurzeln 30 Minuten lang 0,2%igem Triton

ausgesetzt und dann 4 Mal 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Uber Nacht (circa 12 Stunden lang) wurden die Proben mit dem Antikdrper RGII (1:200
verdiinnt in PBS) in einer Feuchtkammer aufbewahrt. Nach weiteren vier flinfminiitigen
Waschschritten mit PBS wurde der fluoreszenz-markierte 2. Antikorper (TRITC-anti
rabbit IgG, 1:40) aufgebracht und eine Stunde lang bei 37 °C in Dunkelheit einwirken
gelassen. AbschlieBend wurde wieder 4 Mal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Kontrollen
wurden ohne Antikdrper beziehungsweise ausschliefSlich mit Antikdrper I oder II

durchgefiihrt.

Die Betrachtung der Fluoreszenz erfolgte im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop

(CLSM) bei 547 nm Anregung.

5.5 Praparation fur die
Raster-Elektronenmikroskopie (REM)

Fir die Elektronenmikroskopie wurden die Wurzeln 2 Stunden lang mit 4%igem
Paraformaldehyd (in Phosphatpuffer) fixiert und dann zwei Mal mit Phosphatpuffer und
drei Mal mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Dann wurde die Probe in einer
Verdiinnungsreihe in Alkohol entwissert und anschlieBend Kritsch-Punkt-getrocknet.
Abschlieend wurde sie mit Gold bedampft und dann im Raster-Elektronenmikroskop
(Jeol JSM 35CF) untersucht.
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5.6 Mikroskopie

5.6.1 Untersuchungsmethoden

Hellfeld
Dunkelfeld
Fluoreszenz

Rasterelektronenmikrokopie

5.6.2 Mikroskope

Labophot, Nikon Instruments, Yokahama, Japan
4-fach, 10-fache, 20-fache, 40-fache (Ol) VergroBerung
Fluoreszenzwiirfel

Nikon UV-1A DM 400 (UV-Anregung)

Konfokales Laser Scanning Mikroskop, DMIRE2, Leica Microsystems, Heidelberg,
Deutschland mit Bildverarbeitungscomputer CTRMIC, Leica Microsystems,
Heidelberg, Deutschland

Stereomikroskop: SMZ-U, Nikon Instruments, Yokahama, Japan
0,75-fache bis 7,5-fache VergroBBerung im Objektiv

Univar, Reichert-Leica, Wien, Osterreich

5.6.3 Dokumentation

Videokameras
CCD Color Kamera, Ikegami Tsushinki CO, Japan

Intensivierte Schwachlicht-Réhrenkamera (SW), Photonic Science, Milham, UK zur

Dokumentation der Fluoreszenz
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Photokamera

Coolpix 990, Digitalkamera, Nikon Instruments, Yokahama, Japan

Die Aufzeichnung erfolgte auf Mini-DV-Band. Die Bildnachbearbeitung erfolgte mit
Hilfe von Adobe Photoshop 7.0

5.7Videomikroskopie

Mikroskop

Univar, Reichert-Leica, Wien, Osterreich

Videocomputer

Polyprocessor frame memory unit DVS 3000, Hamamatsu Photonics, Herrsching,

Deutschland
Videokamera

Chanicon, hochauflosende Kamera (SW) C1000.1, Hamamatsu Photonics KK,
Herrsching, Deutschland
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6 ERGEBNISSE

6.1 Kultivierungsversuche

Zunichst versuchten wir, fiir die beiden Versuchspflanzen Arabidopsis thaliana und

Triticum aestivum passende Kulturmedien fiir reproduzierbare Daten zu finden.

Maximale Wurzelhaarbildung findet man bei folgenden Voraussetzungen: optimale
Temperatur, Uberschuss von organischen Nihrstoffen, geringer Wachstumswiderstand
des Bodens und giinstiges Verhiltnis zwischen Luftzutritt und Feuchtigkeit. Aulerdem
ist das Optimum von der Reaktionsfdhigkeit und der Empfindlichkeit der Pflanze
abhingig.

Am Deutlichsten ist jedoch die Abhédngigkeit von der Feuchtigkeit und die dadurch
erleichterte oder erschwerte Aufnahme von Néahrstoffen. Wurzeln, welche permanent in

Wasser wachsen, bilden hédufig keine Wurzelhaare. Dies gilt fiir Wasserpflanzen, aber

auch fiir in Losung gezogene terrestrische Pflanzen (Schwarz, 1883).

6.1.1 Kultivierung von Arabidopsis thaliana

Fir die Keimung und das Wachstum in Losung wurden die nun folgenden, aus der
Literatur gewéhlten Nahrlosungen eingesetzt. Mit Ausnahme von destilliertem Wasser
(pH 6,5 bis 7,0) hatten alle Medien den pH-Wert 5,8 vor dem Autoklavieren (120 °C, 20

Minuten).

Destilliertes Wasser

Murashige and Skoog Medium (MS-Medium) (siche Anhang)

Das Murashige Skoog Basal Medium (MS bas) (Gamborg et al., 1968; Murashige and
Skoog, 1962) und die Murashige and Skoog Basal Salts Mixture (MS salt) (Murashige
and Skoog, 1962) dienten als Basis zur Optimierung der Nahrlosung. Sie unterscheiden

sich durch das Vorhandensein (MS bas) oder Fehlen (MS salt) von Vitaminen.

Zusitzlich wurden 2 Varianten mit jeweils der Hélfte der Chemikalien (mit Ausnahme

der Saccharose) eingesetzt (2 MS bas, 2 MS salt).
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6.1.1.1 Keimung

Arabidopsissamen wurden 10 Minuten lang in 70%igem Ethanol desinfiziert und

anschlieBend 3 Mal je 5 Minuten mit destilliertem Wasser ausgewaschen.

Arabidopsis thaliana wurde auf Agarplatten, auf feuchtem Filterpapier oder in

Mikroskopierkammern mit verschiedenen Nihrlésungen angekeimt.

6.1.1.1.1 Ergebnisse zu den Methoden

Agarplatten

Die Agarplatten ermdglichten eine gleichméfBige Keimung nach 3 Tagen. Der Keimling
war stets gut durchfeuchtet und lie sich leicht in die Glaskammer iibertragen. Weiters

breiteten sich Infektionen nur langsam aus.

Allerdings konnten deutliche Unterschiede zwischen der Dichte und der Linge der
Wurzelhaare im Agar und spéter in der Losung beobachtet werden. Dies ldsst sich
wahrscheinlich auf eine unterschiedliche Zuginglichkeit der Néahrstoffe und auf
unterschiedlich starken mechanischen Widerstand in Losungen und in festen Substraten

zuruckfihren.

Infektionskeime konnten iiber undicht abschliesenden Parafilm héufig an

Austrittsstellen von Losungen auf die Keimplatte gelangen.

Filterpapier

Auf mit Losung getranktem Filterpapier erfolgte die Keimung nach 3 Tagen. Es wurden
keine Verdnderungen der Dichte und der Lange der Wurzelhaare beobachtet, was sich
durch ein gleichartiges Néahrstoffangebot auf dem Filterpapier und in der Kiivette

erklaren ldsst.

Allerdings trat hdufig bei nicht ausreichender Durchfeuchtung des Filterpapiers ein
Verkleben der Wurzelspitze und der Wurzelhaare mit dem Filterpapier auf. Daraus
resultierte dann eine Storung der Wurzelspitze. Weiters breiteten sich auf Filterpapier

Infektionen wesentlich rascher auf andere Pflanzchen aus als in Agar.
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Mikroskopierkammern

In den Mikroskopierkammern kam es nicht zur Keimung. Es ist anzunehmen, dass die
Samen entweder vollig von Losung iiberdeckt und daher zu wenig mit Sauerstoff
versorgt waren oder keinen Kontakt zur Losung hatten und daher nicht geniigend mit

Feuchtigkeit versorgt waren.

Aus diesen Versuchen hat sich ergeben, dass sich die Keimung auf Agar und die
Keimung auf Filterpapier als verbleibende Moglichkeit anbietet. Allerdings resultieren

aus der Keimung auf Agar hiufiger gesunde, regelmiBig wachsende Pfldnzchen.

6.1.1.1.2 Ergebnisse zu den Keimmedien

Destilliertes Wasser

In Wasser kam es nach 2 Tagen zur Keimung. Zu Beginn wuchs die Wurzel regelmiBig
und geradlinig. Nach bereits 24 Stunden aber verlangsamt sich ihr Wachstum und sie
wuchs in engen Schlaufen schlangenlinienartig. Die Wurzelhaare wuchsen zu Beginn
locker und regelmiBig, dann aber bildeten sie eine Rosette in der Ndhe der

Wurzelspitze. Dabei erreichten sie nur eine geringe Lénge.

Dies ldsst sich nach Schwarz (1883) so erkldren: abhidngig von den im Samen
gespeicherten Reservestoffen kann die Wurzel eine Zeitlang ohne zusitzliche Néhrstoff-
versorgung ungestort wachsen. Nehmen nun die Reservestoffe ab, reduziert die Pflanze

zuerst die Bildung von Wurzelhaaren, dann verlangsamt sie das Wurzelwachstum.

Murashige and Skoog Medium (MS-Medium)

In allen 4 auf dem MS-Medium basierenden Néhrlosungen erfolgte Keimung mit
anschliefendem regelmifligem Wachstum nach etwa 3 Tagen. In allen 4 Losungen
erschien die Wurzel normalwiichsig, die Wurzelhaardichte und die Wurzelhaarldnge
hatten ein natiirliches Aussehen. Auch die Unterschiede zwischen den Varianten waren,
im Vergleich zur relativ hohen Streuung innerhalb der Versuchspflanzen einer

Nahrlosung, gering.

Die Wahl wurde schlie8lich nach den geringsten Unterschieden zwischen Keimldsung
und Wachstumsldsung getroffen und fiel auf die 0,5-fach konzentrierte Murashige and

Skoog Basal Salts Mixture (72 MS salt-Medium).
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6.1.1.2 Wachstumsmedien

Zur Bewertung des Wachstumsmediums wurden das generelle Erscheinungsbild und die
Gesundheit der Pflanze, der Wachstumserfolg der Wurzel, die Distanz der ersten
Wurzelhaare zur Wurzelspitze, die Dichte der Wurzelhaare und die maximale
Wurzelhaarldnge nach 24 Stunden bewertet. Die untersuchten Parameter sind in Abb.

10 beschrieben.

Distanz von 2 Wurzelhaaren

(Lange zweier Rhizodermiszellen)

Distanz der ersten Wurzelhaare

zur Wurzelspitze

MaximalléngederWurzeIhaare/
200 pm

nach 24 Stunden

Abbildung 10: Arabidopsis thaliana: Erklirung zu den Wachstumsparametern

Ein normalwiichsiges Erscheinungsbild und die Gesundheit der Wurzel waren bei allen

MS-Medien gegeben.

In destilliertem Wasser ging die Wurzel vom anfénglichen gesunden Wachstum rasch in

ein verringertes Wachstum tiiber. Die Elongation der Rhizodermiszellen war deutlich
herabgesetzt, die Wurzelhaare bildeten einen dichten Kranz nahe der Wurzelspitze aus,
teils kam es zu einer Verdickung der Wurzel. Die Wurzelhaare waren hdufig stark

verklirzt, teils nur stummelartig.
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Abbildung 11: Arabidopsis thaliana: Bilder der Keimwurzel in den vier MS-Medien
Arabidopsis-Wurzel in A: MS bas; B: MS salt; C: /2 MS bas; D: 2 MS salt

Zwischen den Varianten des MS-Mediums (Abb. 11) waren die Ergebnisse nicht

signifikant verschieden, da die Variation zwischen den einzelnen Pfldnzchen einer

Kiivette teils groBer als zwischen den verschiedenen Losungen war.

Allerdings lagen beim 2 MS salt-Medium (Abb. 11D) die Mittelwerte aller gemessenen

Parameter deutlich tiber den Werten der anderen drei Varianten. Die drei anderen

unterscheiden sich nur geringfiigig.

Die nachfolgende Tabelle und die beiden Diagramme (Abb. 12 und Abb. 13) fassen die

gemessen Paramater zusammen.

Wurzelhaar- Wurzelhaar- Distanz der
Mittelwerte Wurzelwachstum
maximalldnge dichte Wurzelhaare zur Spitze
MS bas 130434 um 6512 um | 270+70 um 6004270 pm
MS salt 130424 pm 65£10 um | 270470 pm 550485 um
VAMS bas 130455 pm 7049 pm | 270450 pm 5504135 pm
YiMS salt 175434 um 75£13 um | 330+55 um 8004140 um

Tabelle 2: Arabidopsis thaliana: Ergebnisse der Wachstumsversuche (Werte)
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Wurzelhaar Maximallange in um Dichte der Wurzelhaare in ym
250 100
200 - 80 -
150 - 60 1 [HE o
100 40 [ oo
50 - 201 B P
0. 04 . 1111
MS bas MSsalt 0.5MSbas 0.5MS salt MS bas MSsalt 0.5MSbas 0.5MS salt

Distanz in ym (Wurzelspitze zu Wurzelhaaren)
500 1000

Wurzelw achstumslange in um

400 - 800 H

600 T

1

X XUXUXAAAANA AN

300

200 - 400 -

100 + 200 -

stoistoitetelelelelolo’o elett0tel0te:
otoistoitetelelolelolo’o ele ot l0te:

MS bas MSsalt 0.5MSbas 0.5MS salt MS bas MSsalt 0.5MSbas 0.5MS salt

Abbildung 12: Arabidopsis thaliana: Ergebnisse aus den Medienversuchen

MS salt

Dig, hte

bas Wy,
0.5 MS Reihg, "

salt Ximay
LETS
‘e

Abbildung 13: Arabidopsis thaliana: gesammelte Ergebnisse aus den Medienversuchen
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Diesen Ergebnissen zufolge kann man nun aussagen, dass die 0,5-fach konzentrierte
Murashige and Skoog Basal Salts Mixture (/2 MS salt) dem Trend nach am besten

geeignet ist, die anderen drei Medien aber ebenfalls gute Ergebnisse erzielt werden.

Destilliertes Wasser eignet sich nicht zur Kultivierung.

6.1.2 Kultivierung von Triticum aestivum

Die Bedingungen zur optimalen Kultivierung von Triticum aestivum wurden von

meinem Kollegen, Michael Volgger, ermittelt, ich habe sie unveréndert iibernommen.

Die Samen wurden (bei nicht sterilen Konditionen) mindestens 24 Stunden in
destilliertem Wasser quellen gelassen und dann auf mit destilliertem Wasser getranktem

Filterpapier angekeimt.

Die Adaption an das Wachstum in Losung erfolgte in mit Phosphatpuffer gefiillten
Kiivetten. Der Phosphatpuffer aus 2,04 mM Na,HPO, und 9,07 mM KH;PO4 in
destilliertem Wasser hatte einen pH-Wert von 6,2 und 16 mOsm.

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Kultivierung von Triticum aestivum war ein
konstantes Klimaregime. Schwankungen der Temperatur und wahrscheinlich auch des
Sauerstoffgehalts der Luft und der Losung, fiihrten zu einer Verschiebung der, durch die
Schwermetalle ausgelosten, Ergebnisse. Die Ergebnisse entsprachen dann denen, die bei
anderen Schwermetallkonzentrationen erzielt worden waren, ohne allerdings

grundsitzlich abzuweichen.

Dies bedeutet, dass Konzentrationen die bei wachstumsforderlicher Temperatur und
Sauerstoffgehalt noch nicht inhibierend wirkten, bei zu hoher Temperatur und zu

geringem O,-Gehalt toxisch sind.
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6.2 Schwermetallversuche

Die Wirkung von Kupfer und Zink wurden an den beiden Modellpflanzen Arabidopsis
thaliana und Triticum aestivum getestet. Dazu wurden die Schwermetalle als Sulfate in

gestuften Losungen angeboten.

Bereits in der Kontrolle zeigte sich, dass das Wachstum der Wurzel und der
Wurzelhaare sich stark zwischen den verschiedenen Versuchen unterschied. Es gibt also

eine breite biologische Streuung.

6.2.1 Kupferversuche bei Arabidopsis thaliana

Die Wirkung von Kupfersulfat auf Wurzeln und Wurzelhaare wurde in zweierlei
Versuchsansédtzen untersucht. Einerseits wurde CuSO. in Agarplatten integriert,
andererseits wurden die Wurzeln CuSO,4-Losungen ausgesetzt. Fiir beide Ansdtze wurde
Kupfersulfat (CuSO,) gestuft zwischen 10" und 10°M in halbkonzentriertem MS-

Medium ohne Vitamine gelost.

6.2.1.1 Kupfersulfatin Agar

Die Keimlinge von Arabidopsis thaliana waren sehr empfindlich gegeniiber
Infektionen. Diese fiihrten zu Stérung und verfriihtem Einstellen des Wurzel- und
Wurzelhaarwachstums. Agarplatten hatten nun den Vorteil, dass sie mit einer deutlich
geringeren Keimzahl als die Losungen eine langere Beobachtung iiber mindestens 5
Tage ermoglichten. Andererseits war es in Agarplatten schwierig die Verfiigbarkeit des
Kupfersulfats zu bewerten und damit die Wirkung mit der entsprechenden

Konzentration zu verbinden.

Hierfiir wurden Samen von Arabidopsis thaliana auf MS-Agar angekeimt und
anschlieBend auf Agarplatten mit 5*10° bis 5¥10* M CuSOs, geldst in 4 MS salt-
Medium, iibertragen und alle 24 Stunden beobachtet.



5%10°* M 2%10* M 1%10* M 5%10° M 5%10°M Kontrolle
Wachstum nein <4 Tage <5 Tage >5 Tage >5 Tage >5 Tage
Absterben nach | <24h <5 Tage >5 Tage >5 Tage >5 Tage >5 Tage
Wachstumserfolg | nein 2,5mm 8,5 mm 16mm 33 mm 19mm
(5 Tage)
nein einige, einige, einige, héufig hiufig
werden sehr lang, leben | wachsen ldnger, werden | Seitenwurzeln haben | Seitenwurzeln sind gleich | Seitenwurzeln sind gleich
Seitenwurzel- etwas langer als | langer als Hauptwurzel; | ldngere, lockerer verteilte | gebildet wie Hauptwurzel gebildet wie Hauptwurzel
bildung Hauptwurzel kiimmerlich, Wurzelhaare | Haare als Hauptwurzel
wachsen zuerst locker,
dann ebenfalls verdichtet
. braun, normale Form, wird | stark  verdickt, klobig, | Hauptwurzel stumpf normal normal normal
Wurzelspitze
langsam abgebaut vorne rund
Distanz der sehr stark verkiirzt (um | Haupt- und Seitenwurzeln | Hauptwurzel leicht | normal normal
Wurzelhaare zur 3/5) leicht verkiirzt (um 1/5) verkiirzt,  Seitenwurzeln
Spitze normal
sehr stark verdichtet (um | stark verdichtet (um 1/2) Hauptwurzel verdichtet | normal normal
Dichte (neue )
¥) (um 1/5), Seitenwurzel
‘Wurzelhaare)
normal
. kurz, stoppelig etwas verkiirzt Hauptwurzel: etwa so lang | ldnger als K normal
Wurzelhaarlinge

(neue Haare)

wie K, Seitenwurzeln:

langere Wurzelhaare als K

Tabelle 3: Arabidopsis thaliana: Wirkung von Kupfersulfat (in Agar) auf Wurzel und Wurzelhaare
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Wachstumserfolg

Das Wachstum der Wurzel wurde in niedrigen Kupferkonzentrationen gesteigert, in

starken Konzentrationen vermindert oder arretiert.

In der Kontrolle wuchsen die Wurzeln iiber 5 Tage gleichmiBig durchschnittlich 3,8 mm

pro Tag.

In 5%10°° M konnte eine Wachstumssteigerung um 73% beobachtet werden, die Wurzeln
wuchsen etwa 6,6 mm pro Tag. Bei 5%10° M erfolgte ein konstantes Wurzelwachstum
wihrend der 5 Tage Beobachtungszeitraum, dieses war gegeniiber der Kontrolle, mit
3,2 mm pro Tag, um 15% vermindert. In 1*10* M CuSO, war der Wachstumserfolg vom
ersten Tag an deutlich gesenkt und die Wurzel verlangsamte ihre Wachstums-
geschwindigkeit stetig. Bis zum 4. Tag stellte sie das Wachstum vollig ein. Ab 5%10* M
wurde das Wachstum ab dem Kontakt mit CuSO4 gestoppt.

Wachsende Wurzeln bildeten auch Seitenwurzeln aus. In Konzentrationen zwischen 5%10°
und 2*10™* M wuchsen diese zu Beginn deutlich besser als die Hauptwurzel, passten aber

nach einigen mm ihre Wachstumsgeschwindigkeit der Hauptwurzel an.

Distanz der ersten Wurzelhaare zur Wurzelspitze

In Kupfersulfat kam es in Konzentrationen zwischen 5*10° und 2*10*M zu einer

Annidherung der bulges und ersten Wurzelhaare an die Wurzelspitze.

In der Kontrolle waren die ersten bulges 220 bis 320 um nach der Wurzelspitze zu finden,
die ersten Wurzelhaare zeigten sich pm dahinter. In 5%10° M waren bei der Hauptwurzel
die bulges etwas der Wurzelspitze angenidhert, allerdings nicht signifikant. Bei den

Seitenwurzeln konnte keine verringerte Distanz beobachtet werden.

In 1¥10™* M CuSO, waren die ersten bulges um 20% der Wurzelspitze angenahert, in 2*10°
*M sogar um 60% niher der Spitze, also 130 bis 190 pum hinter der Wurzelspitze zu
beobachten. AuBerdem bildeten die Wurzelhaare bei 2*10°* M eine Rosette langer

Wourzelhaare, die bulge-Region fiel also aus.
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Wurzelhaardichte

In der Kontrolle wuchsen die Wurzelhaare in einer durchschnittlichen Dichte von 70 pm.

Werte zwischen 61 und 79 pum wurden beobachtet.

Diese Dichte, und damit diese Lidnge der Rhizodermiszellen, konnte bei 5%10° M an
Haupt- und Seitenwurzeln, aber auch bei den Seitenwurzeln von 5%10° M beobachtet
werden. Die Rhizodermiszellen der Hauptwurzeln waren bei 5%10° M hingegen etwas

verkiirzt. Die Verkiirzung betrug 21%.

In 1¥10* M saBen die Wurzelhaare bereits doppelt so dicht, wie in der Kontrolle, die

Rhizodermiszellen hatten also eine Lange von durchschnittlich 35 bis 40 pm.

In 2*10™* M war die Zelllinge auf 25%, bezichungsweise 15-20 um reduziert.

Waurzelhaarlange

Wurzelhaare der Kontrolle erreichten nach 24 Stunden eine Linge von durchschnittlich

130 pm, maximal 185 pm.

In 5*10° M erreichten die Wurzelhaare eine lingere Endlinge mit durchschnittlichen
158 um, maximalen 205 pm, also eine Steigerung um 21%. In 5%10° M erreichten die
Wurzelhaare der Hauptwurzel eine der Kontrolle vergleichbare Maximalldnge. Die

Wurzelhaare der Seitenwurzeln wuchsen jedoch ldnger, mit etwa 18% Steigerung.

In stirkeren Kupferkonzentrationen wurde das Wachstum vermindert, und zwar bei 1*10
* M nur geringfiigig (um 15%, durchschnittlich 110 pm), bei 210 M jedoch stark. Hier

erreichten die Wurzelhaare maximal 30 pm.
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6.2.1.2 Kupfersulfat in Losung

Losungen haben nun den Vorteil einer guten Verfiigbarkeit der Schwermetall-lonen und
damit einer préaziseren Zuordnung der Wirkung auf eine jeweilige Konzentration. Dagegen
erlaubten die vermehrt auftretenden Infektionen allerdings einen maximalen
Beobachtungszeitraum von 3 Tagen. Infektionen konnen trotz desinfizierten Samen und
autoklaviertem Material auftreten, da die Kiivetten nicht keimfrei verschlossen werden

diirfen, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Keimlinge zu gewahrleisten.

6.2.1.2.1 Mittelfristige Wirkung von Kupfersulfat auf die Wurzel und die
Wurzelhaare

Vergleichend zu den Versuchen in Agar wurden Messungen in Kupfersulfatlosungen
durchgefiihrt. Die Parameter Wurzelwachstum und Morphologie der Wurzel,

Wurzelhaardichte, Distanz der Wurzelhaare zur Wurzelspitze und die Lédnge von

ausgewachsenen Wurzelhaaren wurden qualitativ bewertet.

Hierfiir wurde Arabidopsis thaliana auf 2 MS salt-Agarplatten gekeimt und anschlieend
in 5*107 bis 5*10”° M Losungen transferiert.

In der anschlieBenden Tabelle sind die Ergebnisse zur besseren Ubersichtlichtkeit

zusammengefasst.
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Kontrolle 5%10° M 5%10° M 1*10* M 210" M 510" M
normal normal 2 Tage normal, 3. Tag <24 Stunden nein, oder <16 Stunden nein
Wachstum )
wenig
Wachstums- 5,0-7,0 mm 6,5-8,8 mm 2,5-3,6 mm (1,3-1,8 mm 1,5-2,0 mm (1,5-2,0 mm 0 mm 0 mm
T T
erfolg (1,7-2,3 mm pro Tag) (2,2-2,9 mm pro Tag) pro Tag) pro Tag)
Absterben nach | nein nein nein <48 Stunden <24 Stunden sofort
Zustand (nach 3 | lebend lebend lebend tot tot tot
Tagen)
. normal normal etwas gekriimmt, verdickt | tot, braun verfirbt, tot, braun, abgebaut tot, braun, abgebaut
Spitze (3 Tage) )
gekriimmt, verdickt
neue ja ja, langer als K ja, kiirzer nein oder nur Stummel nein nein
Waurzelhaare
Wurzel- normal normal normal normal
haardichte

Tabelle 4: Arabidopsis thaliana: Wirkung von Kupfersulfatlosungen auf Wurzel und Wurzelhaare
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Wurzelwachstum

In Losung trat der toxische Effekt von Kupfer bereits in niedrigerer Konzentration zu Tage.
Die Wachstumssteigerung bei 5%10° M war gegeniiber der Kontrolle weniger bedeutend
als im Agar, generell war der Wachstumserfolg geringer.

Schon bei 5*10° M wurde das Wachstum der Wurzel deutlich eingeschréinkt, am dritten
Tag war das Wurzelwachstum nur noch gering. Bei 1*10* M wurde das Wachstum
innerhalb der ersten 24 Stunden eingestellt, die Wurzel starb nach weniger als 48 Stunden

ab. In stiirkeren Konzentrationen erfolgte in der Regel kein Wachstum mehr.

Die Wurzelspitze war ebenfalls bei 5%10° M deutlich gestort. Sie war gekriimmt und
verdickt. In stirkeren Konzentrationen nahm die Beeintrichtigung weiter zu, ab 1¥10™* M

war die Wurzel nach 3 Tagen tot, braun verfarbt und teilweise abgebaut.

Neue Wurzelhaare

In 5*10°M CuSO4 wurden neue Wurzelhaare gebildet, diese wurden ldnger als
Waurzelhaare in der Kontrolle. In 5¥10° M wurden ebenfalls neue Wurzelhaare gebildet,

diese erreichten aber nur eine geringere Lénge als die Kontrollwurzelhaare.

In 1*10™* M wurden dagegen meist keine Haare mehr gebildet, oder stellten ihr Wachstum

rasch wieder ein, sodass sie nur kurz und stummelartig blieben.

In stirkeren Konzentrationen wurden niemals neue Wurzelhaare gebildet.

Waurzelhaardichte

In der Kontrolle wuchsen Wurzelhaare in einer Dichte zwischen 61 und 79 um.

Neue Wurzelhaare wuchsen in allen Kupfersulfatkonzentrationen (5%10°° bis 1*10™* M) in

der Dichte, welche der Kontrolle entsprach.
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6.2.1.2.2 Direkte Wirkung von Kupfersulfatlosungen auf die Wurzelhaare

Die Wirkung des Kupfersulfats auf die Wurzelhaare wurde bei Wurzeln, welche 16 bis 24
Stunden in 2 MS salt-Medium gewachsen waren, an in Ldsung neu gebildeten

Waurzelhaaren untersucht.

Die Wurzeln wurden vor der Untersuchung 30 Minuten lang in frisches Medium gesetzt,
um Unterschiede durch verschiedenen Nihrstoff- oder Sauerstoffgehalt gegeniiber der

Kupfersulfatlosung auszugleichen. Dann wurden die Kupfersulfatlosungen zugesetzt und

thre Wirkung innerhalb der ersten Stunde, beziehungsweise nach 24 Stunden analysiert.
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Kontrolle 10°M CuSO, 10°M CuSO, 10*M CuSO, 10°M CuSO, 10°M CuSO, 10'M CuSO,
Wachstums nicht eingestellt nicht eingestellt nicht eingestellt innerhalb von 2 circa 5 Minuten sofort sofort
Stunden nicht
stopp nach eingestellt
tot nach einigen Stunden einigen Stunden einigen Stunden > 2 Stunden 45 Minuten 20 Minuten 15 Minuten
wachsende ja ja ja nein nein nein nein
Wurzelhaare
nach 24 h
Aussehen, intakt, wachsend, intakt, wachsend, intakt, wachsend, intakt, nicht wachsend, tot, verschrumpelt (nach | tot, stark verschrumpelt | tot, stark verschrumpelt
Zustand turgeszent, gerade turgeszent, gerade turgeszent, gerade aber noch strémend, circa 60 Minuten), (nach circa 30 (nach circa 25
turgeszent, gerade gerade Minuten), gerade Minuten), gerade
(24 h)
Zellwand diinnwandig, intakt diinnwandig, intakt diinnwandig, intakt diinnwandig, intakt diinnwandig, intakt, diinnwandig, intakt, diinnwandig, intakt,
(24 h) verschrumpelt verschrumpelt verschrumpelt
das Plasma stromt iiber | wie Kontrolle: die Stromung ist nach Zugabe segelartig | zu Beginn gleichschnell | beginnt sich segelartig zuerst segelartig
die Zeit gleichméBig aleichmiBige gleichmiBig ,,segelartig®,| flieBend, dann wieder wurmartig stromend, und gleichschnell (wie gleichschnell stromend,
schnell, ,,segelartig®, in v s die Organellen sind vor | feiner, perlschnurartig; dann verlangsamt es mit | Kontrolle) strémend koaguliert an Ort und
»segelartige™ Stromung,
der Spitze langsamer als Riickzug des Plasmas Beendigung des Stromung verlangsamt Ende der Wurzelhaar- zuriickzuziehen, wird Stelle nach 5-15
im Wurzelhaarschlauch; . . Wurzelhaarwachstums sich mit der Zeit wachstums, und dann perlschnurartig, Minuten
Plasma (24h) bei Wachstumsstopp in
bei Wachstumsstopp locker verteilt verschwindet Plasmareste koagulieren

flieBt es langsamer und
wird vollstdndig in die
Waurzelhaarbasis

zurlickgezogen

die Wurzelhaarbasis

vollstindig in der

Wurzelhaarbasis

im Wurzelhaarschlauch




wihrend des
Wachstums ist die
Vakuole im basalen

Bereich der subapikalen

wie Kontrolle:

wihrend des
Wachstums ist die

Vakuole im basalen

wie Kontrolle:

wiéhrend des Wachstums
ist die Vakuole im

basalen Drittel des Haars;

kleine Teilvakuolen
tauchen in der Spitze
mehrfach auf und

verschwinden wieder,

kleine Teilvakuolen
tauchen auf und
verschwinden wieder,

schlieflich kommt die

Vakuolisierung beginnt
sofort, zuerst gibt es
Teilvakuolen, dann die

Zentralvakuole in der

nach 0,5-3 Minuten sind
Vakuolen in der Spitze,
zuerst Teilvakuolen,

dann die

Vakuole Zone; bei Drittel des Haars; bei bei Wachstumsstopp sind verschmelzen Zentralvakuole in die Spitze (nach circa 8 Zentralvakuole; nach
(24h) Wachstumsstopp bilden Wachstumsstopp sind Kleine Vakuolen in der schlieBlich zur Spitze Minuten); nach 20 wenigen Minuten
sich kleine Vakuolen in . . . . Zentralvakuole; auch Minuten Brownsche Brownsche Bewegung
kleine Vakuolen in der Spitze, die
der Spitze, die Spitze, die Zentralvakuole wandert wiéhrend des Bewegung in der in der Vakuole
Zentralvakuole wandert Wachstums sind Vakuole
Zentralvakuole wandert | vor
vor in die Spitze or Teilvakuolen in der
v
Spitze vorhanden
Zellkernabstand bleibt wie Kontrolle: Zellkernabstand zur springt zu Beginn etwas | wird nach 30 Minuten bleibt an seiner Position | bleibt auf seiner
wihrend des Zellkernabstand bleibt Waurzelhaarspitze zuriick, mit langlicher, wandert in Bezug auf die Spitze, | Position
Wachstums konstant in shrend des vergrofert sich wihrend | Wachstumswieder- geringfligig Richtung nach 20 Minuten beziehungsweise.
W
Bezug auf die . des Wachstums etwas, da| aufnahme geht er an Spitze, klebt an der dehydriert er und rutscht etwas vor
Wachstums konstant in
Waurzelhaarspitze und B fdi Zellkern nicht mit vor seine Ausgangsposition | Wand, dehydriert dann | koaguliert dann Richtung
ezug auf die
wandert nach Stopp Warzelhaarspitze und kommt, mit zuriick, springt beim Waurzelhaarspitze,
Richtung wandert nach Stopp Wachstumsstopp wird néchsten Stopp wieder koaguliert und
Waurzelhaarbasis . der Zellkern langlicher; | zuriick und geht wieder dehydriert nach 15
Zellkern Richtung . .
. Riickzug des Zellkernes | vor; 40 Minuten nach Minuten
(24h) Wurzelhaarbasis
erfolgt 25 Minuten nach | endgiiltigem
Beendigung des Wachstumsstopp
Waurzelhaarwachstums wandert er zur Basis

zuriick




Kontrolle 10°M CuSO, 10°M CuSO, 10*M CuSO, 10°M CuSO, 10°M CuSO, 10'M CuSO,
wichst gleichméBig wichst gleichmafig zu Beginn erfolgt hort nach Zugabe sofort | das Wurzelhaar beginnt | reagiert sofort, Vakuole
weiter, Spitze bleibt weiter, Spitze bleibt Wachstumsstopp, nach zu wachsen auf, wéchst | sofort sich zu leeren, vorne, Plasma beginnt
erhalten, wie Kontrolle erhalten, ein Einstellen 5 Minuten wird das weiter, stellt es nach 5 eine weitgehende sich zuriickzuziehen,

Verhalt des Wachstums passiert, | Wachstum wieder Minuten wieder ein, Leerung ist moglich, féllt dann aber aus und
ernaiten
ist wahrscheinlich aber | aufgenommen, Haar dann verlangsamt sich nur ein Plasmaspitzen- Zellkern zerfillt,
nach nicht friiher als in der wichst einige Zeit, stellt | die Stromung mit bereich und ein
Kupfer- Kontrolle teils auch Beendigung des Randbelag bleiben
zugabe zwischendurch Wurzelhaarwachstums;
mehrfach Wachstum es erfolgt
(1-3h) £
ein, aber keine Vakuolisierung und
Wachstumsrichtungs- (fast) vollstandiger
wechsel dann endgiiltig | Leerung
eingestellt
Stromungstyp springbrunnenartig springbrunnenartig springbrunnenartig springbrunnenartig nach einigen Minuten sofort
(Zugabe bis Zirkulationsstromung, Zirkulationsstromung,
24h) dann eingestellt dann eingestellt

Tabelle 5: Arabidopsis thaliana: Wirkung von Kupfersulfat auf Wurzelhaare




ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI ARABIDOPSIS THALIANA

Wurzelhaarwachstum

Das Wachstum der Wurzelhaare war in der Kontrolle 0,5-0,7 pm pro Minute. Bis zu einer
Konzentration von 10° M Kupfersulfat gab es in einem Zeitraum von 24 Stunden
wachsende Wurzelhaare. In 10 M reagierten die Wurzelhaare direkt nach der Zugabe
gestresst, wuchsen dann regelmidBig wéhrend der ersten 2 Stunden weiter, dann
verlangsamte sich das Wachstum und wurde schlieBlich eingestellt. Nach 24 Stunden gab
es weder neue noch alte wachsende lebende Wurzelhaare. In 10° M wurde das Wachstum

nach etwa 5 Minuten eingestellt.

In diesen Konzentrationen (10°® bis 10 M langfristig, 10° M wihrend der ersten Minuten)

wuchsen die Wurzelhaare gerade und regelméBig.

In stirkeren Konzentrationen stoppte das Wurzelhaarwachstum, sobald das Haar in

Kontakt mit der Losung kam.

Zellwand

In der Kontrolle und in den Kupferlésungen konnten in der Regel keine Verdickung der
Zellwand beobachtet werden (weder an der Spitze noch entlang des Wurzelhaar-

schlauches).

Plasma

In der Kontrolle sowie in Konzentrationen bis zu 10* M CuSOy4 (Abb. 15) stromte das
Plasma in groBen Plasmaklumpen entlang von Plasmastringen und erschien wellenartig zu
stromen. Diese Plasmastromung wird daher als ,,wellen“- oder ,,segelartig* bezeichnet. Bei
der Einstellung des Wurzelhaarwachstums stromten die Organellen mehr und mehr einzeln

und bewegten sich dann schlieBlich perlschnurartig entlang des Cytoskeletts.

Abbildung 14:Arabidopsis thaliana: Wurzelhaare in 10° M Kupfersulfat

A, B: nach 30 Minuten in Kupfersulfat: die Wurzelhaarspitze ist intakt, die Haare wachsen
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI ARABIDOPSIS THALIANA
In 10°M (Abb. 15) stellte das Wurzelhaar rasch das Wachstum ein. Die

Wachstumsbeendigung folgte aber demselben Muster wie in der Kontrolle.

Abbildung 15: Arabidopsis thaliana: Wurzelhaare in 10° M Kupfersulfat
A, B: nach 30 Minuten in Kupfersulfat: kein Wachstum mehr, die Wurzelhaare sind vakuolisiert, das Plasma

wird in den Wurzelhaarschlauch zuriickgezogen

In stirkeren Konzentrationen (Abb. 16 und Abb. 17) reichte die Zeit nicht fiir eine vollige
Entleerung des Wurzelhaares. Das Plasma koagulierte noch im Wurzelhaarschlauch,

einzelne Organellen gingen in Brown’sche Bewegung iiber, was auf einen Zusammen-

bruch des Cytoskeletts hinweist.

Abbildung 16: Arabidopsis thaliana: Wurzelhaare in 10> M Kupfersulfat
A, B,C: nach 30 Minuten in Kupfersulfat: die Wurzelhaare sind vollstdndig vakuolisiert, nur noch wenig

Plasma oder einzelne Organellen befinden sich im Wurzelhaarschlauch

Abbildung 17: Arabidopsis thaliana: Wurzelhaare in 10" M Kupfersulfat
A, B,C: nach 30 Minuten in Kupfersulfat: das Wurzelhaar ist tot und vakuolisiert, das Plasma ist rasch

gestockt und daher im Wurzelhaar
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI ARABIDOPSIS THALIANA
Zellkern

Der Zellkern saB3 in der Kontrolle 77 pm + 15 pm von der Wurzelhaarspitze entfernt.
Konzentrationen bis 10° M CuSOq hatten keinerlei Einfluss auf die Lage des Zellkernes.
10* M fiihrten aber dazu, dass sich der Zellkern wiederholt von der Wurzelhaarspitze
etwas zuriickzog und dann wieder anndherte. SchlieBlich zog er sich vollig in die
Waurzelhaarbasis zuriick. In 10° M wanderte er etwas in Richtung Wurzelhaarspitze. Ab
dieser Konzentration schrumpfte der Zellkern nach einigen Stunden und erhielt dabei eine

kornige Struktur.

Stromung

In der Kontrolle sowie in Konzentrationen bis 10 M blieb bis zur Einstellung des
Wurzelhaarwachstums die umgekehrte Springbrunnenstromung erhalten. In stirkeren
Kupfersulfatlosungen ging nach einigen Minuten (102 M) oder sofort (ab 102 M) die

Stromung in eine Zirkulationsstromung iiber und wurde dann eingestellt.

60



ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

6.2.2 Kupferversuche bei Triticum aestivum

Untersuchungen iiber die Kupfertoleranz von Triticum aestivum wurden von Balint et
al. (2002) durchgefiihrt. Es wurden Triticum aestivum ssp. spelta, T. monococcum, T.
dindkajae, T. timonovum, T. timopheevii, T. zhugovskyi und T. tricale cv. presto
analysiert. Es ergab sich, dass bei Triticum sp. zwar hdufig Toleranz, nicht aber
Resistenz gefunden wird. Die Auswirkung des Kupfers auf junge Keimlinge blieb dabei

aber ungeklart.

Wir untersuchten daher den Einfluss des Schwermetalls auf die Keimung, sowie auf das
Wachstum der Wurzel und Wurzelhaare mit gestuften Kupfersulfatlosungen zwischen

10" und 10”M CuSOs, geldst in Phosphatpuffer.

6.2.2.1 Wirkung von Kupfersulfat auf die Keimung von Triticum

aestivum

Um die Keimung in Schwermetalllosungen zu erfassen, wurden die Keimlinge nach der
Quellung in destilliertem Wasser auf mit Schwermetalllosung getridnktes Filterpapier
gesetzt. In jedem von vier Versuchsansdtzen wurden je etwa 15 Pflanzen 48 Stunden

lang gezogen. Die Keimung erfolgte wie in Wasser nach circa 24 Stunden.

Allgemein trifft man bei den Wurzeln von Triticum aestivum eine starke Variation der
Wachstumsgeschwindigkeit an, die 1.Keimwurzel wichst zumeist etwas langsamer als

die zweite und dritte, sowie die spéter erscheinenden Wurzeln.

6.2.2.1.1 Keimrate

Der Keimerfolg lag bei der Kontrolle zwischen 80 und 93 %. Die Wurzelldnge war (48
Stunden nach der Quellung der Samen) etwa 18 mm, Extreme zwischen 7 und 40 mm

waren allerdings moglich.

Bei Keimung in Kupfersulfat konnte man eine Anderung des Keimungserfolges und der

Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzel beobachten (siche Abb. 18 und Abb. 21).
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

War die Konzentration des Kupfersulfates 10* M oder geringer, konnten keine
signifikanten Unterschiede des Keimungserfolgs beobachtet werden. Bei 107 M erfolgt
bei zwei Versuchsansdtzen nur die Keimung einer von 15 Pflanzen, bei den zwei
anderen entsprach der Keimerfolg der Kontrolle. Bei Konzentrationen von 102 M

CuSOy oder mehr erfolgte keine Keimung.

Keimrate in Prozent

91%

100%
o o 77%
80% | P27 - il 0
60% - 35%
40% -
20% -
0% 0%
0% 4
K 9 8 7 -6 5 4 3 2 1

Konzentrationen in M CuSO,

Abbildung 18: Triticum aestivum: Wirkung von Kupfersulfat auf die Keimrate

6.2.2.1.2 Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzel

Bei Kupferkonzentrationen bis zu 10° M CuSOy gab es (48 Stunden nach der Quellung
der Samen) keinen erkennbaren Unterschied der Wachstumsgeschwindigkeit zur
Kontrolle. Eine gewisse, relativ deutliche Minderung des Wachstumserfolgs konnte bei
10°M CuSOy in den Mittelwerten beobachtet werden. Allerdings war sie auf Grund der
starken Variabilitit des Wachstumserfolgs nicht signifikant. Bei 10 M CuSO, war aber
(falls die Pflainzchen gekeimt waren) ein stark vermindertes Wachstum beobachtbar.

Die Abnahme des Wachstumserfolgs betrug im Mittel 68% der Kontrolle.

Das mittlere Wurzelwachstum sowie die Standardabweichung sind im nachstehenden

Diagramm (Abb. 19) zu sehen.
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

Wurzelwachstum-Keimversuch
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Abbildung 19: Triticum aestivum: Wirkung von Kupfersulfat auf das Wachstum der Keimwurzel

Wachstumserfolg 48 Stunden nach Quellung

6.2.2.1.3 Distanz der Wurzelhaare von der Wurzelspitze

In der Kontrolle und in Kupferkonzentrationen bis 10 M befanden sich die ersten
bulges durchschnittlich 1800 pm von der Wurzelspitze entfernt, die ersten Wurzelhaare

etwa 50 bis 100 pm dahinter.

In 10° M waren bulges und Wurzelhaare aber deutlich niher bei der Wurzelspitze
nidmlich in einer Distanz zwischen 400 und 1150 pm, durchschnittlich 800 pm von der

Wurzelspitze entfernt. Die Wurzelhaare begannen sehr abrupt maximal 50 um spéter.

6.2.2.1.4 Wurzelhaare

Wurzelhaare wurden bis zu einer Konzentration von 10> M CuSO4 gebildet und
unterschieden sich weder in der Maximallédnge noch in der Dichte der Wurzelhaare von

der Kontrolle.

Die einzige Ausnahme bildeten die Wurzelhaare in der spitzennahen Region der
Konzentration 10> M (Abb. 20). Diese Wurzelhaare waren dicht, fast biischelartig und
waren bis vor zu den ersten Wurzelhaaren gleich lang gewachsen, Die bulge-Region
entfiel also, die Rhizodermiszellen waren verkiirzt. Die Wurzelhaare erreichten aber
eine deutlich geringere Endldnge. Die Wurzelhaarregion war nur sehr kurz, was aber

auch auf den geringen Wachstumserfolg der Wurzel zuriickgefiihrt werden kann.
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

100 pm

Abbildung 20: Triticum aestivum: Wurzelspitze nach Keimung in Kupfersulfat

Waurzelspitze der Kontrolle und nach Keimung in 10~ M Kupfersulfat

Puffer

Abbildung 21: Triticum aestivum: Keimung in Kupfersulfat
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

6.2.2.2 Wirkung von Kupfersulfat auf die Wurzel von Triticum

aestivum

Keimlinge wurden vom Filterpapier in Kupfersulfatlosungen gesetzt. Nach 12-24

Stunden wurde der Effekt des Schwermetalls untersucht.

Abbildung 22: Triticum aestivum: REM-Aufnahme der Kontrollwurzel mit bulges und

Wurzelhaaren

In der nun folgenden Tabelle sind Ergebnisse der untersuchten Wurzelparameter

zusammengefasst.
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Kontrolle 10°-10° M CuSO, 10° M CuSO; 10 M CuSO; 10 M CuSO, 10 M CuSO,
Wachstum (nach | ja ja ja nein nein nein
24h)
Stopp nach konstantes Wachstum konstantes Wachstum konstantes Wachstum einigen Stunden (12h) sofort sofort
Absterben nach nie nie nie einigen Stunden <1 Stunde <1 Stunde
Zustand (24h) lebend lebend lebend tot tot tot
gelblich-weil, spitz gelblich-weil, spitz etwas braunlich, spitz gelb-orange, etwas braunlich, ocker, sehr intensiv gelb, sehr dicht,
Spitze (24h) verdichtet, teils Spitze dicht, teils Spitze etwas teils Spitze etwas
etwas abgeflacht abgeflacht abgeflacht
grof3e runde Organellen, grof3e runde Organellen, grof3e runde Organellen, brauner, kontrahierter brauner, kontrahierter brauner, kontrahierter
Spitzenzellen, Zellkern rund Zellkern rund Zellkern rund, selten Zellkern; braunes, Zellkern, braunes Zellkern, braunes
abgeschiilfert (24h) Zellkern etwas kontrahiert | koaguliertes Plasma koaguliertes Plasma, koaguliertes Plasma,
und braun Protoplast abgehoben Protoplast abgehoben Protoplast abgehoben
hell, schlieen dicht hell, schlieen dicht braun, stark abgerundet, braun, unregelmafig braunschwarz, geplatzt, braunschwarz, geplatzt,
Rhizodermiszellen | ancinander aneinander daher keine gerade angeordnet, Plasmaauflage Plasmaauflage
(im Gewebe, nach Wurzelspitzenoberflache, | herausgewdlbt, einzelne
24h) lange nur bulges, bulges
unregelméfig angeordnet
Schleimschicht wenig méchtig wenig méchtig weniger michtig fehlt bzw. diinn dick dick
(24h)
Bakterienbefall mittelmafBig mittelmafBig mittelmafBig stark mittelmafig gering

(24h)




Distanz der ersten | normal normal stark vergrofert stark vergrofert keine Neubildung von keine Neubildung von
Wurzelhaaren Wurzelhaaren Wurzelhaaren
(24h)
Distanz der ersten | normal normal normal vergroBert keine Neubildung von keine Neubildung von
bulges (24h) bulges bulges
Lingenwachstum normal, langliches normal, langliches etwas abgeschwécht, abgeschwécht, daher nein nein

der Zellen des
Grundmeristems

(24h)

Aussehen

Aussehen

daher quadratisches
Aussehen, teils sogar

abgerundet, polsterartig

quadratisches Aussehen

der Zellen,

Zellen des
Grundmeristems

(24h)

die neu gebildeten Zellen
des Grundmeristems
nehmen rasch an Volumen

zu und sind hell

die neu gebildeten Zellen

des Grundmeristems

nehmen rasch an Volumen

zu und sind hell

die neu gebildeten Zellen

des Grundmeristems
nehmen langsamer an
Volumen zu und sind

meist hell

in das Grundmeristem
sind regelmiBig klein
gebliebene, tote, braune
Zellen eingestreut, die

polsterformig sind

Tabelle 6: Triticum aestivum: Wirkung von Kupfersulfat auf Wurzeln




6.2.2.2.1 Wachstumsgeschwindigkeit

Zur Erfassung der Wachstumsgeschwindigkeit wurde das innerhalb 24 Stunden neu
gebildete Wurzelstiick abgemessen (Abb. 23). Weiters wurde die Wachstums-
geschwindigkeit in 2-Stunden-Intervallen miteinander verglichen um eine mogliche Ab-
oder Zunahme in der Wachstumsgeschwindigkeit wahrzunehmen. Die Versuche wurden

an je 20 - 40 Pflanzen in 6 Ansétzen untersucht.

Trotz der auch hier auftretenden starken Unterschiede der Wachstumsgeschwindigkeit
innerhalb der einzelnen Konzentrationen lief sich dennoch etwas aus den Ergebnissen

der Wurzelwachstumsversuche ablesen.

Kupfer wirkte stark toxisch auf das Wachstum der Wurzel.

Bis 10° M gab es keinen signifikanten Unterschied der Wachstumsgeschwindigkeit der
Wurzel gegeniiber der Kontrolle. Die Wachstumsgeschwindigkeit blieb wahrend der
Beobachtung ebenfalls konstant mit einem 2-stiindlichen Wachstum zwischen 0,6 und
1,8/2,0 mm und durchschnittlich mit 1,1 mm in 2 Stunden. In 10° M CuSO, wuchs die
Wurzel langsamer als in der Kontrolle, zwischen 0,6 und 1,2 mm in 2 Stunden,
durchschnittlich 0,8 mm. Die Wachstumsgeschwindigkeit blieb aber im Beobachtungs-
zeitraum von 24 Stunden konstant. Bei 10 M CuSO4 wuchs die Wurzel 4 bis 12
Stunden lang mit abgeschwichter Geschwindigkeit (0,2 bis 1,2 mm, durchschnittlich

0,4 mm in 2 Stunden) weiter und stellte dann ihr Wachstum ein.

Bei Konzentrationen ab 10'3MCuSO4 horte die Wurzel beim Einsetzen in die

Kupferlosung sofort zu wachsen auf.
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Wurzelwachstum in 24h
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Abbildung 23: Triticum aestivum: Wachstum der Wurzel in Kupfersulfat
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6.2.2.3 Morphologie der Wurzelspitze

Die Verdnderung der Morphologie wurde im Lichtmikroskop und im Stereomikroskop
bewertet. Dabei wurde die Wurzeloberfliache, die Farbe der Wurzel, insbesondere der
Rhizodermis- und der Wurzelspitzenzellen, die Form der Spitze und die Schleimschicht

an jeweils 10 Pflanzen in einem Zeitraum von 24 Stunden beobachtet.

100 pm

Abbildung 24: Triticum aestivum: Wurzelspitzen in Kupfersulfat

nach 24 Stunden in: A: Puffer; B: 10 M CuSO,, C: 10° M CuSO,; D: 10> M CuSO,

In geringen Kupferkonzentrationen bis 10 M (Abb. 24A) blieb die Wurzel innerhalb
des Beobachtungszeitraums von 24 Stunden lebend. Daher erhielt die Wurzelspitze ihre

spitze Form und helle, gut durchleuchtbare Farbung.

Waurzeln in Kupferkonzentrationen von 10* M oder mehr (Abb. 24B-D) starben aber
nach wenigen Stunden in der Losung ab. In Folge dessen verdnderte die Wurzel ihr

Aussehen stark.

Die Wurzelspitze verfarbte sich zuerst gelb, dann braun. Die Verfarbung der
Wurzelspitze begann an der duBersten Spitze mit den abgeschiilferten Spitzenzellen und
erfasste innerhalb weniger Stunden die ersten Millimeter der Wurzel. Die Braunfarbung

war auf die Koagulation des Plasmas und den Abbau des Zellkernes in den
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abgeschiilferten Zellen, den Rhizodermiszellen, aber auch im Meristem und der
umgebenden Parenchymzellen zuriickzufiihren. Die Wurzelspitze wirkte abgerundet-
stumpf, da die abgeschiilferten Zellen an der Spitze verloren gingen und keine neuen

nachgebildet wurden.

Weiters wurde die abgestorbene Wurzel zunehmend durch Bakterien befallen, die

Schleimschicht wurde nicht ausgebildet oder stark abgebaut.

Diese Prozesse liefen in den Konzentrationen 107 und 10 M nach 1 bis 3 Stunden ab,
in 10* M starb die Wurzel erst nach bis 12 Stunden ab, der Abbau erfolgte

anschliefend.

6.2.2.3.1 Rhizodermis

In Rhizodermiszellen und in den abgestorbenen Spitzenzellen der Wurzel wurden die

Zellkerne, der Protoplast, die Organellen und die Zellwand beobachtet.

Die Rhizodermiszellen der Kontrolle und von Konzentrationen bis 10 M CuSOq hatten
eine gerade AuBlenkante, lagen dicht an dicht und bildeten daher eine glatte gemeinsame

Oberflache. Nach 24 Stunden waren sie lebend und intakt.

In 10°M CuSO4 waren die Rhizodermiszellen, welche vor dem Kontakt mit
Kupfersulfat gebildet worden waren, ebenso ausgebildet wie in der Kontrolle (nicht

dargestellt).

Abbildung 25: Triticum aestivum: Rhizodermiszellen in Kupfersulfat

A, B: nach 24 Stunden in 10° M CuSO, (Dunkelfeld)

Bei den Zellen des neu gewachsenen Rhizodermisabschnittes war dieses Bild jedoch

anders (Abb. 25). Die Zellen wolbten sich auf, hatten teils Ausstlilpungen, die Ecken
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der Zellen waren abgerundet, einige Rhizodermiszellen nahmen auch eine blasige,
unregelméfige Form an. Diese Ausstiilpungen lieBen sich nicht immer von bulges
unterscheiden, denn einige von ihnen waren sicher unregelméfige bulges an einer
beliebigen Position der Rhizodermiszelle. Daher gab es im neu gebildeten Wurzel-

bereich keine glatte Oberfliche mehr.

100pum B 100pm

Abbildung 26: Triticum aestivum: Rhizodermiszellen in Kupfersulfat

A-B: nach 24 Stunden in 10° M CuSO, (Hellfeld): die Rhizodermiszellen sind geplatzt oder wdlben sich
vor, Wurzelhaare setzten an einer beliebigen Position an

In 10* M (Abb. 26) starben die neu gebildeten Rhizodermiszellen nach maximal 16
Stunden ab. Sie verfarbten sich dabei braun, einige Zellen platzten. Bakterien wurden

wahrscheinlich durch dass, die Wurzel umgebende Plasma angelockt.

Die Braunfarbung der Rhizodermiszellen war vermutlich auf koaguliertes Plasma und
Ausfillungen von Proteinen mit Kupfer zuriickzufiihren. Falls im &ltesten Bereich der
Waurzel neue bulges oder Wurzelhaare entstanden, safien diese (wie bei 10 M) an einer
beliebigen Position der Rhizodermiszelle und die AuBBenwénde der Rhizodermiszellen

waren dann ebenfalls etwas nach aulen gewolbt.

Aus all diesen Vorgingen ergab sich ein ,,unordentliches* Erscheinungsbild des neuen

Wurzelabschnittes.

Interessanterweise waren vor der Kupferzugabe gebildete Rhizodermiszellen zwar

ebenfalls abgestorben, platzten aber nicht.

In stirkeren Konzentrationen erfolgte kein Wurzelwachstum, daher wurden nur alte
Wurzelabschnitte beobachtet. Hier starben die Rhizodermiszellen rasch ab, sie wurden
nach maximal einer Stunde braun. Dabei koagulierte das Plasma, die Zellkerne verloren
an Volumen, einige Zellen platzten auch. Daher waren auch die Wurzeln mit

koaguliertem Plasma umgeben, was viele Bakterien anzog. Allerdings waren die
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Waurzeln weniger mit Bakterien umgeben als bei 10 M, was moglicherweise mit einem

auf die Bakterien toxisch wirkenden Effekt des Kupfers zusammen hing.

6.2.2.3.2 Grundmeristem

In der Kontrolle wuchsen die vom Apikalmeristem neu gebildeten Zellen des
Grundmeristems rasch und gewannen an Volumen (Abb. 27A). Dabei war die

Volumszunahme in alle Zellen gleichmiBig.

Abbildung 27: Triticum aestivum: frisch geteilte Rhizodermiszellen in Kupfersulfat

nach 24 Stunden in: A: Puffer, B: 10 M CuSQ,, ,,polsterformige” Zellen

In 10* M CuSO, (Abb. 27B) erfolgte aber im spitzennichsten Abschnitt eine
Verdnderung der Zellen des Grundmeristems. Einige regelméBig verteilte Zellen starben
nach wenigen Stunden in Kupfersulfat ab und blieben daher kleiner als die anderen.
Dabei verloren sie den Turgor und wurden von den Nachbarzellen eingedriickt.
Dadurch erhielten sie ein ,,polsterformiges* Aussehen. Haufig war dabei der Protoplast

abgehoben.
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6.2.2.3.3 Spitzenzellen

Abbildung 28: Triticum aestivum: REM- und LM-Aufnahmen der Wurzelspitze mit Spitzenzellen:
Kontrolle: abgeschiilferte Spitzenzellen: A: im REM; B: im LM

Nach 24 Stunden wurde auch der Zustand der abgeschiilferten Zellen an der

Wurzelspitze untersucht.

Die abgeschiilferten Zellen der Wurzelspitze waren in der Kontrolle (Abb. 28 und Abb.
29A) sowie in den Konzentrationen bis 10® M CuSOy lebend, der Protoplast fiillt die
Zelle vollig aus, grofle Organellen waren iiber die Zelle verstreut. Kleinere Organellen

bewegten sich in Brown’scher Bewegung.

Abbildung 29: Triticum aestivum: Wurzelspitze mit Wurzelspitzenzellen
A: Kontrolle; B: nach 24 Stunden in 10* M CuSO,

In stiirkeren Konzentrationen (Abb. 29B und Abb. 30) hob sich der Protoplast von der
Zellwand ab. Die grofleren und kleineren Organellen, sowie das Plasma bildeten

Klumpen und waren braun verfarbt. Die kleinen Organellen hatten die Brown’sche
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Bewegung eingestellt, der Zellkern war geschrumpft, braun und erschien kornig. Der
Zeitpunkt dieser Abldufe war abhingig von der Kupferkonzentration; in 10* M CuSO4
erfolgten sie nach 10 bis 15 Stunden, in 10° M nach 3 bis 4 Stunden und in 102 M
schon nach weniger als einer Stunde. Nach 24 Stunden hatten allerdings die

Spitzenzellen aller Konzentrationen iiber 10° M denselben Zustand.

Abbildung 30: Triticum aestivum: abgeschiilferte Wurzelspitzenzellen in Kupfersulfat

A-D: Spitzenzellen nach 24 Stunden in 10> M CuSO,

6.2.2.3.4 Ansatz der ersten bulges und der ersten Wurzelhaare

Die Distanz der ersten Wurzelhaare beziehungsweise der Wurzelhaarknospen zur
Wurzelspitze wurde herangezogen, um bewerten zu konnen, ob der Schwermetallstress
auf das ,,bulging* oder auf die Initiierung des Spitzenwachstums inhibierend wirkt. Die
Distanz wurde nach 24 Stunden in den jeweiligen Losungen erfasst. Weitere Schliisse
konnten {iber die Auswirkungen auf die Zellteilung oder auf das Zellwachstum gezogen

werden.
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Ansatz der ersten bulges

Das Auftreten der ersten bulges (Abb. 31, 32 und 34) variierte stark innerhalb jeder

Konzentration und innerhalb jedes Versuchsansatzes.

In der Kontrolle lagen die Werte der Distanz der Wurzelspitze zu den ersten bulges

zwischen 1350 und 2750 um. Die durchschnittliche Distanz betrug 1960 pm.

Bei 10° M CuSO, zeigte sich eine geringere Distanz als in der Kontrolle, mit

durchschnittlichen 1780 pm, maximal 2150 pm Distanz wurden beobachtet.

Die Konzentrationen von 10 bis 10° M CuSOy4 unterschieden sich nicht signifikant
von der Kontrolle. Allerdings wies 10° M in den Spitzenwerten eine (nicht signifikant)
erhohte Distanz der bulges zur Wurzelspitze auf (durchschnittliche Distanz von
2350 um, maximal 3650 um). 10° M hatte einen etwas niedrigeren Mittelwert

(2080 pum), die Senkung war aber wiederum nicht signifikant.

Bei 10* M CuSOy traten die bulges durchschnittlich nach 2500 uym und maximal nach

2700 pm auf), das war signifikant spéter als in schwicheren Konzentrationen.

In stirkeren Konzentrationen zeigten sich ebenfalls dieselben Distanzen wie in der
Kontrolle, allerdings war dies durch den sofortigen Wachstumsstopp der Wurzel

bedingt.
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Abbildung 31: Triticum aestivum: Distanz der bulges zur Wurzelspitze in Kupfersulfat
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Ansatz der ersten Wurzelhaare

Anders als beim Ansatz der bulges wurden stark differenzierende Werte beim Auftreten

der ersten Wurzelhaare beobachtet (Abb. 32, 33 und 34).

In der Kontrolle trafen wir Distanzen zwischen 1400 und 2850 um und eine
durchschnittliche Distanz von 2000 pm. Dies entsprach, leicht versetzt, den bei den
bulges gemessenen Distanzen, denn in der Kontrolle war die bulge-Region nur 50 -

100 um lang.

Es konnte auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und den

Konzentrationen von 10”° bis 10 M CuSOy festgestellt werden.

Bei 10°M traten die ersten Wurzelhaare allerdings deutlich weiter hinter der
Wurzelspitze auf, was bedeutet, dass die bulge-Region wesentlich ldnger als in
schwicheren Konzentrationen war. Die ersten Wurzelhaare lagen zwischen 2000 und
7400 um von der Wurzelspitze entfernt. Die bulge-Region machte daher
durchschnittlich 3280 um aus (Spitzenwerte bis zu 7000 um).

Bei 104 M CuSO4 wurde nur in sehr seltenen Fillen, und ausschlieSlich bei neu
gebildeten bulges, Spitzenwachstum eingeleitet. Diese befinden sich vereinzelt in sehr
groBer Distanz von der Spitze, im éltesten in der Kupferlosung gewachsenen

Millimeter. Ein regelméBiges Auftreten entlang der Wurzel war jedoch nicht gegeben.

Bei Konzentrationen von 10° M oder mehr wurden niemals neue Wurzelhaare

ausgebildet.

A0 e ——

200 pm

Abbildung 32: Triticum aestivum: Wurzelspitze mit bulge- und Wurzelhaaransatz in Kupfersulfat

nach 24 Stunden in: A: Wachstumsmedium; B: 10° M CuSO,
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Position der Wurzelhaare
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Abbildung 33: Triticum aestivum: Distanz der Wurzelhaare zur Wurzelspitze in Kupfersulfat
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Abbildung 34: Triticum aestivum: Distanz von bulges in Relation zu den ersten Wurzelhaaren in

Kupfersulfat
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6.2.2.4 Wirkung von Kupfersulfat auf Wurzelhaare von Triticum

aestivum

Zur Bewertung der Wirkung des Kupfers auf die Wurzelhaare wurden zwei

verschiedene Methoden angewandt.

Bei der ersten wurden je 5-10 Pflinzchen pro CuSO4-Konzentration, welche 12-24
Stunden in Puffer gewachsen waren, eine Stunde lang in frischen Puffer gesetzt. Dann
wurde der Puffer durch die jeweilige Schwermetalllosungen ersetzt. Hier wurde der
sofortige Effekt des Kupfers auf die Wurzelhaare beobachtet. Die Beobachtung dauerte
1 bis 3 Stunden.

Im zweiten Versuchsansatz wurden 20 Keimlinge pro Konzentration vom Filterpapier
direkt in die Kupfersulfatlosungen iibertragen und dann die durch das Schwermetall
hervorgerufenen Verdanderungen analysiert. Die Beobachtung dauerte oder erfolgte nach

24 Stunden.

In der nun folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der an den Wurzelhaaren untersuchten

Parameter zusammengefasst.
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Kontrolle 10°M CuSO, 10° M CuSO, 10* M CuSO, 10 M CuSO, 102 M CuSO,
16 Stunden 16 Stunden stoppt mehrfach, wichst wichst sofort langsamer, sofort sofort
Wachstums- dann aber weiter, stoppt nach maximal 1
stopp nach endgiiltiger Stopp nach Stunden
circa 3 Stunden
tot h nach 24 Stunden sind viele | nach 24 Stunden sind viele | nach 24 Stunden sind viele | sofort bis meist maximal sofort bis meist nach sofort bis 20 Minuten
ot nac

noch lebend

noch lebend

noch lebend

nach 8 Stunden

maximal 1 Stunde

Bildung neuer ja ja ja nein nein nein
Wurzelhaare
(24h)
wachsende ja ja selten nein nein nein
Wurzelhaare
nach 24h
Aussehen intakt, gerade wachsend intakt, gerade wachsend intakt, stufig gewachsen, tot; geplatzt oder vollig tot; geplatzt oder vollig tot; geplatzt, gerade
9
komplizierte Formen, vakuolisiert, teils meist 1- | vakuolisiert, gerade gewachsen
Zustand (24h) vakuolisiert 2 Stufen, einzelne geplatzt | gewachsen
normal, unverdickt normal, unverdickt stark verdickt entlang des an der Spitze teils stark an der Spitze teils leicht normal, unverdickt
Zellwand (24h) Schlauches, an der Spitze | verdickt verdickt
und an Stufen
in der Spitze dicht und wie Kontrolle: als Randbelag oder in als Randbelag als Randbelag, selten koaguliert, auBerhalb des
fein, Vesikel; in der in der Spitze dicht und diinnen Plasmastringen koaguliert Waurzelhaars
Plasma (24h) subapikalen Region sind fein, Vesikel; in der

grofere Organellen

subapikalen Region sind

grofere Organellen




Vakuole (24h)

Zentralvakuole im

hinteren Drittel

Zentralvakuole im

hinteren Drittel

Zentralvakuole in der

Spitze/ etwas weiter vorne

Zentralvakuole in der

Spitze

Zentralvakuole in der

Spitze

Zentralvakuole in der

Spitze

Zellkern (1-3h,

wie Kontrolle:
Zellkern sitzt 50 bis
250 pm von der Spitze

wie Kontrolle:
Zellkern sitzt 50 bis
250 pm von der Spitze

néhert sich Spitze an,

etwas verformt

wandert niher zur Spitze,

dann zusammengezogen

aulBlerhalb oder nahe der
Spitze, Zellkern wandert

nicht, stark zusammen-

meist aulerhalb der Zelle
oder in der Entfernung

von der Spitze wie vor der

24h) entfernt; elliptisch entfernt; elliptisch gezogen Zugabe, stark
zusammengezogen
Wachstum wird wie Kontrolle: Waurzelhaar wichst mehrere kleinere Vakuole | Wurzelhaar zieht sich platzt, Vakuole driickt sich
gleichméBig und Wachstum wird ungestort weiter, stoppt, erscheinen, verschwinden | zusammen, dann driickt vor und schiefit Plasma
unverdndert fortgesetzt gleichméfig und bildet Zellwand- wieder, Plasmasegel, Vakuole stoBartig Plasma | aus der Wurzelhaarspitze;
Verhalten unveréndert fortgesetzt verdickung aus, grof3e Organellen stromen | aus Wurzelhaarspitze bis in nicht zerplatzten: grofie
nach Plasmaspitze bleibt vor und zuriick, Plasma Vakuole vorne ist; Organellen in der Spitze,
erhalten, wichst als Nase beginnt vorne zu stocken, oder: Vakuole schiebt sich | Plasmastau, Vakuole
Kupferzugabe wieder weiter wihrend es hinten noch vor, Plasma aus der Spitze | schiebt sich vor, Spitze
(1-3h) weiterstromt, Plasma in wird abgezogen, Plasma leert sich
dicken Stromen wird in den Randbereich
gedriickt, ist fein
strukturiert
umgekehrter umgekehrter umgekehrter umgekehrter sofort sofort
Stromungstyp | Springbrunnen, bei Springbrunnen, bei Springbrunnen, bei Springbrunnen, dann Zirkulationsstromung, Zirkulationsstromung,
(1-3h, 24h) Wachstumsbeendigung Wachstumsbeendigung Wachstumsbeendigung Zirkulationsstromung dann Stopp dann Stopp

mit Zirkulationsstromung

mit Zirkulationsstromung

mit Zirkulationsstromung

Tabelle 7: Triticum aestivum: Wirkung von Kupfersulfat auf Wurzelhaare

(1-3 Stunden/ 24 Stunden)




ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

6.2.2.4.1 Wachstumsgeschwindigkeit

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzelhaare wurde ab der Zugabe der CuSO;4
Losung in einem Zeitraum von 3 Stunden ermittelt. Dafiir wurde in 5 Minuten
Abstinden die neu gewachsene Strecke der Wurzelhaare an je 10-30 Wurzelhaare

erfasst. Die Angaben pro Minute wurden rechnerisch ermittelt.

Die Wachstumsgeschwindigkeit lag bei der Kontrolle zwischen 0,6 und 1,8 um pro
Minute. Durchschnittlich wuchsen die Wurzelhaare 1,2 pm pro Minute. Bereits hier war
eine gewisse Oszillation der Wachstumskurve, also ein pulshaftes Ansteigen und
Abfallen der Wachstumsgeschwindigkeit bemerkbar. Meist schwankte sie um circa
0,1 um pro Minute, es kamen aber einzelne Schwankungen bis zu 0,4 um pro Minute

vor, was eine Steigerung von bis zu 66 % bedeutet.

In den ersten drei Stunden nach Zugabe der Kupferlosung

Bei 10 bis 10° M CuSO4 wurde eine Wachstumsgeschwindigkeit von 0,8 bis 2 pm
pro Minuten beobachtet, das Wachstum blieb liber den Beobachtungszeitraum von 3

Stunden hin konstant.

Die mittlere Wachstumsgeschwindigkeit bei 10® und 10® M CuSO, entsprach der
Kontrolle. In 10 M waren aber extreme Spitzenwerte (2,2 pm pro Minute) und hohe
Schwankungen bis zu 1 um pro Minute zu beobachten, sprunghafte Anstiege und
Abfille wechselten sich mit sehr konstanten Phasen (keine bis 0,1pm Schwankungen)

ab. Die meisten Wurzelhaare stellten das Wachstum nach etwa 3 Stunden ein.

In 107 M war die Wachstumsgeschwindigkeit etwas niedriger als in der Kontrolle. Der
Maximalwert lag bei 1,6 um pro Minute, der Durchschnitt etwa bei 0,8 um pro Minute.
Auffillig waren die starken Schwankungen der Wachstumsgeschwindigkeit, es
erfolgten abrupte Abfdlle und anschlieBende Wachstumsbeschleunigung. Zwischen

diesen Spriingen schien die Wachstumsgeschwindigkeit konstant.

Auch in 10°M lag eine Oszillation, also eine Schwankung der Wachstums-
geschwindigkeit, von durchschnittlich 0,1 pm und bis 0,3 um vor (&hnlich der

Kontrolle). Die maximale Wachstumsgeschwindigkeit lag bei 1,9 um pro Minute und
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

wurde etwa 30 Minuten nach Zugabe erreicht. Uber den Beobachtungszeitraum war das

Wachstum sehr regelméBig.

Bei 10° M CuSO, lag die Wachstumsgeschwindigkeit zwischen 0 und 1,0 pm pro

Minute, durchschnittlich aber wie in der Kontrolle etwa bei 0,6 um pro Minute.

Bei dieser Konzentration zeigte sich ein schubartiges Wachstum, welches aber eine
wesentlich stirkere Oszillation des Wachstums als die Kontrolle zeigte. Es gab

Schwankungen bis zu 0,8 pm pro Minute:

Es kam hiufig zum vollstindigen Wachstumsstillstand; nach circa 10 Minuten nahm
das Wurzelhaar das Wachstum wieder auf, allerdings nicht an der urspriinglichen Spitze
des Wurzelhaares. Die Spitze verformte sich neben der alten Spitze blasig (bulge) und
eine neue Spitze entstand im noch diinnwandigen Bereich links oder rechts neben der
eigentlichen Spitze (Nase). Wihrend der Verformung und Neuausbildung der Spitze
war das polare Wachstum verringert, dann aber wuchs das Haar wieder mit seiner
urspriinglichen Wachstumsgeschwindigkeit, also circa 0,6 um pro Minute, weiter.
Dieser Vorgang wurde mehrfach wiederholt. Meist stellten die Wurzelhaare aber das
Wachstum deutlich frither ein als in weniger konzentrierten Kupferlosungen oder im

Kontrollmedium (nach 1-3 Stunden).

— 50 um ——]

Abbildung 35: Triticum aestivum: REM-Aufnahme von Wurzelhaaren in Kupfersulfat
A,B: Wurzelhaare nach 24 Stunden in 10° M Kupfersulfat

Bei 104 M CuSO;y stellten 50 % der Wurzelhaare ihr Wachstum innerhalb der ersten 20
Minuten ein, die anderen wuchsen verlangsamt (circa 1,1 bis 0,1 um pro Minute)

weiter. Nach einer Stunde hatten circa 2/3 das Wachstum eingestellt, die
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeit lag bei 0,5 um pro Minute. Ein

allgemeiner Wachstumsstillstand erfolgte nach circa 2,5 Stunden.

In Konzentrationen von 10° M oder héher zerplatzten die Wurzelhaare innerhalb der

ersten zwei Minuten oder stellten das Wachstum abrupt ein (Abb. 36).

Abbildung 36: Triticum aestivum: geplatzte Wurzelhaare in Kupfersulfat
A, B: Wurzelhaare nach 24 Stunden in 10° M CuSO,

Die nachfolgende Tabelle (Tab. 8) fasst die Werte der Wachstumsgeschwindigkeit
zusammen. Abbildung (Abb. 37) zeigt die Schwankungen der Wachstums-

geschwindigkeit in den verschiedenen Kupferkonzentrationen.

Maximal- Minimal- Durchschnitts- maximale durchschnittliche
geschwindigkeit | geschwindigkeit | geschwindigkeit Schwankung | Schwankung pro
pro Minute pro Minute pro Minute pro Minute Minute
Kontrolle 1,8 um 0,6 pm 1,2 pm 0,4 pm 0,1 pm
10° M 1,8 um 0,8 um 1,2 um 0,4 um 0,1-0,2 um
10° M 2,2 um 0,6 pm 1,2 um 1,0 pm 0,0-0,1 pm
107 M 1,6 pm 0,2 um 0,8 um 1,6 pm 0,2 um
10°M 2,0 pm 0,6 um 1,4 pm 0,3 um 0,1 um
10°M 1,0 pm 0,0 um 0,6 pm 0,8 um 0,2-0,3 um
10*M@ach | 1,1 pm 0,0 um 0,5 um
20 Minuten)
10° M 0,0 pm 0,0 pm 0,0 pm

Tabelle 8: Triticum aestivum: Wurzelhaarwachstumsgeschwindigkeiten in Kupfersulfat
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ERGEBNISSE: KUPFERVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

Wurzelhaarwachstum Kontrolle
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Abbildung 37: Triticum aestivum: Wurzelhaarwachstumsgeschwindigkeit in Kupfersulfat
Wachstum in: A: Puffer, B: 10° M; C: 10° M; D: 107 M; E: 10° M; F: 10° M; G: 10 M; H: 10° M
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Nach 24 Stunden in Kupferlgsung

Die Wurzelhaare wuchsen in Kupferkonzentrationen zwischen 10° und 10° M
zwischen 0,8 und 2,2 um pro Minute. Die Wachstumsgeschwindigkeit wich zwischen
den Konzentrationen nicht signifikant ab. Die Werte der Kontrolle lagen leicht darunter

(0,6-2,0 pwm).

In 10° M CuSOy gab es nur noch wenige wachsende Wurzelhaare. Diese zeigten eine

deutlich herabgesetzt Wachstumsgeschwindigkeit von 0,2 bis 1,3 um pro Minute.

In 10°*M CuSO4 oder hoheren Konzentrationen gab es nach 24 Stunden keine

wachsenden Wurzelhaare mehr.

6.2.2.4.2 Maximallinge neu gebildeter Wurzelhaare

Die Wurzelhaare von Triticum sp. erreichen nach Ekdahl (1953) unter optimalen
Bedingungen eine Maximalldnge von 2 mm, nach circa 24 Stunden wird das Wachstum

des einzelnen Wurzelhaars eingestellt.

Wir wollten nun bei unseren Versuchsbedingungen die maximale Lénge der
Wurzelhaare erfassen. In unseren Versuchen horten die Wurzelhaare nach etwas 16
Stunden zu wachsen auf. Um nun sicher zu gehen, dass die Haare ihre endgiiltige Lénge
erreicht hatten warteten wir noch einige weitere Stunden und erfassten die Linge der
jeweils ldngsten Wurzelhaare pro Wurzel nach 24 Stunden. Hierbei haben wir sehr

starke Variation festgestellt (Abb. 38).
Die in unseren Versuchen erfasste Maximalldnge der Kontrolle betrug 1300 pum.

Die Konzentrationen 10”°, 107 und 10 M CuSO, zeigten eine maximale Linge von
1500 pm, also um etwa 15% erhohte Werte. Die ldngsten Wurzelhaare mit 1700 um

konnten bei 10® M gemessen werden. Sie waren um 30% langer als die Kontrolle.

Bei 10° M CuSOj erreichten die Wurzelhaare eine deutlich geringere Maximallinge als
in der Kontrolle oder den niedrigeren Kupfersulfatkonzentrationen. Die langsten

Wurzelhaare waren etwa 660 um lang, was eine Minderung um etwa 50% bedeutet.

Bei 104 M CuSO4 wurden keine, bzw. in sehr seltenen Féillen extrem kurze neuen

Wurzelhaar ausgebildet, deren Lange 150 pm nicht tiberschritt.

In hoheren Konzentrationen wurden niemals neue Wurzelhaare ausgebildet.
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Maximallange der neuen Wurzelhaare
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Abbildung 38: Triticum aestivum: Maximalliinge neu gebildeter Wurzelhaare in Kupfersulfat

6.2.2.4.3 Wurzelhaarmorphologie
Die Morphologie des Wurzelhaares wurde nach 24 Stunden bewertet.

In den Konzentrationen 10" bis 10° M CuSO, sowie in der Kontrolle (Abb. 39)
wuchsen die meisten Wurzelhaare vollig gerade. Einzelne aber bildeten Verzweigungen
oder Stufen aus (<2%). Alte Wurzelhaare hatten nur selten leicht verdickte

Zellwandspitzen.

Abbildung 39: Triticum aestivum: Morphologie eines Kontrollwurzelhaares

In 10" M CuSOj hatten die meisten Wurzelhaare Verzweigungen (~75%), ,,Nasen* und
Stufen (Abb. 35 und Abb. 40). Dabei entstanden komplexe Wuchsformen mit
baumchenartigem, knorpeligem Aussehen. Die Spitzen nicht mehr wachsender

Wurzelhaare hatten ausgeprégte Zellwandverdickungen.
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Abbildung 40: Triticum aestivum: Morphologie von Wurzelhaaren in 10° M Kupfersulfat

A-C: Wurzelhaare nach 24 Stunden Wachstum in 10~ M Kupfersulfat machen Verzweigungen und haben
eine ,.knorpelige* Form

In 10* M CuSO,4 waren die meisten Wurzelhaare geplatzt. Andere, welche noch eine

Zeitlang gewachsen waren, hatten aber 1 bis 2 Stufen ausgebildet (Abb. 41).

Abbildung 41: Triticum aestivum: Morphologie von Wurzelhaaren in 10 M Kupfersulfat
A-F: Wurzelhaare nach 24 Stunden Wachstum in 10™* M Kupfersulfat wachsen stufig oder bilden dicke

Wourzelhaarspitzen

In hoheren Konzentrationen gab es nur noch geplatzte oder aber vollig vakuolisierte

Wurzelhaare (Abb. 42).

Abbildung 42: Triticum aestivum: Morphologie von Wurzelhaaren in 10~ und 102 M Kupfersulfat
Waurzelhaare nach 24 Stunden Wachstum in A:107; B:10> M Kupfersulfat stoppen das Wachstum sofort

und sind gerade, meist platzen sie nach wenigen Minuten
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6.2.2.4.4 Zellwand

Nach 24 Stunden wurde auch der Effekt von Kupfer auf die Maichtigkeit und die

Zusammensetzung der Zellwand von Wurzelhaaren untersucht.

Zellwanddicke

In der Kontrolle bildeten Wurzelhaare von Triticum aestivum eine circa 0,4 pm dicke
Zellwand aus. An der Spitze ist die Zellwand diinner, da es sich nur um primére
Zellwand handelt (Abb. 39). Bereits in der Kontrolle bildeten sich bei mechanischem
oder thermischem Stress Zellwandverdickungen an der Wurzelhaarspitze. Diese konnen
in Folge des Wachstumsstopps des Haares auftreten, aber auch die Folge eines
zwischenzeitlichen Stopps mit anschlieBender Ausbildung einer neuen Spitze sein. Bei
guten Wachstumsbedingungen ist der Anteil von Wurzelhaaren mit verdickter Zellwand

gering (<2%).

Die Zellwanddicke der Wurzelhaare wurde an Wurzeln, welche 24 Stunden in

Kupferlosung gewachsen waren, untersucht.

In schwachen Kupferkonzentrationen bis 10°® M war die Zellwand wie in der Kontrolle

diinnwandig ausgebildet.

Bei 10°M CuSO,; war eine Verdickung der Zellwand entlang des gesamten
Wurzelhaarschlauches erkennbar (Abb. 40). Die Zellwanddicke machte dann etwa
I um aus, war also circa 2,5mal dicker als in der Kontrolle (Die Kontrolle bildete

niemals Verdickungen entlang des Schlauches aus).

Weiters war die Zellwand an der Wurzelhaarspitze sehr verstiarkt. Meist waren diese
Verdickungen Zellwandkappen, die bis zu 12 um michtig sein konnten. Héaufig
bestanden sie aus 2 Schichten: an der dueren Spitze aus einer groflen gleichméBigen
Kappe, daran angeschlossen eine diinnere (1-2 pm dicke), manchmal knopfartige
Schicht. Von dieser Schicht reichte auch manchmal ein Auswuchs weiter in den

Waurzelhaarschlauch hinein.

Weitere Zellwandverstirkungen kamen an durch die Kupfereinwirkung gebildeten
Verzweigungspunkten und Knicken im Wurzelhaar, also an friiheren Wurzelhaar-
spitzen, vor. Diese Verdickungen waren teils flachig, teils knopfartig ausgebildet. Thre

Maichtigkeit fiel mit 2-6 um deutlich geringer als bei den Wurzelhaarspitzen aus.
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SchlieBlich gab es auch noch, iiber die Zellwand verteilt, einzelne punktformige (1-

2 pm Durchmesser) oder ldnglich-inselartige (4-6 um Durchmesser) Verdickungen.

Bei 10* M CuSOy hatten die meisten Wurzelhaare keine Zellwandverdickungen, da
viele kurz nach der Zugabe des Kupfersulfats geplatzt oder sofort koaguliert waren. Bei
einigen jedoch war wie bei 10° M die Zellwand entlang des Wurzelhaarschlauches und
an der Wurzelhaarspitze verdickt. Die Kappen konnten teils Ausmafe von bis zu 16 um

zeigen (Abb. 41).

Im Falle von Stufenbildung gab es auch Verdickungen an den ehemaligen Spitzen.
Allerdings war Stufenbildung wesentlich seltener und in weniger komplexer Form als in

10”° M zu beobachten und auch die Verdickungen waren weniger stark (maximal 3 pm).

Bei 10°M kam es in seltenen Fillen zu geringen Verdickungen an der
Wurzelhaarspitze. Diese machte aber stets weniger als 2 um aus. Der Wurzelhaar-

schlauch blieb diinnwandig (Abb. 42).

Bei stirkeren Konzentrationen starb das Wurzelhaar so rasch ab, dass keine Zeit zur

Bildung von Zellwandverdickungen war.

Zellwandbestandteile

AnschlieBend an diese Untersuchung wurden nun die Verdickungen mit spezifischen
Hellfeld- auf Fluoreszenzfarbstoffen auf ihre Zusammensetzung untersucht. Callose
wurde mit Anilinblau, Rhamnogalacturonsidure II Pektin mit fluoreszenzmarkiertem
RGII Antikorper und Cellulose mit Calcofluor White geférbt. Ein zu erwartender Anteil
an Hemicellulosen wurde nicht niher untersucht, da diese nur mit komplexen Methoden

erfassbar gewesen wiren.

Fiir jeden Ansatz wurden die Wurzelhaare von je 5 Pflanzen in den Konzentrationen

10*und 10° M CuS0O,, sowie der Kontrolle untersucht.

Wurzelhaare der Kontrolle ohne Verdickungen farbten sich vor allem mit Calcofluor
White (Abb. 43D-F) und nur wenig mit RGII an (nicht fargestellt), bestanden also
hauptsidchlich aus Cellulose. Verdickungen farbten wie in Kupfersulfatlosungen

entstanden Zellwandverstarkungen.

Die Verdickungen waren aus allen 3 untersuchten Substanzen (Cellulose, Callose und

Pektin) aufgebaut.
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Der verdickte Wurzelhaarschlauch féarbte stark mit CFW (Abb. 43G-L) und mit RGII
(Abb. 45), nicht aber mit Anilinblau. Er war also zu einem jeweils hohen Anteil aus

Cellulose und Pektin aufgebaut.

Die Verdickungen an der Spitze wiesen zur Innenseite hin eine Schicht Cellulose auf,
deren Stirke der Zellwandstirke des Wurzelhaarschlauches entsprach. Daran
anschlieBend wurde hiufig ebenfalls Cellulose detektiert, allerdings meist in weitaus
geringerer Menge, hier nahm Pektin einen bedeutend gréBeren Anteil ein. Zusitzlich
wurde auch bei einigen Wurzelhaaren Callosedeposition beobachtet(Abb. 43). Diese
war meist knopfartig, stark eingegrenzt, konnte aber vereinzelt auch einen groBeren Teil
der Spitze einnehmen. In einzelnen Fillen war der iiberwiegende Teil der Spitzen aus

Cellulose gebildet.

In den groBBeren Verdickungen entlang des Wurzelhaarschlauches, an den ehemaligen
Wurzelhaarspitzen und in den Verzweigungspunkten fand sich wiederum im Innersten
eine Schicht Cellulose. An diese schlossen nun ein- oder beidseitig andere
Zellwandbausteine an. Pektine waren in den meisten Féllen in groBer Menge vorhanden,
etwa 30% dieser Verdickungen waren aber auch aus Callose, wiederum in Knopf- oder

Linsenform, aufgebaut.

Die iiber die Zellwand verteilten Depositionen waren aus Pektin oder Callose aufgebaut.

Kleine punktférmige Verdickungen (,,Sand*) bestanden ausschlieBlich aus Callose.
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Abbildung 43: Triticum aestivum: Cellulosenachweis mit Calcofluor White (CFW)

Wurzelhaare nach 24 Stunden in Puffer oder CuSO,4: A-C: Kontrolle ohne CFW, geringe
Autofluoreszenz; D-F: Kontrolle mit CFW: keine Zellwandverdickungen, Zellwand farbt deutlich; G-L:
CFW bei in 10° M CuSO, gewachsenen Pflanzen: deutliche Firbung entlang des Wurzelhaarschlauchs,
in der Spitze und an Verzweigungspunkten
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20 pm

Abbildung 44: Triticum aestivum: Callose-Nachweis mit Anilinblau
Wurzelhaare nach 24 Stunden in 10° M CuSO,

A+B, C+D: UV-Fluoreszenz, sowie Fluoreszenz und Hellfeld parallel; E-H: UV-Fluoreszenz;
Autofluoreszenz ist blau, Callose ist gelb
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Abbildung 45: Triticum aestivum: Pektinnachweis mit RGII
A-F: Wurzelhaare nach 24 Stunden in 10° M CuSO, im CLSM

6.2.2.4.5 Stromung, Plasma, Organellenbewegung

Stromung

Die Stromung wurde in den ersten drei Stunden nach Zugabe von Kupfersulfat

beobachtet.

In der Kontrolle sowie in Konzentrationen bis 10> M war an wachsenden Wurzelhaaren
in diesem Zeitraum eine umgekehrte Springbrunnenstromung zu beobachten, welche

mit Wachstumsende in Zirkulationsstromung liberging.

In 10* M konnte hiufig nach wenigen Minuten Zirkulationsstromung, kombiniert mit
der Vakuolisierung der Wurzelhaarspitze, beobachtet werden. Nach wenigen Minuten
kehrten aber viele Haare wieder zu Wachstum und umgekehrter Springbrunnen-
stromung zuriick. Bis zu 60 Minuten nach endgiiltigem Wachstumsstopp konnte noch

intakte umgekehrte Springbrunnenstrémung beobachtet werden.

In stirkeren Konzentrationen gab es kein Wachstum und damit in Verbindung, ab der
Zugabe der Schwermetalllosung, rasch keine Springbrunnenstrémung mehr. In 107 M
erfolgte der Ubergang zur Zirkulationsstromung nach etwa 3-5 Minuten, die Stréomung
stoppte aber erst nach etwa 3 Stunden. In 10 M gingen die Wurzelhaare innerhalb der
ersten 2-3 Minuten in Zirkulationsstromung iiber und stromten sehr langsam Nach 20
bis 30 Minuten stellten sie dann das Wachstum véllig ein. In 10" M CuSOj platzten alle

Wurzelhaare sofort, sodass in keinem Fall Stromung zu detektieren war.
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Plasma

Das Plasma befindet sich bei wachsenden Wurzelhaaren der Kontrolle in der Spitze
sowie im vorderen Drittel des Wurzelhaarschlauches. Bei Zugabe von geringen Kupfer-

konzentrationen blieb diese Verteilung erhalten.

Bei toxischen Konzentrationen zwischen 10 und 10 M verschwand die vesikelreiche
Region der Wurzelhaarspitze, die Vakuole dringte sich nach vorne und das Plasma
begann sich in Richtung Rhizodermiszelle zurlickzuziehen. Dabei bildeten sich
»Plasmasegel®, tropfenformige grofle Plasmaansammlungen, welche sich wellenartig
entlang von Plasmastriangen in Richtung Wurzelhaarspitze oder Basis bewegten. Die
Geschwindigkeit der Plasmastromung wurde mit dem Riickzug des Plasmas

beschleunigt.

Nach einigen Minuten leerte sich die Spitze, die Plasmastrange wurden diinner und nur
noch einzelne Organellen bewegten sich entlang der Cytoskelettbahnen. SchlieBlich
stockte das verbleibende Plasma im Wurzelhaarschlauch. Meist blieben jedoch nur
einzelne Organellen zuriick, welche ,,griesartig® entlang der Plasmamembran klebten, in

der Wurzelhaarspitze blieben hdufiger auch groflere Plasmamengen zuriick.

In starken Konzentrationen (10™ und 10M CuSO,) oder bei geplatzten Wurzelhaaren,
konnte das Plasma nicht schnell genug und daher nicht vollstindig in die Rhizodermis
abflieBen und stockte deshalb im Wurzelhaar oder (bei den geplatzten Haaren) in der

umgebenden Kupfersulfatlosung.

Organellenbewegung

Die regelmifBige Bewegung von Organellen entlang Plasmastrangen blieb bis zu einer

Konzentration von 10”* M erhalten.

In stiirkeren Konzentrationen gingen die kleineren Organellen nach einigen Minuten in
Brown’sche Bewegung iiber. In 10 M erfolgte dies nach circa 12 Minuten, in 10" M
bereits nach Minuten. Nur noch wenige Organellen befanden sich entlang der

ehemaligen Plasmastrange und vibrierten nur noch leicht.
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6.2.2.4.6 Zellkernposition

In Wurzelhaaren hat man generell eine sehr fixe Position des Zellkernes in Bezug auf
die Wurzelhaarspitze beobachtet. Bei Triticum aestivum ist die Position etwas flexibler,
dennoch gibt es in wachsenden Wurzelhaaren einen bestimmten Aufenthaltsbereich des

Zellkerns.

Die Beobachtung des Zellkernes erfolgte wihrend der ersten drei Stunden nach Zugabe
des Kupfersulfates im Hellfeld, nach 24 Stunden wurde zur verbesserten Wahrnehmung
der Zellkernposition und der Form an fixierten Wurzelhaare eine Farbung mit DAPI
durchgefiihrt. Dann wurden mit Fluoreszenzlicht im UV-Bereich die Form und die
Position des Zellkernes im Bezug auf die Wurzelhaarspitze und die Haarldnge an je 50—

150 wachsenden und ausgewachsenen Wurzelhaaren beobachtet.

In ausgewachsenen oder abgestorbenen Wurzelhaaren hatte der Zellkern einen variablen
Abstand von der Spitze. Er war an der Wurzelhaarspitze, an der Basis oder an einer
beliebigen Position im Schlauch des Wurzelhaars zu finden. Daher wurde die Reaktion

auf Kupfersulfat ausschlieBlich an wachsenden Wurzelhaaren erforscht.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Wurzelhaarlinge und der Distanz des
Zellkernes zur Wurzelhaarspitze festgestellt werden. Allerdings befand sich der
Zellkern von jungen Wurzelhaaren der Kontrolle bis zu einer Linge von 300 um noch

in der Rhizodermis.

In der Kontrolle (Abb. 46 und Abb. 47E-F) hielt sich der Zellkern von wachsenden
Wurzelhaaren zwischen 54 und 205 um, durchschnittlich 89 um von der
Waurzelhaarspitze auf. Dieselbe Bandbreite von Distanzen zeigten sich auch bei 10” bis

10 M CuSO,

Bei wachsenden Wurzelhaaren der Konzentration 10° M lag der Zellkern jedoch
deutlich ndher der Spitze (Abb. 46 und Abb. 47C-D). Direkt nach Zugabe der
Kupfersulfatlosung (innerhalb der ersten 5 Minuten) wanderte der Zellkern vor zur
Wurzelhaarspitze und hielt sich dort bis zum Wachstumsstopp auf. Der Zellkern war

15-75 um von dieser entfernt, durchschnittlich lag er etwa 43 um hinter der
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Wurzelhaarspitze. In jungen Wurzelhaaren (ab 45 um Linge) befand sich der Zellkern,
im Gegensatz zur Kontrolle, hdufig schon im Wurzelhaar. Nach 24 Stunden, also zum
Beobachtungszeitpunkt, gab es in 10* M CuSO, (Abb. 47A-B) keine wachsenden
Wurzelhaare mehr. Der Zellkern sall bei vakuolisierten Wurzelhaaren in der
Rhizodermis oder an der Basis des Haares, bei koagulierten Wurzelhaaren war er hdufig

auch nahe der Wurzelhaarspitze anzutreffen.

Bei Beobachtung von noch wachsenden Wurzelhaaren (innerhalb der ersten Minuten
nach dem Transfer in die Kupferlosung) hielt sich der Kern jedoch wie bei 10° M nahe

der Spitze auf.

In sehr starken Kupferkonzentrationen (107-10 M) platzten die meisten Zellen, bei 10°
"M sogar alle Zellen. Daher waren die Kerne nicht mehr an ihrer Position, sondern

auBerhalb des Wurzelhaares oder in dessen Spitze zu finden.

In noch intakten (nicht geplatzten) Haaren sal der Kern in der Rhizodermis oder,
seltener, in der Basis des Haares. Bei 107 und 102 M war der Kern bereits wenige
Minuten nach der Schwermetallzugabe nicht mehr im Schlauch des Wurzelhaares, da er

rasch in die Rhizodermiszelle zuriickgezogen worden war.

Distanz des Zellkernes von der
Wurzelhaarspitze
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89
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Konzentration in M CuSO,

Abbildung 46: Triticum aestivum: Position des Zellkerns in Kupfersulfat

wachsende Wurzelhaare nach 24 Stunden: Distanz des Zellkernes von der Wurzelhaarspitze
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6.2.2.4.7 Zellkernform

Der Zellkern hatte bei wachsenden Wurzelhaaren eine langliche Form, mit einem meist
parallelogrammartigen oder rechteckartigen Querschnitt, war aber auch hiufig an

seinem, der Wurzelspitze zugewandten Ende etwas zugespitzt (Abb. 47E-F).

Die Zellkernform ist wahrscheinlich auf ziehende Krifte, welche bei der Migration des
Kernes durch F-Aktinbiindel auf diesen wirken, zuriickzufiihren. Dabei ist die
Oberfldche des Zellkern bei wachsenden Wurzelhaaren leicht gekerbte und eingestiilpt

(Bruaene, 2003).

In Wurzelhaaren, die ihr Wachstum eingestellt hatten, waren die Kerne hiufig langlich
zugespitzt oder gestaucht, kugelig, in jedem Fall hatten sie aber ein kleineres Volumen.

Die Zellmembran hat meist starke Vorspriinge (Bruaene, 2003).

Diese Zellkernformen konnten auch bei schwachen Kupferkonzentrationen bis 10> M
beobachtet werden (Abb. 47C-D). In starken Kupferkonzentrationen verénderte sich der
Zellkern jedoch.

Bei 10 M CuSO, war der Zellkern sehr vielfiltig geformt (Abb. 47A-B). Stets war er
deutlich zusammengezogen, also kleiner. Er war nun entweder kurz und kompakt oder
durch Einschniirungen und Lappen strukturiert. Dariiber hinaus beobachteten wir auch

Zellkerne, die lang und diinn waren.

Bei noch stirkeren Konzentrationen (107" bis 107 M) war der Zellkern so stark
geschrumpft oder lag diinn an der Plasmamembran anliegend, dass er oft schwer zu

finden war. Die Oberflache des Zellkernes war kornig und zerkliiftet.
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Abbildung 47: Triticum aestivum: Zellkernform und Position in Kupfersulfat

nach 24 Stunden in A, B: 10*M CuSQ,, Zellkern kontrahiert; C, D: 10> M CuSO,, Zellkern der Spitze
angenihert; E, F: Puffer
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6.2.3 Zinkversuche bei Triticum aestivum

Zink, als hdufig vorkommendes und in groBBen Konzentrationen toxisches Schwermetall,
ist in der Landwirtschaft sehr bedeutend, weshalb weltweit nach Kultursorten gesucht
wird, die hohere Konzentrationen im Boden ertragen, also tolerant sind. Bei nicht
toleranten flihrt Zink zur Wurzelhaarbildung niher am Meristem, was auf eine geringe

Zellteilung zuriickgefiihrt wird (Peterson and Stevens, 2000).
Wir verglichen die Kupferreaktion unserer Weizensorte mit ihrer Reaktion auf Zink.

Zinkversuche wurden mit Zinksulfat (ZnSQO4) geldst in Phosphatpuffer in den
Konzentrationen 10° bis 10”7 M, durchgefiihrt. 10° M ist bereits gegeniiber den Zellen

hypertonisch, belastet diese also zusitzlich noch durch osmotschen Stress.

In unseren Versuchen hat sich gezeigt, dass Zink wesentlich weniger toxisch auf die
Wurzeln von Triticum aestivum wirkt als Kupfer. Es erfolgte in den meisten Féllen eine

Verschiebung der toxischen Effekte um ein bis zwei Zehnerpotenzen.

6.2.3.1 Wirkung von Zinksulfat auf die Keimung von Triticum

aestivum

Wie bei den Kupferversuchen wurden die Keimlinge nach der Quellung in destilliertem
Wasser auf mit Schwermetalllssung zwischen 107 und 1 M getrénktes Filterpapier
gesetzt. Es wurden in zwei Versuchsansédtzen je circa 15 Pflanzen 48 Stunden lang
gezogen und anschlieBend die Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzel und die
Verdnderungen an Héaufigkeit und Gestalt der Wurzelhaare erfasst. Die Keimung

erfolgte nach circa 24 Stunden (Abb. 50).

Wie auch in Kupfersulfat variierte die Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzeln
innerhalb jeder Konzentration, zumal auch zwischen der ersten und den spéteren

Keimwurzeln, sehr stark (Abb. 49).
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6.2.3.1.1 Keimrate

Die Keimrate der Kontrolle lag bei 73%, in den Konzentrationen 107 bis 10° M ZnSOy,
unterschied sich diese nicht signifikant von der Kontrolle (Werte zwischen 73 und
90%).

Bei 102 M ZnSQy variierte die Keimrate in einem Versuchsansatz nicht signifikant von

der Kontrolle, im zweiten war sie auf nur 17% der Kontrolle abgesenkt.

Bei 107" M ZnSO, erfolgte meist keine Keimung, in wenigen Fillen (20%) waren der
Ansatz von Hypocotyl und Wurzel sichtbar. Ab einer Konzentration von 1 M ZnSO,4

keimte Triticum aestivum nie.

Keimrate in Prozent
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Abbildung 48: Triticum aestivum: Wirkung von Zinksulfat auf die Keimrate

6.2.3.1.2 Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzel

Der Wachstumserfolg der Kontrolle (48 Stunden nach der Quellung) machte etwa

13,3 mm aus, eine Langenzunahme zwischen 5 und 26 mm war allerdings moglich.

Zwischen den Konzentrationen 107 und 10> M ZnSO,4 war das Wachstum der Wurzel
nicht signifikant unterschiedlich von der Kontrolle, die Werte lagen zwischen 5 und

31 mm.

In 102 M ZnSO4 wich das Wachstum im ersten Ansatz nicht signifikant von der

Kontrolle ab, im zweiten war die Lingenzunahme aber deutlich geringer mit einem
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mittleren Wachstum von 3,5 mm. Im Mittel driickt sich das als eine leichte, signifikante

Minderung aus.
Ab einer Konzentration von 10" M ZnS0y erfolgte kein Wachstum der Wurzel mehr.

Im nachstehenden Diagramm (Abb. 49) sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung der Wachstumsgeschwingkeit der Wurzel in Zinksulfat dargestellt.

Wachstum im Keimversuch
25
15,7 16,2
15,8 ’ 15,7 ’ 14,9 14,7
£ 20 1 433
£
£ 15 %% / % -
/ 7 7
£ . _
w» 10 1
L
8
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0 A : : : : : : : :
K -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Konzentrationen in M ZnSO,

Abbildung 49: Triticum aestivum: Wirkung von Zinksulfat auf das Wachstum der Keimwurzel

6.2.3.1.3 Distanz der Wurzelhaare von der Wurzelspitze

In der Kontrolle und in Zinksulfatkonzentrationen bis 10~ M waren die ersten bulges
durchschnittlich 1800 um von der Wurzelspitze entfernt, die ersten Wurzelhaare noch

etwa 50 bis 100 pm weiter.

In 102 M waren bulges und Wurzelhaare aber deutlich der Wurzelspitze angenihert.
bulges waren in einer Distanz von durchschnittlichen 1100 um von der Wurzelspitze zu

finden, die Wurzelhaare wie in der Kontrolle 50 bis 100 um spéter (nicht abgebildet).

6.2.3.1.4 Wurzelhaare

In der Kontrolle, sowie in den Konzentrationen 107 bis 102 M ZnSO, waren die

Maximallidnge und die Dichte der Wurzelhaare gleich.
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Abbildung 50: Triticum aestivum: Keimung in Zinksulfat
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6.2.3.2 Wirkung von Zinksulfat auf Wurzeln von Triticum aestivum

In destilliertem Wasser gekeimte Pflinzchen wurden in Zinksulfatlosungen von 1077 bis

10°M gesetzt und nach 1, 2, 4, 8, 12, 16 und 24 Stunden analysiert.

Hierbei wurden die Wachstumsgeschwindigkeit und die morphologischen
Verdanderungen der Wurzel sowie das Auftreten von bulges und Wurzelhaaren

untersucht.

In der nun folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der an den Wurzeln untersuchten

Parameter zusammengefasst.
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Kontrolle 10 bis 107 M ZnSO, 10° M ZnSO, 102 M ZnSO, 10" M ZnSO, 1 M ZnSO,
Wachstum ja ja ja nein nein nein
(24h)
Stopp nach konstantes Wachstum konstantes Wachstum konstantes Wachstum 12 bis 16 Stunden maximal 6 Stunden sofort
Absterben nie nie nie 14 bis 18 Stunden maximal 8 Stunden maximal 1 Stunde
nach
Zustand lebend lebend lebend tot tot tot
(nach 24h)
Spitze (nach | gelblich-weiB, spitz gelblich-weil, spitz gelblich-weil, spitz gelblich-braun, abgerundet | gelblich-braun, abgerundet | gelblich-braun, abgerundet
24 h)
Distanz zu den | normal normal etwas vergroflert deutlich vergrofBert keine Neubildung von keine Neubildung von
ersten Wurzelhaaren Wurzelhaaren
Wurzelhaaren
(nach 24h)
Distanz zu den | normal normal etwas vergroflert deutlich vergrofBert keine Neubildung von keine Neubildung von

ersten bulges

(nach 24h)

bulges

bulges

Tabelle 9: Triticum aestivum: Wirkung von Zinksulfat auf Wurzeln
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6.2.3.2.1 Wachstumsgeschwindigkeit

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzel wurde in Zinksulfat an circa 15 Pflanzen
pro Konzentration untersucht. Es zeigte sich wiederum eine starke Streuung der

Wachstumsgeschwindigkeit innerhalb der jeweiligen Konzentrationen (Abb. 51).

Die Wurzel der Kontrolle wuchs zwischen 0,6 und 1,0 mm in 2 Stunden mit einer

durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0,7 mm.

In niedrigen Zinkkonzentrationen konnte ein rascheres Wachstum als bei der Kontrolle
beobachtet werden, allerdings war die Beschleunigung nicht signifikant. Zwischen 107

und 10° M ZnSO4 wuchs die Wurzel durchschnittlich 0,9 mm in 2 Stunden.

In 102 M ZnSO, war die Wachstumsgeschwindigkeit zu Beginn gleich wie in den
anderen Konzentrationen. Nach 8-12 Stunden erfolgte aber eine deutliche
Verlangsamung des Wachstums, nach 12-16 Stunden stellte die Wurzel das Wachstum

ein.

m10' M ZnS0;, verlangsamte das Wurzelwachstum sofort auf durchschnittlich 0,3 mm

in 2 Stunden. Nnach maximal 6 Stunden erfolgt ein villiger Wachstumsstillstand.

In 10° M wuchs die Wurzel ab der Zugabe des Zinksulfats nicht weiter.

Wurzelwachstum in 24h
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Abbildung 51: Triticum aestivum: Wurzelwachstum in Zinksulfat
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6.2.3.2.2 Wurzelspitze

Die Wurzelspitze war wie in Kupfersulfat nach dem Absterben der Wurzel (in
Konzentrationen von 10> M ZnSO, oder mehr) gelblich-braun verfirbt (vergleiche
Abb. 24). Diese Verfirbung erfasste bei 10% M ZnSOy4 den gesamten neu gewachsenen

Bereich, in stirkeren Konzentrationen die drei spitzenndchsten Millimeter der Wurzel.

Hiufig war in 102 M ZnSO, die Wurzel im neu gewachsenen Bereich verdickt.

6.2.3.2.3 Ansatz der ersten bulges und Wurzelhaare

Eine VergroBerung der Distanz zwischen den ersten bulges (Abb. 52 und Abb. 54) und
der Wurzelspitze sowie eine leichte Verzogerung des Auswachsens der bulges zu
Wurzelhaarschlduchen (Abb. 53 und Abb. 54) konnte durch Zinksulfat beobachtet

werden:

In der Kontrolle, sowie in den Konzentrationen 107 bis 10* M 7ZnSQOy erschienen die
ersten bulges 1350 bis 2750 um hinter der Wurzelspitze. Die ersten Wurzelhaare
begannen 50-100 pm dahinter.

Bei 10° M begannen die Wurzelhaare deutlich ferner der Wurzelspitze. Im Mittel
waren sie 2750 pm, maximal 3500 pm hinter der Wurzelspitze. Das Spitzenwachstum
war also leicht verzogert, die Wurzelhaarbildung setzte erst 145 um hinter den bulges

ein.

Bei 102 M wurden hiufig keine neuen Wurzelhaare und wenn doch, dann nur wenige
und kurze gebildet. Sie waren nur in denen ersten 500 pm, welche nach dem Transfer
der Wurzel in die Zinklosung gewachsen waren, zu finden, waren also zwischen 2500
und 7300 um von der Wurzelspitze entfernt. Auch hier war die Retardierung des

Spitzenwachstums nur gering mit durchschnittlich 300 um hinter der bulge-Region.
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Abbildung 53: Triticum aestivum: Distanz der ersten Wurzelhaare von der Wurzelspitze in

Zinksulfat
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Abbildung 54: Triticum aestivum: Distanz der bulges und der ersten Wurzelhaare von der

Waurzelspitze in Zinksulfat
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6.2.3.3 Wirkung von Zinksulfat auf Wurzelhaare von Triticum

aestivum

Triticum aestivum wurde in destilliertem Wasser gekeimt und in Zinksulfatlosungen
von 10° bis 107 M gesetzt. Nach 24 Stunden wurde der mittelfristige Effekt auf
Wurzelhaare, welche vor und nach dem Transfer in die Losung gebildet worden waren,

analysiert.

Dabei wurden die Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzelhaare, ihre Morphologie,
Zellwandbeschaffenheit und Cytoarchitektur untersucht.

In der nun folgenden Tabelle sind die Ergebnisse zusammengefasst.
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Kontrolle 10*-107 M ZnSO, 10° M ZnSO, 10> M ZnSO, 10" M ZnSO, 1 M ZnSO,
nach etwa 16 Stunden nach etwa 16 Stunden mehrfach, dann weiter sofort sofort sofort
Wachstumsstopp
gewachsen, endgiiltig
nach
nach <3 Stunden
tot h nein nein einigen Stunden alle <4 Stunden meist nach 1 Stunde, alle einigen Minuten (1 Mal
ot nac
<3 Stunden Deplasmolyse moglich)
Bildung neuer ja ja ja ja nein nein
Wurzelhaare (24h)
wachsende ja ja ja nein nein nein

Wurzelhaare (24h)

Aussehen, Zustand

intakt, gerade gewachsen

intakt, gerade gewachsen

intakt, gerade gewachsen

meist tot; gerade

tot, Wurzelhaare geplatzt,

tot, Wurzelhaare geplatzt

oder leicht stufig, meist gewachsen, hiufig Plasma gestockt oder plasmolysiert
(24h) vakuolisiert koaguliert
normal, unverdickt normal, unverdickt normal, unverdickt oder einzelne neue haben eine normal normal
Zellwand (24h) mit Verdickungen an den | verdickte Spitze, alte
Stufen und dann auch haben keine Verdickung
entlang des Schlauches
in der Spitze dicht und wie Kontrolle: in der Spitze dicht und koaguliert, nur wenig nach 1 Stunde gestockt bleibt durch Plasmolyse
fein; in der subapikalen in der Spitze dicht und fein aber wenig, in der Plasma im Wurzelhaar deutlich langer fein (>8
Region sind grofere fein; in der subapikalen subapikalen Region sind Minuten), erst mit Tod
Plasma (24h) Organellen, im Schlauch: | Region sind grofBere grofere Organellen, im fallt es aus

gleichmaBiger

Plasmastrom

Organellen, im Schlauch
gleichmaBiger

Plasmastrom

Schlauch gleichméaBiger

Plasmastrom




Vakuole (1-3h, 24h)

Zentralvakuole bleibt bis
zum Wachstumstopp in

den hinteren 2/3 des Haars

wie Kontrolle:
bleibt bis zum
Wachstums-stopp in den

hinteren 2/3 des Haars

Zentralvakuole wandert
etwas vor, geht dann
wieder zuriick auf

Anfangsposition

Zentralvakuole wandert
nach wenigen Minuten
nach vorne, dann wieder

weiter nach hinten

rasch Zentralvakuole

vorne in der Spitze

nicht erkennbar

Zellkern (1-3h, 24h)

Zellkern sitzt 50 bis
250 um von der Spitze

entfernt

wie Kontrolle:
Zellkern sitzt 50 bis
250 um von der Spitze

entfernt

Zellkern nihert sich rasch
der Spitze an und bleibt
dort bis zu

Wachstumsstopp

Zellkern wandert zuerst
leicht vor (<5 pm) zur
Spitze und zieht sich dann
Richtung Rhizodermis

zuriick

bleibt in der Entfernung
von der Spitze wie vor
Zugabe; nach 24 Stunden

nicht mehr erkennbar

bleibt in der Entfernung
von der Spitze wie vor
Zugabe; nach 24 Stunden

nicht mehr erkennbar

Verhalten nach

gleichméfBiges Wachstum

bis zum Wachstumsstopp

wie Kontrolle:
gleichmifBiges Wachstum

bis zum Wachstumsstopp

Zentralvakuole kommt
etwas vor, Strémung wird
schneller, dann baut sich
die Spitze ab,

Teilvakuolen entstehen in

nach wenigen Minuten ist
die Zentralvakuole weit
vorne, Plasma stromt
etwas langsamer entlang

Plasmastringen, einzelne

nach weniger als

60 Sekunden ist die
Zentralvakuole vorne, die
Stromung wird langsamer,

nach 1 Stunde haben die

bereits nach 1 Minute
plasmolysiert das Haar an
der Spitze, dann auch im
Schlauch, verharrt einige

Zeit in diesem Zustand

Zinkzugabe . . . .
der Spitze, Zellwand wird | Organellen stromen, meisten ihre ohne abzusterben
(1-3h) verdickt, dann baut sich Waurzelhaar leert sich Plasmastromung gestoppt

Spitze wieder auf und das | zunehmends aber nicht
Wachstum wird ganz, dann stockt das
fortgesetzt Plasma

umgekehrter umgekehrter umgekehrter wenige Minuten noch sofort sofort gestoppt

Stromungstyp Springbrunnen; bei Springbrunnen; bei Springbrunnen; bei Springbrunnen, dann Zirkulationsstromung
(1-3h, 24h) Wachstumsbeendigung Wachstumsbeendigung Wachstumsbeendigung Zirkulationsstromung
Zirkulationsstromung Zirkulationsstromung Zirkulationsstromung

Tabelle 10: Triticum aestivum: Wirkung von Zinksulfat auf Wurzelhaare

(1-3Stunden/ 24 Stunden)
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6.2.3.3.1 Wachstum

In der Kontrolle wachsen Wurzelhaare nach Ekdahl (1953) bis zu 24 Stunden lang. In
unseren Untersuchungen wuchsen Wurzelhaare in der Kontrolle maximal 16 Stunden

mit einer leicht oszillierenden aber iiber die Stunden regelméBigen, Geschwindigkeit.

In Konzentrationen bis 10 M verhielten sich Wurzelhaare ebenso. Nach Zugabe von
Zinksulfat setzten sie ungestort ihr Wachstum mit derselben Wachstums-

geschwindigkeit fort wie in der Kontrolle.

Bei 10°M (Abb. 55I-K) allerdings wuchsen die Wurzelhaare ab der Zugabe
geringfiigig langsamer als in der Kontrolle (14-20%). Hiufig nahm die
Wachstumsgeschwindigkeit dann noch weiter ab, es kam zu einem wesentlich fritheren
volligen Wachstumsstillstand nach 1 bis 3 Stunden. Die meisten Wurzelhaare wuchsen
in diesem Zeitraum regelmdfig und geradlinig. Einzelne stellten das Wachstum aber
zwischenzeitlich ein und bildeten nach einigen Minuten eine neue wachsende Spitze
aus. Allerdings erfolgte dies bei nur wenigen Wurzelhaaren (~10%) und maximal 5 Mal
pro Haar. Das Wachstum der neuen Spitze war dabei um 25 bis 30% langsamer als bei

der Kontrolle.

Nach 24 Stunden in Zinksulfat wuchsen neu gebildete Wurzelhaare geradlinig und
geringfligig langsamer als die Kontrolle (entsprechend der anfinglichen
Wachstumsgeschwindigkeit der alten Wurzelhaare nach Zugabe). Sie stellten das

Wachstum deutlich friher als Kontrollwurzelhaare ein.

Ab 102 M (Abb. 55F-H) stoppte das Wachstum der bereits im Puffer gebildeten
Wurzelhaare sofort nach Zugabe der Zinksulfatlosung. Allerdings blieb die umgekehrte
Springbrunnenstrdomung noch bis zu einer Stunde lang erhalten. Dann vakuolisierten die
Wurzelhaare, manche leerten sich vollstindig bevor das Plasma koagulierte, andere

waren zu diesem Zeitpunkt noch vollstdndig mit Plasma gefiillt.

Es wurden aber in 102 M auch neue Wurzelhaare gebildet, es erfolgte also
Wurzelhaarwachstum. Diese blieben aber hiufig nur bulges oder Wurzelhaare mit nur
geringer Léange (kleiner als 70 um) und stellten nach wenigen (<4) Stunden das

Wachstum wieder ein.

In 10" M (Abb. 55C-E) platzte ein Teil der Wurzelhaare in den ersten Minuten nach

der Zugabe von Zinksulfat, in den anderen stockte das Plasma meist innerhalb der

113



ERGEBNISSE: ZINKVERSUCHE BEI TRITICUM AESTIVUM

ersten 60 Minuten, auf jeden Fall aber innerhalb der ersten 3 Stunden. Hiufig

plasmolysierten die Wurzelhaare auch.

In 10" M (Abb. 55A-B) plasmolysierten die Wurzelhaare innerhalb weniger Minuten.
Die gesamte Spitze sowie Teile des Protoplasten im Schlauch I6ste sich dabei ab. Bei

manchen Haaren schniirte sich auch ein Teil des Protoplastens ab.

Abbildung 55: Triticum aestivum: Wirkung von Zinksulfat auf die Morphologie der Wurzelhaare
nach 24 Stunden in A,B: 1 M ZnSO,; C-E: 10" M ZnSO,; F-H: 10* M ZnSO,; I-K: 10° M ZnSO,

6.2.3.3.2 Maximallinge neu gebildeter Wurzelhaare

Zinksulfat wirkte auf die Wachstumsdauer und die Wachstumsgeschwindigkeit der

Wurzelhaare inhibierend (Abb. 56).

Wurzelhaare, die in schwachen Zinksulfatkonzentrationen bis 10°M wuchsen,
erreichten ebenso wie die Kontrolle eine Linge zwischen 750 und 1150 pm. Im

Durchschnitt waren die Haare 880 bis 960 um lang.

In 10® M ZnSO4 wurden hatten Wurzelhaare eine wesentlich geringere Endlinge von
durchschnittlich 293 pm. In 10? M waren die Wurzelhaare sehr kurz. Sie erreichten

maximal 70 pm und eine durchschnittliche Lange von 28 um.
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—————
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Abbildung 56: Triticum aestivum: Maximalliinge neu gebildeter Wurzelhaare in Zinksulfat

Messung nach 24 Stunden in ZnSO,

6.2.3.3.3 Wurzelhaarmorphologie

Anders als in Kupfersulfat war in Zinksulfat die Morphologie der Wurzelhaare meist

unauffallig.

In schwachen Zinkkonzentrationen bis 10* M wuchsen die Wurzelhaare generell
gerade und gleichméBig wie in der Kontrolle. In 10° M (Abb. 57) erfolgte allerdings
manchmal ein Wachstumsstopp der Wurzelhaarspitze mit einem neuen Auswuchs
seitlich davon. Dies fand aber bei nur bei wenigen Wurzelhaaren und wenige Male pro
Haar statt. Dabei entstanden einfache, stufige Wurzelhaarformen. Dies erfolgte aber

nicht in allen Versuchsansitzen.
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Abbildung 57: Triticum aestivum: Wurzelhaare in 10° M ZnSO,
A-F: nach 24 Stunden in 10° M ZnSO,

In Konzentrationen ab 10* M wurde das Wachstum schlagartig gestoppt und nicht
wieder aufgenommen. Daher verdnderten die Wurzelhaare ihre Morphologie nicht
mehr. In 102 M und 10" M stockte das Plasma rasch aber nur wenige Wurzelhaare

platzten und in 10° M plasmolysierten die Wurzelhaare.

6.2.3.3.4 Zellwand

Die Zellwand entlang des Wurzelhaarschlauches blieb bis 10° M diinnwandig, bei

10 M erfolgten vereinzelt auch Verdickungen zwischen 1 und 1,5 pm.

In 102 und 102 M Z/nSO, bildete sich bei manchen Wurzelhaaren nach
Wachstumseinstellung eine Verdickung der Spitze. Die Michtigkeit dieser Verdickung
konnte in Einzelfdllen bis 15 pm ausmachen, war aber meist wesentlich weniger

ausgepragt als in Kupfersulfat und meist weniger als 6 pm dick.

Cellulose konnte entlang des Wurzelhaarschlauches und in den Verdickungen der
Wurzelspitze beobachtet werden (nicht dargestellt). Besonders deutlich war aber die

Callosebildung bei 107 M. Die gesamte Zellwand war mit kleineren oder etwas
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grofBeren punktformigen Callosedepositionen {ibersdht (Abb. 58). Auch die
Wurzelhaarspitze enthielt hiufig Callose in knopfartiger Form. Andere Wurzelhaare

hatten keine kleinen Callosepunkte, dafiir aber grof3ere Depositionen, welche runde bis

ovale Form hatten.
Pektine wurden nicht untersucht.

In hoéheren oder niedrigeren Konzentrationen konnte keine Zellwandverdickungen

beobachtet werden.

30 pm g 30 um

Abbildung 58: Triticum aestivum: Callose-Nachweis mit Anilinblau

A-H: Wurzelhaare nach 24 Stunden in 10> M ZnSQO,4, UV-Fluoreszenz
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6.2.3.3.5 Stromung, Plasma, Organellenbewegung

Stromung

In der Kontrolle sowie in Konzentrationen bis 10 M 7ZnSO,4 konnte in wachsenden
Wurzelhaaren verkehrte Springbrunnenstromung mit gleichméBiger Stromungs-

geschwindigkeit beobachtet werden.

Die Organellen bewegten sich als Plasmastrom nahe der Plasmamembran zur
Wurzelhaarspitze und in der Mitte des Haares wieder Richtung Basis. Mit
Wachstumsende ging die umgekehrte Springbrunnenstromung in Zirkulationsstromung
tiber, wobei sich die Spitze und der Wurzelhaarschlauch zu leeren begannen. Die

Organellen stromten schlieflich vereinzelt, bis das Wurzelhaar vollstindig entleert war.

In 10 M blieb die verkehrte Springbrunnenstromung 15 bis 20 Minuten lang aufrecht,
dann wechselte der Stromungstyp auf Zirkulationsstromung. Diese blieb bei einigen bis
zum Wachstumsstopp erhalten, in anderen, ,,Nasen“ bildenden Wurzelhaaren setzte die
Springbrunnenstromung wieder ein und wurde erst mit dem Wachstumsende wieder zur
Zirkulation. Die Stromung war zu Beginn rascher als in der Kontrolle, dann
verlangsamte sie sich deutlich. Die Stromungsgeschwindigkeit war hierbei geringer als

in der Kontrolle.

In 102 M ZnSO, wurde nach etwa 2 Minuten Zirkulationsstromung eingeleitet. Die
Stromungsgeschwindigkeit war nach 4 bis 5 Minuten deutlich abgesenkt gegeniiber der
Kontrolle und horte nach etwa 30 Minuten ganz auf. Nur noch einzelne Organellen
bewegten sich. Junge Wurzelhaare stromten etwas langer, hier konnte auch nach 60

Minuten noch Strémung wahrgenommen werden.

In 10" M ZnSO, ging die Springbrunnenstrdmung nach weniger als 2 Minuten in
Zirkulationsstromung iiber. Fiir einige Minuten wurde in einzelnen Haaren die
Springbrunnenstromung  wieder aufgenommen, dann aber blieb bis zum
Wachstumsstopp Zirkulationsstromung aufrecht, allerdings stromte das Plasma nur im

Waurzelhaarschlauch bis zum Zellkern.

In 1M ZnSO4 plasmolysierten die Wurzelhaare sofort, dabei konnte keine

Plasmabewegung mehr beobachtet werden.
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Plasma

In wachsenden Wurzelhaaren der Kontrolle sowie bei Zinksulfatkonzentrationen bis
10*M befand sich das Plasma in der Spitze sowie im vorderen Drittel des
Wurzelhaarschlauches. In der Wurzelhaarspitze gab es keine grofleren Organellen, dafiir
aber viele Vesikel. Im Wurzelhaarschlauch bewegten sich die Organellen
perlschnurartig oder als Randbelag entlang der Plasmamembran und entlang von

Plasmastrangen.

In stirkeren Zinksulfatkonzentrationen verschwand die vesikelreiche, feine
Spitzenregion des Wurzelhaares, Organellen konnten in der Spitze beobachtet werden

und wurden dann nach und nach in Richtung Rhizodermiszelle zuriickgezogen.

In 10 M ZnSO, drang die Vakuole nach der Zinksulfatzugabe in die Wurzelhaarspitze
vor, die Spitze wurde aullerdem mit groBen und kleinen Organellen gefiillt. Das Plasma
strtomte im Wurzelhaarschlauch als gleichmdBiger Randbelag, wellenartig oder
perlschnurartig entlang Plasmastringen oder der Plasmamembran. Auch mit der
Zirkulationsstromung blieb dieses Verhalten des Plasmas erhalten. Nach einiger Zeit
begann sich dann allerdings in einigen Haaren wieder eine ruhige Spitzenregion, vorerst
aus groBeren Organellen, auszubilden, die dann schlieBlich zu einer vesikelreiche Spitze

wurde. Diese hatte allerdings nur geringe Ausdehnung.

In anderen Wurzelhaaren, die das Wachstum einstellten, stromte das Plasma in

Richtung Rhizodermis ab.

In 102 M ZnSO,4 war die Wurzelhaarspitze nach weniger als einer Minute mit groBen
Organellen gefiillt. Das Plasma stromte wellenartig oder als gleichméBiger Randbelag
entlang der Plasmamembran durch den Wurzelhaarschlauch. Im Wechsel mit den
Plasmawellen konnten auch stromende Einzelorganellen wahrgenommen werden. In
dieser Phase waren die Organellen der Wurzelhaarspitze nicht an der Stromung beteiligt
sondern bewegten sich wie Billardkugeln in der Spitze hin und her. Nach etwa 20
Minuten begann die Spitze zu vakuolisieren und das Plasma begann seinen Riickzug in
die Rhizodermis. Der groBite Teil des Plasmas konnte abgezogen werden, einige
Plasmahaufen blieben allerdings meist zuriick und stockten im Haar entlang der

Plasmamembran.

In 10" M ZnSO, stockte das Plasma in einigen Wurzelhaarspitzen, in anderen bewegten

sich die Organellen dort billardkugelartig und wurde anfangs nicht durch die
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Zirkulationsstromung in die Rhizodermiszelle transportiert. Im Wurzelhaarschlauch
stromte das Plasma als Plasmasegel entlang der Membran zwischen dem Zellkern und
der subapikalen Region. Dabei konnten kaum FEinzelorganellen beobachtet werden.
Nach einigen Minuten verebbte der Plasmastrom, sodass gro3e und kleine Organellen
sichtbar wurden. Vollstindige Entleerung des Wurzelhaarschlauches wurde nicht

erreicht, Plasmareste stockten im Haar.

In 1 M ZnSO4 wurde das Plasma durch die Plasmolyse fein, keine Organellen waren
darin erkennbar. Der Protoplast hob sich in der Wurzelhaarspitze und entlang des
Schlauches ab, entlang des Schlauches blieben etliche Verbindungspunkte mit der

Zellwand erhalten.

Organellenbewegung

Die regelmifBige Bewegung von Organellen entlang Plasmastrdngen blieb bis zu einer

Konzentration von 10! M erhalten.

Brownsche Bewegung konnte in keiner Konzentrationsstufe bemerkt werden. Die
Organellen verlangsamten ihre Bewegungsgeschwindigkeit mehr und mehr und
stockten in starken Zinksulfatkonzentrationen oder wurden vollstindig in die

Rhizodermis zuriickgezogen.

6.2.3.3.6 Zellkernposition

In der Kontrolle befand sich der Zellkern bei wachsenden Wurzelhaaren zwischen 50
und 150 pm von der Wurzelhaarspitze entfernt (Abb. 59). In ausgewachsenen Haaren
nahm er eine beliebige Position zwischen der Wurzelhaarbasis und der Wurzelhaar-

spitze ein.

In Konzentrationen bis 10 M ZnSO, war der Zellkern wie in der Kontrolle 50 bis

150 pum hinter der Spitze zu finden (Abb. 59).

In 10 M hingegen bewegte sich der Zellkern bei Zugabe der Zinksulfatldsung rasch
auf die Wurzelhaarspitze zu und blieb dort 27 bis 77 um von ihr entfernt bis das Haar

sein Wachstum einstellte.
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In durch die Zinkeinwirkung abgestorbenen Wurzelhaaren der Konzentration 102 M
sal der Zellkern wie in ausgewachsenen Wurzelhaaren der Kontrolle an einer
beliebigen Position, da genug Zeit fiir seinen Riickzug in Richtung Rhizodermiszelle

geblieben war.

In stirkeren Konzentrationen wurde er sofort durch die Zinkeinwirkung arretiert und

fand sich in derselben Distanz wie in der Kontrolle beobachtet.

Distanz des Zellkernes von der
Wourzelhaarspitze

Distanz in pm

Konzentration in M ZnSO,4

Abbildung 59: Triticum aestivum: Position des Zellkerns in Zinksulfat

Messung nach 24 Stunden in ZnSO,

6.2.3.3.7 Zellkernform

Der Zecllkern hatte bei wachsenden Wurzelhaaren der Kontrolle, sowie in
Zinkkonzentrationen zwischen 10 M und 10~ M eine lingliche Form, mit einem meist
parallelogrammartigen oder rechteckartigen Querschnitt, war aber auch hiufig an
seinem, der Wurzelspitze zugewandten Ende etwas zugespitzt und war in
ausgewachsenen Wurzelhaaren hiufig langlich zugespitzt oder gestaucht, kugelig, in

jedem Fall hatte er aber ein kleineres Volumen.

n 10° M ZnSO4 war der Zellkern auch in wachsenden Wurzelhaaren, hatte also ein

kleineres Volumen.

In stirkeren Konzentrationen wurde der Zellkern stark kontrahiert und seine

Oberfldche erschien kornig und zerkliiftet.
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7 DISKUSSION

Zentrale Frage dieser Arbeit war, wie die Schwermetalle Kupfer und Zink, die eigentlich
essentielle Mikrondhrstoffe fiir die Pflanze darstellen, anderseits aber auch sehr toxisch sind,
auf Wurzeln und Wurzelhaare wirken. Als Versuchsobjekte wihlten wir Arabidopsis thaliana
und Triticum aestivum. Dabei zeigte sich, dass die Kulturbedingungen wichtig fiir
standardisierbare Ergebnisse sind. Wir suchten daher zunéchst die optimalen Bedingungen fiir
die Keimung und die Kultivierung von Arabidopsis thaliana. Hierfiir wurden verschiedene

Néhrlosungen sowie Keimsubstrate und Kultivierungskammern probiert.

Der eigentliche Schwerpunkt der Arbeit lag in der Untersuchung der wachstumsforderlichen

und toxischen Wirkungsweise von Kupfer und Zink auf Wurzel und Wurzelhaare.

Die Schwermetallsalze Zinksulfat und Kupfersulfat wurden in gestuften Losungen auf
Triticum aestivum einwirken gelassen. Arabidopsis thaliana wurde ausschlielich

Kupfersulfatlosungen ausgesetzt.

Fiir die Untersuchungen im Lichtmikroskop waren die Wurzeln dabei in Mikrokammern in
Kulturlosungen getaucht, eine Situation, die Pflanzen in ihnen natiirlicher Umgebung nur

selten vorfinden.

Wurzelhaare verhalten sich nicht unbedingt gleich in Losung und im Boden, auch ist
Fliissigkeit fiir das Wurzelhaarwachstum ungiinstiger als feuchte Luft. Die Ergebnisse konnen
daher nicht unbedingt auf die Umwelt iibertragen werden. Beziiglich der
Schwermetallaufnhahme kommt hinzu, dass sie genauso wie Néhrstoffe im Boden weniger
leicht verfligbar sind als in den Versuchslosungen. Dies ist aber auch ein Grund, warum wir
fliissige Kulturmedien gewéhlt haben: Wir konnten so genau die erwiinschte Konzentration
der Schwermetalle einstellen. Interaktionen zwischen verschiedenen Nihrstoffen und mit

organischen Verbindungen im Boden sowie mit Mikroorganismen sind ebenfalls bedeutend.

122



DISKUSSION

7.1 Kultivierungsversuche

7.1.1 Keimung

Unsere Versuche zur optimierten Keimung zeigten, dass Arabidopsis thaliana und Triticum
aestivum ganz unterschiedliche Keimbedingungen brauchen. Wihrend Triticum aestivum
optimal auf mit destilliertem Wasser durchfeuchtetem Filterpapier in einer feuchten Kammer
wéchst, braucht Arabidopsis thaliana alle fiir das Wachstum essentiellen Makro- und

Mikrondhrstoffen. Sie wirken am besten, wenn sie in Agar angeboten werden.

Die so unterschiedlichen optimalen Keimlosungen fiir die beiden Pflanzen erkldren sich mit
Néhrstoffreserven der Samen: Die fiir das Wachstum des Keimlings notwenigen Néhrstoffe
sind in unterschiedlicher Art und Menge in den Samen gespeichert und dienen als
Energieversorgung und Rohstoff fiir die Initiierung des Wachstums. Dicotyle Pflanzen haben
ihre Reservestoffe (Polysaccharide und Proteine) in den Cotyledonen gespeichert.
Monocotyledone Pflanzen speichern grofle Mengen an Stirke und Protein in einem eigenen
Gewebe, dem Endosperm (Berrie, 1985). Triticum aestivum, als monocotyle Pflanze, besitzt
also grofBere Mengen an Reservestoffen und bendétigt daher fiir die Keimung und das erste
Wachstum des Keimlings keine zusétzliche Versorgung. Arabidopsis thaliana hingegen, als
dicotyle Pflanze mit winzigen Samen, muss bereits nach etwa 24 Stunden Néhrstoffe aus der

Umgebung beziehen, um gut wachsen zu kénnen.

Die Wahl der unterschiedlichen Substrate, also Agarplatten oder Filterpapier in feuchter
Kammer, hing mit der Gr68e und damit mit der Empfindlichkeit des Keimlings zusammen:
Keimlinge von Arabidopsis thaliana werden beim Abheben vom Filterpapier stark
geschiadigt. Weiteres Wachstum in den Kammern wire daher problematisch. AuBerdem
vermehren sich Mikroorganismen, die im glukose- und néhrstoffreichen MS-Medium
(Keimlosung) ebenfalls gut wachsen konnen, auf dem Filterpapier schnell. Aus diesen

Griinden ist Agar das besser geeignete Substrat fiir Arabidopsis thaliana.

Keimlinge von Triticum aestivum hingegen reagieren kaum auf die mechanische Belastung

durch den Transfer vom Filterpapier in die Kultivierungslosung. Auflerdem wachsen im
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destillierten Wasser (Keimlosung) nur wenige Mikroorganismen. Daher konnte Filterpapier

verwendet werden, was aullerdem schneller und einfacher ist.

Nach der Keimung der Samen und der Bildung der ersten Wurzelansitze wurden die
Keimlinge fiir die spdtere Mikroskopie in Wachstumskammern transferiert. Sie bestehen aus
Objekttrager und Deckglas, zwischen die, durch Parafilmstreifen als Abstandhalter
ermoglicht, die junge(n) Wurzel(n) hineinwachsen konnen. Die Keimlinge konnen sich
dadurch an die Kulturlosung anpassen und neue Wurzelhaare ausbilden. Erst diese
Wurzelhaare wurden dann im Mikroskop analysiert, ohne weiterem mechanischen Stress

ausgesetzt zu werden.

Es wurde auch versucht, die Samen direkt in den Wachstumskammern in den Kulturlésungen
anzukeimen. Arabidopsis thaliana keimte in der Regel nicht. Triticum aestivum keimte selten,

wuchs aber nur in wenigen Féllen gerade in die Kammer hinein.

Grund dafiir war vermutlich eine falsche Position der Samen in Bezug auf die Losung, die aus
experimentellen Griinden nicht eingestellt werden kann, die Samen fallen in die Losung

hinein oder bleiben zu hoch auflerhalb der Losung kleben:

Generell ist fiir die Keimung eine gute Durchfeuchtung des Samens notwendig, da der Samen
in der Keimruhe (Dormanz) nur etwa zu 15 % aus Wasser besteht. Fiir diverse
Stoffwechselvorginge wird deutlich mehr Wasser bendtigt, weshalb das Durchbrechen der
Keimruhe nur bei ausreichender Durchfeuchtung erfolgt. Ist der Samen also nicht mit Losung

bedeckt, kann er nicht keimen.

Sind die Samen allerdings vollig mit Wasser tiberdeckt, erfolgt ebenfalls keine Keimung, da
durch das Wasser der fiir den Metabolismus notwendige Sauerstoff nicht zu den Samen

gelangen kann (Bell et al., 1991).
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7.1.2 Kultivierung

7.1.2.1 Generelle Wachstumsbedingungen

Losungen sind fiir mikroskopische Untersuchungen das wichtigste Medium, vor allem bei
starkeren VergroBerungen. Auch Agar wiirde sich eventuell anbieten, allerdings wird ein
grofer Teil der Chemikalien vom Agar gebunden, beziehungsweise durchdringt bei Zugabe
nur langsam den Agar. Dariiber hinaus ist die optische Qualitit der Bilder im Mikroskop vor
allem bei starken VergroBerungen schlecht. Daher wurden fiir die Untersuchung der

Wurzelhaare Losungen verwendet.

In unseren Versuchen hat sich gezeigt, dass die Keimlinge sehr stark auf Schwankungen im
Klima, wie zum Beispiel Temperatur oder Luftzirkulation, reagieren. Es kam dabei zu
Veranderung der Wachstumsgeschwindigkeit und der Morphologie der Wurzel. Vor allem auf

zu hohe Temperaturen reagieren sie stark mit Wachstumsdepression.

In unserem Labor verdnderte sich das Klima mehrfach wihrend der Versuchsperiode. Im
Winter waren die Temperaturen teils sehr tief, im Sommer stiegen sie stark an. Bei geringer
Luftzirkulation stiegen aullerdem die Temperaturen unter der Halogenlampe stark an.
Dadurch war das Wurzelwachstum vermindert, die Wurzelhaare waren weniger, kiirzer und

wuchsen unregelmafig.

Generell zeigt sich, dass Wurzelhaare in feuchter Luft viel besser wachsen als in Losung.

Das Problem ist die Sauerstoffversorgung, eine ausreichende Versorgung ist fiir die Wurzeln
essentiell. Im Boden dringt Sauerstoff normalerweise iiber die Bodenporen in mehrere Meter
Tiefe und auch auf Agar oder Filterpapier in feuchter Luft ist er ausreichend vorhanden. Bei
Staunédsse beziehungsweise in Losungen sind nur die obersten Zentimeter mit Sauerstoff

gesittigt, da Sauerstoff nur {iber Diffusion weitergegeben wird (Taiz and Zeiger, 1991).

Bei tiefen Temperaturen ist das unproblematisch, bei Temperaturen iiber 20 °C ist der
Sauerstoftverbrauch der Pflanzen dafiir zu hoch und auch Mikroorganismen koénnen innerhalb
von 24 Stunden den Sauerstoffpool des Bodens oder der Losung ausschopfen. Es kommt zu
einer Wachstumsdepression der Pflanze, da die Pflanze auf anaerobe Atmung umsteigt, die

nur wenig Energie (2ATP pro Mol Hexose) liefert. Um bei hohen Temperaturen bessere
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Ergebnisse zu erzielen, miisste die Sauerstoffversorgung durch Durchliiftung, so genanntes

,,bubbling®, verbessert werden.

Ein weiterer Grund fiir die Problematik von hoher Temperatur ist die Erhohung der
Membranfluiditit; dabei  gehen  physiologische = Funktionen  verloren. Die
Membranzusammensetzung und —struktur verdndert sich durch Verdnderung von Bindungen,
die Membran wird durchldssig, lonen treten aus. Auch sinkt der zellulire pH durch
verminderten Transport von H'-Ionen in die Vakuole, es erfolgt dadurch zuerst eine Stérung

des Metabolismus mit Wachstumsdepression und dann auch der Tod der Pflanze.

Noch hoéhere Temperaturen wirken vor allem auf wachsende und sich teilende Zellen
inhibierend. Diese werden bei iiber 45 °C geschidigt, ausgewachsene Zellen ertragen
maximal 50 °C. Die hohen Temperaturen senken die Photosyntheserate und inhibieren die

Atmung. Sie senken damit also wiederum das Wachstum der Wurzel (Taiz and Zeiger, 1991).

7.1.2.2 Kulturlosungen

An  Arabidopsis  thaliana  wurden  Kulturldsungen —mit  verschieden  starken
Néhrstoffkonzentrationen untersucht. Dabei hat sich die schwécher konzentrierte Losung
(halb MS-salt Mixture) als optimal fiir das Wachstum der Wurzel und der Wurzelhaare

erwiesen, Vitamine waren nicht notwendig.

Die Entwicklung der Wurzelhaare ist vom Gleichgewicht und der Versorgung verschiedener
Néhrstoffe abhédngig; es war daher {iberraschend, dass Arabidopsis thaliana bei geringem

Néhrstoffangebot besser wuchs.

Eine mogliche Erkldarung, weshalb schwichere Nahrstoffkonzentrationen forderlicher sind,
ist, dass geringe Verfiigbarkeit von Phosphor die Wachstumsgeschwindigkeit und die
Wachstumsdauer von Wurzelhaaren bei Arabidopsis thaliana erhoht. Der Grund dafiir ist,
dass bei Cotransport mit Phosphor der cytoplasmatische pH-Wert sinkt (Bates, 1997; Bates
and Lynch, 1996) und die Zellen dadurch gestresst sind.

Die Dichte und die Linge der Wurzelhaare werden durch geringere Versorgung mit Eisen
(Schmidt et al., 2000), Zink und Mangan (Ma et al., 2001) ebenfalls beeinflusst; sie werden

dichter und langer.
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7.2 Schwermetallversuche

Aus den Ergebnissen haben sich Beobachtungen an anderen Pflanzen aus der Literatur
bestitigt, dass der toxische Effekt des Kupfers stirker ist, als der des Zinks. Die zwei Metalle
haben zwar &hnliche Effekte, wirken aber mit einer Konzentrationsdifferenz von 1-2

Zehnerpotenzen.

Anders als bei Kupfersulfat konnten durch Zinksulfat nicht nur toxische sondern auch
forderliche Effekte festgestellt werden. Ein positiver Effekt wire allerdings viel haufiger zu
erwarten gewesen, da die beiden Schwermetalle essentielle Mikronéhrstoffe sind. Um hier
genaue Daten iiber Mangelerscheinungen ohne Kupfer und Zink beziehungsweise tiiber
wachstumsfordernde Effekte von Kupfer- und Zinkgaben zu sehen, miissen aber sicherlich
langere Beobachtungen der Entwicklung der Keimlinge gemacht werden; fiir den kurzen
Beobachtungszeitraum von zwei Tagen haben die Keimlinge wahrscheinlich geniigend

Reserven in ihrem Speichergewebe.

Generell gilt, dass Mangel oder Uberschuss eines Nihrstoffes das Ionengleichgewicht der
Zelle in Unordnung bringen. Zink und Phosphor (Reichman, 2000) oder Zink und Kupfer
(Punz and Sieghart, 1993) sind Antagonisten, der Mangel des einen fiihrt zum Uberschuss des

anderen und umgekehrt. Damit kann das jeweils andere Element toxisch auf die Zelle wirken.

7.2.1 Klimaregime

Generell gibt es relativ grole Unterschiede zwischen den Pflanzen eines Versuchsansatzes
beziiglich der Wachstumsgeschwindigkeit und der Empfindlichkeit gegen die Schwermetalle.
Bei Triticum aestivum beispielsweise waren die Linge der Wurzeln und die Lénge der
Wurzelhaare von Jénner bis April deutlich groBer als in den Monaten Mai bis Juli.
Kurzfristige Temperaturschwankungen bewirkten bei ein und derselben Konzentrationsstufe
einer Schwermetalllosung schwéchere (optimale Temperatur) oder stirkere (hohe oder tiefe

Temperaturen) Storung der Keimlinge.

Eine Uberlegung dazu wire, dass die jahreszeitlich bedingten Schwankungen der Temperatur
und Luftzirkulationsschwankungen im Labor einen starken Einfluss auf das Wachstum der
Wurzel und Wurzelhaare zeigen. Durch hohe Temperaturen werden die Sauerstoffversorgung

und der cytoplasmatischer pH beeinflusst und eine Wachstumsdepression ausgeldst (siche
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7.1.2.1). Tiefe Temperaturen senken die Stoffwechselrate der Zellen und vermindern damit

wiederum den Wachstumserfolg.

Es wirken also zum Schwermetallstress zusétzliche Stressfaktoren auf den Keimling und
senken die Stressresistenz der Pflanze gegeniiber Schwermetall. Daher kann die Pflanze bei
hohen Temperaturen geringe Schwermetallkonzentrationen nicht mehr entgiften, welche bei

optimalen Klimabedingungen noch verkraftbar gewesen wiren.

Hohe Temperaturen steigern auflerdem die Transpiration der Pflanze. Dadurch werden mehr
Losung und damit auch mehr Ionen aufgesaugt. Der Stoffumsatz steigt also, es kommt zu
einer schnelleren Anreicherung von Schwermetallen in der Pflanze, vor allem in der Wurzel,
sodass rasch toxische Konzentrationen erreicht werden. Durch den raschen Einstrom der
Ionen hat die Pflanze auch wenig Zeit zur Entgiftung der Ionen und Radikale und zur
Aktivierung von Resistenzmechanismen. Dadurch treten frither und stirker die Symptome der

Schwermetalltoxizitét beziechungsweise der Tod der Pflanze auf.
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7.2.2 Die Keimung bei Triticum aestivum

Die nachfolgende Tabelle fasst die wichtigsten Ergebnisse der Keimung zusammen.

Triticum aestivum Triticum aestivum
in Kupfersulfat in Zinksulfat
Keimung bis 10° M bis 10> M
Wachstum bis 10™* M ungestort bis 10° M
Wurzelspitze normal bis 10 M normal bis 10 M

Distanz der bulges | bei 10 M bulge-Region sehr | bei 10 M bulge-Region sehr
und Wurzelhaare kurz, Wurzelhaare stark der | kurz, Wurzelhaare stark der

von der Spitze Spitze angenéhrt Spitze angenihrt

Tabelle 11: Triticum aestivum: Keimung in Schwermetalllosungen

Hohe Konzentrationen beider Schwermetalle wirkten inhibierend auf die Keimung von

Triticum aestivum. Geringe Schwermetallmengen hatten keine signifikante Wirkung.

In verschiedenen Versuchsansidtzen wurden allerdings stark abweichende Ergebnisse

beobachtet, ein Mittelwert stellt diese Ergebnisse also nicht ausreichend dar.

Um verwertbare Ergebnisse zu erhalten, sind daher sehr grofle Probenmengen nétig (Orchand,
1977). Das hingt zum Beispiel damit zusammen, dass die Gréfe der Samen einen groB3en
Einfluss auf die Keimfdhigkeit und die Wachstumsgeschwindigkeit des Keimlings hat
(Cordazzo, 2002). Aus unseren Versuchen ldsst sich deswegen kein diesbeziigliches Ergebnis

herauslesen.

Allerdings war schon mehrfach die inhibierende Wirkung von Kupfer (Liu and Wang, 2002;
Muller et al., 2001; Nimmo et al., 2003) und von Zink (El-Ghamery et al., 2003) auf die
Keimrate beobachtet worden und auch bei Triticum aestivum war sie schon bemerkt worden
(Song et al., 2002). Song et al. (2002) beobachteten weiters, dass die Keimrate weniger stark
inhibiert wurde als das Wurzelwachstum. Auch wachstumsfordernde Wirkung durch Kupfer
und Zink war schon beobachtet worden (Arora and Katewa, 1999), allerdings gibt es keine

Literatur tiber Triticum.
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Liu und Wang (2002) fiihrten die hemmende Wirkung von Kupfer auf gesenkte Aktivitdten
von Proteasen (Protein abbauende Enzyme) und Diastasen (Stirke abbauende Enzyme)
zuriick. Daher konnen die Néhrstoffe des Speichergewebes nicht umgesetzt werden, sodass
keine oder geringere Keimung erfolgt und die Keimrate, das Wachstum der Wurzel, sowie die

Respirationsrate der keimenden Samen gesenkt sind.

Storungen des osmotischen Gleichgewichts, welche durch Uberangebot von Zink verursacht
werden konnen, verdndern ebenfalls einige metabolische Parameter zu Beginn der Keimung

und vermindern dadurch das Wachstum (Espen et al., 1997).

AuBerst interessant war der Vergleich der Empfindlichkeit der Wurzeln und Wurzelhaare in
Abhidngigkeit vom Keimmedium: wenn Samen in Kupfer oder Zink enthaltenden Losungen
gekeimt wurden, waren sie in den folgenden Schwermetalluntersuchungen weniger

empfindlich, als wenn sie ohne Schwermetall vorgekeimt waren.

Es muss sich um eine Adaption des Keimlings an die Schwermetalllosung handeln, die vor
oder wihrend der Keimung erfolgt, aber nicht danach. Die Spezialisierung der Zellen und
Gewebe beginnt mit der Keimung des Samens bzw. wihrend der Embryogenese (Volkmann
and Peters, 1995). Daher kann vermutlich die Adaptierung an die Schwermetalle noch vor

dieser Differenzierung stattfinden, spater aber nicht mehr.

In Konzentrationen, in denen die Keimrate vermindert war, wuchs die Wurzel langsamer.
Weiters war der Haarkranz am Ansatz der jungen Keimwurzel ndher zur Wurzelspitze
geriickt. Dies erkldren El-Ghamery et al. (2003) fiir Zink mit gesenkter Zellteilung durch
verminderte Mitoserate beziehungsweise abnormale mitotische Abldufe, welche er an sich

teilenden Spitzenzellen der Wurzel von Triticum aestivum beobachtete.

Zink hemmt die Mitose, indem es Zellen in der Interphase (G2) oder der Prophase arretiert
(Borboa and De la Torre, 1996). Dafiir verantwortlich ist die gehemmte Synthese von DNA
oder von Zellkernproteinen (Espen et al., 1997).
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7.2.3 Wirkung der Schwermetalle auf die Wurzel

Die Wurzel ist das Organ, in dem die meisten Schwermetalle akkumuliert werden; ein
Transport von der Wurzel weiter in den Spross findet kaum statt. Daher wird die Wurzel
stirker und frither gestort als der Spross (Lexmond and Vorm, 1981). Wenn man an
oberiridischen Organen Symptome wahrnimmt, dann ist die Pflanze bereits stark geschédigt

(Minnich et al., 1987).

Die Wirkung von Kupfersulfat wurde bei den Wurzeln von Triticum aestivum und
Arabidopsis thaliana beobachtet, Zinksulfat wurde allerdings ausschlieBlich bei Triticum

aestivum untersucht.

In der folgenden Tabelle sind die Werte zur besseren Ubersichtlichkeit nochmals

zusammengefasst.
Arabidopsis thaliana Triticum aestivum Triticum aestivum
in Kupfersulfat in Kupfersulfat in Zinksulfat
Wachstum bis 5*107 uneingeschrinkt, | bis 10°M uneingeschriankt, | bis 102M uneingeschrinkt,
bei 10 M einige Stunden bei 10 M einige Stunden bei 107" M einige Stunden
Wurzelspitze normal bis 5%10°° M, dann normal bis 107 M, 107 normal bis 107 M, dann

verdickt, braun und

abgebaut

braun dann braun und

abgebaut

braun und abgebaut

Distanz der bulges und

Wurzelhaare von der

bis 5*10°° normal, ab 5*10°°

M mehr und mehr verkiirzt

bei 10 M ist die Distanz
der bulges normal, die

Distanz der Wurzelhaare

bei 10~ und 10™ M sind die
Distanz von bulges und

Waurzelhaare von der Spitze

Wurzelspitze
von der Spitze ist vergrofBert
vergrofert
Dichte der bis 5*10°° normal, ab 5*10”° | in allen Konzentrationen in allen Konzentrationen
Wurzelhaare M mehr und mehr normal normal

verdichtet

Tabelle 12: Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum: Wurzeln in Schwermetalllosungen
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7.2.3.1 Wurzelwachstum

In starken Konzentrationen wirkten Zink (ab 10™ M) und Kupfer (ab 10™* M) toxisch auf die
Wurzel, das Wachstum war bei beiden Metallen verlangsamt oder wurde sofort

beziehungsweise nach kurzer Zeit eingestellt.

Wiederum wirkte Kupfersulfat stirker inhibierend als Zinksulfat. In Kupfersulfat wurde das
Wachstum bei 10> M gesenkt und bei 10 M eingestellt, wogegen Zinksulfat erst bei 10> M
das Wachstum verlangsamte und bei 10™ M stoppte. Bei jeweils stiirkeren Konzentrationen

erfolgte kein Wachstum mehr.

Kleinere Konzentrationen von Kupfer (bis 10° M) und Zink (bis 107 M) waren ohne

Einfluss, die Wurzel wuchs wie in der Kontrolle.

Die Reaktion des Wurzelwachstums auf Kupfer war bei Arabidopsis thaliana und Triticum

aestivum gleich und hatte ebenfalls keine wachstumsforderliche Wirkung.

Interessanterweise zeigte sich bei mittleren Konzentrationen von Zink in Triticum aestivum,
dass das Wachstum der Wurzel schneller war als in der Kontrolle. Ob das auch bei

Arabidopsis thaliana so ist, muss in einer weiteren Arbeit untersucht werden.

Toxischer Effekt von Kupfer

Das Wurzelwachstum ist von vielen Faktoren abhéngig; ein ganz wesentlicher ist das
Wachstumshormon Auxin. Es ist ein Wachstumsregulator und wirkt auf das Wachstum der
Wurzelzellen hemmend  (Bandurski and  Nonhebel, 1985). Daher ist in
Wurzelspitzenmeristemen iiblicherweise wenig Auxin vorhanden (Libbert, 1987).
Uberschiissiges Auxin wird durch die Auxinoxidase abgebaut. Diese wird allerdings durch

Kupfer inhibiert (Agarwal et al., 1987; Coombes et al., 1976).

Weitere wichtige Griinde fiir das geringe Wurzelwachstum konnen die Stérung der
Membranen, das Aussickern von Ionen und ein hoherer Radikalgehalt sein (Cakmak and
Marschner, 1988). Die Zellen werden dadurch geschwicht und wachsen deshalb vermutlich

ebenfalls langsamer.

Auch auf die Teilungsfdhigkeit der Zellen wirken sich hohe Kupferkonzentrationen aus, sie
wird deutlich vermindert. Der Grund dafiir sind chromosomale Aberrationen und abnormale

Zellteilung sowie die Inhibierung der Mitose (Agarwal et al., 1987).
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Toxischer Effekt von Zink

Die Hemmung des Wurzelwachstums durch Zink wird durch Stérung physiologischer
Prozesse sowie durch chromosomale Aberrationen herbeigefiihrt. Diese verursachen

Hemmung der Mitose (Morris et al., 1984; siehe auch 7.2.2).

Wie durch Kupfer wird auch durch starke Zinkkonzentrationen die Teilungsfahigkeit der
Zellen gesenkt (Peterson and Stevens, 2000), denn Zinkiiberschuss verldngert die G1-Phase
der Mitose, vermindert das RNA- und das Proteingehalt der Zelle (Rathorne et al., 1972) und

verlangsamt dadurch die Zellteilung.

Weiters werden das Membrangleichgewicht und seine Permeabilitit bei Zinkiiberschuss
gestort. lonen treten also aus und der Gehalt an Radikalen ist erhoht (Cakmak and Marschner,
1988). Dadurch werden die Zellen geschwécht und das Wurzelwachstum herabgesetzt.

Wachstumsforderung durch Zink

Die Wachstumsforderung durch starke Zinksulfatkonzentrationen ldsst sich durch die

Funktion der Schwermetalle als Mikroelement erkliren:

Zink wird fiir die DNA-Replikation, die Regulierung von Genexpression und in diversen

Enzymen benétigt (Marschner, 1995).

Sobald die Reservestoffe der Pflanze zu Ende gehen, benétigt die Pflanze zusétzliche
Néhrstoffe aus ihrer Umgebung. Der Beobachtungszeitraum von 48 Stunden nach der
Keimung ist hierfiir relativ kurz, da bis zu diesem Zeitpunkt aller Wahrscheinlichkeit nach die
Reserven der Pflanze noch nicht aufgebraucht sind, eine zusétzliche Versorgung ist aber
dennoch auch bei jungen Keimlingen wachstumsforderlich, wie man den Ergebnissen

entnehmen kann.

Zinkmangel wirkt durch das Fehlen oder wegen unzureichender Mengen von Enzymen und
Proteinen. Weiters wird der Enzymstoffwechsel zu wenig reguliert. Durch Zinkmangel kann
sich auch Phophoriiberschuss toxisch auswirken (Marschner, 1986). Daher laufen
Zellteilungen langsamer oder fehlerhaft ab. Auch Zinkmangel stort den Auxinstoffwechsel
(Marschner, 1986).
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7.2.3.2 Wurzelspitzen

GroBe Dosen von Kupfer- (bei Arabidopsis thaliana und Triticum aestivum ab 10™* M) und
Zinksulfat (bei Triticum aestivum ab 107 M) fiihrten frither oder spiter zum Absterben der
Wurzel. Die abgeschiilferten Zellen der Wurzelspitze gingen bei beiden Schwermetallen
zuerst verloren; dadurch erschien die Wurzelspitze stumpf. In den Zellen der Wurzelspitze
und den abgeschiilferten Zellen der Kalyptra koagulierte das Plasma, der Zellkern war klein

und geschrumpft und beide braun verférbt.

Auch Agarwal et al. (1987) beobachteten, dass die schidigende Wirkung des Kupfers bei den

Wurzelspitzenzellen beginnt.

Eine Verfarbung der Wurzel konnte bei Triticum aestivum bei 10 und 10* M CuSOy4 und
102 M ZnSO4 nur in den neu gebildeten Wurzelabschnitten beobachtet werden, in stirkeren

Konzentrationen war die Wurzelspitze zur Génze braun verfarbt.

Die Braunfirbung der Wurzel in starken Kupfer- und Zinkkonzentrationen ldsst sich dadurch
erkliren, dass diese die Denaturierung der Proteine des Plasmas und der Nukleinsduren des
Zellkernes verursachen. Sie gehen mit den Schwermetallen Komplexe ein, welche braun
gefarbt sein konnen (Marschner, 1995). Dies erklart gut die Braunfarbung unserer Wurzeln in

starken Kupfer- und Zinksulfatkonzentrationen.

Hohe Kupferkonzentrationen rufen aber auch Braunfirbung durch ein rotes Pigment (Punz
and Sieghart, 1993) oder durch starke Suberinisierung der neu gebildeten Wurzelabschnitte
herbei (Mohr, 1983; Patterson and Olsen, 1983). Dies scheint fiir mittlere Konzentrationen

zuzutreffen.

In 10* M CuSO4 waren in Triticum aestivum Kleine, polsterformige, braune Gebilde in
regelmiBigem Abstand gefunden worden. Die Zellen sind kurz, weil sie wahrscheinlich
starben, bevor noch das Streckenwachstum einsetzen konnte. Sie haben daher auch keinen

Turgor und werden daher entsprechend von den Nachbarzellen eingedriickt.

7.2.3.3 Rhizodermis

In der Kontrolle und in schwachen Kupfer- und Zinksulfatkonzentrationen war die
Rhizodermis bei Triticum aestivum ungeschidigt und schloss die Wurzeloberfliache als ebene,

einheitliche Hiille ab, die Wurzelhaare wuchsen aus dem unteren Drittel der Trichoblasten.

In stirkeren Kupfersulfatkonzentrationen (107 bis 10™* M) waren die Rhizodermiszellen nach
auBBen aufgewolbt, geschwollen und auch verkiirzt. Die Wurzelhaare setzten hdufig an einer
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beliebigen Position in der Rhizodermiszelle an und wuchsen nicht schlauchférmig gerade,

sondern blasig.

In Arabidopsis thaliana waren die Rhizodermiszellen in Konzentrationen ab 5¥10° M CuSOy
zwar nicht nach auflen gewdlbt, aber auch verkiirzt, und zwar mit steigender Konzentration

immer kuirzer. Dadurch saflen die Wurzelhaare dichter.

Die Verkiirzung der Rhizodermiszellen hdngt mit der durch Kupfer bedingten Verminderung
des Langenwachstums der Zellen zusammen (Agarwal et al., 1987). Auch hier diirfte das
Auxin eine essentielle Rolle spielen, dessen Gleichgewicht ja moglicherweise gestort ist.
Auxiniiberschuss wirkt sich auf die Position der Wurzelhaare aus, dabei werden Wurzelhaare

niher dem oberen Ende der Rhizodermiszelle ausgebildet (Masucci and Schiefelbein, 1994).

Die Aufwdlbung héngt vermutlich mit der Storung der Plasmamembran zusammen: Kupfer
und Zink machen die Membranen stirker permeabel (Agarwal et al., 1987) und den
Ionentransport unspezifisch (Klobus et al., 2004). Mit den einstromenden Schwermetall-lonen
gelangt auch mehr Wasser in die Zelle, sodass der Druck in der Zelle steigt. Auch die

Zellwand verliert an Festigkeit und gibt dadurch dem Turgor der Zelle nach.

In noch stirkeren Konzentrationen platzten Zellen, die Oberfliche der Wurzel war zerstort.
Das Absterben der Epidermiszellen wird auf starke Radikalbildung zuriickgefiihrt
(Ouzounidou et al., 1992; Véazques et al., 1992). Durch diese wird die Oberfliche der Wurzel
geschadigt.

7.2.3.4 Infektionen

Bei der Kultur von Triticium aestivum bildeten sich gleichzeitig auch viele Mikroorganismen,

die in der Losung und auf Wurzeln und Wurzelhaaren wuchsen.

In mittleren Kupferkonzentrationen (dieser Parameter wurde an Zinksulfat nicht beobachtet)

waren die Infektionen starker als in schwachen oder starken Konzentrationen.

Das ist auf zwei Faktoren zuriickzufiihren: einerseits auf die Néhrstoffkonzentration der
Losung, andererseits auf die Toxizitdt des Kupfers; in niedrigen Konzentrationen ist der
Néhrstoffgehalt der Losung gering, sodass sich Mikroorganismen nur wenig entwickeln. In
mittleren und starken Konzentrationen platzen Wurzelhaare und Rhizodermiszellen. Das
dabei austretende Plasma enthélt viele Néhrstoffe und bietet daher ein optimales Milieu fiir

Mikroorganismen. Die Schwermetallkonzentration ldsst ihr Wachstum noch zu. Hohe
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Konzentrationen sind jedoch auch fiir Bakterien toxisch, sodass sie sich nicht entwickeln

konnen (Agarwal et al., 1987; Jong, 1984).

Daher ist vermutlich die Bakteriendichte in mittleren Konzentrationen am hochsten.

7.2.3.5 Wurzelhaarbildung

Wurzelhaare bilden sich aus Rhizodermiszellen, indem zunichst eine kleine Ausbuchtung der
Zelle sichtbar wird, der bulge. Dieser wéchst recht langsam. Nach einiger Zeit wachsen aus
den bulges die schlauchformigen Wurzelhaare. Ublicherweise sind in einer Reihe von
Trichoblasten nur wenige bulges in den jlingeren Zellen, dann sind sie zu Trichoblasten

ausgewachsen.

Die Zone der bulge-Bildung und des Auswachsens der Wurzelhaare aus den bulges wurde
durch die Schwermetalle verdndert, die Wirkung von Kupfer und Zink war bei Triticum

aestivum unterschiedlich:

In schwachen Konzentrationen unterschieden sich weder die Distanz der bulges von der

Wurzelspitze noch das Auswachen der Wurzelhaare von der Kontrolle.

Eine geringere Entfernung der bulges von der Wurzelspitze wurde bei Triticum aestivum aber

in 10 M Kupfersulfat und bei 10~ und 10> M Zinksulfat beobachtet.

Bei Arabidopsis thaliana hingegen setzten die bulges und Wurzelhaare in stirkeren
Kupfersulfatkonzentrationen (ab 510 M) deutlich niher der Wurzelspitze an, die Distanz

wurde mit jeder Konzentrationsstufe geringer.

Dies hédngt vermutlich mit der durch Zink- und Kupferiiberschuss hervorgerufenen
Schwiéchung des Zelllingenwachstums zusammen (Agarwal et al., 1987): Die vom
Apikalmeristem gebildeten Zellen strecken sich bedeutend langsamer, sodass zwar vermutlich
dieselbe Zellgeneration wie in der Kontrolle bulges ausbildet, diese aber wesentlich niher der

Wurzelspitze liegen, da die Zellen langsamer wachsen.

Auch das Auswachsen der Wurzelhaare aus den bulges war bei Triticum aestivum bei Kupfer

und Zink verdndert (bei Arabidopsis thaliana wurde dieser Parameter nicht untersucht):

Der Beginn des Spitzenwachstums war in 10~ und 10> M ZnSO, etwas verzdgert, die bulges
benotigten also fiir die Initilerung des Spitzenwachstums mehr Zeit als in der Kontrolle.

Anders war es in Kupfersulfat bei 10 und 10 M: hier wurde in den ersten Stunden nach
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dem Transfer in die Kupferlosung aus bulges nach kleiner Verzogerung ein Schlauch gebildet.
Spéter gebildete bulges jedoch konnten keine Wurzelhaare ausbilden, sodass der neu
gewachsene Wurzelabschnitt nur mit bulges besetzt war. Der Ubergang zum

Spitzenwachstum war also vollstidndig inhibiert.

Die Inhibierung des Spitzenwachstums hingt vermutlich zu einem grofen Teil mit der
Storung der Plasmapermeabilitit und der dadurch fehlenden Ca**- und pH-Gradienten
zusammen. Diese beiden sind essentiell um das Spitzenwachstum einzuleiten und aufrecht zu
erhalten (siche 4.4.3.2). Eine geringfligige Verzogerung ist durch eine leichte Stérung der
beiden Gradienten durch Kupfer und Zink erklérbar.
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7.2.4 Wirkung der Schwermetalle auf die Wurzelhaare

Fiir die Bildung und das Wachstum von Wurzelhaaren sind mehrere Faktoren wichtig.
Die im Folgenden besprochenen werden in der nachstehenden Tabelle zusammengefasst.

Die Wirkung von Kupfersulfat wurde bei den Wurzelhaaren von Triticum aestivum und
Arabidopisis thaliana beobachtet, Zinksulfat wurde allerdings ausschlieBlich bei Triticum

aestivum untersucht.

Triticum aestivum
in Zinksulfat

Triticum aestivum
in Kupfersulfat

Arabidopsis thaliana
in Kupfersulfat

Wachstum bis 104 M bis 104 M bis 102 M

Zellkernposition bei 10° und 10™* M springt | bei 10° und 10* M an die | bei 10~ M an die Spitze

er bei Zugabe etwas Spitze angenihert angendhert
Richtung Basis und kehrt
dann zur Ausgangsposition

zuriick

Bildung neuer

bis 107 M regelmiBig, bei

bis 10" M regelmiBig, bei

bis 10 M regelmiBig, bei

Wurzelhaare 10* M nur Stummel 10 M Bildung verzogert 10 M Bildung verzégert
Zellwand- keine bei 107 bis 10° M Kappe bei 107 und 102 M an der
verdickungen an der Spitze, an Stufen, Spitze, an Stufen, bei 10°
entlang des Schlauches, M entlang des
bei 10 M als Punkte auf Schlauches und als
dem Schlauch verteilt Punkte auf dem Schlauch
verteilt
Stufenbildung, nein regelmifig bei 107, vereinzelt bei 10° M
Verzweigungen vereinzelt 10 M

Tabelle 13: Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum: Wurzelhaare in Schwermetalllosungen

7.2.4.1 Morphologie und Wachstum

Wurzelhaare sind schlauchféormige Ausstiilpungen der Rhizodermis und wachsen in der Regel
gerade. Das Wachstum des Wurzelhaares macht eine Expansion der Plasmamembran und der
Zellwand erforderlich. Die Zellwand wird an der Wurzelhaarspitze aus Pektinen gebildet, die
aus Golgivesikeln mittels Exocytose eingebaut werden. In der priméren Zellwand sind nur

wenige Cellulosefibrillen vorhanden. Bereits kurz nach der Spitze sind in der Plasmamembran
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Cellulose-Synthase-Komplexe integriert, welche Cellulosemikrofibrillen synthetisieren. Diese
geben der Zellwand Festigkeit und werden kurz nach ihrer Deposition zusitzlich durch
oxidatives ,,cross-linking* gestarkt. Callose wird ebenfalls durch Synthasen in der
Plasmamembran gebildet, die entweder reguldr und gleichmiBig Callose deponieren (bei

Pollenschlduchen) oder bei bestimmten endogenen oder du3eren Signalen aktiv werden.

Das Wurzelhaar wéchst mittels Turgordruck, der die Zellwand ausdehnt. Dies kann wegen der
Festigung der lateralen Zellwand durch die Cellulose nur an der Spitze des Wurzelhaares

erfolgen. Daher bildet sich ein gerader Wurzelhaarschlauch (Bibikova, 2003).

Bei Arabidopsis thaliana wuchsen die Wurzelhaare bis zu 10 M Kupfersulfat gerade. Ab
einer Konzentration von 10~ M hérten sie zu wachsen auf, verloren an Volumen und waren

verschrumpelt.

Die Wurzelhaare von Triticum aestivum wuchsen ebenfalls bis zu einer Konzentration von

10°° M gerade und schlauchformig.

Bei 10° M Kupfersulfat jedoch verhielten sich die Wurzelhaare eigenartig: sie wuchsen eine
Zeit lang, wurden dann langsamer und horten ganz auf. Die Zellwand bildete sich jedoch
weiter, sodass an der Spitze eine dicke Schicht aus Cellulose, Callose und Pektinen deponiert
wurde. Nach einiger Zeit (etwa 30 Minuten) brach dann unterhalb der dicken Zellwandspitze,
die sicher nicht mehr durch den Turgordruck dehnbar wire, eine neue Spitze aus dem
Schlauch, das Wurzelhaar verzweigte sich. Dieser Vorgang wiederholte sich hiufig, sodass
das Wurzelhaar schlieBlich ein knorpeliges, baumchenartiges Aussehen hatte. Diese
Verdnderung fand sich auch in Zinksulfat, allerdings weniger deutlich und bei hoheren

Konzentrationen (107 M).

In hoheren Konzentrationen (Kupfersulfat bei 10* und 10° M, Zinksulfat bei 107 M)
wurden ebenfalls manchmal Zellwandverdickungen an der Wurzelhaarspitze beobachtet, sie
bildeten eine dicke Kappe, aber der Wachstumsstopp war irreversibel. Wenn die Zellwand an

der Spitze nicht dicker wurde, platzten die Wurzelhaare haufig.

Die toxische Konzentration der beiden Schwermetalle war fiir Wurzelhaare die gleiche wie
fiir Wurzeln. Die Wirkung setzte aber bei den Wurzelhaaren deutlich frither ein als bei der
Wurzel. Dies hiangt damit zusammen, dass Wurzelhaare als erstes mit dem Schwermetall in
Kontakt kommen und auferdem ihre Zellwand vor allem an der Spitze extrem diinn ist;

Schwermetall-Ionen wirken daher rascher auf sie ein als auf andere Wurzelzellen.
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In 1 M ZnSOy4 plasmolysierten Wurzelhaare, da diese Konzentration stark hypertonisch ist.
Dies ist auch fiir 1 M CuSOy der Fall, aber interessanterweise beobachteten wir hier nie

Plasmolyse, die Zellen waren in dieser Konzentration bereits tot.

Das Platzen der Wurzelhaare wird generell auf starke Radikalbildung zuriickgefiihrt
(Ouzounidou et al., 1992; Vazques et al., 1992). Platzen kann die Zelle auch, weil der Aufbau
und die Verfestigung der Zellwand durch Kupfer gestort werden. Wird die Festigung der
Zellwand verhindert, platzt daher das Wurzelhaar oder schwillt an (Bibikova et al., 2003).
Dies konnte auch eine Erkldrung fiir die leicht blasige Form nicht geplatzter Wurzelhaare

sein.

Eine weitere Hypothese sagt aus, dass viele kurzfristige Effekte auf Wand- und Zellform auf
eine Interaktion mit dem Cytoskelett, und zwar durch verdnderte Orientierung sowohl der
Mikrotubuli als auch der Aktinfilamente, zuriickgefiihrt werden konnen. Zum Beispiel konnte
durch Aluminium hervorgerufene Schwellung dadurch erkldrt werden (Barcelo and
Poschenrieder, 1999). Auch dies wire also eine mogliche Erkldrung filir blasige

Wurzelhaarspitzen.

7.2.4.2 Maximallinge und Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzelhaare

Die Linge der ausgewachsenen Wurzelhaare ist ein Parameter, welcher von der
Wachstumsgeschwindigkeit und der Wachstumsdauer der Haare abhiangt. Generell wuchsen
die Wurzelhaare von Triticum aestivum in unserer Kulturlosung etwa 16 Stunden lang und
erreichten dabei eine durchschnittliche Endlédnge von 1100 um. Um nun sicher zu gehen, dass
die Wurzelhaare alle ganz ausgewachsen waren, wurden die Messungen daher nach 24

Stunden gemacht.

Wurzelhaare in starken Konzentrationen beider Metalle (10'5 M CuSOy4 und 10° M ZnS0Oy
bei Triticum aestivum, 10*M CuSOy bei Arabidopsis thaliana) waren deutlich kiirzer als die
Kontrolle, kleinere Konzentrationen bewirkten keine Verdnderung der Wurzelhaarlinge.
Besonders geringe Mengen von Kupfersulfat (10” und 10® M bei Triticum aestivum und
5%10°° M bei Arabidopsis thaliana) wirkten interessanterweise forderlich auf das Wachstum

der Wurzelhaare, sie waren langer.
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Die Wachstumsgeschwindigkeit der Wurzelhaare wurde nur bei Triticum aestivum untersucht.

Neu gewachsene Wurzelhaarabschnitte wurden alle fiinf Minuten gemessen.

In unserer Kulturlosung wuchsen die Wurzelhaare von Triticum aestivum mit einer
durchschnittlichen Geschwindigkeit von 1,2 pum pro Minute (die Wurzelhaare von

Arabidopsis thaliana wachsen durchschnittlich 1 pym pro Minute).

Schnelleres Wurzelhaarwachstum als in der Kontrolle wurde in den Kupfersulfat-
konzentrationen 10”° und 10® M beobachtet. In Zinksulfat war keine Wachstumsforderung
bemerkbar. Mittlere Kupfersulfat- (107 und 10°® M) sowie schwache und mittlere Zinksulfat-
konzentrationen (107 bis 10* M) hatten keine langfristige Wirkung auf die
Wachstumsgeschwindigkeit. Allerdings konnte haufig nach der Zugabe von Schwermetall-
l6sungen eine Wachstumsdepression beobachtet werden. Nach kurzer Zeit wuchsen die

Waurzelhaare aber wieder schneller weiter.

Starke Schwermetallkonzentrationen (Kupfersulfat ab 10° M, Zinksulfat ab 107 M)
wirkten auf das Wachstum inhibierend. Die Wurzelhaare wuchsen zunéchst langsamer, dann

horten sie vorzeitig ganz zu wachsen auf.

Entscheidend fiir das Wachstum von Wurzelhaaren sind vor allem zwei Faktoren:

Wurzelhaare benétigen einen Ca’’-Gradienten fiir das Wachstum, das heilit, dass die
Konzentration von freiem Ca®" im Plasma in der Spitze hoher ist als im {ibrigen Schlauch.
Dafiir wird ein stindiger Einstrom von Ca”>" benétigt, das Ca>" wird dann in intracelluliren
Kompartimenten gespeichert oder iiber die Plasmamembran wieder nach aullen gebracht
(Reiss and Herth, 1979; Ruijter et al., 1998). Da in unserer Kulturlosung kein Ca”' enthalten
ist, baut das Haar den Gradienten aus Zellwand- oder intrazelluldren Speichern auf (Ryan et
al., 2001); bei wachsenden Pollenschlduchen ist das nicht moglich, sie brauchen Calcium in

der Kulturlosung.

Auch ein pH-Gradient ist fiir wachsende Wurzelhaare notwendig; in der Wurzelhaarspitze ist
die H'-Tonenkonzentration erhoht, der Gradient wird durch Ionenpumpen, die H-ATPase,
aufrechterhalten (Bibikova, 1998; Pinton et al., 1993). Durch hohe Zinkkonzentrationen wird
die Aktivitit der H -ATPase verringert (Hexum, 1974).

Durch starke Schwermetalllosungen wird allerdings die Plasmamembran geschidigt, sodass
ihre Eigenschaft als semipermeable Membran verloren geht (Cooke and Burden, 1990). Ionen

treten daher aus der Membran aus (Stroinski and Floryszak-Wieczorck, 1993). Daher konnen
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sich vermutlich der fiir das Wachstum essentielle Ca**-Gradient und der ebenso wichtige pH-

Gradient entlang des Wurzelhaares nicht oder schlecht ausbilden, das Wachstum ist gestort.

Auch beim Wachstum der Wurzelhaare konnte das Wachstumshormon Auxin eine Rolle
spielen. Generell fordert Auxin das Wachstum der Wurzelhaare, aber ein Auxiniiberangebot,
welches bei hohen Kupfer- und Zinkkonzentrationen auftreten kann (siehe 7.2.3.1), wirkt auf
das Wachstum von Wurzelhaaren inhibierend (Jackson, 1960). Allerdings kann sich die
Pflanze an hohe Auxin-Konzentrationen etwas adaptieren. Dies konnte auch erkldren,
weshalb Wurzelhaare nach einer anfanglichen Wachstumsdepression bei Schwermetallzugabe

nach einigen Minuten wieder rascher weiter wachsen.

Ob Auxin auch fiir die Stimulierung des Wurzelhaarwachstums durch kleine Kupfer- und
Zink-Konzentrationen verantwortlich ist, ist ebenfalls nicht bekannt. In anderen Zellen fordert
Auxin durch Ansduerung und damit durch Auflockerung der Zellwand die Zellstreckung
(Katsumi et al., 2000). Ein dhnlicher Mechanismus wire hier ebenfalls vorstellbar und miisste

untersucht werden.

Fiir die Konzentrationen 10™ und 10 M CuSO4 kommt noch ein weiterer moglicher Grund
fir die Verlangsamung des Wurzelhaarwachstums hinzu: Fiir verzweigt wachsende
Wurzelhaare gilt, dass sie deutlich langsamer wachsen als gerade wachsende Wurzelhaare. In
Arabidopsis thaliana war dies bereits an verzweigt wachsenden Mutanten (cow1-2) (Grierson
et al., 1997) beobachtet worden. Diese Haare waren dicker, kiirzer und wuchsen langsamer als

beim Wildtyp (Ketelaar et al., 2002).

7.2.4.3 Pulsierendes Wachstum bei Triticum aestivum

Wurzelhaare von Triticum aestivum wuchsen nicht gleichméfig, sondern hatten geringe
periodische Schwankung der Wachstumsgeschwindigkeit, ein wellenformiges Zu- und

Abnehmen in 15 Minutenfrequenzen, das wir als Oszillation bezeichnen.

In Kupfer ist dieses pulsierende Wachstum noch deutlicher (in Zink wurde dieser Parameter
nicht analysiert): In den Konzentrationen 10”°, 107 und 10® M war eine leichte Oszillation
dhnlich wie in der Kontrolle zu beobachten. Anders aber war es bei 10®und 10° M

Kupfersulfat:
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Bei 10 M war bei einigen Wurzelhaaren dieses Pulsieren wesentlich stirker ausgeprigt, die
langsamen Phasen waren langsamer als in der Kontrolle, die schnellen waren schneller; die

Intervalle waren allerdings gleich wie in der Kontrolle.

In 10° M konnte eine andere Form der Wachstumsschwankung beobachtet werden: Hier
wechselten sich Phasen mit regelmiBBigem Wachstum mit Phasen vollstindigen Wachstums-
stillstandes ab. Wenn sich das Haar weniger stark ausdehnt (langsamer wichst), wird die
Zellwand an der Spitze dicker, da die Zellwandbildung offenbar nicht reduziert wird. Die
dicke Wurzelhaarspitze verhindert eine weitere Elongation des Wurzelhaares, das Wachstum
stoppt komplett. Dann aber baut sich offenbar neuerlich starker Turgordruck auf, sodass
seitlich ein neuer Ast aus dem Wurzelhaar herauswachsen kann, der dann ebenfalls nach
einiger Zeit wieder zu wachsen aufhort, usw. Dies fiihrt zum bdumchenartig verzweigten

Aussehen der Wurzelhaare in dieser Kupfer-Konzentration.

Oszillierendes Wachstum wurde bereits mehrfach an Pollenschlduchen (Feij6 et al., 2001;
Holdaway-Clarke et al., 1997), vereinzelt auch bei Pilzhyphen (Lépez-Franco et al., 1994)
beobachtet. Bei Pilzhyphen wird es allerdings angezweifelt (Sampson et al., 2003). In

Waurzelhaaren war oszillierendes Wachstum bisher noch nie beschrieben worden.

Im Unterschied zu unseren Untersuchungen an Wurzelhaaren waren die Wachstums-
schwankungen bei Hyphen und Pollenschlauchen wesentlich haufiger und zwar mit Pulsen
alle 20 bis 40 Sekunden bei Pollenschlduchen (Holdaway-Clarke et al., 1997), und alle 2,3 bis
22 Sekunden bei Hyphen (Lopez-Franco et al., 1994), iiber ldngere Zeitrdume erschien das
Wachstum gleichmiBig. In unseren Untersuchungen dauerten die Pulse 15 Minuten. Es stellt
sich die Frage, ob die Oszillation auf den bei Pollen und Hyphen beobachteten Mechanismen
beruhen konnte. In Pollenschlauchen pulsieren Wachstumsgeschwindigkeit und cyto-
plasmische Ca-Konzentration der Wurzelhaarspitze synchron, auch ein ClI" Ausstrom ist damit
assoziiert (Zonia and Feijo, 2003). Beide Ionen spielen eine aktive Rolle beim
Pollenwachstum. Eine andere Untersuchung korreliert das oszillierende Wachstum mit der
Intaktheit des Aktinskeletts und nicht mit dem cytoplasmatischen Ca-Gradient (Parton et al.,
2003).

Die Oszillation konnte die sichtbare Auswirkung von regulatorischen, homdoostatischen
Zyklen sein. Diese betreffen den lonenfluss der Plasmamembran, Verdnderungen des cyto-

plasmatischen Protonen-, Ca-, K- und CI-Flusses. AuBerdem sind moglicherweise Zellwand-
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plastizitdt, Viskositdt, Turgor (Turgorschwankungen koénnten hier den Schlauch weiter

vorstoflen) und Cytoskelett beteiligt (Feijo et al., 2001).

Fiir Hyphen wird die Oszillation mit der Zellwandbildung in Verbindung gebracht. Es konnte
sich um periodische Synthese von Zellwandmaterial, plotzliche Zellwandausdehnung oder
plotzliche Ausschiittung von Vesikeln handelt. Es konnten also synchrone oder asynchrone
Verschiebungen von Synthese und Zellwanddehnung sein (Lopez-Franco et al., 1994; Parton

et al., 2003).

7.2.4.4 Zellwand

Die Zellwand von wachsenden Wurzelhaaren ist an der Spitze ausschlieBlich primére
Zellwand, besteht also vor allem aus Pektinen und nur wenigen Cellulosefibrillen. Direkt
hinter der Wurzelhaarspitze setzt die Synthese von Cellulosemikrofibrillen ein, die Zellwand
des Wurzelhaarschlauches (sekundire Zellwand) besteht also zu einem hohen Anteil aus
Cellulose. Die Zellwand ist daher an der Spitze diinnwandig, im Wurzelhaarschlauch dann

etwas dicker (bei Triticum aestivum etwa 0,4 pm).

Die Zellwandbestandteile wurden mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen analysiert.

Der oben beschriebene Zellwandaufbau blieb bei Arabidopsis thalina auch in Kupfersulfat

erhalten.

In Triticum aestivum hingegen verdanderten sich sowohl in Kupfer- als auch in Zinksulfat in

gewissen Konzentrationen die Zellwandzusammensetzung und ihr Aufbau:

Beide Schwermetalle, aber vor allem Kupfer, bewirkten Zellwandverdickungen entlang des
Wurzelhaarschlauches (etwa 1 pm dick) und an der Wurzelspitze. Diese waren aus Cellulose,

Callose und Pektinen aufgebaut.

Verdickungen an der Wurzelhaarspitze waren hdufig. Besonders méchtig (bis 12 pm) waren
sie bei 107 und 10* M Kupfersulfat und bei 10° M Zinksulfat, weniger stark ausgeprigt
waren sie bei 10° M Kupfersulfat und 10> M Zinksulfat. Diese waren kappenartige
Verdickungen aus Cellulose und Pektin. Zusdtzlich gab es aber hdufig auch knopfartige

Verdickungen aus Callose.
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Verdickungen entlang des Schlauches oder an den Verzweigungen (ehemaligen Spitzen)
konnten nur in den Konzentrationen 10 und 10° M CuSOy4 und 10°M ZnS0O4 beobachtet

werden. Thr Vorkommen war allerdings in Kupfersulfat hdufiger als in Zinksulfat.

Der Aufbau der knopfartigen Verdickungen von ehemaligen Wurzelspitzen entsprach der

Wurzelhaarspitze, die Zellwandverdickung war allerdings weniger stark.

Die Verdickungen der lateralen Zellwinde des Wurzelschlauches bestanden hauptséchlich aus
Cellulose und Pektin. Zusétzlich war aber auch bei manchen Wurzelhaaren Callose als knopf-
oder punktartige Deposition aufgelagert. Bei Kupfersulfat waren es meist grofere Kndpfe von
runder oder ovale Form, in Zinksulfat waren es meist kleine, sandkornartig erscheinende

Punkte.

Zellwandverdickungen stellen flir das Wurzelhaar eine Moglichkeit dar, Schwermetalle
teilweise (entsprechend der Bindungsplitze der Zellwand) am Eindringen zu hindern. Es
handelt sich um einen Vermeidungsmechanismus der Pflanze. Laut Iwasaki kénnen bis zu
60% von Kupfer an der Zellwand oder im Raum zwischen der Zellwand und der
Plasmamembran gebunden werden (Iwasaki et al., 1990). Kupfer hat eine besonders hohe
Affinitdt fiir Liganden und adsorbiert daher stark an der Zellwand, aber auch Zink wird stark

adsorbiert (Jorgenson, 1966).

Dies erfolgt hdufig durch zusitzliche Schichten aus pektinartigen Substanzen oder anderen
Kohlenhydraten auf der Zellwand (Kartusch, 2003). Cellulose ist generell der hiufigste
Bestandteil der Zellwand (Clowes and Juniper, 1968) und dient im ungestressten Wurzelhaar
dem Aufbau der Zellwand, anscheinend wird sie aber gemeinsam mit Pektinen auch bei Stress

fiir groBflachige Zellwandverdickungen eingesetzt.

Callosedeposition scheint eine spezifische Reaktion auf Stress zu sein und wird meist zur
lokalen Verdickung der Zellwand eingesetzt. Sie wird aber nicht von allen Stressoren im
selben Ausmall ausgelost. Dabei werden Cellulose-Synthase-Komplexe, welche in und

unterhalb der Spitzenregion lokalisiert sind, rasch auf die Synthese von Callose umgeschalten

(Brett, 2000).

Die Bildung von Callose erfolgt nach dem ,,Alles-oder-Nichts-Prinzip*, wird also ab einem
gewissen Schwellenwert unabhéngig von der Schwermetall-Konzentration gebildet. Kartusch
(2003) hat sie bei Allium cepa ab 3,2 uM CuSO,4 beobachtet, wobei er auch Cytoplasma-
Ansammlungen nahe der Callosedepositionen beobachtete. Dies wire auch interessant an

Waurzelhaaren zu untersuchen.
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Besonders interessant ist die Beobachtung, dass auch in Zinksulfat Callosedepostion zu finden
ist, da Kartusch (2003) bei Allium cepa wohl bei den Elementen Kupfer, Nickel, Chrom,
Mangan, Kobalt, Cadmium, Aluminium, Blei, Arsen, Vanadium, Lithium, und Strontium
Callosebildung beobachten konnte, nicht aber bei Zink. Es verhinderte in Allium cepa sogar

die Callosebildung durch Kupfer.

Auch an anderen spitzenwachsenden Zellen, den Apikalzellen von Farn-Protonemata, wurden
Zellwandverdickungen aus Callose, lipidhaltigen Substanzen und stark entesterten Pektinen
beobachtet, allerdings durch Blei hervorgerufen (Krzeslowska et al., 2004). Auch Protonema
bildeten wiederholt neue outgrowth im noch diinnwandigen, leicht lateral gelegenen Bereich

der Spitze. In der diinnwandigen Region fehlten aber die Pektine.

Das Auftreten von Callose und Pektinen bedeutet also, dass ganz allgemein mehrere
Schwermetalle dhnliches Verhalten in spitzenwachsenden Zellen auslésen. Daher konnte die
Ausbildung von Zellwandverdickungen aus Callose und Pektinen ein genereller oder
zumindest hiufig angewandter Mechanismus zur Vermeidung von Schwermetallen in diesem
System sein.Es konnte andereseits auch ein Ausdruck von unspezifischem Stress-Response

sein.

7.2.5 Stromung, Plasma, Cytoskelett

Wachsende Wurzelhaare haben eine charakteristische Cytoarchitektur. Die apikale Region
oder vesikelreiche Spitze ist gefiillt mit Ribosomen und Golgivesikeln fiir den Aufbau der
Zellwand an der Wurzelhaarspitze, die Anwesenheit von Cytoskelett konnte noch nicht
nachgewiesen werden. Die anschlieBende subapikale Region enthélt zusitzlich diverse
Organellen sowie cortikale Mikrotubuli und Aktinfilamente. Der Wurzelhaarschlauch wird
hauptsichlich von der Zentralvakuole ausgefiillt, Organellen und Cytoskelett liegen in einer
diinnen Schicht der Plasmamembran an. Das Plasma stromt dabei in Form von umgekehrter
Springbrunnenstromung durch das Wurzelhaar, fliet also entlang der Plasmamembran zur
Wurzelhaarspitze und in einigen weiter innen liegenden Plasmastrdngen wieder Richtung

Waurzelhaarbasis.

Mit Ende des Wurzelhaarwachstums geht die Stromung in Zirkulationsstromung und
schlieBlich in Rotationsstromung iiber, wobei die apikale Region verschwindet, da sich die

Spitze zuerst mit groBeren Organellen fiillt. Dann wandert die Vakuole in die
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Wurzelhaarspitze vor und alle Organellen bewegen sich zirklationsformig durch das ganze

Wurzelhaar um die grof3e Zentralvakuole.

Diese Cytoarchitektur und Stromung blieben bei Arabidopsis thaliana und bei Triticum
aestivum in schwachen Kupfer— und Zinksulfatkonzentrationen unverdndert. In mittleren
Konzentrationen (bei 10 und 10° M CuSOy4 sowie 107 und 10 M ZnSO,) blieben die
polare Organisation des Wurzelhaares und die umgekehrte Springbrunnenstromung so lange
erhalten, wie das Wachstum fortgesetzt wurde. Mit Wachstumsende wurde wie in der
Kontrolle Zirkulationsstromung eingeleitet. Die Hauptmenge der Organellen verschwand aus
dem Wurzelhaar, sie zog sich mdoglicherweise in die Rhizodermiszelle zuriick. In starken
Konzentrationen stockte das Plasma in der Wurzelhaarspitze und entlang des

Wurzelhaarschlauchs.

Obwohl das Cytoskelett selbst nicht untersucht wurde, gibt es einige Hinweise darauf, dass es
intakt bleibt: Die cortikalen Mikrotubuli orientieren die Cellulosemikrofibrillen in der
Zellwand (Gunning and Hardham, 1982) und sind fiir die Wachstumsrichtung des
Wurzelhaares verantwortlich (Dolan, 2001; Ridge, 1988). Da die Wurzelhaare bei Triticum
aestivum in mittleren Konzentrationen (10° CuSO4 und 10° M ZnSOj) immer gerade
wachsen und auflerdem die Zellwand dicker wird, nehmen wir an, dass die Mikrotubuli intakt
sind. Solange das Wurzelhaar wichst muss auch das Aktinskelett in Ordnung sein, da es fiir
den Transport der Vesikel zur Wurzelhaarspitze notwendig ist (Miller et al., 1999). Auch die
vorhandene Plasmastromung ist ein Hinweis auf ein intaktes Cytoskelett, vor allem auf
funktionierende Aktinfilamente (bis 102 M beider Schwermetalle und bei beiden

Versuchspflanzen).

Brownsche Bewegung, wie sie bei Arabidopsis thaliana ab 10> M CuSO, und bei Triticum
aestivum ab 107 M CuSOy nach einiger Zeit zu beobachten war, deutet hingegen auf
Schéadigung des Cytoskeletts hin. In Zinksulfat konnte diese Erscheinung nicht bemerkt

werden.

Der Riickzug des Zellkernes in die Rhizodermis (mit Ende des Wachstums) erfolgte in allen
Kupfersulfatkonzentrationen und Zinksulfatkonzentrationen bis 10> M und spricht dafiir,
dass das Aktinskelett zumindest ein Zeit lang erhalten blieb, zumindest so lange bis der

Zellkern in die Rhizodermiszelle gewandert war.
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Bei 10" M ZnSO, wurde der Zellkern nicht zuriickgezogen und die Zellwand wurde nicht

dicker, eine Storung des Cytoskeletts wiére also denkbar.

7.2.5.1 Zellkerne

Der Zellkern spielt eine wichtige Rolle fiir die Regulierung des Wurzelhaarwachstums.

Darauf fiihrt man seine kontrollierte Position im Wurzelhaar zuriick:

In der Rhizodermis migriert er, hat also keine fixe Position. Mit der Bildung von bulges liegt
er allerdings an der, dem bulge gegeniiberliegenden Zellwand. Mit der Initiierung des
Spitzenwachstums néhert er sich dem bulge und wandert ab einer bestimmten Schlauchlédnge
in das Wurzelhaar ein. Er bleibt dann wihrend des Spitzenwachstums stets eine gewisse
Distanz von der Spitze entfernt, bewegt sich also im Haar mit der Spitze mit. Bei Arabidopsis
thaliana variiert diese Distanz kaum (77 pm + 15 (Ketelaar et al., 2002)), bei Triticum

aestivum ist die Position etwas flexibler (54-205 um).

In ausgewachsen Wurzelhaaren beginnt der Zellkern durch das Wurzelhaar zu wandern und

zieht sich schlieBlich in die Rhizodermis zurtick.

In schwachen Konzentrationen (bei Triticium aestivum bis 10° M CuSOy und bis 10 M
ZnSQ0y, bei Arabidopsis thaliana bis 5%10° M CuSO0,) behielt der Zellkern seine definierte
Position von der Spitze bei. Stirkere Konzentrationen hatten aber einen Einfluss auf seine

Lage:

In Arabidopsis thaliana folgte der Zellkern bei 10”° und 10 M Kupfersulfat in den ersten
Minuten nach der Zugabe nicht der wachsende Wurzelspitze nach, das heif3t die Distanz zur
Wurzelhaarspitze vergroferte sich. Nach wenigen Minuten holte er allerdings wieder auf und
hielt seine Distanz konstant bis zum Wachstumsende. Womit dieses Verhalten
zusammenhéngt, ob es zum Beispiel vom Cytoskelett abhéngig ist, wire interessant in einer

weiteren Arbeit zu untersuchen.

Bei Triticum aestivum reagierte der Zellkern anders auf Kupfer und Zink: In 10 bis 10 M
CuSO; und 107 M ZnSO, bewegte er sich wenige Minuten nach der Schwermetallzugabe

deutlich auf die Wurzelhaarspitze zu und blieb dort, bis das Wachstum eingestellt wurde.
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Die Position des Zellkernes wird in Wurzelhaaren durch subapikales F-Aktin (Lloyd et al.,
1987), und Mikrotubuli festgelegt. Die Mikrotubuli sind mit ihm in der subapikalen Region
verkniipft, F-Aktin fixiert den Zellkern am Apex und verhindert sein Vorriicken zur Spitze.
Sato et al. (1995) beobachteten bei Arabidopsis, dass die Position des Zellkerns von Aktin
abhéngt.

Es wire moglich, dass das Kupfer, welches ja Proteine denaturiert, das Protein Villin abbaut,
oder dass Zink dessen Synthese inhibiert. Villin ist ein aktinbiindelndes Protein, F-Aktin-
biindel konnten daher nicht ausgebildet werden oder an Stabilitit verlieren. Dadurch kann das

Aktin den Zellkern nicht mehr am Vorrutschen hindern (Sato et al., 1995).

Um diese Hypothese zu festigen, wiére es allerdings notwendig, den Einfluss der beiden

Schwermetalle auf das Cytoskelett zu untersuchen.

Eine andere mogliche Erklarung fiir die Anndherung des Zellkerns an die Wurzelhaarspitze
wire, dass sich der Zellkern der Spitze annédhert, da diese (auf Grund der Diinnwandigkeit)
die empfindlichste und daher am stirksten gestresste Region des Wurzelhaars ist. Er muss

daher dort notwendige Prozesse zur Stressbekdmpfung steuern.

Auch konnte die Lage des Zellkernes mit der Ausbildung von Zellwandverdickungen
zusammenhéngen, denn Haberlandt (1887) hat beobachtet, dass der Zellkern sich dabei der
Zellwand annidhert oder sogar daran zu liegen kommt. Der Zellkern ist dabei lokal an diese
assoziiert. An der Alge Vaucheria sp. beobachtete er weiters, dass die Ausbildung von
,Cellulosemembranen* nur in Anwesenheit des Zellkernes erfolgt (Haberlandt, 1887). Eine
dhnliche Beobachtung wurde an Allium cepa ebenfalls in Zusammenhang mit Kupfer
gemacht: Der Zellkern zirkulierte bei Kupferzugabe stark. Dort wo sich Callose ausbildete,
blieb er dann stehen (Lasselsberger, 2002).

Anders verhielt sich der Zellkern in Konzentrationen bis 102 M CuSO4 und ZnSOy: der
Zellkern wurde bei Triticum aestivum (wie bei der Kontrolle) mit Wachstumsende in die
Rhizodermiszelle zuriickgezogen. In starken Konzentrationen (10'1 M CuSOy4 und ZnSOy4 bei
Triticum aestivum, ab 10° M CuSOy bei Arabidopsis thaliana) blieb der Zellkern an seiner
Position oder erreichte die Rhizodermiszelle nicht mehr bevor die Stromung eingestellt

wurde.

Fir die basipetale Bewegung nach Wachstumsende sind Proteinsynthese und funktions-

tiichtiges Aktinskelett im Schlauch notwendig. Fehlt das Aktinskelett (Abbau mit

149



DISKUSSION

Cytochalasin D), migriert der Zellkern zwar, kann aber nicht zuriickgezogen werden. Wird
mit mRNA-Blockern die Synthese der Proteine verhindert, bleibt der Zellkern ebenfalls in der

subapikalen Region.

Eine Storung der Proteinsynthese durch Kupfer und Zink ist bekannt, kann daher auf die
untersuchten starken Kupfer- und Zinksulfatkonzentrationen zutreffen. Der Zustand der
Aktinfilamente bei Kupfer- und Zinkbelastung wére hier zu anaysieren. Durch ein Abreiflen
der Aktinfasern oder das Fehlen der notwendigen Enzyme fiir den Riickzug des Zellkernes
verharrt der Zellkern an Ort und Stelle.

In den verzweigten Mutanten von Arabidopsis thaliana (cow1-2) (Grierson et al., 1997)
wurde beobachtet, dass der Zellkern zwischen den beiden Zweigen des Wurzelhaares hin- und
her wandert und sich bei durchschnittlich 46 pm hinter der Wurzelhaarspitze aufhélt, also
ndher als beim Wildtyp. Wird eine gewisse Wurzelhaarldnge iiberschritten, bleibt der Zellkern
in einem der beiden Zweige, der andere stellt das Wachstum ein. Die Anndherung an die

Spitze wurde auch in den verzweigten Wurzelhaaren von 10° M CuSOy beobachtet.

Zellkernform

Generell hat der Zellkern in Wurzelhaaren eine liangliche, am zur Wurzelhaarspitze weisenden
Ende etwas zugespitzte Form. Diese entsteht durch ziehende Kriéfte, welche bei der Migration

des Kernes durch F-Aktinbiindel auf diesen wirken.

Dabei ist die Oberfliche des Zellkerns bei wachsenden Wurzelhaaren leicht gekerbt und
eingestllpt. In ausgewachsenen Wurzelhaaren weist der Kern dagegen starke Vorspriinge der

Zellkernmembran auf (Bruaene, 2003).

In schwachen Konzentrationen von Kupfer- und Zinksulfat blieb diese Zellkernform erhalten.

In mittleren Kupfer- (10° und 10* M) und Zinksulfatkonzentrationen (10> M) verlor der
Zellkern an Volumen, war divers geformt, zum Beispiel kugelig, tropfenformig oder extrem
schmal, und hatte eine grieselig-kérnige Struktur. In starken Konzentrationen (ab 107 M
CuSOy, ab 102 M ZnSOy) konnte der Zellkern hiufig nach einigen Stunden nicht mehr

aufgefunden werden, er ging im koagulierten Plasma unter.

Ein Verlust des Zellkernvolumens durch Zink war schon von Rathorne et al. (1972)

beobachtet worden. Kugelige oder gestauchte Form koénnte durch das Nachlassen der
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ziehenden Krifte bei der Migration des Zellkernes zustande kommen (Bruaene, 2003). Dies
kann durch die Auflésung oder die Verringerung der Verbindung zwischen dem Zellkern und

den Aktinbiindeln bewirkt werden.
Auch Lasselberger (2002) beobachtet Kerndeformationen nach Behandlung mit Kupfersulfat.

Die grieselig-kornige Oberflachenstruktur deutet auf eine Denaturierung der Proteine des
Zellkernes hin. Denaturierung von Proteinen wurde bei beiden Schwermetallen beobachtet
(Marscher, 1995). An Allium cepa wurde weiters beobachtet, dass durch Kupfer Aminosduren
depolymerisiert werden, wobei der Zellkern fragmentiert wird und Micronuclei bildet.
Dariiber hinaus muss auch eine Anderung der Chromatinstruktur erwartet werden; nach

Agarwal et al. (1987) verursacht Kupfer zum Beispiel die Zerkliiftung von Chromatin.

Zink wiederum senkt den RNA- und den Proteingehalt des Zellkernes und inhibiert deren
Synthese (Rathorne et al., 1972).
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Die Wirkung der Schwermetalle Kupfer und Zink wurde in Wurzeln und Wurzelhaaren von
Arabidopsis thaliana und Triticum aestivum untersucht. Einerseits sind dies essentielle
Mikrondhrstoffe, anderseits wirken sie in hohen Konzentrationen toxisch auf Pflanzen; die

Reaktion der einzelnen Wurzelzellen ist daher von besonderem Interesse.

Es hat sich gezeigt, dass Kupfer- und Zinksulfat hiufig gleichartig auf Wurzeln und
Wurzelhaare von Triticum aestivum wirken, dabei erfolgt aber eine Verschiebung der
Schadwirkung um ein bis zwei Zehnerpotenzen; Zink ist weniger toxisch als Kupfer. Beide
Schwermetalle senken in starken Konzentrationen die Keimrate, verlangsamen das
Wurzelwachstum und vergrofern die Distanz der ersten Wurzelhaare von der Wurzelspitze.
Beide Schwermetalle fiihren zu einer leichten Verzogerung beim Auswachsen der
Wurzelhaare aus den bulges, in Kupfersulfat allerdings kann das Auswachsen auch géinzlich

inhibiert werden.

In hohen Kupfersulfatkonzentrationen (bei Zinksulfat nicht untersucht) ist das Plasma der
Wurzelspitzenzellen koaguliert und braun, Rhizodermiszellen sind blasig aufgewolbt oder

platzen, die Wurzelhaare setzen an einer beliebigen Position an.

Hohe Kupfer- und Zinksulfatkonzentrationen verhindern weiters die Bildung von neuen
Wurzelhaaren, senken oder arretieren das Wachstum und die maximale Linge von bereits
gebildeten oder neuen Wurzelhaaren durch verfriihten Wachstumsstopp, das Plasma verhalt
sich dabei so wie in Kontrollzellen, die ihr Wachstum beenden. In sehr starken

Konzentrationen platzen viele Wurzelhaare und das Plasma koaguliert.

Die Schwermetalle fiihren auch zu einer Anndherung des Zellkerns an die Wurzelhaarspitze

und zu Verdnderungen der Zellkernform und des Volumen.

AuBerdem bewirkt vor allem Kupfersulfat, aber auch Zinksulfat in gewissen Konzentrationen
knorpelig-stufiges Aussehen der Wurzelhaare, bedingt durch schubartiges Wachstum und
Bildung neuer Wurzelhaarspitzen. Dabei bilden sich Zellwandverdickungen aus Callose,
Cellulose und Pektin entlang des Wurzelhaars, an der Spitze und an Verzweigungspunkten,

sowie Callosepunkte verteilt auf dem Wurzelhaarschlauch.

Geringe Kupfersulfatkonzentrationen haben eine forderliche Wirkung auf das Wurzel- und

Wurzelhaarwachstum, in kleinen Zinksulfatkonzentrationen werden die Wurzelhaare langer.
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Arabidopsis thaliana verhilt sich zum Teil anders als Triticum aestivum in Kupfersulfat: bei
Arabidopsis wird die Distanz zwischen der Wurzelspitze und den ersten Wurzelhaaren kiirzer,
bei Triticum ist sie groBer. Aber dhnlich wie bei Triticum wird das Wurzelwachstum in hohen
Konzentrationen verringert oder arretiert, in kleinen Kupfersulfatkonzentrationen gesteigert.

Auch die Wurzelspitze ist durch Kupfersulfat dhnlich beeintridchtigt und wird stumpf.

Beziiglich der Wurzelhaare hat Arabidopsis in Kupfersulfat eine grolere Wurzelhaardichte als
Triticum und der Zellkern ist weiter von der Wurzelhaarspitze entfernt als in der Kontrolle.
Wie bei Triticum verhindern hohe Kupfersulfatkonzentrationen die Bildung von neuen
Wurzelhaaren und inhibieren das Wurzelhaarwachstum. Die Wachstumsbeendigung erfolgt
wie in der Kontrolle, in starken Konzentrationen koaguliert allerdings das Plasma. Anders als
bei Triticum verlieren die Haare ihren Turgor, sie platzen nicht und bleiben diinnwandig und

gerade.
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9 AUSBLICK

Aus den Versuchen hat sich ergeben, dass Wurzelhaare in Kupfer- und Zinksulfatlosungen
verdickte Zellwdnde ausbilden. Nun wire es interessant zu wissen, ob zwischen den
Verdickungen und der Plasmamembran Verbindungen vorhanden sind. Dies konnte mit

Plasmolyse erfasst werden.

Eine detaillierte Analyse der Stromungsgeschwindigkeit in Zusammenhang mit der
oszillierenden Wachstumsgeschwindigkeit beziehungsweise mit dem etappenweisen

Wachstum bei der Bildung neuer Wurzelhaarspitzen konnte auch aufschlussreich sein.

Weiters sollte verifiziert werden, ob Kupfer und Zink das Cytoskelett schidigen. Dafiir
konnte man ihre Wirkungsweise mit der durch Cytoskelettinhibitoren hervorgerufenen

Wirkung vergleichen oder Cytoskelettfarbstoffe einsetzen.

Auch wire es interessant herauszufinden, an oder in welchen Kompartimenten oder
Organellen die Metalle gespeichert oder gebunden werden und ob es Schwermetall-
Gradienten entlang des Wurzelhaares gibt. Auch, ob mit steigender Konzentration
kontinuierlich die Schwermetallkonzentration im Haar zunimmt oder ob, ab einem
Schwellenwert, das Wurzelhaar mit Ionen tiberschwemmt wird. Daten hieriiber konnen mit
spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen oder mit Scanning-Elektronenmikroskopie erhalten

werden.

Wichtig wire auch, Verinderungen des Ca’™ und des pH-Gradientens mit

Fluoreszenzfarbstoffen nachzuweisen.

AuBlerdem sollte der Einfluss der Schwermetalle auf den Auxinstoffwechel und die dadurch
hervorgerufenenen Stérungen durch zusétzliches Auxin beziehungsweise Auxin Oxidase

iiberpriift werden.
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ANHANG

11 ANHANG
Substanz MS mit MS ohne Y2 MS mit Y2 MS ohne
In mg/L Vitaminen Vitaminen Vitaminen Vitamine
(Media including (Basal Salts
Organics) Mixtures)
NH4NO; 1650 1650 820 820
H;BO; 6,2 6,2 3,1 3,1
CaCl, 3322 332,2 166,1 166,1
CoCl,'6H,0 0,025 0,025 0,0125 0,0125
CuSO45H,O 0,025 0,025 0,0125 0,0125
Na,EDTA 37,26 37,26 18,63 18,63
FeSO4 7H,0 27,8 27,8 13,9 13,9
MgSO4 180,7 180,7 90,35 90,35
MnSO4-H,O 16,9 16,9 8,45 8,45
Na;Mo0O42H,0 0,25 0,25 0,125 0,125
KJ 0,83 0,83 0,415 0,415
KNO; 1900 1900 950 950
KH,PO4 170 170 85 85
ZnSO4 7H,0 8,6 8,6 4,3 4,3
glicine 2 1
Myo-Inositol 100 50
Nicotinsiure 0,5 0,25
PyridoxinHCI 0,5 0,25
Thiamine'HCI 0,1 0,05

Tabelle 14: Arabidopsis thaliana: adaptierte MS-Medien (nach Gamborg (1968); Murashige und Skoog

(1962))
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