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Zusammenfassung

Viele Pflanzenarten lagern in den Zellwanden der Exodermis Inkrusten ein, die den Caspary-
Streifen der Endodermis ahnlich sind, was zu der Vermutung gefiihrt hat, dal} die Exodermis
eine ahnliche Funktion wie die Endodermis hat, namlich den radialen Transport von anorga-
nischen lonen im Apoplasten von Wurzeln einzuschranken. Fur die untersuchten Gersten-
pflanzen konnte gezeigt werden, dal® Caspary-Streifen in der Exodermis von Nodalwurzeln
regelmaRig vorhanden waren, wahrend in den Keimlingswurzeln eine Exodermis mit Cas-
pary-Streifen nicht bzw. nur unvollstandig ausgebildet wurde.

Wurde Evans Blue intakten Nodalwurzeln als Marker fir den apoplastischen Transport an-
geboten, so war der Farbstoff in Abschnitten mit ausdifferenzierter Exodermis fluoreszenz-
mikroskopisch nur in den Zellwanden der Rhizodermis und den auferen Tangentialwanden
der Exodermis nachzuweisen. In den Wurzelspitzen wurde der Farbstoff hauptsachlich in der
aulleren Schleimschicht (Mucilage) und den Zellwanden der Rhizodermis nachgewiesen.
Wurden die Rhizodermiszellen durch Plasmolyse geschadigt, drang der Farbstoff tiefer in
die Wurzelrinde ein.

Da organische Farbstoffmolekile nicht unmittelbar mit anorganischen lonen wie K ver-
gleichbar sind, wurden direkte Messungen zur Lokalisation und Quantifizierung von Ele-
menten in den Zellwanden mit Hilfe der Energiedispersiven Réntgen Mikroanalyse (EDXA)
im Raster-Elektronenmikroskop und der Sekundarionen Massenspektroskopie (SIMS)
durchgefihrt. Um die in vivo Verteilung der I6slichen lonen zu erhalten und eine ausreichen-
de Auflésung der Meltechniken zu erzielen, muliten die Messungen an dunnen Gefrier-
schnitten von schockgefrorenen Gerstenwurzeln durchgefiihrt werden.

Wourde intakten Wurzeln vor dem Einfrieren Rb" als Tracer fiir K* angeboten, so war das an-
gebotene Rb* mit der EDXA in basalen Wurzelabschnitten bis in die duReren Zellwénde der
Exodermis nachweisbar, nicht jedoch in den Zellwanden der Rinde. Dasselbe Ergebnis zeig-
ten die Untersuchungen mit der SIMS: auf Rb*-Verteilungsbildern endet die Markierung des
Apoplasten mit Rb* abrupt in den Radialwidnden der Exodermis. In Schnitten von der
Wurzelspitze konnte angebotenes Rb" nur in den duReren Tangentialwinden der Rhizoder-
mis und in der Mucilage nachgewiesen werden. Lediglich nach mechanischer Verletzung der
Exodermis oder nachdem die Wurzeln osmotisch geschockt wurden, war Rb* auch in den
Zellwanden der Rinde nachweisbar. Anhand der Permeabilititen einzelner Zellwandab-
schnitte, die aus den Konzentrationen des angebotenen Tracers in den Zellwanden berech-
net wurden, konnten die Radialwande der Exodermis, als die Zellwandabschnitte mit der
niedrigsten Permeabilitat, ermittelt werden.

Alle Ergebnisse belegen, daR die turgeszenten Zellen der Rhizodermis in der Wurzelspitze
und der Exodermis in basalen Wurzelabschnitten den passiven Einstrom sowohl von lonen
als auch von anderen gelésten Substanzen in den Wurzelapoplasten stark einschranken.
Die Ergebnisse zeigen andererseits auch, dal® die Exodermis bzw. Rhizodermis im Bereich
von abgestorbenen oder geschadigten Zellen Gberwunden werden kann. An diesen Stellen
wird der apoplastische lonentransport hauptsachlich durch die Endodermis kontrolliert. Die
Rolle von Rhizodermis und Exodermis wird einerseits als Ergédnzung zur Funktion der Endo-
dermis interpretiert, ndmlich die freie Bewegung von lonen im Apoplasten von Wurzeln zu
kontrollieren. Andererseits ermoglicht die Barrierefunktion von Rhizo- und Exodermis gleich-
zeitig die Aufrechterhaltung und Regulation eines von der AuRenlésung verschiedenen
Wasser- und lonengleichgewichts innerhalb des Apoplasten der Wurzelrinde.

Schlagworte: Analytische Elektronenmikroskopie, Apoplast, lonentransport



Abstract

Many plant species develop Casparian Band like structures in the exodermis, leading to the
assumption of similar functions for both the endo- and exodermis in limiting radial apoplastic
transport of inorganic ions in roots. The investigations on barley plants showed that an exo-
dermis with Casparian bands could be regularly detected in nodal roots while Casparian
Bands in the exodermis were absent or incompletely developed in seminal roots.

After treating intact nodal roots with Evans Blue as a tracer for the apoplastic transport, the
dye was exceptionally found in the cell walls of the rhizodermis and outer tangential walls of
the exodermis in root zones with a mature exodermis. In the root apex the dye was mainly
detected within the surfacely adhering mucilage layer as well as in the cell walls of the rhizo-
dermis. When the rhizodermis cells were damaged by plasmolysis, the dye penetrated into
the root cortex.

Since organic dye molecules are not fully comparable to inorganic ions as K', direct
measurements were carried out to localize and quantify elements in the cell walls by means
of energy dispersive X-ray microanalysis (EDXA) in a scanning electron microscope and
Secondary lon Mass Spectrometry (SIMS) respectively. The measurements had to be per-
formed on thin cryo-sections of quench-frozen barely roots to get a feasible spatial resolution
of the analytical techniques and for maintaining the distribution of soluble ions in site.

When intact roots were treated with Rb" as a tracer for K* prior to freezing, the tracer was
detectable up to the outer cell walls of the exodermis but not in the cortex of basal root
zones. The same result was obtained from SIMS measurements: the labelling of the apo-
plast ends abruptly in the radial cell walls of the exodermis on images of the Rb" distribution.
In sections from the root apex the Rb" tracer was only detected in the mucilage and the
outer tangetial walls of the rhizodermis. Merely after mechanical disruption of the exodermis
or after the roots have been shocked osmotically, Rb" could also be detected in the root
cortex. From the concentrations of the tracer in the cell walls, the permeability of particular
parts of the cell walls was calculated. By this procedure the radial walls of the exodermis
were found to have the lowest permeability.

All results show that the peripher root tissues to a large extent limit the passive influx of ions
and other solutes into the root apoplast. While the cell walls of the turgescent rhizodermis
cells form the outer apoplastic barrier in the root apex, this function is replaced by the exo-
dermis in basal root zones. On the other hand it is also demonstrated, that the exodermis
and rhizodermis can be overcome where cells have been damaged or died off. In these
places the apoplastic transport of ions is mainly regulated by the endodermis. One general
conclusion is that the resistances of the rhizodermis and exodermis are additive to the endo-
dermis in their role of regulating apoplastic ion movement across roots. On the other hand a
barrier for apoplastic transport in the rhizo- and exodermis will help to maintain and regulate
an ion and water homoeostasis in the root apoplast differing from the external solution.

Keywords: analytical electron microscopy, apoplast, ion transport
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1 Einleitung

Alle pflanzlichen Zellen sind von einer Zellwand umgeben, die ihnen Stabilitat verleiht und
sie vom umgebenden Medium abgrenzt. Der Aufbau und die Zusammensetzung der Zell-
wande kann dabei sehr verschieden sein. So bestehen die Zellwande vieler mariner Algen
uberwiegend aus stark quellbaren Matrixsubstanzen mit einem geringen Anteil an Gerust-
substanzen. Eine mechanische Stabilisierung der Zellen durch die Zellwand hat flir diese
Organismen nur eine untergeordnete Bedeutung. Mit dem Ubergang zum Landleben nimmt
die Bedeutung einer stabilisierenden Funktion durch die Zellwand zu und dementsprechend
auch der Anteil an Gerustsubstanz in den Zellwanden der Hoheren Pflanzen. Die vorherr-
schende Gerlstsubstanz in den Zellwanden aller Hoheren Pflanzen und der meisten Nieder-
en Pflanzen ist die Cellulose. Dabei handelt es sich um eine lineares Molekul aus B-D-Gluco-
se Monomeren, von denen sich in den Zellwdnden mehrere Molekile uUber Wasserstoff-
briickenbindungen zu Elementarfibrillen zusammenlagern. Die Cellulosefibrillen sind in eine
gelartige Matrix eingebettet, die Uberwiegend aus Pektinen (Polygalacturonsaure, Rhamno-
galacturonane), Hemicellulosen (Xyloglucanen) und Glykoproteinen besteht (Frey-Wyssling
und Muhletaler, 1965). Die Zellwande innerhalb einer Pflanze bilden zusammen mit den
Interzellularen ein Kontinuum, das als Apoplast dem Symplasten gegenibergestellt wird
(Mdnch, 1930). Als Symplast wird entsprechend die Gesamtheit aller, durch Plasmodesmen
verbundenen, lebenden Zellen einer Pflanzen verstanden.

Fur elektrisch geladene Teilchen kann der Apoplast der Pflanze in den Donnan-Free-Space
(DFS) und den Water-Free-Space (WFS) unterteilt werden. Der Donnan-Free-Space resul-
tiert aus der Eigenschaft der Pektine und Hemicellulosen, positiv geladenene Teilchen wie
Kationen reversibel, d.h. austauschbar an negativen Festladungen (Carboxyl- und Hydroxyl-
gruppen) zu binden. Dadurch steht Kationen in der Zellwand ein scheinbar gréferer Diffu-
sionsraum (Apparent-Free-Space) zur Verfligung als ungeladenen Teilchen oder Wasser.
Der fur Wasser und lonen gleichermal3en zugangliche Diffusionsraum in der Zellwand wird
als Water-Free-Space bezeichnet. Donnan-Free-Space und Water-Free-Space bilden
zusammen den Apparent-Free-Space.

Die Aufnahme von gelésten Nahrstoffen wie K™ erfolgt tiber die Wurzeln. Dabei stehen die
Zellen der AbschluRgewebe in direktem Kontakt mit der AuRRenlésung. Dementsprechend
kénnen diese Zellen Nahrstoffe auch direkt aus dieser Lésung aufnehmen. Fir alle anderen
Zellen, zum Beispiel in der Wurzelrinde, missen aber die Nahrstoffe zunachst zu den Zellen
transportiert werden. Nach dem von Steudle (1989) vorgeschlagenen 'Composite model’
stehen fir den Transport von Wasser und lonen in der Pflanze potentiell drei verschiedene
Wege zur Verfugung. Der apoplastische Transport bezieht sich auf diffusible Stoffbewe-

gungen aulerhalb des Plasmalemmas, worunter der Transport in den Zellwanden und
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Interzellularen verstanden wird. Aullerdem gibt es den symplastischen Transport, der
intrazellular durch das Cytoplasma und dann von Zelle zu Zelle Uber die Plasmodesmen
erfolgt; dabei missen die lonen zunachst unter physiologischer Kontrolle Gber die Plasma-
membran, von zumindest einer Zelle transportiert werden. Insbesondere Wasser kann
zusatzlich auf transzellularem Weg transportiert werden. Dabei mul® es die Plasmamem-
bran pro Zelle zweimal Uberqueren, wahrend der Transport zur benachbarten Zelle Uber den
Apoplasten erfolgt. Der transzellulare Weg spielt flr den Transport von geldsten lonen in der

Regel nur eine untergeordnete Rolle (Steudle und Peterson, 1998).

1.1 Wurzelgewebe mit inkrustierten Zellwanden

Der apoplastische Transport von lonen kann in Wurzeln durch die Inkrustierungen der Zell-
wande mit hydrophoben Substanzen wie Suberin und Lignin unterbrochen bzw. stark einge-
schrankt werden (Lauchli, 1976; Clarkson, 1988). Bei Suberin handelt es sich um ein
Polymer, das zu unterschiedlichen Anteilen aus aliphatischen (hoher Anteil von w-Hydroxy-
Carbonsauren) und aromatischen (phenolischen) Fettsduren besteht (Kollattukudy, 1980).
Lignin ist ebenfalls ein hochmolekulares Polymer, das im wesentlichen aus den drei Mono-
meren p-Hydroxy-Cumaryl-, p-Hydroxy-Coniferyl- und p-Hydroxy-Sinapylalkohol besteht
(Mohr und Schopfer, 1992). Sowohl Lignin als auch Suberin kénnen gleichzeitig in derselben
Zellwand vorkommen. Sie werden mit geeigneten Reagenzien histochemisch nachgewiesen.
Das in dieser Hinsicht bekannteste Gewebe ist die innerste Zellage der Wurzelrinde, die
Endodermis. Die radialen Zellwande der Endodermis zeichnen sich durch die Préasenz von
besonderen Strukturen aus, die nach ihrem Entdecker Caspary-Streifen benannt wurden
(Caspary 1858, 1866 zitiert in Schreiber et al., 1999). Dabei handelt es sich um suberini-
sierte und lignifizierte Bereiche der Zellwande, die sich durch eine enge Assoziation von
Plasmalemma und Zellwand auszeichnen (Bonnet, 1968; Gunning und Steer, 1975). Die
Verbindung zwischen Plasmalemma und Zellwand ist so stabil, dal} sie selbst im plasmo-
lysierten Zustand der Zelle bandartig an allen Radialwanden erhalten bleibt, weshalb dieser
Fall als Bandplasmolyse bezeichnet wird (Behrisch, 1926; Mager, 1933). Die Endodermis
kann in drei verschiedenen Differenzierungszustanden vorliegen (Kroemer, 1903). Die
primdre Endodermis ist allein durch das Vorkommen von Caspary-Streifen in den Radial-
wanden gekennzeichnet, d.h. die tangentialen Zellwdnde haben die gleichen Merkmale wie
die Ubrigen Rindenzellen. Im sekundadren Zustand wird in alle Wande der Endodermis
zusatzlich eine Suberinlamelle eingelagert. Dabei wird die neue Suberinlamelle in unmittel-
barem Anschluf} an die Caspary-Streifen gebildet und im Bereich des Caspary-Sreifens wird
ein neues, sekundares Plasmalemma angelegt (Robards et al., 1973; Stelzer und Lauchli,
1977). Das urspringlich mit dem Caspary-Streifen verbundene Stlck der Plasmamembran

wird gleichzeitig mit der Anlagerung des suberinisierten Zellwandmaterials aufgeldst. Die
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einzelnen Endodermiszellen sind anschlieRend vollstandig von einer Suberinlamelle umge-
ben und dadurch vom direkten Kontakt mit dem Apoplast isoliert. Im tertiaren Zustand
schliel3lich kénnen die inneren aber auch die aulieren Tangentialwande und die Radial-
wande durch weitere Auflagerungen von Zellwandmaterial partiell verdickt werden, woraus
das typische Aussehen (U-Form) tertidrer Endodermiszellen resultiert. Einzelne Zellen in der
sekundaren und tertidren Endodermis verbleiben als sogenannte DurchlalRzellen sehr lange
im primaren Zustand. Meistens befinden sich die DurchlalRzellen Gber den Protoxylem-
elementen des Leitblndels, was zu der Schluf3folgerung gefiihrt hat, dal® sie maRgeblich am
Stofftransport in das Leitgewebe des Zentralzylinders beteiligt sind (Schwendener, 1882;
Haberlandt, 1918). Aufgrund der speziellen Modifikationen ihrer Zellwande wurde die pri-
mare Endodermis frih als hauptsachliches Hindernis fir den apoplastischen Transport von
Wasser und lonen angesehen (Schwendener, 1882; van Fleet, 1961). Elektronendichte
Substanzen wie z.B. Silber-,Uranyl- und Lanthanionen kénnen in der Elektronenmikroskopie
zur Markierung von Kompartimenten oder zur Lokalisation von Elementen anhand ihrer
Fallungsprodukte verwendet werden (Lauchli, 1975, Stelzer et al., 1975, Stelzer und Lauchli,
1978). Robards und Robb (1974) konnten mit Hilfe von La** als Apoplastenmarker im
elektronenmikroskopischen Bild zeigen, dal® angebotenes La®* in Keimlingswurzeln der
Gerste nur bis zum Caspary-Streifen der Endodermis vordringt. Auch an den weiter fort-
geschrittenen Differenzierungsstadien der Endodermis (sekundarer und tertiarer Zustand)
konnten diese Befunde bestatigt werden (Robards und Robb, 1974; Lauchli, 1976). Es ist
heute allgemein anerkannt, dal} die Endodermis den apoplastischen Transport von lonen
unterbindet (Lauchli, 1976; Clarkson, 1996). Bisherige Modelle fir die lonenaufnahme durch
die Wurzel gehen deshalb davon aus, dal® der Apoplast der Wurzelrinde flir lonen bis zur
Endodermis frei zuganglich ist. Die Zusammensetzung der apoplastischen Flussigkeit in der
Wourzelrinde entsprache demnach derjenigen der Bodenlésung. Fir die aktive, physiologisch
kontrollierte lonenaufnahme aus der umgebenden Ldsung stiinde dementsprechend die
Gesamtheit aller Plasmamembranen der Wurzelrinde zur Verfligung. Spatestens an der
Endodermis miften lonen und andere geldste Substanzen von den Zellen aufgenommen

und im Symplasten zu den Leitgeweben des Zentralzylinders transportiert werden.

In der Wurzelrinde vieler Pflanzenarten wird in den Zellwdnden der Hypodermis, also der
Zellschicht unterhalb der Rhizodermis, wahrend der Differenzierung wie in der Endodermis
eine Suberinlamelle eingelagert. Eine Hypodermis, in deren Zellwanden eine Suberinlamelle
zu finden ist, wird als Exodermis bezeichnet und ist regelmafig bei allen Monokotylen zu
finden (Guttenberg, 1940, 1943). In den zusammenfassenden Darstellungen Uber die Exo-
dermis unterscheidet Guttenberg (1940, 1943) zwischen Kurzzellexodermen und einheit-

lichen Exodermen. Die Kurzzellexodermen bestehen aus einem Mosaik von einerseits
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suberinisierten und axial gestreckten Zellen und andererseits aus isodiametrischen Zellen,
bei denen erst zu einem viel spateren Zeitpunkt der Differenzierung eine Suberinlamelle ein-
gelagert wird. Die Kurzzellen fungieren nach Guttenberg (1940, 1943) als DurchlaRzellen
und ermdglichen deshalb noch einen regen Stofftransport tber die Exodermis. Die einheit-
lichen Exodermen bestehen aus gleichartigen, axial gestreckten Zellen. Die Suberinisierung
der einzelnen Zellen (bzw. der Zellwande) erfolgt nicht einheitlich in einem bestimmten Ab-
stand hinter der Wurzelspitze, sondern ist Gber eine fiir verschiedene Arten unterschiedlich
lange Ubergangszone verteilt. Die einheitliche Exodermis ist typisch fir die meisten Mono-
kotylen. Ausnahmen zu dieser Regel stellen z.B. Monokotyle dar, die ein Velamen radicum
ausbilden (z.B. viele Orchideen, Araceen), da bei Ihnen eine Kurzzellexodermis zu finden ist.
Guttenberg (1943) weist ausdricklich darauf hin, dal® ein Caspary-Streifen in der Exodermis
niemals zu beobachten sei.

Im Gegensatz dazu fanden Peterson und Emanuel (1983) an Zwiebelwurzeln erstmals auch
in der Exodermis Indizien fur die Existenz eines Caspary-Streifens, in dem sie bei Experi-
menten mit hypertonischen Medien Bandplasmolyse beobachteten. Mit Hilfe fluoreszierender
Substanzen, wie z.B. Berberinsulfat (Strugger, 1949), konnten in Kombination mit Anilinblau
sowohl die Caspary-Streifen der Endo- als auch der Exodermis in Wurzelquerschnitten
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden (Brundrett et al., 1988). Eine Unter-
suchung an Uber 180 Pflanzenarten zeigte, dal bei den meisten der untersuchten Spezies
(89%) die Wurzeln eine suberinisierte Exodermis mit Caspary-Streifen hatten (Perumalla et
al., 1990). Peterson (1989) schlug vor die Definition des Begriffs Exodermis nach Gutten-
berg (1940, 1943) zu erweitern. Danach wird eine Hypodermis , die eine Suberinlamelle und
einen Caspary-Streifen in den Zellwanden besitzt als Exodermis bezeichnet. Im Rahmen der
Untersuchung von Perumalla et al. (1990) wurden auch Gerstenwurzeln auf die Prasenz
einer Exodermis hin untersucht und schliel3lich den Spezies ohne Exodermis zugeordnet. Im
Gegensatz dazu ergaben sich aus fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit dem
Apoplastenmarker Evans Blue Hinweise auf das Vorhandensein einer Exodermis in Gersten-
wurzeln (Muhlefeld, 1993), die mit der Berberinsulfat/Anilinblau Farbung bestatigt werden
konnten (Gierth et al., 1999). Die analogen Inkrusten in den Zellwanden der Endo- und Exo-
dermis haben die Vermutung nahe gelegt, dal} die Caspary-Streifen der Exodermis wie die
der Endodermis die freie Beweglichkeit von lonen im Apoplasten einschranken. Dadurch
ware die Aufnahme von lonen hauptsachlich auf die peripheren Wurzelgewebe, i.e.S. auf die
Rhizodermis und ihre Wurzelhaare, beschrankt. Um diese Frage aufzuklaren wurden bereits
zahlreiche Untersuchungen durchgefuhrt. Dabei kamen einige Autoren zu dem Schluf3, daR
die lonenaufnahme durch die Wurzel iberwiegend in den auflieren beiden Wurzelgeweben,
namlich an der Rhizodermis und den aufleren zentripetalen Wanden der Exodermis erfolgt

(Vakhmistrov, 1967, Bange, 1973). Nach mikroautoradiographischen Untersuchnungen zur
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Rb*(K") -Aufnahme von Gerstenwurzeln gingen van Iren und van der Sluijs (1980) sogar
soweit zu folgern, dal® den Rindenzellen wahrend der Differenzierung die Fahigkeit zur
lonenaufnahme weitgehend verloren ginge. An Protoplasten von Maiswurzeln konnte
hingegen gezeigt werden, daR diese K* (Rb") durchaus aufnenmen kénnen (Kochian und
Lucas, 1983).

Zur Bestimmung der Permeabilitat der Hypodermiszellwande wurden an isolierten Hypo-
dermis-Huillen mehrere Untersuchungen durchgefiihrt (Clarkson et al. 1978; Robards et al.,
1979; Clarkson et al., 1987; Shone und Clarkson, 1988). Diese zeigten, dal3 die Permea-
bilitdt der isolierten Zellwande von Maiswurzeln, die in feuchter Luft angezogen wurden,
wesentlich niedriger war als in Wurzeln, die permanent in die Nahrlésung eingetaucht waren
(Clarkson et al., 1987). Ein vergleichbares Ergebnis wurde auch an abgeschnittenen Mais-
wurzeln fur die hydraulische Leitfahigkeit gefunden (Zimmermann und Steudle, 1998). Wah-
rend an Hypodermis-Hillen von Maiswurzeln flr die Zellwande niedrige Permeabilitidten
ermittelt wurden, deuten die Permeabilitditen von Zwiebelwurzeln an, dal die Zellwande
relativ leicht fur geloste Stoffe zu passieren sind (Clarkson et al., 1978). Sie stimmen inso-
fern nicht mit gleichzeitig durchgefihrten histologischen Untersuchungen an abgeschnit-
tenen Wurzeln Uberein, die ergeben haben, dal® die Exodermiszellwande flr den in beiden
Fallen untersuchten Farbstoff Uvitex CFX undurchlassig sind (Peterson et al., 1978). Mit
Hilfe organischer Fluoreszenzfarbstoffe als Apoplastenmarker konnte fir Mais und andere
Pflanzenarten gezeigt werden, dal® die Marker bei intakter Exodermis nicht in die Wurzel-
rinde eindrangen (Peterson und Perumalla, 1984). Erganzend zu den Untersuchungen mit
groRen Farbstoffmolekiilen konnte gezeigt werden, dal der scheinbar freie Diffusionsraum
(AFS) fir SO,* lonen durch eine intakte Exodermis stark verkleinert wird (Peterson, 1987).
Daraus wurde der Schluf abgeleitet, die Exodermis limitiere den Zugang der SO,* lonen
zum Apoplasten des Wurzelrindenparenchyms. Die Aufnahme von SO,* durch die Wurzeln
wurde aber auch schon friher mit Hilfe mikro-autoradiographischer Techniken eingehend
untersucht (Weigl und Littge, 1962; Littge und Weigl, 1962; Ziegler et al., 1963; Krichbaum
et al., 1967). Aus den Ergebnissen an abgeschnittenen Segmenten junger Maiswurzeln
wurde abgeleitet, da® der Apoplast der Wurzelrinde fiir SO,* bis zur Endodermis frei zu-

ganglich ist. Die Prasenz einer Exodermis wurde in diesen Untersuchungen nicht erwahnt.

1.2 Der Apoplast als Untersuchungsobjekt

Fir die bisher durchgefuhrten Untersuchungen zur Funktion der Exodermis im Hinblick auf
den radialen Transport geloster lonen im Apoplasten wurden entweder nur Wurzelsegmente
oder sogar nur isolierte Zellwande verwendet. Zudem wurden lediglich indirekte Messungen

durchgefuhrt, entweder durch lonen-Auswaschungen oder durch den Einsatz hochmole-
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kularer Tracer. Die Verwendung indirekter Methoden fir Untersuchungen in den diinnen
Zellwanden ist auch ein Hinweis auf die schlechte Zuganglichkeit des Wurzelapoplasten fur
direkte Mel®methoden. Dennoch wird gegenwartig mit unterschiedlichen Methoden der Ver-
such unternommen die Bedeutung des Apoplasten als Speicher-, Transport- und Reaktions-
raum fur die Pflanze aufzuklaren. Um das Milieu im Apoplasten von Wurzeln zu charakter-
isieren, werden z.B. ionenselektive Elektroden dazu verwandt den pH-Wert in den Wanden
der auflieren Wurzelrindenzellen und an der Wurzeloberflache entlang der Wurzelachse zu
bestimmen (Felle 1998; Peters und Felle, 1999). Der pH-Wert ist im Bereich der Wurzel-
spitze und der Streckungszone von Maiswurzeln demnach niedriger als in allen anderen
Wurzelabschnitten. Mit Hilfe dieser Technik wurde auflerdem gezeigt, dal® beim Angebot
toxischen Aluminiums an die Wurzelzone 1-2 mm hinter der Wurzelspitze die typische
Alkalisierung des pH-Werts im Apoplasten abgeschwacht wurde (Kollmeier et al., 2000).
Damit konnten friihere Ergebnisse, wonach diese Wurzelzone ausschlaggebend fir die
toxische Wirkung von AI*" ist, bestatigt werden (Sivaguru und Horst, 1998). Mit Hilfe von
Zell- und Wurzeldruckmeflisonden wurden Untersuchungen zum radialen Wassertransport
und zum radialen Transport von Abscisinsdure (ABA) durch die Wurzeln durchgefuhrt
(Zimmermann und Steudle, 1998; Zimmermann et al. 2000; Freundl et al, 2000). Alle drei
Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dal® eine Exodermis sowohl den Transport von
Wasser, als auch den Transport von ABA einschrankt. Die Parameter des Wassertransports
im Xylem wurden mit Hilfe von Druckmefsonden, die im Xylem plaziert wurden beschrieben
(Wegner et al. 1999; Wegner und Zimmermann, 1998), wahrend die Kern-Spin-Tomo-
graphie (NMR) dazu benutzt wurde die Wasserbewegung in den Leitgeweben des Sprosses
an intakten Pflanzen zu beobachten (Kuchenbrod et al., 1998). Mit Hilfe von 'patch clamp'
Untersuchungen wurden an Xylemparenchyzellen neue Anionen-Transportkanale fur Nitrat
und Chlorid beschrieben und deren Bedeutung fiir die Beladung der Xylemelemente mit
Nahrstoffen untersucht (Kéhler und Raschke, 2000). Die Bedeutung des Wurzelapoplasten
als Speicher flr Eisen wurde mit quantitativ chemischen Methoden und der Protonen-
Induzierten Emmission von Rontgenstrahlen (PIXE) an Schnitten gefriersubstituierter
Wourzeln untersucht (Strasser et al., 1999; Schneider et al. 2000). Daraus geht hervor, dal}
der Apoplast der Wurzelrinde keine bzw. nur eine geringe Bedeutung als Speicher fur Eisen
hat. Mit Hilfe der LAMMA-Technik (Laser-Microprobe-Mass-Analyzer) wurde die Zugang-
lichkeit des Apoplasten mykorrhizierter Fichtenwurzeln flr zweiwertige Kationen untersucht
(Kuhn et al., 2000), mit dem Ergebnis, dal} in diesen Wurzeln der Apoplast bis zur Endo-

dermis frei zuganglich ist.

Zur Klarung der Frage nach der Zuganglichkeit des Apoplasten von Gerstenwurzeln fir

K* (Rb") sollten direkte Messungen der Elementkonzentrationen in den Zellwénden durch-
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gefuhrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit standen dazu die energiedispersive Rdntgen-
mikroanalyse (EDXA), die Sekundarionen Massenspektroskopie (SIMS) und die Elektronen
Energieverlust Spektroskopie (EELS) fir vergleichende Untersuchungen zur Verfligung. Fur
die Lokalisation von mobilen, anorganischen lonen in Zellwanden mussen hinsichtlich der
Probenpraparation besondere Voraussetzungen erfillt sein. Zunachst mul} die Fixierung der
Proben garantieren, dal® die in situ Verteilung der lonen nicht beeinflut wird. Die am besten
geeignete Technik den 'lst-Zustand' der Proben augenblicklich zu konservieren ist die
Gefrierimmobilisierung (Zierold und Steinbrecht, 1987; Echlin, 1992). Wegen der stérenden
Einflisse der Eiskristalle besteht eine Optimierung des Einfrierens biologischer Proben
darin, das Wasser in einem glasartigen Zustand erstarren zu lassen, d.h. die Probe zu vitri-
fizieren. Das Einfrieren von biologischem Material unter hohem Druck schafft die Voraus-
setzungen um Proben bis zu einer Dicke von 500 ym zu vitrifizieren (Moor, 1987). Alle an-
deren bekannten Einfriertechniken sind in dieser Hinsicht weniger gut geeignet und es
kommt bereits in geringen Probentiefen (ca. 10 um in flissigem Propan) zur Bildung und
zum Wachstum von Eiskristallen (Kaeser et al., 1989). Eiskristalle bilden sich in pflanzlichen
Praparaten Uberwiegend in den grofen wassergeflllten Vakuolen. Neben dem Effekt der
sekundaren Verlagerung von lonen, erschweren sie au’erdem die nachfolgenden Schritte
der Probenpraparation, d.h. ganz besonders das Anfertigen von Gefrierschnitten. Die
Herstellung von Gefrierschnitten ist fur die Untersuchung von Elementkonzentrationen in
den dunnen Zellwanden notwendig, weil die raumliche Aufldsung der EDX-Analyse an
dicken Proben daflr nicht ausreichent (Echlin, 1992). Von pflanzlichem Gewebe wurden
bisher Kryoschnitte von Proben, die unter hohem Druck eingefroren wurden, dazu her-
gestellt, um die Ultrastruktur der Zellen zu untersuchen (Michel et al. 1991). Um die Ver-
teilung diffusibler lonen in Zellwanden zu untersuchen, wurden zumeist Gefrierschnitte von
Geweben angefertigt, die in flissigem Propan oder Freon-22 eingefroren wurden (Campbell
et al., 1981; Satter et al., 1982; Cameron et al., 1984). Bei diesen Einfriermethoden ist es im
Gegensatz zum Hochdruckeinfrieren mdglich, intakte Wurzeln bzw. sogar intakte Pflanzen
einzufrieren und damit die Wahrscheinlichkeit zu verringern, die Verteilung der lonen
innerhalb der Probe vor dem Einfrieren zu verandern.

Wegen des recht hohen endogenen K'-Gehaltes pflanzlicher Gewebe kénnen Experimente
zur Aufnahme und zum Transport dieses lons nur mit geeigneten Tracern durchgefiihrt
werden. In Kurzzeitversuchen hat sich in der Pflanzenphysiologie sei langem das chemische
Analogon fiir K namlich Rb" bewahrt (Epstein, 1972; van Iren und van der Sluijs, 1980;
Hooymans, 1982; Schachtman und Schroeder, 1994; Hirsch et al. 1998). Die Radien der
hydratisierten lonen von Kalium und Rubidium unterscheiden sich nur geringfligig
(K": 0,331 nm; Rb": 0,329 nm, Nightingale, 1959). Deshalb diirften sie sich in bezug auf die

Diffusion in einer freien Losung bzw. im Apoplasten ebenfalls nur wenig unterscheiden und



8 Einleitung

Rb* von daher fiir die Untersuchung der Beweglichkeit von K* im Apoplasten gut geeignet

sein.

Die direkten Messungen mit Hilfe analytisch-elektronenmikroskopischer Techniken sollten
insbesondere dazu beitragen herauszufinden, ob die Exodermis und/oder die aulleren
Wurzelgewebe die freie Diffusion von Kationen wie Kalium im Apoplasten der Wurzelrinde
einschranken. Eine Exodermis bzw. Rhizodermis, die den radialen apoplastischen lonen-
transport limitiert, hatte grofle Auswirkungen auf die Gesamtflache der Plasmamembranen,
die fur die lonenaufnahme aus der AulRenlésung zur Verfligung stiinde. Im Gegensatz zu
den bisherigen Vorstellungen ware die lonenaufnahme in diesem Fall Uberwiegend auf die
aulleren beiden Zellschichten beschrankt. Die Zusammensetzung der apoplastischen Flis-
sigkeit in der Wurzelrinde zwischen Exo- und Endodermis ware mehr oder weniger unbe-
einflullt von der Aufienlésung und unterlage der physiologischen Kontrolle durch die beiden
peripheren Wurzelzellschichten und die Zellen der Wurzelrinde. Unter solchen Voraus-
setzungen kdénnte man in diesem Apoplasten Eigenschaften eines eigenstindigen Reak-

tionsraumes, d.h. eines Kompartimentes im eigentlichen Sinne, erwarten.
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2 Material und Methoden

2.1 Kulturbedingungen und Pflanzenmaterial

2.1.1 Pflanzenanzucht

Fur samtliche Versuche wurde Gerste (Hordeum vulgare L.) der Sorte "Alexis" (Saatzucht
Josef Breun, 91074 Herzogenaurach) verwendet. Diese Sorte wurde innerhalb des DFG
Schwerpunktprogrammes “Der Apoplast der hdheren Pflanze: Speicher-, Transport- und
Reaktionsraum” einheitlich fir Untersuchungen an Gerste benutzt.

Gerstensamen wurden (iber Nacht in beliifteter CaSO4 Lésung (0,2 mol * m™) vorgequollen.
Anschlieend wurden die gekeimten Samen auf ein Netz Ubertragen, das auf CaSO, Lésung

schwamm und dort flir weitere 6 Tage belassen (davon die ersten 3 Tage abgedunkelt).

neenarten als Nahrelement gilt (Marschner, 1995). Zur Belliftung der Nahrlésung wurden
Glaseinsatze verwendet. Da davon auszugehen war, dal bereits Uber diese Glaseinsatze
ausreichend Si in die Nahrlésung gelangt, wurde auf einen Zusatz von Si zur Nahrldésung

verzichtet.

Abb. 2.1:  Gerstenpflanzen nach einer Woche (A) und nach drei Wochen Kulturdauer (B).
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Vierzehn Tage nach der Keimung bildeten die Gerstenpflanzen zusatzlich zu den 7-9
Keimlingswurzeln neue Adventivwurzeln der 2. Generation (Nodalwurzeln). Zu diesem
Zeitpunkt wurde der Rest der Karyopse, deren Starkevorrat bereits aufgebraucht war, von
Hand entfernt. Die Ernte der Nodalwurzeln erfolgte in der Regel nach einer Kulturdauer von
21 Tagen (inklusive des Vorquellens); die Ernte der Keimlingswurzeln erfolgte zu einem
frliheren Zeitpunkt, meistens 7 bis 9 Tage nach der Keimung.

Die Anzucht der Pflanzen wurde in einer begehbaren Klimakammer mit einem 16/8 h
Licht/Dunkel Wechsel durchgefliihrt. Die Lufttemperatur betrug wahrend der Lichtphase
20 °C und wahrend der Dunkelphase 16 °C. Als Lichtquelle dienten Quecksilberdampf-
lampen (HQI-T, 400 W/D daylight, Osram), die auf Hohe der Pflanzen eine mittlere Licht-

intensitat von 50 kLux erzeugten.

Tab. 1: Zusammensetzung der Néhrlbsung (DFG Standardnéhriésung fiir Monokotyle).
Hauptnahrelemente [mol » m™] Spurenelemente [10° mol * m?)

NH;NO; 0,1 H3BO, 1,0

K2SO4 0,7 MnSO, 0,5

KCI 0,1 ZnS0O, 0,1

Ca(NOs), 0,4 CuSO, 0,2

MgSQO, 0,5 (NH)4Mo;024 0,01

KH,PO, 0,1

Fe-EDTA 0,02

2.1.2 Bestimmung von Trockengewichten und Wurzellangen

Einzelne Pflanzen wurden nach definierten Zeitintervallen wahrend der Pflanzenkultur geern-
tet und die Wurzeln vom Sprof3 mit einer Rasierklinge abgeschnitten. Die Karyopsen wurden
ebenfalls mit einer Rasierklinge abgetrennt.

Die Lange der einzelnen Wurzeln wurde mit einem Zentimetermall vermessen. Anschlie-
Rend wurden die Wurzeln, Sprosse und Karyopsen nach Einzelpflanzen getrennt im
Trockenschrank fur 24h bei 105°C entwassert. Aus der Differenz von Frisch- und Trocken-
gewicht wurde der Wassergehalt berechnet.

Das Sprofd zu Wurzel Verhaltnis wurde aus den Trockengewichten berechnet.

2.1.3 Bestimmung der Osmolaritat von WurzelpreRsaften

Gerstenwurzeln wurden mit Filterpapier oberflachlich abgetrocknet und ca. 300 mg frisches
Wurzelmaterial in ein 1,5 ml Eppendorfgefald eingewogen. Die Eppendorfgefalle mit den
Wurzeln wurden mit flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend fir 10 min im

Wasserbad bei 80°C aufgetaut. In die Spitze des Gefaltes wurde nun mit einer glihenden
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Prapariernadel ein ca. 1 mm grof3es Loch geschmolzen. Die Eppendorfgefalle mit Wurzel-
material wurden auf ein zweites Eppendorfgefall gesteckt und beide zusammen bei 10000
Umdrehungen pro Minute fir 10 min zentrifugiert.

Von der abzentrifugierten Flissigkeit wurde die Osmolaritat mit einem Halbmikro-Osmo-
meter (Knauer, Berlin) bestimmt. Dazu wurde der Pref3saft 1:2 mit destillietem Wasser
verdunnt und davon 150 pl in eine MeRklvette des Osmometers Uberfihrt. Die Bestimmung
der Osmolaritat erfolgte durch die Gefrierpunktserniedrigung der Lésungen in Abhangigkeit
von der Konzentration der geldsten Teilchen. Die Eichung erfolgte mit Hilfe einer NaCl
Lésung bekannter Konzentration (400 mosmol NaCl « kg™ H,O; 12,687 g NaCl « kg™’ H,0)
Die Osmolaritdt des Prelsaftes von Gerstenwurzeln wurde mit diesem Verfahren zu

209 + 25 osmol * m™ bestimmt.
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2.2 Histochemische Untersuchungen

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Zeiss Axiolab Fotomikroskop
durchgefihrt. Bilder der Praparate wurden auf Kodak Ektarchrome EPY 64 Filmen auf-

genommen.

2.2.1 Berberinsulfat/Anilinblau Farbung

Die Untersuchung von Keimlings- und Nodalwurzeln auf die Prasenz einer Exodermis wurde
mit der Farbemethodik nach Brundrett et al. (1988) durchgefiihrt. Diese Farbung ruft unter
kurzwelligem Licht eine gewebetypische griin-gelbliche Fluoreszenz in den radialen Zellwan-
den der Endodermis und der ausdifferenzierten Exodermis hervor und soll deshalb die Pra-
senz von Caspary-Streifen anzeigen. Die nach Brundrett et al. (1988) fur die Fluoreszenz
ausschlaggebenden Substanzen sind Lignin, Suberin und/oder Callose.

Mit Hilfe einer Rasierklinge angefertigte Querschnitte durch frische Wurzeln wurden zu-
nachst fur 1 h in einer 0,1% Berberinsulfatidsung (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) inkubiert.
AnschlieBend wurden die in einer Tupfelschale aufbewahrten Schnitte mit Leitungswasser
gespult und in einem zweiten Schritt fur 30 min in einer 0,5% Anilinblaulésung gefarbt.
Danach wurden die Schnitte nochmals mit Leitungswasser gespllt und in einen Tropfen
Glycerinldsung (50% Glycerin, 0,1% FeCl;) auf einen Glasobjekttrager Gberfihrt und unter
Auflicht der Wellenlangen 450-490nm mikroskopiert.

2.2.2 Phloroglucin/HCI Farbung

Handgefertigte Querschnitte von frischen Gerstenwurzeln wurden fir 5 min in Phloroglucin
Lésung (Phloroglucin in Ethanol) gegeben. AnschlieRend wurden sie in einen Tropfen HCI
(2 konz.) Uberfuhrt, in Glycerin aufgenommen und im Hellfeld lichtmikroskopisch untersucht.
Die Phloroglucin/HCI Farbung zeigt im Hellfeld Lichtmikroskop Gewebe mit lignifizierten Zell-
wanden durch eine rote Farbung an. Der Ligninnachweis beruht auf der Reaktion von Phlo-

roglucin mit den Aldehyd-Gruppen des Lignins (Gahan, 1984).

2.2.3 Sudan lll Farbung

Handgefertigte Querschnitte von frischen Gerstenwurzeln wurden in einen Tropfen Sudan Il
Lésung (Sudan Il in Ethanol) Gberflhrt und zusammen mit der Lésung vorsichtig erwarmt.
AnschlieRend wurden die Schnitte in Glycerin aufgenommen und mikroskopiert. Mit
Sudan lll lassen sich alle lipophilen Substanzen insbesondere aber Suberin und Cutin

anfarben und ergeben dann eine rote Farbung im Hellfeld Lichtmikroskop (Gahan, 1984).
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2.3 Untersuchungen zur Zuganglichkeit des Apoplasten von Gerstenwurzeln

Der Frage nach der Zuganglichkeit des Wurzelapoplasten wurde vor allem anhand von
direkten Messungen in den Zellwanden mit Methoden der analytischen Elektronenmikro-
skopie (EDXA, EELS) und der bildgebenden Massenspektroskopie (SIMS) nachgegangen.
Daneben wurden lichtmikroskopische Untersuchungen durchgefihrt um den Weg des Apo-
plastenmarkers Farbstoff Evans Blue im Wurzelgebe nachzuvollziehen. Aulerdem wurde
mit Hilfe von quantitativ chemischen Messungen untersucht in welcher Zeit angebotener
Tracer (Rb*) wieder aus dem Apoplasten intakter Wurzeln ausgewaschen werden kann.
Dazu wurden dieselben experimentellen Bedingungen verwendet, wie fur die direkten Mes-
sungen in den Zellwanden. Die Inkubationszeit wurden dabei bewul3t kurz gewahlt, damit der
radiale Transport der lonen in die Wurzel hauptsachlich Uber den Apoplasten stattfand.
Gleichzeitig wurde eine hohe Konzentration des Tracers angeboten (60 mol « m™ RbCl), um

einen steilen Konzentrationsgradienten herzustellen.

Prinzip der Versuche
Intakte Gerstenwurzeln wurden mit einem Tracer inkubiert. AnschlieRend wurde kontrolliert
wie weit und wieviel Tracer in das Wurzelgewebe eingedrungen ist.
Dabei wurden die auReren Bedingungen variiert.

I
Eingesetzte Techniken

@alisierende EIementanaIQ /L \

SIMS
Tracer: * Rubidium fir Kalium
« 4K Isotop
Proben: < Diinne Gefrierschnitte
Material: * Kontrollpflanzen

EELSI/ESI

Tracer: + Rubidium fur Kalium

Proben: - Ultradriinnschnitte von gefrier-
substituierten Wurzeln

* Gefrierschnitte
Material: « Kontrollpflanzen
+ Standards

Abb. 2.2:

ichtmikroskopie Auswaschversuche

EDXA Hellfeld und Fluoreszenz (F)AASP
Tracer: + Rubidium fur Kalium Tracer: +Evan’s Blue als Tracer: « Rubidium fur
Proben: < Diinne Gefrierschnitte apoplastischer Kalium

» Gefrorene Gewebebldcke Farbstoff Proben: < Waschlésungen
Material: « Kontrollpflanzen Proben: < Handschnitte von von inkubierten

» Osmotisch geschockte Pflanzen frischen Wurzeln Wurzeln

(NaCl 180 mol * m3) * Gefrierschnitte

(20um, Kryostat)
Material: < Kontrollpflanzen
* Osmotisch ge-
schockte Pflanzen

/

Schematische Darstellung der verschiedenen Versuchsansétze.

K (NaCl 180 mol + ﬂ

@erial: . Kontrollpflanzenj
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2.3.1 Evans Blue als Apoplastenmarker

Evans Blue ist ein hochmolekularer Farbstoff (s. Anhang) der nicht in lebende Zellen auf-
genommen wird und deshalb zur Markierung des Apoplasten eingesetzt wird (Taylor und
West, 1980). Im Lichtmikroskop zeigt er im Hellfeld Bild eine dunkelblaue Farbe, durch
Anregung mit kurzwelligem Licht von 450-490nm fluoresziert Evans Blue rot.

Die Wurzeln intakter Pflanzen wurden fur 1 h in eine 0,5% Evans Blue Lésung getaucht
(Kontrollen) oder in eine Lésung, die Evans Blue und zusatzlich 180 mol ¢ m™ NaCl enthielt
(osmotisch geschockte Wurzeln). AnschlieRend wurden von einzelnen Wurzeln per Hand
Querschnitte angefertigt, die in Glycerin oder Wasser aufgenommen und dann lichtmikro-
skopisch untersucht wurden.

Auflerdem wurden Wurzeln in Tissue Tek (Sakura Fine Tek, Niederlande) eingebettet und
auf dem Probentisch eines Kryostat Mikrotoms (Modell 2700 Frigocut, Reichert) festge-
froren. Bei —15°C wurden 20um dicke Querschnitte mit Hilfe eines Metallmessers angefertigt
und auf Glasobjekttrager tberfiihrt. Die Schnitte wurden durch Erwarmen der Unterseite des

Objekttragers getrocknet und anschlieRend mikroskopiert.

2.3.2 Auswaschversuche

Bei diesen Versuchen wurden die Rb*-Konzentrationen der Waschlésungen, die nach vor-

ausgegangener zweiminatiger Inkubation aus den Wurzeln ausgewaschen werden konnten,

tierenden Kinetiken kénnen die zum Auswaschen notwendigen Halbwertszeiten errechnet
werden. Diese dienten dazu herauszufinden, ob die gewahlte Inkubationszeit lang genug

war, um den Apoplasten der Wurzelrinde zu ent- bzw. zu beladen.

Ganze Wurzeln

Es wurden von 5 Pflanzen die Nodalwurzeln bzw. von 10 Pflanzen die Keimlingswurzeln
unterhalb der Karyopse vom Sprof3 abgeschnitten und mit einem Baumwollfaden zusam-
mengebunden. AnschlieRend wurden sie bei Raumtemperatur fir 2 min in eine RbCl Lésung
(RbCI 60 mol * m®, CaS0O, 0,2 mol * m®) getaucht. Zum Auswaschen wurden die Wurzeln
mit einer Pinzette in 40 ml CaSO, Lésung (0,2 mol « m™) iiberfiihrt. Dort wurden sie unter
Schwenken des Becherglases flr die Dauer der Auswaschzeit belassen und danach in das
nachste Becherglas Uberfiihrt. Zwischen zwei Waschschritten wurde die oberflachlich anhaf-
tende Lésung mit Filterpapier entfernt.

Die Auswaschzeiten pro Waschschritt betrugen 10, 20, 30, 60 Sekunden und 2, 4, 8, 15, 30,
60 min, was sich insgesamt zu einer Auswaschzeit von 121 min summierte.

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Wurzeln fir 60 min in 10 ml HNO; (0,5 %) bei
90 °C extrahiert. Die mit der AAS ermittelten Rb’-Konzentrationen wurden auf die dazu-

gehorige Frischgewichtseinwaage bezogen.
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Einzelne Wurzelabschnitte

Basale und apikale Segmente einzelner Gerstenwurzeln, die noch mit der intakten Pflanze
verbunden waren, wurden in einer speziellen Halterung so positioniert, dal} sie Gber eine
Schlauchpumpe mit Lésung gespllt werden konnten. Die Lésung wurde in einem Proben-
gefal’ unterhalb der Wurzel aufgefangen und konnte von dort Uber Silikonschlauche erneut
uber die Wurzeln geleitet werden. Auf diese Weise wurden definierte Abschnitte von
Keimlings- und Nodalwurzeln zunéchst mit einer RbCl Lésung (60 mol » m™) fiir 2 min inku-
biert. Anschlielend wurden die Wurzelsegmente mit 10 ml einer CaSO, Lésung (0,2
mol « m™) gespiilt. Fiir die kiirzeren Waschzeiten wurde die CaSO,4 Lésung aus einer 10 ml
Pipette langsam Uber die Segmente ausgelassen und in dem unter der Probe befindlichen
Probengefald aufgefangen. Bei den langeren Spllzeiten (ab 2 min) wurde die Losung Uber
die Schlauchpumpe aus dem Probengefal® abgesaugt und in einem Kreislauf kontinuierlich
Uber den Wurzelabschnitt geleitet. Die Versuche wurden in einem begehbaren Kihlraum bei
4°C durchgefuhrt. Die Spulzeiten sind identisch mit denen fir ganze Wurzeln.

Nach dem Auswaschen wurde das Wurzelsegment in 5 ml HNO; (0,5 %) fur 60 min bei
90 °C extrahiert.

Die Bestimmung der Rb* Konzentrationen in den Waschldésungen und Extrakten erfolgte mit

Aus den Rb" Konzentrationen in den Waschlésungen nach den definierten Zeitintervallen
wurden die Halbwertszeiten fiir das Auswaschen des angebotenen Rb" berechnet. Dazu
wurden die Auswaschzeiten gegen die aufsummierten Rb" Konzentrationen der Wasch-
I6sungen doppelt reziprok aufgetragen und die Halbwertszeit gemal der Michaelis-Menten

Kinetik als x-Achsen Schnittpunkt berechnet (vergl. Abb. 3.8).

2.3.3 Lokalisation der Elemente Kalium, Rubidium und Chlor in Zellwanden

Experimentelle Ansitze

Um die Zuganglichkeit des Apoplasten von Gerstenwurzeln flir anorganische lonen zu
testen, wurde den Wurzeln von intakten Pflanzen fir 2 bzw. 5 min eine Tracer Lésung
angeboten. Bei Wurzeln, die mit der EDX-Analyse untersucht werden sollten enthielt diese

Lésung als Tracer fiir Kalium das chemisch ahnliche Rubidium.

Dabei sollte unter anderem (iberpriift werden, ob die Verteilung des angebotenen Rb" mit

der Verteilung des angebotenen seltenen “K* Isotops vergleichbar ist.
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Es wurden Wurzelanschnitte mit Exodermis (= 4cm h.Wsp.) und Wurzelanschnitte ohne

Exodermis (ca. 1mm h.Wsp.) vergleichend untersucht. Die Praparation der Proben wird

erlautert.

Tab. 2: Zusammensetzung der Isotopenlésungen (mol » m’®).

S®RbCl KCl *CaNO, *MgClI
Losung 1 30 30 0,4 0,5
Lésung 2 0 1,5 0,4 0,5

Zusatzlich zu den Untersuchungen an Kontrollpflanzen wurden die Wurzeln von Pflanzen
untersucht, deren Nahrlésung vor der Rb'-Inkubation mit NaCl aufgesalzen wurde bzw.
deren Wurzeln durch NaCl-Zusatz osmotisch geschockt wurden. Damit sollte der Frage
nachgegangen werden, ob der Zellturgor einen Einflul auf die Permeabilitat der Zellwande
fir Rb™ hat.

Um "aufgesalzene" (d.h. an NaCl adaptierte) Pflanzen zu erhalten, wurde die NaCl Konzen-
tration in der Nahrlésung 20 Tage alter Gerstenpflanzen Uber einen Zeitraum von 6 Stunden
mit einer Schlauchpumpe von 0 auf 180 mol * m™ kontinuierlich angehoben (Erhéhung der
NaCl Konzentration um 30 mol « m® « h™).

Den Wurzeln einzelner, intakter Pflanzen wurde 4, 6 und 19 Stunden nach Beginn der Auf-
salzung fiir 5 min eine RbCI Lésung (+ CaSO, 0,2 mol * m®) angeboten, die der Konzen-
tration von NaCl in der Nahrlésung zu diesem Zeitpunkt entsprach.

Fur die Plasmolyseversuche wurden die Wurzeln intakter Pflanzen mit einer hypertonischen
RbCI Lésung (RbCI 180 + CaS0O, 0,2 mol » m™) osmotisch geschockt. Dazu wurden die
Wourzeln der Pflanzen in vorgekuhlter Lésung (1,4°C) inkubiert. Durch die niedrige Tempe-
ratur der Lésung sollte die Aufnahme und der Transport von Rb" durch den Symplasten
unterdrickt werden. Nach definierten Zeitintervallen (8-20 min) wurden einzelne Wurzeln in

flissigem Stickstoff eingefroren und fir die EDX-Analyse im Kryo-REM vorbereitet (Kap.

2.3.3.1 Probenpraparation

2.3.3.1.1 Gefrierimmobilisation

Fir die Praparation von im Block gefrorenen Proben wurden Kupfer-Halter verwendet, die
auf den Kuhltisch des REMs geschraubt werden konnten. Zum Einfrieren von Wurzeln, die
im Kryomikrotom weiterverarbeitet werden sollten, wurden Aluminiumhalter verwendet. Die-

se kommerziell erhaltlichen Halter mufiten hierflir durchbohrt werden; die Durchmesser der
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Bohrungen wurden dem Wurzeltyp entsprechend ausgewahilt (0,5 mm flr Keimlingswurzeln;
0,8 mm flr Nodalwurzeln).

Einzelne Wurzeln von intakten Gerstenpflanzen wurden durch die zentrale Bohrung der
Probenhalter gesteckt. Der Halter wurde anschlieRend behutsam eine definierte Strecke

entlang der Wurzelachse verschoben. Nun wurde ein Tropfen der Tracer-Lésung an die

mit Filterpapier abgesaugt (nur flr die Kryomikrotomie) und der Halter, zusammen mit der
noch an der intakten Pflanze befindlichen Wurzel, in das flissige Propan getaucht.
AnschlieRend wurde der Halter in flissigem Stickstoff Gberflihrt und die Wurzel tber der
Halteroberflache mit Hilfe von vorgekuhlten Pinzetten abgebrochen. Die Proben wurden bis

zur Weiterverarbeitung im Kryomikrotom in flissigem Stickstoff gelagert.

Einzelne Nodalwurzel
einer Gerstenpflanze

Tracer-Losung

Halter fir den
Kihltisch des REMs (a)
bzw. das Kryomikrotom (b)

Abb. 2.3:  Schematische Darstellung der praktischen Versuchsdurchfiihrung zum Inkubieren der
Wurzeln mit Tracer-Lésung.
a: Préparation mit Kupferhalter passend fiir das REM.
b: Préparation mit Aluminiumhalter passend fiir das Kryomikrotom.
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Die abgebrochenen Wurzelsegmente von der Wurzelbasis kurz oberhalb des Probenhalters

wurden aufgetaut, mit Berberinsulfat/Anilinblau angefarbt (Kap.i2.2.1) und auf Fluoreszenz
in der Exodermis Uberprift.

Um zu testen, ob die angebotenen Tracer bei beschadigter Exodermis in der angebotenen
Zeit in die Wurzelrinde eindringen kénnen, wurden Nodalwurzeln entlang der Wurzelachse
mit einer Rasierklinge mechanisch verletzt. AnschlieBend wurden die Wurzeln entsprechend
den Angaben oben flr 2 min mit der Tracer-Lésung behandelt und eingefroren. Diese
Proben wurden mit der SIMS untersucht.

Verflissigen von Propan

In einen mit flissigem Stickstoff gekuhlten Messingzylinder wird gasférmiges Propan einge-
leitet. Das gasférmige Propan kondensiert an der, mit flissigem Stickstoff gekihlten Wand
des Messingzylinders aus, der sich nach ca. 3-5 min mit flissigem Propan fillt (Volumen
ca. 5 ml). Die Temperatur des auf diese Weise hergestellten flissigen Propans liegt nur
knapp uber dessen Schmelzpunkt bei -180°C. Da der Siedepunkt von Propan bei -42°C
liegt, bildet sich an der Oberflache eines warmen Objekts, das in das Propan eingetaucht
wird, nicht so leicht eine Gasphase aus. Dieser sogenannte Leidenfrostsche Effekt wird da-
durch gegenuber flissigem Stickstoff, dessen Schmelz (-210 °C) und Siedepunkt (-196°C)

nur 14°C auseinander liegen, stark vermindert bzw. vollstandig unterdrtckt.

2.3.3.1.2 Gefriersubstitution

Fur die Gefriersubstitution wurden in flissigem Propan eingefrorene Proben verwendet.

Das Substitutionsmedium bestand nach Kaeser (1989) aus einer Mischung von Aceton und
Dimethoxypropan (1:1). Die Proben wurden in Eppendorfgefalle (1,5 ml) mit vorgekihltem
Substitutionsmedium (-80 °C) uUberfihrt. Das Medium wurde nach 2, 4 und 19 Tagen erneu-
ert. Die Substitiution erfolgte Uber einen Gesamtzeitraum von 21 Tagen in einer Gefriertruhe
bei —80 °C, wobei die Proben kontinuierlich auf einem Rotor bewegt wurden. Nach 21 Tagen
wurde die Temperatur Uber einen Zeitraum von 48 h auf -30 °C erhéht und das
Substitutionsmedium anschlieRend schrittweise gegen Einbettungsmedium (Lowicryl HM 23,
Polysciences, Eppelheim) oder L.R. Gold (London Resins) ausgetauscht. Der Austausch
erfolgte Uber die Stufen 50% (Einbettungsmedium/Aceton 1:1, 4-6 h) und 90% (Einbettungs-
medium/Aceton 9:1, Uber nacht) zu 100% (24 h) Einbettungsmedium.

Die Polymerisation des Harzes wurde durch Zusatz von Katalysatoren (Crosslinker und
Initiator fur Lowicryl HM 23, Benzil (0,1 %) fur L.R. Gold) zum Einbettungsmedium unter UV-
Licht Einfluld bei -80°C (Lowicryl) bzw. =30 °C (L.R. Gold) eingeleitet. Die Proben wurden
anschlielend zum endgliltigen Ausharten fir zwei Wochen in den verschlossenen Eppen-

dorfgefalRen im Tageslicht aufbewahrt.
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2.3.3.1.3 Gefrierschneiden

Das Erarbeiten eines praktikablen Protokolls fir die Anfertigung dinner Gefrierschnitte von
Gerstenwurzeln war ein wichtiger Teil der angewandten Methodik. Deshalb sei hier detailliert
auf das Vorgehen bei der Anfertigung der Kryoschnitte eingegangen.

Fir das Herstellen von Gefrierschnitten wurde das Mikrotom Ultracut E mit der Kryokammer
FC 4 der Firma Reichert-Jung (Osterreich) benutzt. Die Kryokammer wird mit fllissigem
Stickstoff gekuhlt und erlaubt die unabhangige Regelung der Temperatur des Probenkopfes,
des Messerblocks und der Stickstoffatmosphare in der Kammer. Wahrend des Betriebs der
Kammer wird deren Innenraum permanent mit kaltem Stickstoffgas horizontal durchstomt,
wodurch Eiskontaminationen durch auskristallisierende Luftfeuchtigkeit weitgehend vermie-
den werden koénnen. Allerdings ist die Kammer nach oben gedffnet, so da® bei langerem
Betrieb und hoher relativer Luftfeuchtigkeit (Sommer) Eiskristalle von oben in die Kammer
hineinfallen kénnen. Es ist deshalb zweckmaRig, die Verweildauer der fertigen Schnitte in
dieser Atmosphare so kurz wie moéglich zu halten und die Kammer in den Arbeitspausen

abzudecken.

kammer aus dem flissigen Stickstoff herausgenommen und in den vorgekihlten Proben-
kopf des Gefriermikrotoms eingespannt. Anhaftendes Eis wurde zuvor mit einem Pinsel

entfernt. Zunachst wurde die Bruchflache der Wurzel mit einem Glasmesser geglattet, indem

Anschlielend wurde die Wurzel mit einem Metallmesser von zwei Seiten getrimmt, so dal}

etwa ein Viertel der gesamten Querschnittsflache der Wurzel fur die Anfertigung der Gefrier-

GrolRe eines kompletten Wurzelquerschnitts nur sehr schwer herstellen lieien und auler-

dem schlecht zu handhaben waren. - Die Gefrierschnitte wurden mit einem Kryo-Diamant-

temperatur betrug dabei —50 °C, die Temperatur der Stickstoffatmosphare in der Kammer
-110 °C. Die Schnittdicke wurde auf 300 nm eingestellt. Die Schnitte wurden bereits wahrend
des Schneidens mit einer an einen Holzstab geklebten Wimper ,gefihrt“. Damit wurde

vermieden, dal sich der Schnitt aufrollte und dadurch fir die weitere Verwendung unbrauch-

wurden dann mittels der Wimper auf polierte, vorgekihlte Kupfer-Objekttrager Uberfihrt

(Abb. 2.4:h). Insgesamt wurden so auf jedem Objekttrager ca. 10 —15 Schnitte abgelegt. Die

Fixierung der Schnitte auf der Oberflache erfolgte durch Andriicken. Dazu wurde ein auf
-110°C vorgeklhltes 150 Maschen Kupfer EM-Netz auf die Schnitte gelegt und mit der

polierten Oberflache eines ca. —110°C kalten Metallstabes (Zubehér fur das Mikrotom)
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Abb. 2.4:  Anfertigung von 300nm Gefrierschnitten im Kryomikrotom. Ausfiihrliche Legende siehe
Seite 21.
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Abb. 2.4} Anfertigung von 300nm Gefrierschnitten im Kryomikrotom

Balken = 1 mm

a: Ubersicht iiber die Anordnung von Probenhalter mit Wurzel, Glasmesser (#) und
Metallmesser (Pfeil) in der Probenkammer.

b: Die abgebrochene Wurzel hat zunéchst eine rauhe Oberfléche.

c: Dieselbe Wurzel wie in b nachdem die Bruchflache mit dem Glasmesser gegléttet wurde.

d: Fir die Anfertigung der Kryoschnitte wird die Schnittfléche durch Trimmen mit dem
Metallmesser (Pfeil in a) auf ¥4 des Wurzelquerschnittes reduziert.

e: Das Glasmesser wird gegen ein Diamantmesser (#) ausgetauscht und ein Kupfer-
Probenhalter (Pfeil) neben dem Messer in der Kiihlkammer positioniert.

f: Ein einzelner Kryoschnitt einer Kontrollwurzel an der Messerkante des Diamantmessers.

Ein Schnittband von Kryoschnitten eines Dextran Standards (infiltriertes Wurzelsegment).
Die Schnitte der Standards erscheinen transparenter als die Schnitte von unbehandelten
Wurzeln ().

h: Der Transfer der Schnitte von der Messerkante auf den Kupfer-Objekttrager erfolgt mit
einer an einen Holzstab geklebten Wimper (Pfeil).

i Auf die Schnitte wird ein 150 'mesh* EM-Netz aus Kupfer gelegt und mit einem kalten
Metallstab angedriickt.

J: Das Bild zeigt die Kryoschnitte nach dem Entfernen des Netzes. Auf den Schnitten sind
noch die Abdriicke der Stege zu erkennen (dunkle Linien).

AnschlieBend wurde das Netz entfernt und der Halter mit den angedriickten Schnitten bis

Zuhilfenahme eines Netzes mit dem vorgekihlten Metallstab auf die vergoldete Oberflache
von Aluminiumhaltern gedruckt.

Wahrend des Schneidevorgangs wurde ein lonisator (Haug AG, Biel Schweiz) ca. 3 cm ent-
fernt von der Messerkante positioniert. Der lonisator sollte elektrostatische Aufladungen der
Schnitte durch die lonisierung der Stickstoffgasatmosphare nahe der Messerkante neutra-
lisieren. Derartige Aufladungen fihren dazu, dal3 die Schnitte sich nicht von der Messer-
kante trennen und somit nicht auf die Objekttrager Gberfihrt werden kénnen. Wahrend des
Ubertragens der Schnitte auf den Objekttrager wurde der lonisator ausgeschaltet, da bei

laufendem Gerat die Schnitte haufig verwirbelt wurden.
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2.3.3.2 Analytische Techniken

2.3.3.2.1 Energiedispersive Rontgen-Mikroanalyse (EDXA)

Die Elementlokalisation mit der EDXA im Raster-Elektronenmikroskop (REM) beruht auf der
Detektion von Rontgenquanten, welche als Resultat der Wechselwirkung zwischen einfallen-
dem Elektronenstrahl und Elementen in der Probe freigesetzt werden.

Mit der EDXA wurden sowohl hydratisiert gefrorene als auch gefriergetrocknete Kryoschnitte
untersucht. Hinzu kamen gefrorene Gewebeblécke von Gerstenwurzeln sowie Semidinn-

schnitte gefriersubstituierter Wurzeln.

Der Halter mit den fixierten Kryoschnitten wurde mit einem speziell konstruierten Greifer

(Abb.2.5) unter Stickstoffgasatmosphare (Vermeidung von Eiskontaminationen aus der Luft-
feuchtigkeit) auf den vorgekuhlten Probentisch des REM' geschraubt. Die Schnitte wurden
anschlieftend im gefroren-hydratisierten Zustand in die Saule des REM' eingeschleust und

dort durch Erhéhen der Probentemperatur auf ca. -110°C vorsichtig gefriergetrocknet.

Metallstange zum Fest-
drehen der Objekttrager
auf dem Kuhltisch des REM'

(c

Vakuumdichte Fiihrung
fur Objekttragergreifer

? /7 Mantel aus Plexiglas
/ )
s Schraube fur Uberdruck-
Lwd ausgleich
MM

/ Objekttragergreifer

. /

Abb.2.5: Greifer zum kontaminationsfreien Transfer von tiefgekiihlten Objekttrdgern in die S&ule
des REM.

Vakuumdichtung fiir den
Anschlul3 an die Kryoschleuse

Fur die Messungen an gefrorenen Gewebebriichen wurden die Kupferhalter in der Schleu-
se des REM' auf den vorgekihlten Probentisch geschraubt. Unter Vakuumbedingungen
wurde das Wurzelsegment mit einem stickstoffgekiihlten Messer quer gebrochen und ohne
Verzégerung in die Probenkammer des REM' eingeschleust. Im gefroren-hydratisierten

Zustand waren die Zellstrukturen schwer zu erkennen. Eine Verbesserung wurde durch eine
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schonende d.h. langsame Sublimation von Eis aus der Probenoberflache unter optischer
Kontrolle erreicht. Dazu wurde die Probe unter Hochvakuumbedingungen (2,6 + 10° Pa)
kurzzeitig auf eine Temperatur von -110°C erwarmt ("Atzen").

Kryoschnitte und Gewebebriche wurden im REM Uber Kihlschleifen aus einem Vorrats-
dewargefald permanent mit flissigem Stickstoff gekihlt (Probentemperatur ca. -180°C).

Von den gefriersubstituierten Wurzeln wurden mit einem Mikrotom (Pyramitom 11800,
LKB Produkter) 1 um dicke Schnitte angefertigt, auf konventionellen Probentellern flir das

REM aufgeklebt und bei Raumtemperatur analysiert.

EDX-Spektren aus Zellwanden Rb" behandelter Gerstenwurzeln sowie die dazugehdrigen
Kontrollen wurden bei einer Beschleunigungsspannung von 20 kV flr 45 s (Totzeit korrigiert)
aufgenommen. Bei 15000 facher VergrofRerung hatte die Mel¥flache dabei eine Grolie von
0,3 - 0,4 ym°. Die Réntgenquanten wurden mit einem Si/Li Halbleiterdetektor mit Beryllium-
fenster (KEVEX) detektiert und mittels eines Vielkanalanalysators (NORAN, TN 5402) re-
gistriert. Die Auswertung der Spektren erfolgte Uber die Berechnung des Peak zu Back-

ground Verhaltnisses (p/b ratio).

p_ Net
b (Gross — Net)
Net Zahl der Rontgenimpulse innerhalb der integrierten Peakflache eines

spezifischen Energiefensters (= peak)
Gross : alle Rodntgenimpulse eines spezifischen Energiefensters (= peak plus

background)

Es wurden folgende Energiefenster verwendet:

Rubidium 1,550 — 1,880 keV Ks = 1,694 keV
Kalium 3,150 — 3,480 keV Ko = 3,313 keV
Natrium 0,910 — 1,190 keV Ko = 1,041 keV
Chlor 2,450 — 2,780 keV Ko = 2,622 keV

Herstellung von Standards

Fir die Quantifizierung der EDX Messungen muf3ten Standards hergestellt werden, die in
ihrer Beschaffenheit den Zellwanden moglichst dhnlich sind. Dazu wurden durch mehrere
Einfrier- und Auftauzyklen abgetdtete Wurzelsegmente in einem Exsikkator mit wassriger

20%iger Dextran Lésung infiltriert (Dextran 500; SERVA, Heidelberg). Diese Losungen ent-

Segmente in flissigem Propan eingefroren und ebenso am Kryomikrotom weiterverarbeitet

und im REM analysiert wie die Proben. Die EDX Messungen wurden in den mit Dextran
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infiltrierten Metaxylemelementen durchgefiihrt. Aus den resultierenden Kalibriergeraden

(Abb. 2.6) wurden die Elementkonzentrationen in den Zellwanden bestimmt.

Tab. 3: Zusammensetzung der Standardlésungen [mol m'3] fiir die EDXA.

Standard 0 Standard 1 Standard 2 Standard 3  Standard 4

KNOs; 0 25 50 100 150
RbCl 0 150 100 50 25
0,15 -
-‘é’ 0,10 -
= L
<
()
> -
Qa ®  Rubidium
Io r y=9,81+10%x+ 0,0229
0,05 + r2 = 0,99369
i A Kalium
y=5,12+10% x + 8,48 +103
r2 = 0,98389
r m  Chlor
0,00 - y=4,43+10%x +7,95« 10
| . | . | ) | r2=0,9826

0 50 100 150
Konz. [mol * m?]

Abb. 2.6:  Kalibriergeraden (EDXA) fiir Kalium, Rubidium und Chlor (Kryoschnitte). Vertikale Balken

2.3.3.2.2 Sekundarionen Massen Spektroskopie (SIMS)

Mit der SIMS wurden gefriergetrocknete Kryoschnitte untersucht. Zum Gefriertrocknen wur-
den die auf dem vergoldeten Halter fixierten Schnitte im gefroren-hydratisierten Zustand in
die Probenkammer des REM' eingeschleust. Der gekuhlte Probentisch taute Uber Nacht
langsam auf, wodurch die Schnitte sehr schonend getrocknet wurden. Die Proben wurden
bis zur Messung im Exsikkator Gber Trockenmittel aufbewahrt.

Die SIMS beruht auf der Emission von Sekundarionen aus einer Probe, die im Hochvakuum
(1,3 + 10™ bis 1,3 « 10”° Pa) mit einem Primérionenstrahl z.B. Ga>* angeregt wurde. Die Se-
kundarionen werden mit einem Massenspektrometer detektiert, mit dem Vorteil, dall nicht
nur zwischen den Sekundarionen verschiedener Elemente unterschieden werden kann,

sondern auch zwischen den Sekundarionen verschiedener Isotope eines Elements.
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In der vorliegenden Untersuchung wurde die bildgebende SIMS (SIMS Imaging) angewandt.
Das Ergebnis der Messung ist die genaue Kartierung eines Elements bzw. seines Isotops
innerhalb der untersuchten, d.h. der abgerasterten Flache eines Wurzelquerschnitts
(=Verteilungsbild).

Die Messungen erfolgten mit Hilfe eines VG-Systems Scientific SIMSLAB 410 (Vacuum
Generators, England), das mit einem Quadrupol Massenspektrometer ausgerustet ist. Als
Primarionenquelle diente eine Gallium Kanone (25 LMIG, lonoptika, England) bei 20 kV
Beschleunigungsspannung und einem Emissionsstrom von 3,6 pA. Die Verteilungsbilder
wurden mit Hilfe der Eclipse 2.0 Software aufgenommen. Alle SIMS Messungen wurden in
enger Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Schréder im Forschungszentrum Jilich durchgefihrt.
Die Isotopenverteilung wurde in Falschfarben dargestellt, wobei die verwendete Farbpalette
(Fire Two, NIH) den Bildpunkten mit hoher Sekundarionenausbeute helle Farben und Bild-
punkten mit niedriger Sekundarionenausbeute dunkle Farben zuwies. Die notwendige Mel}-
dauer betrug 3-5 min fiir ein Verteilungsbild von Isotopen mit hoher Konzentration (*K*,
®Rb"). Die MeRzeiten konnten bis zu 60 min betragen, wenn z.B. Isotope mit niedrigen Kon-
zentrationen untersucht wurden (*°Ca®*, **Mg*"). Die MeRdauer war zusétzlich von der ge-
wahlten Bildauflésung abhangig, d.h. sie war gréRer bei hoher bzw. niedriger bei geringer
lateraler Auflésung.

Die Auswertung der Isotopenbilder von *'K*, **Ca und *®Mg geschah durch verrechnen der
Verteilungen von zwei Isotopen desselben Elementes. Dies war notwendig, um den natir-
lichen Anteil des seltenen Isotops in der Probe (z.B. ~7% des natiirlichen Kalium' ist *'K",

vergl. Tab. 11y Anhang) von dem durch die Tracerlésung hinzugekommenen zu unter-
scheiden. Dabei mufld sowohl der im natirlichen Isotopengemisch vorhandene Anteil des
seltenen Isotops berticksichtigt werden, als auch der Anteil des in der Tracer-Lésung vor-
handenen, haufigen Isotops (Fain und Schréder, 1987). Ein Netto-Verteilungsbild flr das
seltene Isotop ergibt sich, wenn von der Intensitat eines jeden Bildpunkts des Brutto-Bildes,
die errechnete, auf die natlrliche Haufigkeit des Isotops zurlickzufihrende, Intensitat
abgezogen wird.

Die Auswertung der Intensitaten in den einzelnen Bildpunkten geschah mit dem Programm
NIH Image (Version Beta 3b) fur PC. Dabei wurden in einem Verteilungsbild Bereiche aus-

gewahlt (z.B. Zellwand, Interzellulare) und die mittleren Intensitaten der Bildpunkte in diesen

Intensitat in der Inkubationsldsung (bekannter Konzentration) in Beziehung gesetzt und da-
durch die Konzentration abgeschatzt. Hierfir wurden ausschlief3lich Messungen in der
Inkubationslésung verwendet, die zusammen mit den MeRflachen auf einem Bild dargestellt

waren.
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2.3.3.2.3 Atom Absorptions-Spektrometrie (AAS)

Die AAS beruht darauf, dal} in Lésung befindliche lonen bzw. Elemente durch thermische
Anregung atomisiert werden und in diesem Zustand Licht charakteristischer Wellenlangen
absorbieren. Das Licht charakteristischer Wellenlangen wird mittels einer Hohlkathoden-
lampe erzeugt und durch die in einer Acetylengasflamme atomisierten Probe gestrahit. In
Abhangigkeit von der Elementkonzentration in der Probe wird das Licht unterschiedlich stark
absorbiert.

Mit der AAS wurden die Rb" Konzentrationen in den Waschldsungen von den Versuchen

Zur Quantifizierung wurden Standards benutzt, die wie die Waschlésungen CaSO,
(0,2 mol « m'3) enthielten. Um Interferenzen mit anderen Elementen zu vermindern enthielten
sowohl die Standards als auch die Proben fir die Messung mit dem Graphitrohr zusatzlich
0,1 % LaCl; als Matrixmodifier, (Welz, 1985). Fiir die Bestimmung der Rb’-Konzentration
wurde die Emissions- bzw. Absorptionslinie von Rubidium bei 780,0 nm genutzt. Die Bestim-
mung mit der Flamme erfolgte mit Hilfe eines Luft/Acetylen Gemisches (Luft: ~4,2 L » min™,
Acetylen ~1,2 L + min™"). Die Bestimmung mit dem Graphitrohr erfolgte durch manuelles Ein-
spritzen von 20 pl der Probenlésung in das Graphitrohr. Von Jeder Lésung wurden 3 Wie-

derholungsmessungen durchgefiihrt und aus diesen der Mittelwert berechnet.

Tab. 4: Trocknungs-, Veraschungs- und Atomisierungsprogramm, das fiir die Bestimmung von
Rb" mit der Graphitrohr verwendet wurde.

Phase Temp Zeit Anstieg Vorgang
[°C] [s] [FC-s]
1 110 10 5 Trocknen
2 480 50 20 Veraschen
3 1400 3 0 Messen
4 1800 5 0 Ausheizen
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Tab. 5: Benutzte Rb*-Konzentrationen der Standards fiir die AAS und eine exemplarische
Kalibrierung.
Graphitrohr Flamme
Konz. Absorption Konz. Absorption
[10° mol » m”] [10° mol » m™)

0 0,033 0 0,005

0,5 0,127 10 0,032

2 0,372 50 0,141

3 0,484 100 0,265

5 0,761 150 0,389
200 0,530

r? 0,9955 0,9996

2.3.3.2.4 Elektronen-Energie-Verlust-Spektroskopie (EELS) und Electron-
Spectroscopic-Imaging (ESI)
Mit der EELS konnen Elemente in dinnen Gewebeschnitten im Elektronenmikroskop nach-
gewiesen werden. Der Nachweis beruht auf dem charakteristischen Energieverlust eines
eingestrahlten Elektrons durch die Interaktion mit den Elementen in der Probe. Damit ein
Elektron jedoch nicht mit mehreren Atomen in einer Probe nacheinander in Wechselwirkung
tritt, sollte die Probe ein extrem dinner Schnitt sein (30-70 nm). Wegen der geringen Dicke
und aufgrund der Tatsache, daR der Elektronenstrahl auf sehr kleine Areale fokussiert wer-
den kann, wird eine hohe raumliche Auflosung dieser Meftechnik erzielt. Eine Messung
liefert als Ergebnis zunachst ein Elektronen-Energie-Verlust-Spektrum im bestrahlten Areal
(EELS). Fur den spezifischen Elementnachweis mul® das Spektrum noch um den unspezi-
fischen Hintergrund korrigiert werden. Als Hintergrund gilt dabei der Energieverlust von Wer-
ten kleiner als der fir Rb* spezifische Energieverlust. Von einem Spektrum wird deshalb ein
konstanter Wert abgezogen, der aus dem Bereich des Energieverlustes von AE = 1770-
1820 eV als Mittelwert berechnet wird.
Um ein Elementverteilungsbild (ESI) zu erhalten, ist es nétig zwei Bilder miteinander zu
verrechnen. Von dem Rb" Verteilungsbild des charakteristischen Energieverlusts bei
AE =1820eV wird das Verteilungsbild bei einem unspezifischen Energieverlust
(AE = 1700 eV) abgezogen. Das Ergebnis ist ein Netto-Verteilungsbild von Rb" in der
abgebildeten Flache.
Von gefriersubstituierten Wurzeln, die mit Rb™ inkubiert worden waren, wurden am Mikrotom
(Reichert, OM-U2) ultradiinne Schnitte (50 nm) hergestellt. Der Trog des Diamantmessers

wurde zum Abschwimmen der Schnitte bei einer Serie mit destilliertem Wasser und bei einer
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weiteren Serie von demselben Praparat mit einer 120 mol * m® RbCl bzw. einer 240
mol « m™ KCI Lésung gefiillt.

Aulerdem wurden mit dieser Technik gefriergetrocknete Kryoschnitte von Standards, das

untersucht. Es wurden Standards verwendet, weil sich von diesen die besten und diinnsten
Kryoschnitte anfertigen lieRen.

Die Aufnahme der Rb* Spektren erfolgte in einem Zeiss EM 902 bei einer Beschleunigungs-
spannung von 81,77 bis 81,87 kV, wobei die charakteristische Energie der L; Schale des
Rb" bei AE = 1820 eV zum Nachweis benutzt wurde.

2.4 Statistik

Die Standardabweichung (s) ist ein Maf} dafir, wie stark die einzelnen MeRwerte paralleler
MelRreihen, vom arithmetischen Mittelwert aller Mel3werte abweichen. Sie wurde nach fol-
gender Formel berechnet:
D x = x)
(n-1)

n : Anzahl der MeRwerte

x : arithmetischer Mittelwe rt
X; :i-ter Melwert

Mit Hilfe der Regressionsanalyse ist es mdglich, eine Ausgleichskurve durch eine Punkt-
wolke zu berechnen. Dabei wird die Kurve so berechnet, dal® die Abweichung der einzelnen
MeRwerte zum rechnerischen Wert auf der Kurve minimal ist. Bei einer linearen Regression
wird die Kurve nach der Formel y = ax + b einer Geraden angepal’t, wobei a die Steigung
der Geraden und b der Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse ist. Als Mal} dafiir wie
stark die MeRwerte insgesamt um die Gerade streuen, bzw. wie eng die Abhangigkeit zwi-
schen den x- und y-Werten ist, wird der Korrelationskoeffizient (r’) berechnet. Er kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen, wobei sich der Wert des Korrelationskoeffizienten 1 nahert, je

enger die Abhangigkeit zwischen x- und y-Werten ist.

Eine Aussage darlber, ob die Mittelwerte zweier normalverteilter Stichproben verschieden
oder gleich sind (d.h. die Stichproben sind zwei verschiedenen oder ein und derselben
Grundgesamtheit entnommen), lalt sich durch die Anwendung von statistischen Test-
verfahren wie dem t-Test treffen. Dazu wird die Prifgréfie t, bei unabhangigen Stichproben,
aus dem Verhaltnis der Differenz der Mittelwerte zum mittleren Fehler der durchschnittlichen
Differenz berechnet (Harms, 1988).

Ist t > t;,, fUr f = ny + Ny, —2 Freiheitsgrade zum Signifikanzniveau o, so sind die Mittelwerte
beider Stichproben verschieden; die Hypothese H; wird angenommen, die Nullhypothese H,

(die Mittelwerte beider Stichproben sind gleich) wird verworfen.
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t= H _ Differenz der Mittelwerte

S mittlerer Fehler der durchschnittlichen Differenz

Fir alle statistischen Berechnungen wurden die entsprechenden Funktionen von Microsoft

Excel 97 verwendet:

Funktion in MS Excel 97

Standardabweichung STABW
Lineare Regression RGP
t-Test fir unabhangige Stichproben TTEST
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3 Ergebnisse

3.1 Pflanzenwachstum

3.1! dargestellt. Sie zeigen eine gleichmaRige Zunahme der Trockenmasse sowohl fiir die
Wourzeln als auch fir die Sprosse. Nach 10 Tagen ergibt das Sprof3 zu Wurzel Verhaltnis

Die Gesamtlangen der Hauptachsen aller Wurzeln einer Pflanze steigen ebenso wie die

Trockenmassen gleichmafig mit fortschreitender Kulturdauer an und erreichen nach 17

Nodalwurzeln beginnt etwa 14 Tage nach der Keimung. Nach 17 Tagen haben sie bereits
einen Anteil an der gesamten Wurzellange von 11 % erreicht bzw. einen Anteil an der ge-
samten Wurzelmasse von 13,5 %. Die Wassergehalte von Sprossen (89,4 = 0,6 %) und
Wurzeln (94,2 £ 0,5 %) unterscheiden sich nur geringfligig und verandern sich ab dem

siebten Tag nach der Keimung abgesehen von geringen Schwankungen wahrend der Kultur

Zeitpunkt wird die leere Karyopse von der Pflanze entfernt.

100 ® SprOB
® Wurzeln
— A Korn
) L
N
C
8
o
o 50
E
®
|_
0%

| | | | |
0 5 10 15 20

Zeit [Tage nach der Keimung]

Abb. 3.1:  Sprof3, Wurzel und Korn Trockengewichte [mg « Pﬂanze'7] in Abhéngigkeit von der Zeit
nach der Keimung. Vertikale Balken = Standardabweichung (n = 5).
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Tab. 6: Wassergehalte, Trockenmassen, Sprof8 zu Wurzel Verhéltnis (S/W) und Gesamtldngen
aller Wurzeln zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Keimung. n.b.: nicht bestimmt.

Wassergehalte Trockenmasse Gesamtlangen aller Wurzeln
[%] [mg - Pflanze™] [mm - Pflanze ]
Tage Sprol Wurzel Wurzeln Nodal- % S/W Korn Gesamt Nodal %
gesamt wurzeln %

1 92,2 0,1 99,7

3 93,0 93,2 2,3 0,8 89,6 149,8 + 35,9

5 91,1 93,6 4,7 1,4 71,8 270,7+ 50,8

7 89,0 941 6,2 2,0 52,1 3075+ 526
10 89,3 94,2 8,5 24 264 606,6 + 95,1

14 89,7 94,0 21,6 n.b. nb. 26 100 13424+ 2329 1013+ 37,8 7,5
17 89,8 94,6 39,6 53 13,5 26 2650,0 + 1586 3000+ 769 113
21 90,8 945 58,0 9,1 156 2,8 356254 + 343,2 4308+ 1479 12,2

MW721 89,7 94,3

3.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen zur Histochemie von Gerstenwurzeln

3.2.1 Caspary-Steifen in Endo- und Exodermis

Die Kombination der Farbungen mit Berberinsulfat und Anilinblau bewirkt im lichtmikros-
kopischen Bild quergeschnittener Gerstenwurzeln eine helle, grinliche Fluoreszenz in den

Radialwanden der Exodermis, der Endodermis und in den Zellwédnden der Xylemelemente

(Abb. 3.2:1A-C). In den Zellwanden der Rindenzellen erkennt man nur eine duRerst schwache

Fluoreszenz.
Die Radialwande der Exodermis fluoreszieren jedoch nicht in allen untersuchten Wurzel-
segmenten. Waren die Wurzeln z.B. wahrend des Wachstums permanent in die Nahrlésung

eingetaucht, so findet man ca. 6-8 cm hinter der Wurzelspitze noch keine fluoreszierende

Neben diesen beiden Zustanden der Exodermis lassen sich auch Ubergénge beobachten.

Dabei fluoreszieren nur einige der radialen Exodermiszellwande und bilden keinen geschlos-

sitdten im Bereich der Rhizodermis, der Exodermis und des Zentralzylinders zu beobachten

(Abb. 3.2:D). AuRerdem ist der Farbton der Autofluoreszenz verglichen mit der Fluoreszenz
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nach der Farbung mit Berberinsulfat und Anilinblau zu groéfleren Wellenlangen, d.h. in
Richtung gelb verschoben.

Abb. 3.2:  Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahmen (Auflichtfluoreszenz) von Gerstenwurzel-
querschnitten (Nodalwurzeln, ca. 6-8 cm h.Wsp.). Anregungswellenléngen von 450-490

blau geféarbt (Kap. 2.2.1).

. Querschnitt durch einen Wurzelabschnitt aus der 'feuchten Kammer' zwischen Néhr-
I6sungsoberflache und Deckel des KulturgefélRes mit ausdifferenzierter Exodermis.

. Querschnitt durch einen Wurzelabschnitt aus der Néhrlbsung ohne Exodermis.

. Querschnitt durch einen basalen Wurzelabschnitt mit teilweise ausdifferenzierter Exo-
dermis.

: Querschnitt durch einen basalen Wurzelabschnitt, der nicht mit Berberinsulfat/Anilin-
blau vorbehandelt wurde (Autofluoreszenz).
Ed: Endodermis Ex: Exodermis

o Ol >
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den Caspary-Streifen ahnlich sind.

An die Exodermis anschlieRend sind die Zellen der Rinde (R) mit verdickten Zellwanden zu

hierzu vergleichsweise diinn. Von der Endodermis in radialer Richtung nach innen folgen die

Zellen des Zentralzylinders von denen die Metaxylemelemente besonders hell fluoreszieren

deutlich geringere Fluoreszenz findet man in den Zellwdnden der aulleren

Rindenzellschichten.

Abb. 3.3:  Lichtmikroskopische Aufnahmen (Auflichtfluoreszenz) von Gerstenwurzelquerschnitten.
Anregungswellenldngen von 450-490 nm. Die Schnitte in A und B wurden mit Berberin-
sulfat/Anilinblau geférbt (Kap. 2.2.1).

A: AuBBeren AbschlulRgewebe einer Nodalwurzel (ca. 6-8 cm h.Wsp.). Die radialen Wénde
der Exodermis fluoreszieren griin und zeigen die Prdsenz von Caspary-Streifen an.

B: Innere AbschlulRgewebe der Rinde einer Nodalwurzel und Ausschnitt aus dem Zentral-
zylinder (ca. 6-8 cm h.Wsp.). In den radialen Zellwénden der Endodermis fluoreszieren
die Bereiche der Caspary-Streifen griin.

C: Autofluoreszenz im dul3eren Rindenbereich einer Nodalwurzel >10 cm h.Wsp..

CS: Caspary-Streifen  Ed: Endodermis  Ex: Exodermis R: Rinde
Rhd: Rhizodermis Mx: Metaxylem.
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3.2.2 Nachweis von Suberin und Lignin in Endo- und Exodermis

Durch Sudan IIl werden lipophile Substanzen wie z.B. Suberin und Cutin rot angefarbt. Da-

nach kann Suberin sowohl in den Radial- als auch in denTangentialwanden der Exodermis

gefallen im Bereich der Mittellamelle eine leichte Rotfarbung zu erkennen. In den Zellwan-
den der Rinde und der Rhizodermis ist kein Suberinnachweis zu beobachten.

Durch die Farbung mit Phloroglucin und anschlieBender Salzsaurebehandlung erscheinen

in basalen Abschnitten von Keimlingswurzeln nur die Zellen des Zentralzylinders und der
Endodermis verholzt sind. Im Gegensatz dazu kommt es bei fortgeschrittener Differen-

zierung der Wurzel auch zur Verholzung der Exodermis- und der darunterliegenden Rinden-

holzten Rindenzellwanden weniger stark verdickt, weisen jedoch eine intensivere Rotfarbung
auf. Die Endodermis befindet sich im tertiaren Zustand und ist mit Ausnahme der deutlich
sichtbaren Durchlalzellen ebenfalls leicht verholzt.

Die intensivste Rotfarbung zeigen in den basalen Wurzelabschnitten die Metaxylemgefalle

des Zentralzylinders (Mx in ‘A
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Lichtmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten durch Gerstenwurzeln mit histo-
chemischer Lokalisation des Suberins durch Sudan Ill Férbung.

AusschnittsvergréBerung mit den duBeren Geweben der Wurzelrinde ca. 4-5 cm h.Wsp..
Suberin 148t sich in allen Zellwdnden der Exodermis nachweisen.
AusschnittsvergréBerung der inneren Wurzelrinde mit Zentralzylinder. In den Wénden der
Endodermis und weniger deutlich in den Xylemelementen des Zentralzylinders kann
Suberin anhand der Rotfdrbung nachgewiesen werden.

Ed: Endodermis Ex: Exodermis R: Rinde

Rhd: Rhizodermis Mx: Metaxylem Pz: Perizykel

LMx: Spétes Metaxylem.
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Lichtmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten durch Gerstenwurzeln mit histo-
chemischer Lokalisation des des Lignins durch Phloroglucin/HCI Farbung.
Quergeschnittene Keimlingswurzel (nur 1 Zentrales Gefal3) mit den leicht verholzten Zell-
wénden (rosa) der tertidren Endodermis und der Xylemelemente des Zentralzylinders. Die
Wénde der gro3lumigen Metaxylemgefal3e zeigen die stérksten Lignineinlagerungen (rot).
Quergeschnittene Nodalwurzel (mit mehreren spéten Metaxylemgefél3en) mit intensiv rot
gefarbten Metaxylemgefal3en, die auf eine starke Verholzung hindeuten. Die dickwan-
digen Zellen im zentralen Bereich des Zentralzylinders sowie die Zellwénde der tertidren
Endodermis und des &ulBeren Rindengewebes zeigen nur eine schwache Rotfarbung, ein
Hinweis darauf, dal3 die Wénde dieser Zellen deutlich weniger Lignin als die Gefél3e
enthalten.

Ed: Endodermis Ex: Exodermis R: Rinde

Rhd: Rhizodermis Mx: Metaxylem.
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3.3 Die Zuganglichkeit des Apoplasten fiir Evans Blue

Werden intakte Nodalwurzeln von Gerstenpflanzen fir 1 h mit Evans Blue inkubiert, so

konzentriert sich der rot fluoreszierende Farbstoff im Bereich der Wurzelspitze hauptsachlich

Fluoreszenzintensitat von der Wurzeloberflache zur inneren Rinde feststellbar. Im zentralen
Teil des Wurzelquerschnitts ca. 150 um unterhalb der Oberflache ist keine Fluoreszenz

mehr zu erkennen. Wurde die Wurzel vor der Evans Blue Inkubation osmotisch mit NaCl ge-

fallt auf, dal® die Rhizodermis weniger fluoresziert, als die Ubrigen Gewebe. Evans Blue mar-
kiert den Apoplasten und dringt deshalb bei plasmolysierten Zellen auch in den periplasma-
tischen Raum zwischen Zellwand und Plasmalemma ein. Da die aulieren Zellen sehr plas-
mareich sind erscheint dieser Zellverband weniger stark gefarbt als die Ubrigen, starker
vakuolisierten Zellen.

Bei den korrespondierenden Hellfeldbildern zu den handgefertigten Wurzelquerschnitten zei-

gen die Kontrollen eine Blaufarbung ausschlief3lich in der Mucilage, d.h an der Wurzelober-

daraus schlieflen, daf der Nachweis von Evans Blue in "fluoreszierendem Licht" deutlich
empfindlicher als im Hellfeld ist.

Bei Verwendung von ca. 20 ym dicken Gefrierschnitten ist das Ergebnis deutlicher und zeigt
aullerdem geringe Abweichungen zu den Ergebnissen der Handschnitte. In den Quer-
schnitten von Kontrollen ist die rote Fluoreszenz hauptsachlich in der an der Wurzelober-

flache anhaftenden Mucilage konzentriert und mit deutlich geringerer Intensitat auch in der
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Abb. 3.6:  Lichtmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten durch die Wurzelspitze (ca. 1 mm
h.Wsp.). Die Gerstenwurzeln wurden vor dem Schneiden mit Evans Blue inkubiert (Kap.
.3.1). Bei A-D handelt es sich um Handschnitte durch lebende Wurzeln, bei E-F handelt es
sich um Kryostatschnitte durch gefrorene Wurzeln.
A, C, E: Kontrollen
B, D, F

: Inkubation mit 180 mol « m® NaCl zusammen mit Evans Blue (Kap. 2.3.1}.

Mu: Mucilage  Rhd: Rhizodermis Hd: Hypodermis -R Rinde
ZZ: Zentralzylinder
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In Hand— und Gefrierschnitten von basalen Wurzelsegmenten ist nach 1 Stunde Inkubation

mit Evans Blue bevorzugt in der Rhizodermis und in den aufReren Tangentialwanden der

wahrscheinlich um Zellfragmente, die beim Schneiden entstanden sind und Gber die Proben-
flache mit dem Messer verteilt wurden.

Dieser Befund &andert sich fir die basalen Wurzelabschnitte auch nicht bei osmotisch

Abb. 3.7:

Wurzeln wurden vor dem Schneiden fiir 1 h mit Evans Blue inkubiert (Kap. 2.3.1). Bei A u. C
handelt es sich um handgefertigte Querschnitte, bei B u. D handelt es sich um Kryostatschnitte.
A, B: Kontrollen

Ex: Exodermis Rhd: Rhizodermis R: Rinde
ZZ: Zentralzylinder
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zierenden Farbstoff sowohl im Handschnitt als auch im Gefrierschnitt an der Wurzelober-

flache lokalisiert. Evans Blue ist danach hochstens bis in die radialen Zellwande der Exoder-

3.4 Bestimmung der Halbwertszeiten fiir das Auswaschen von Rb* nach

zweiminiitiger Inkubation

Die Rb* Konzentrationen, die aus den mit 60 mol « m™ RbCl inkubierten Wurzeln ausge-
waschen wurden, ergaben bei Auftragung gegen die Zeit eine zu Beginn stark abfallende

Kurve, die sich dann asymptotisch einer sehr niedrigen Konzentration nahe der Nachweis-

Tab. 7 undiAbb. 3.8 geht
weiterhin hervor, daly es zwischen Nodal- und Keimlingswurzeln grundsatzlich einen Unter-
schied in den Halbwertszeiten gibt. Die Halbwertszeit fur die Nodalwurzeln ist sowohl bei der

Bestimmung an intakten Wurzeln, als auch an einzelnen Wurzelsegmenten gréfRer als flr

Keimlingswurzeln bei den Messungen an ganzen Wurzeln und Wurzelsegmenten gleich

sind, ergibt sich fur die Nodalwurzeln hingegen ein Unterschied zwischen Messungen an

Tab. 7: Halbwertszeiten (t/2) fiir die Auswaschung von Rb" aus ganzen Wurzeln bzw. Wurzel-
segmenten von Gerstenpflanzen nach 2 min Inkubation mit RbCI (60 mol m'3).
Mittelwerte und Standardabweichungen aus n Versuchen. Unterschiedliche Symbole
zeigen signifikant verschiedene Werte an (t-Test, o= 0,05).

ganze Wurzeln  Wurzelsegmente

t/2 [s] n t/2 [s] n

Nodalwurzel 30°+6 6 445+15 3
Keimlingswurzel 24*+5 10 25"+ 8 4
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konventionell A 10 - kumulativ B
4r o 9 r
— 8 [
) 3 L "T_|
[©) O7t
5 5
S L6
2+ <)
5 Es5r
N N 4 |
5 1] 5’
X x 3|
ok 27
1 L
| L | L | L | L 0 | L | L | L | L
0 1000 2000 3000 0 2000 4000 6000
t[s]
t[s]
1,0
09l doppelt reziprok | C m  Keimlingswurzeln

Nodalwurzeln

Konz.”' [gFG * umol]

Abb. 3.8:  Konventionelle (A), kumulative (B) und doppelt reziproke (C) Darstellung der MeRBwerte
aus den Auswaschversuchen von ganzen Wurzeln.
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3.5 Die Zuganglichkeit des Apoplasten fiir anorganische lonen

3.5.1 Erscheinungsbild der Kryoschnitte im REM

Kryoschnitte von Gerstenwurzeln, die in das Kryo-Raster-Elektronenmikroskop einge-
schleust werden, kénnen sowohl im gefroren-hydratisierten als auch im gefriergetrockneten
Zustand untersucht werden. Im gefroren-hydratisierten Zustand befindet sich das in den

Zellen vorhandene Wasser im kristallinen Zustand. Dementsprechend beherrschen diese

Ein genaues Unterscheiden zwischen apoplastischen und symplastischen Bereichen der
Zellen d.h. zwischen Wand und Cytoplasma, aber auch eine klare Zuordnung einzelner
Zellen zu den dazugehdrenden Geweben erweist sich im hydratisiert-gefrorenen Zustand
der Schnitte oft als duRerst schwierig. Durch kurzzeitiges Anheben der Temperatur des

Probentisches sublimiert das Eis langsam aus der Probe, wobei dieser Vorgang mit dem

hydratisierten Zustand (A) als auch im gefriergetrockneten Zustand (B). Die Form der
Schnitte entspricht dem Viertel eines gesamten Wurzelquerschnitts und kommt durch das

Trimmen der Wurzel von zwei Seiten bei der Probenvorbereitung zustande (vergl. Kap.

digen Zellen des Zentralzylinders, die grof3slumigen Zellen der Wurzelrinde und die Zellen der
Rhizodermis zu erkennen. Durch den direkten Vergleich der Bilder von beiden Zustanden ist
es moglich auch im gefroren-hydratisierten Zustand einzelne Zellen und deren Wande zu

identifizieren. Dabei ist zu erkennen, dal® der Inhalt einiger Zellen bei der Praparation der

es sich um den Abdruck des EM Trager Netzes, das auf die Schnitte gedriickt wurde, um sie

auf dem Halter zu fixieren (vergl. Kap. 12.3.3.1.3). Die Schnitte sind im Bereich des
Abdruckes sehr glatt. An diesen Stellen sind im gefroren-hydratisierten so gut wie keine
Zellstrukturen zu erkennen. Im gefriergetrockneten Zustand sind hingegen im Zentralzylinder

zum Teil Zellwande erkennbar.
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Auf den Detailaufnahmen aus der Region der Wurzeloberflache lassen sich die Zellen der

Folge des Schneidens, wobei das Eis "schuppenartig”, d.h. parallel zur Messerkante, ab-
bricht. Der gezeigte Schnitt war beim Vorbeifuhren der Wurzel an der Messerkante im Mikro-

tom demnach um ca. 90° entgegen dem Uhrzeigersinn gedreht. Auf der Oberflache des

Abb. 3.9:  Sekundérelektronenbilder von 300 nm dicken Kryoschnitten der Wurzelbasis (ca. 10 cm

h.Wsp.) im hydratisierten (A und C) und im partiell gefriergetrockneten Zustand (B und
D). Beschleunigungsspannung: 5 kV. Balken: 100 um (A, B) bzw. 10 um (C,D).

A u. B: SE-Bilder von zwei Kryoschnitten durch eine Nodalwurzel. Die Pfeilspitze deutet auf eine
leere Zelle, deren Inhalt wahrend der Préparation herausgefallen ist.

C u. D: Detailaufnahmen aus dem Bereich der &ul3eren AbschluBgewebe einer Nodalwurzel. Die
Pfeilspitze markiert ein hexagonales Eiskristall.
Ex: Exodermis  Rhd: Rhizodermis R: Rinde



44  Ergebnisse

Abb. 3.9 Sekundérelektronenbilder von 300 nm dicken Kryoschnitten der Wurzelbasis (ca. 10
cm h.Wsp.) im hydratisierten (E) und im partiell gefriergetrockneten Zustand (F).
Beschleunigungsspannung: 2,5 kV (E) und 5 kV (F). Balken: 10 um).

E u. F: Detailaufnahmen aus dem Bereich des Zentralzylinders einer Keimlingswurzel.
Mx: Metaxylem Ed: Endodermis

selbe Kryo-Schnitt im gefroren-hydratisierten (C) und im halb gefriergetrockneten Zustand
(D) dargestellt. Die Zellwande treten im halb gefriergetrockneten Zustand wiederum deut-
licher hervor. Interzellularen sind innerhalb des kompakt erscheinenden Rindengewebes
unterhalb der Exodermis nicht zu erkennen. Nach dem Gefriertrocknen kann man anhand
der weilden intrazellularen Strukturen die Grenzen der ehemaligen Eiskristalle wiederfinden.
Eine Zuordnung dieser Strukturen zu bekannten Zellkompartimenten wie der Vakuole, dem

Cytoplasma oder dem Zellkern ist dagegen nicht moglich.
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glattere Oberflache auf als Schnitte von der Wurzelbasis. Diese Beobachtung ist in Uberein-
stimmung mit der Tatsache, dal} Kryoschnitte von der Wurzelspitze bereits beim Schneiden
im Mikrotom einen wesentlich transparenteren Eindruck machten und sich einfacher anferti-

gen lielken als Schnitte von ausdifferenzierten Wurzelabschnitten. Die glattere Oberflache

Abb. 3.10: Sekundérelektronenbilder von 300 nm dicken Kryoschnitten, die von Wurzelspitzen pré-
pariert wurden. Gefroren-hydratisierter Zustand (A) und gefriergetrockneter Zustand (B-D).
Beschleunigungsspannung: 3,1 kV (A, C) und 5 kV (b, D). Balken: 20 um (A, B) bzw. 5 um
(C,D)

A: Die duBBeren Zellschichten des Querschnitts einer Wurzelspitze im gefroren-hydratisierten
Zustand.

B: Die dul3eren Zellschichten des Querschnitts einer Wurzelspitze im gefriergetrockneten
Zustand. Der Pfeil deutet auf Messermarken.

Mu: Mucilage  Rhd: Rhizodermis R: Rinde
Die Pfeilspitzen deuten auf Zellkerne.
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bedingt aber auch ein sehr einheitliches Erscheinungsbild im gefroren-hydratisierten Zu-
stand, weshalb das Wiedererkennen von Strukturen bzw. die Zuordnung der Strukturen zu
bestimmten Zelltypen oder Geweben in den Schnitten von der Wurzelspitze noch schwieri-

ger ist als in den Schnitten von der Wurzelbasis.

Wourzelspitze im gefroren hydratisierten und gefriergetrockenten Zustand. Weil das Bildpaar
keine identischen Schnitte zeigt, ist hier ein direkter Vergleich beider Zustdnde am selben
Schnitt nicht mdglich.

Die Zellen der Rhizodermis sind nur bei genauer Betrachtung der Bilder auszumachen und
erscheinen in radialer Richtung gestreckt. An der Wurzeloberflache ist die Mucilage zu er-
kennen, welche sich als homogene Matrix auRerhalb der Rhizodermis befindet. Im gefroren-
hydratisierten Zustand erkennt man, dal® der Schnitt in der Rinde an den Wanden einzelner
Zellen gebrochen ist. Moglicherweise ist das die Folge des festen Andriickens des Schnittes

auf den Halter. Im gefriergetrockneten Zustand sind die Zellwande in der Rinde als dinne,

handen. Es ist an einigen Stellen auch moglich dunklere von helleren Zellstrukturen zu

unterscheiden, wobei die dunkleren Strukturen z.B. Zellkernen zugeordnet werden dirfen.

dieser Ansicht sind jedoch intrazellulare Strukturen nur schwer erkennbar. Das flr die Rhizo-
dermis charakteristische, langestreckte Erscheinungsbild erleichtert das Auffinden dieses
Gewebes auf dem Objekttrager. In der Mucilage erkennt man zwei dunkle Streifen, die von
der linken Seite zum oberen Bildrand verlaufen. Dabei handelt es sich um Messermarken,

die beim Schneiden entstanden sind. Die Messermarken findet man auch im Ubersichtsbild

Rhizodermiszellen eines anderen Schnittes im gefriergetrockneten Zustand. Diese Zellen
waren beim Andricken auf den Halter unter einem Steg des EM Tragernetzes lokalisiert. In
dieser Ansicht treten die Zellwande recht deutlich hervor und in den Zellen sind die Zellkerne
zu erkennen. Die Zellkerne sind umgeben von netzartig aussehendem Cytoplasma, das zum
Teil wahrend des Trocknes geschrumpft ist und sich deshalb von der Wand abgeldst hat. An

der Wurzeloberflache anhaftend findet man auch hier die duBere Schleimhiille (Mu in ‘Abb. :
B8.10). Aus diesen Abbildungen von der Rhizodermis geht hervor, da® die Dicke der Wande

deutlich weniger als 1 ym betragt.

Die am leichtesten zu praparierenden Kryoschnitte mit den glattesten Oberflachen waren

von den Standards zu erhalten. Zunachst wurden dafir schockgefrorene Dextrantropfen, die

definierte lonenkonzentrationen enthielten, geschnitten. Das Sekundéarelektronenbild eines

Schnittes von einem Standardtropfen zeigt, dall die Schnitte vollstadndig und nahezu ohne



Ergebnisse 47

Briiche oder andere mechanische Beschadigungen in das Kryo-REM transferiert werden

Stauchungen wahrend des Schneidevorgangs zurickzufihren. Es ist wahrscheinlich, daf}
mit den Stauchungen auch die Schnittdicke variiert und dadurch auch die fur den Elektro-
nenstrahl anregbare Masse an Standard bei konstantem Einfallswinkel und konstanter
Grole der Mel¥flache. AuRerdem war zu beobachten, dal® die Schnitte durch Dextrantropfen
wahrend der Gefriertrocknung stark schrumpften. Beide Effekte zusammen fihrten dazu,
daR solche Standards mit den eigentlichen Proben nicht mehr vergleichbar waren. Deshalb

wurden Standards hergestellt, bei denen ein stabilisierendes Gerlst in Form der Zellwande

lich die Zellen des Zentralzylinders. Die im Vergleich zu Schnitten von unbehandelten Wur-

zeln sehr glatte Oberflache des Inhaltes aller Zellen ist ein guter Hinweis darauf, dal} die

Wourzel ausreichend mit der Standardlésung infiltriert wurde. Wellenférmige Oberflachen-

Abb. 3.11:  SE-Bilder von Kryoschnitten durch Standards wie sie fiir die EDX-Analysen hergestellt
wurden. Beschleunigungsspannung: 5 kV. Balken: 40 um (A) und 10 um (B).
A: Dextrantropfen: Gefrierschnitt (ca. 300nm) im gefroren-hydratisierten Zustand.
B: Gewebestandard: Gefrierschnitt (ca. 300 nm) im gefroren-hydratisierten Zustand. Das

_______

Ed: Endodermis R: Rinde Mx: Metaxylem
Lmx: Spétes Metaxylem
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3.5.2 Direkte Messungen von lonen in Zellwdanden

3.5.2.1 Vergleich von EDX-Analysen von im Block gefrorenen Proben und

Kryoschnitten

An basalen Abschnitten von Wurzeln der zweiten Generation, die fir 2 min mit RbCl inkub-
iert wurden, konnten vergleichend EDX Analysen an Kryoschnitten und im Block gefrorene
Proben durchgefihrt werden. Dabei wurden dieselben Wurzelblécke untersucht, von denen

auch die Kryoschnitte abgenommen wurden.

8.12:B).

Die ermittelten p/b Verhaltnisse flr Rubidium, Chlor und Kalium aus den Zellwanden sind in

Abb. 3.12: SE-Bilder von der Oberflache eines Probenstumpfes (Keimlingswurzel) im gefroren-hydra-
tisierten (A) und im geétzten (B) Zustand. Der Probenstumpf 1413t eine Zweiteilung erken-
nen. Von der linken unteren Seite Iduft eine Kante, die durch das Trimmen der Probe ent-
standen ist, zur rechten oberen Bildkante hin. In diesem Fall wurde die Wurzel also nur von
einer Seite getrimmt. Beschleunigungsspannung: 10kV. Balken: 100 um.

Ed: Endodermis Lmx: Spétes Metaxylem Mx: Metaxylem
R: Rinde Rhd: Rhizodermis
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sowohl in den im Block gefrorenen Proben als auch in den Kryoschnitten an der Wurzelober-
flache am hochsten sind und dann zur Wurzelrinde hin steil abnehmen. Mit der steilen Ab-
nahme der Rb" Konzentrationen geht eine gleichzeitige Abnahme der CI” Konzentrationen
einher.

Im Gegensatz dazu steigen die K* Konzentrationen von einem minimalen Wert an der Wur-
zeloberflache Uber die gesamte Wurzelrinde an, wo sie ein Maximum erreichen. Zum Zen-
tralzylinder hin fallen sie hingegen wieder ab. Auch fir die Kaliumkonzentrationen zeigen die
Messungen an Kryoschnitten und den im Block gefrorenen Proben prinzipiell einen Uberein-
stimmenden Verlauf. Allerdings erreichen die K* Konzentrationen im Verhaltnis zu den Wer-
ten von Rb" und CI" in den Blécken wesentlich héhere Werte als in den Kryoschnitten. Dieser

Unterschied wird bei Betrachtung des Verhaltnisses der p/b Werte von im Block gefrorenen

Nachweis fir Rb" und CI' (® und @) ergibt sich ein mehr oder weniger konstanter Faktor

von ~5 zwischen dem p/b Verhaltnis in Schnitten zu dem p/b Verhaltnis im Block gefrorenen

Proben. Fiir K* betragt der Faktor zwischen Schnitten und im Block gefrorenen Proben in

etwa 10.
'im Block gefroren' . Schnitte
11
0,90 ® RbY ®m Cr - 0,09
0,80 - 0,08
0,70 |- 0,07
o 0,60 - 0,06 o
S =
:C-EB 0,50 0,05 :c_Eu
Q 3]
> 0,40 0,04 >
2 o
a 3
0,30 0,03
0,20 0,02
0,10 0,01
0,00 -, 0,00

0 100 200 300 0 100 200 300
Abstand zur Wurzeloberflache [um]

0@ e ® ®Q0@ ® @ ®Q]

Abb. 3.13:  p/b Verhéltnisse in den Zellwénden von Gerstenwurzeln fiir Rb*, Cl und K in
Abhéngigkeit vom Abstand zur Wurzeloberfléche. Die Wurzeln wurden vor dem Einfrieren
ftir 120 s mit RbCI (60 mol « m'3) inkubiert. Vertikale Balken = Standardabweichung. n = 5

MeBpositionen.



50 Ergebnisse

Abb. 3.14: Melpositionen fiir die EDX-Analysen in den Wénden quer geschnittener Wurzelzellen.

® Rhizodermis duRere Tangentialwand ® zweite Rindenzellwand
@ Rhizodermis innere Tangentialwand ® Endodermis innere Tangentialwand
® Exodermis innere Tangentialwand @ Metaxylem

@ erste Rindenzellwand

Tab. 8: Faktoren zwischen den p/b Verhéltnissen fir Rb*, CI und K" in Kryoschnitten und im

MeBpositionen.

Rubidium Chlor Kalium
@ rhd atw 5,0 51 10,3
® hd atw 5,4 6,0 12,4
® hditw 2,4 3,9 9,0
@ r1 1,1 2,6 12,5
® teditw 3,7 9,5
@ mx 3,7 4,7 12,1

3.5.2.2 EDXA an gefrorenen Wurzelsegmenten mit und ohne Exodermis

Die Nodalwurzeln von intakten Pflanzen wurden fir 120s mit 60 mol « m™ RbCl inkubiert und
auf Haltern fir die Untersuchung eingefroren. Die Segmente oberhalb der abgebrochenen

Wourzeln wurden aufierdem lichtmikroskopisch auf eine fluoreszierende Exodermis unter-

(=Exodermis) ist allerdings in den Wurzeln mit Exodermis nur noch ein p/b Verhaltnis unter-
halb des Wertes fir einen sicheren Nachweis in gefrorenen Gewebeblécken (< 0,1) zu
finden, wahrend in den Wurzeln ohne Exodermis noch eine deutliches Rb" Signal messbar

ist. Das gilt ebenso fir die Tangentialwdnde der auf die Hypo(Exo-)dermis folgenden
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Rindenzellschicht (r1). In den weiter innen gelegenen Zellwanden der Rinde ist auch in den
Wurzeln ohne Exodermis kein Rb" mehr nachweisbar.

Im Vergleich dazu ergibt sich in allen Zellwanden von Wurzeln, die vor der Inkubation mit
Rb" abgetdtet wurden, fir Rb" ein p/b Verhaltnis deutlich oberhalb der Nachweisgrenze

Zellwanden hin ab, bleiben aber dennoch stets gré3er als 0,1.

—eo— tote Wurzeln
08l [ ] mit Exodermis, n = 6 (10-38)
, |} ohne Exodermis, n = 4 (8-24)
o 06
5
©
£
2
-Q 0’4 B
a
a
[h'd
0,2 +
0,0 ’l% ’l% %% Il%
Melposition
[ [ [ [ [ [ [ [
SRS R R N S
& & & & %

Abb. 3.15:  p/b Verhéltnisse fiir Rb" in den Zellwénden von Nodalwurzeln. Vergleich zwischen
Wurzeln mit und ohne Exodermis und abgetéteten Wurzeln. Vertikale Balken =
Standardabweichung.

3.5.2.3 Lokalisation von Rb" in Gefrierschnitten von inkubierten Wurzeln mit der
EDX-Analyse

Die Messungen mit der EDX Analyse an Gefrierschnitten von Gerstenwurzeln ergaben fir

die Kontrollen (unbehandelte Wurzeln) stets p/b Verhéltnisse fir Rb", die niedriger als die-

Wurde den Wurzeln vor dem Einfrieren fiir 2 bzw. 5 min Rb* (60 mol * m> RbCl) angeboten,

so waren in den Wanden nahe der Wurzeloberflache die héchsten Rb* Konzentrationen zu

der Wurzelbasis nimmt dann aber, einem steilen Gradienten folgend, schnell in radialer

Richtung ab, so daR bereits in den inneren Tangentialwanden der Exodermis kein Rb" mehr
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das Ergebnis bei Inkubation der Wurzelspitze mit RbCl Lésung aus. Nach 2 mindtiger Inku-

bation findet man Rb" ausschlieRlich in den duReren Tangentialwénden der Rhizodermis,

daR das p/b Verhéltnis fir Rb* sowohl in den W&nden nahe der Wurzeloberflache, als auch

in den Wanden der inneren Rinde viel héher ausfallt als in den vergleichbaren Wanden nach

A = 2 Minuten RbCI 1 600
0,08 - 0 5 Minuten RbCI ’
i A Kontrolle g
blank
0,06 40,0
0,04 20,0
0,02 0.0
L0 &
= IS
Ho - L
% 0.00 20,0 g
> B =
= 0,08 - 60,0
s 5
tQ B . x
h'd
0,06 - -1 40,0
0,04 |- 200
0,02 0.0
-20,0

0,00
0 50 100 150 200 250 300 350

Abstand zur Wurzeloberflache [um]

D@ 6 @ 6 ® @]

Abb. 3.16: Rb" p/b Verhéltnisse und errechnete Konzentrationen (rechte y-Achse) in den Wénden
quer geschnittener Wurzelzellen, die fiir 2 bzw. 5 min mit 60 mol m™ RbCI behandelt
wurden. Die Messungen wurden an gefriergetrockneten Kryoschnitten durchgefiihrt.

A: Wurzelbasis

B: Wurzelspitze
'blank’: Mittelwert des p/b Verhéltnisses fiir Rb" in Standards, die kein Rb" enthielten.
Vertikale Balken: Standardabweichung. n = 2-10 (10-50).
Die Nummern unter der x-Achse korrespondieren mit der schematischen Darstellung der
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2 minutiger Inkubation bzw. héher als in den Wanden der Rindenzellen aus dem Wurzel-

basisbereich; das mittlere p/b Verhaltnis an der Wurzeloberflache liegt hier bei etwa 0,06 im

p/b Verhaltnis fir K" gréRer, als im 'blank’. Daher ist davon auszugehen, daf in nahezu allen
Zellwéanden K nachgewiesen wurde.
Fir die basalen Wurzelabschnitte zeigt sich entlang des Wurzelradius ein recht einheitlicher

Verlauf der K*-Konzentrationen. Von niedrigen Konzentrationen in den Wanden der Rhizo-

0,08 - 140,0
- 120,0
0,06 - 100,0
- 80,0
0,04 - 60,0
- 40,0
» 0,02 _ 20’0 —
S .
= Joo F
B 1 I
g 0,00 |B L | L | L | L ] lgl
Q T = 2 Minuten RbCI N
3 _ —— 14
S 008 © 5 Minuten RbCl ] 1400 S
L A Kontrolle - 120,0
4 0-Standard i
0,06 - 100,0
" 4 1 - 80,0
0,04 H 1 60,0
- 1 T 1+ 40,0
0,02 [ ~J 200
oL l 40,0
0’00 4 1 | 1 | 1 | 1 ]

0 50 100 150 200 250 300 350

Abstand zur Wurzeloberflache [um]

(@ B @ 6 ® @]

Abb. 3.17: K’ p/b Verhéltnisse und errechnete Konzentrationen (rechte y-Achse) in den Zellwénden

von Gerstenwurzeln, die fiir 2 bzw. 5 min mit 60 mol + m™ RbCI behandelt wurden. Die
Messungen wurden an gefriergetrockneten Kryoschnitten durchgefihrt.

A: Wurzelbasis

B: Wurzelspitze

'blank’: Mittelwert des p/b Verhéltnisses fiir Rb" in Standards, die kein Rb" enthielten.

Vertikale Balken = Standardabweichung. n = 2-10 (10-50).
Die Nummern unter der x-Achse korrespondieren mit der schematischen Darstellung der
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dermis steigen die Werte in den Wanden der inneren Rinde zu héheren Konzentrationen hin

Konzentrationen einen nicht so einheitlichen Verlauf. In den Wanden der Kontrollen und der
fur 2 min inkubierten Wurzelspitzen findet man grundsatzlich hohe K'-Konzentrationen mit

Ausnahme der aulieren Tangentialwand der Rhizodermis, wo sie nach 2 min Inkubation mit

Wurzelzellen, die fir 5 min mit RbCl inkubiert wurden, insgesamt niedrigere K*'-Konzentra-

tionen gefunden, wobei die duReren Tangentialwande der Rhizodermis und die Wande der

Alle bestimmten K'-Konzentrationen zeichnen sich, unabhéngig von der Versuchsvariante,

durch eine grofRe Standardabweichung aus.

3.5.2.4 Langsamer Anstieg der Salzkonzentration im Nahrmedium

In diesem Versuch wurden die Auswirkungen eines langsamen Anstiegs der Salzkon-
zentration in der Nahrlésung auf die lonenkonzentrationen im Apoplasten der Wurzelrinde
getestet. Dazu wurden die Wurzeln intakter Gerstenpflanzen innerhalb von 4 h auf120
mol + m® mit NaCl aufgesalzen, was fur 5 min vor dem Einfrieren der Wurzel gegen RbClI
derselben Konzentration ausgetauscht wurde. Die EDX- Analysen an den Zellwanden des
auBeren Rindenbereichs zeigen, dal das kurzfristig angebotene Rb" nur bis in die duReren

Tangentialwande der Exodermis vorgedrungen ist, d.h. dort nachgewiesen werden konnte

t2). Verbleiben die Pflanzen dann fiir weitere 17 Stunden in der auf 180 mol » m™ NaCl auf-

gesalzenen Nahrlésung, so ist ein positiver Rb” Nachweis wiederum nur in den &uReren

den Ansatz t3, dessen Pflanzen flir 17 Stunden in der aufgesalzenen Nahrldésung kultiviert

wurden, weichen die Verlaufe voneinander ab. Chlor ist hier auch in den inneren tangen-

8.18!B, t3).
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In den Vakuolen der gemessenen Gewebe ist Rb* nur in der Rhizodermis zu finden; die

Ubrigen p/b Verhaltnisse fiir Rb" der Ansatze t2 und t3 sind identisch, wahrend der Wert in

Chlor ist in

allen Vakuolen der Rhizodermis, Exodermis und ersten Rindenzellschicht aus

Ansatz t3 in nahezu gleicher Hohe nachweisbar. Beim Ansatz t2 kann CI" nur in den Vaku-

olen der Rhizodermis deutlich nachgewiesen werden, wahrend fir den Ansatz t1 die p/b Ver-

D).

1,5

1,0

p/b Verhaltnis

0,5

0,0

Abb. 3.18:

Rb*
Zellwand

Ccr
Zellwand

 C Rb* D cr
Vakuole Vakuole
IR R R N S S IS T T S N S S S N B
0 50 100 0 50 100
Abstand zur Wurzeloberflache [um]
@ @ ©) @] 0 @ ©) @ |

p/b Verhéltnisse fiir Rb" und CI aus EDX-Analysen an den im Block gefrorenen Gersten-
wurzelsegmenten in Abhéngigkeit vom Abstand zur Wurzeloberfldche. Vor der 5 mindi-
tigen RbCl Inkubation wurde die Nahrlésung der Pflanzen auf 120 bzw. 180 mol * m?
NaCl aufgesalzen.

Vertikale Balken: Standardabweichungen (n = 3-15).

o t1: ca. 1 Stunde nach Aufsalzen auf 120 mol « m™ NaCl
m {2 ca. 1 Stunde nach Aufsalzen auf 180 mol » m™ NaCl
o 13: 17 Stunden nach Aufsalzen auf 180 mol » m™ NaCl
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3.5.2.5 Ploétzlicher Anstieg der Salzkonzentration im Nahrmedium

Als FortfiGhrung der Besalzungsversuche wurden intakte Wurzeln vor dem Einfrieren, ohne
Adaptationsphase, einer plasmolytisch wirksamen Salzkonzentration ausgesetzt
Ergebnisse aus diesen Versuchen dargestellt. Es war bei diesem Ansatz moglich die genaue
Entfernung jeder einzelnen MeRposition zur Wurzeloberflache zu ermitteln, weshalb in die-
sem Fall einzelne MelRwerte aufgetragen werden konnten.

Fur die Auswertung wurden die untersuchten Wurzelabschnitte zu den zwei Gruppen

"Abstand zur Wurzelspitze >10cm" bzw. "Abstand zur Wurzelspitze <10 cm" zusammenge-

gegen das p/b Verhéltnis fiir Rb*, ergibt sich pro Gruppe eine Punktwolke, durch die eine
ausgeglichene Kurve gelegt wurde. Dabei zeigt sich fir die Wurzelabschnitte >10 cm hinter
der Wurzelspitze (h.Wsp.) der bekannte Verlauf mit einem steil abfallenden p/b Verhaltnis

fir Rb" innerhalb der ersten 40 um Abstand von der Wurzeloberflache auf einen Wert, der

1,40 - e Kurvenanpassung Abschnitte < 10cm h.Wsp (n = 6) ] 200

1,20 -_ a° Kurvenanpassung Abschnitte > 10cm h.Wsp. (n = 5) E

1,00 X ’ 110 &
-l -
2 0,80 ] 3
L 0,60 [ ] o
o | o
Ne! i ] X
X 040 150 @

0,20 - ]

0,00 - 4o

0 100 200

Abstand zur Wurzeloberflache [um]

Abb. 3.19: Aus EDX-Analysen an im Block gefrorenen Gerstenwurzeln ermittelte p/b Quotienten und
Rb*-Konzentrationen in Zellwénden (im Apoplasten). Vor dem Einfrieren wurden die Wur-
zeln fiir 8-20 min mit einer 1,5°C kalten RbCl Lésung (180 mol + m® RbCl + 0,2 mol » m*
CaSO0,) inkubiert. Die Konzentrationen (rechte Ordinate) wurde mit Hilfe von Messungen

Cuve Fit’ Funktion von SigmaPlot (2.0). Die Formeln fiir die Kurven lauten:
<10 cm h.Wsp.: vy = 0,9212-0,274/(1+(x/25,8454)>""%*)+0,274

>10 cm h.Wsp.: vy = 0,8144-0,1006/(1+(x/22,5824)>%°%)+0,1006
offene Symbole: <10 cm hinter der Wurzelspitze
gefillte Symbole: >10 cm hinter der Wurzelspitze
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unter diesen Bedingungen nicht mehr als Elementnachweis betrachtet werden kann

(p/b <0,11Abb. 3.19). Anders ist der Verlauf fiir die Abschnitte <10 cm hinter der Wurzel-

oY YL LY

spitze: das p/b Verhaltnis sinkt hier zwar auch rasch mit zunehmendem Abstand von der

Wourzeloberfliche ab, bleibt dann aber deutlich oberhalb von 0,1, was einem Rb* Nachweis

Verhéltnisse in Konzentrationen umgerechnet wieder. Daraus geht hervor, daR die Rb* Kon-
zentration in den Rindenzellwéanden bei ~35 mol * m™ liegt. Die Konzentration, welche dem
p/b Verhaltnis < 0,1 entspricht, d.h. wo kein eindeutiger Rb* Nachweis mehr méglich ist,
errechnet sich zu ca. 11 mol » m™. Diesen Wert muft man im ungiinstigen Fall als potentiell

vorhanden aber in den Zellwanden der Rinde als nicht nachweisbar annehmen.

In JAbb. 3.20

sind exemplarisch die Querbriche von Nodalwurzeln dargestellt, die fur die

Untersuchungen an salzadaptierten und osmotisch geschockten Wurzeln verwendet wur-

kristallgrenzen. Die Zellen der Rinde erscheinen Uberwiegend abgerundet, d.h. sie sind
turgeszent. Die Interzellularen sehen vielfach optisch leer aus, ein Hinweis darauf, daf3 sie in
situ mit Luft geflllt waren.

Wird die Nahrlésung, in der eine Wurzel wachst, innerhalb von 6 h auf 180 mol - m™ NaCl

der Eiskristallgrenzen zu beobachten, in den Zellen der Rhizo- und Hypodermis sind aller-
dings auch Strukturen zu erkennen, die auf Plasmolyse hindeuten. So z.B. haben sich die

Protoplasten von der Zellwand abgeldst und erscheinen als abgerundete Strukturen in den

dermis zu machen.

In Wurzeln, die mit einer 180 mol »+ m® RbCI Lésung osmotisch geschockt wurden zeigen

Dies ist besonders haufig bei Wurzelsegmenten, die weniger als 10 cm von der Wurzel-
spitze entfernt sind. Andererseits kommen bei Wurzelabschnitten, die mehr als 10 cm von

der Wurzelspitze entfernt sind nur sehr vereinzelt Zellen mit Anzeichen von Plasmolyse vor

Abb. 3.20!A). Zwischen beiden Erscheinungsformen sind zwar auch Ubergange zu finden,

grundsatzlich unterstitzen diese Beobachtungen jedoch die Einteilung der untersuchten ge-

schockten Wurzeln in die beiden Gruppen "Abstand zur Wurzelspitze >10 cm bzw. <10 cm".
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Abb. 3.20: Die SE-Bilder zeigen die Oberfldchen von gefroren quergebrochenen Gerstenwurzeln aus

S o 5 =

den Besalzungs- und Plasmolyseversuchen (vergl. Kap. 2_3) Balken: 50 um (A-C) bzw.
100 um (D)

Aufsicht auf den Querbruch einer unbehandelten Nodalwurzel (Kontrolle, ca. 10 cm
h.Wsp.).

AuBere Zellschichten einer Nodalwurzel nach langsamer Aufsalzung auf 180 mol « m?
NaCl zum Zeitpunkt t2 (ca. 8 cm h.Wsp.).

Aufsicht auf den Querbruch durch eine Nodalwurzel nach osmotischem Schock mit
180 mol » m™ RbCl bei 1,4°C (ca. 10 cm h.Wsp.).

Aufsicht auf den Querbruch durch eine Nodalwurzel nach osmotischem Schock mit
180 mol » m™ RbCl bei 1,4°C (ca. 6 cm h.Wsp.).

Ex:  Exodermis R: Rinde ZZ: Zentralzylinder
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3.5.2.6 Berechnung der Permeabilitat von Exodermiszellwdanden

Aus den ermittelten Rb" Konzentrationen in den Zellwanden bzw. in den Interzellularen der
Rinde kann die Permeabilitat (P) verschiedener Zellwande z.B. fir Rb" lonen berechnet
werden.

Der Fluf3 (J) bezeichnet die Stoffmenge (dn), die sich in der Zeit dt durch die hypothetische
Querschnittsfliche F bewegt. F wurde zur Berechnung gleich 1 m* gesetzt. Fiir die Stoff-
menge und die Zeit wurden die ermittelten bzw. vorgegebenen Werte eingesetzt. Aulerdem
muf} fir die Berechnung der Permeabilitat noch die Konzentrationsdifferenz (Ac = ¢4 — ¢,) flr
Rb* zwischen den beiden Kompartimenten (auRerhalb und innerhalb der Exodermis) einge-
setzt werden. Hier wurde als AuRenkonzentration die errechnete Rb™ Konzentration in der

Zellwand in einem Abstand von 20 um zur Wurzeloberflache eingesetzt.

J dn
Rb* 1~ A\ J=

(Cy—c,) dt-F

P

bt : Permeabilitat der Zellwand fur Rb* lonen

Aus den Ergebnissen der EDX Analysen an osmotisch geschockten Gerstenwurzeln ergab
sich fir die Wurzelabschnitte >10 cm h.Wsp. eine Permeabilitdt der Zellwande fiir Rb* von
1,45 ¢ 10" m » s und fir die Wurzelabschnitte <10 cm h.Wsp. eine Permeabilitat der Zell-
wande fir Rb* von 5,17 « 10" m » s”'. Fir die Wurzelabschnitte >10 cm h.Wsp. wurde dabei
die Konzentration, die maximal in den Zellwanden vorhanden sein kann, ohne daR dabei Rb"
nachweisbar ist (=Nachweisgrenze) vorliegt, zu Grunde gelegt. Die hier eingesetzte Rb"

Nachweisgrenze betragt etwa 11 mol + m™).

B.18) konnten ebenfalls die Permeabilitdten der Exodermiszellwénde berechnet werden. Bei
diesem Versuchsansatz betrug die Inkubationszeit nur 5 min. Einen Unterschied in den er-
mittelten Rb" p/b Verhaltnissen zwischen den Varianten t1, t2 und t3 ist bis in die innere Tan-
zellwanden zu finden. Fur die Berechnung der Permeabilitdten wurden aus diesem Grund
die mit Hilfe der Regressionskurve errechneten Konzentrationen in einem Abstand von 20
pm zur Wurzeloberflache und in Mef3punkt ® benutzt. Zum Zeitpunkt t1 ergab sich eine
Permeabilitit von 8,7 « 107 m « s™, zum Zeitpunkt t2 von 1,7 » 10° m « s™ und zum Zeitpunkt
t3von 7,4+ 10" mes’.

Berechnet man die Permeabilitaten der Zellwande fir definierte Intervalle des Abstands zur

Wurzeloberflache, wird daraus der Zellwandabschnitt mit der niedrigsten Permeabilitat fur

Rb" im Zellwandabschnitt 20-35 ym Abstand zur Wurzeloberflache vorliegt. Das gilt sowohl
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fur die Wurzelabschnitte >10 cm h.Wsp. als auch <10 cm h.Wsp., wobei dieser Befund bei

den Wurzelabschitten >10 cm h.Wsp. besonders deutlich ist (Abb. 3.21).

[ ]>10cmh.Wsp.

____| <10 cm h.Wsp.

%//////////////////////ﬁ

107

102 -

| | |
R ; @ ~
o o o o o
h h ~

[,-S « W] 1e)IgE8WISd

Distanzintervall in bezug zur Wurzeloberflache [um]

Abb. 3.21: Permeabilitéten fiir Rb" innerhalb definierter Zellwandstrecken in Abhéngigkeit vom Ab-

stand zur Wurzeloberfldche. Die Permeabilitédten wurden aus den Ergebnissen der EDX

Analysen an osmotisch geschockten Wurzeln (Abb. 3.19] berechnet.
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3.5.2.7 Tracerlokalisation mit SIMS in Gefrierschnitten

Abb. 3.22: Verteilungen der Isotope Pk (A) und ®Rb* (B) in mehreren Gefrierschnitten von Ger-
stenwurzeln. Die Gefrierschnitte bestehen wegen der Probenpréparation jeweils nur
aus ca. va Sektoren eines kompletten Querschnitts.

A: ¥K' Verteilung
B:  ®Rb* Verteilung

Mit Hilfe der SIMS an gefriergetrockneten Kryoschnitten kann die Verteilung eines vorab den

Wurzeln angebotenen Nahrelements anhand seines Tracers (z.B. Rb" fiir K) und/oder an-

daR die intrazelluldren K'-Konzentrationen wesentlich héher sind, als in den Zellwénden
i.e.S. im Apoplasten. Dadurch erklart sich auch, weshalb die Zellwande dunkel erscheinen.
Dies ermdglicht bei starkerer VergroRerung ein relativ sicheres Erkennen der Zellen und

deren Zuordnung zu diversen Geweben wie z.B. der Rhizodermis (Rhd), Exodermis (EXx),

erkennt man auferdem (Pfeil), da nur wenige Zellen der Rhizodermis *K" angereichert
haben. Im komplementéaren ®Rb* Verteilungsbild desselben Schnittes, sind die kaliumfreien

Rhizodermiszellen stark mit ®*Rb* markiert, wahrend die kaliumreichen Rhizodermiszellen

intrazellular nicht mit ®*Rb* markiert sind (Pfeil in:Abb. 3.23 A u. B). Insgesamt beschrankt

sich die ®*Rb" Markierung (iberwiegend auf die Zellen bzw. Zellwande in der Nahe der Wur-

zeloberflache. Dies wird besonders deutlich im Ubersichtsbild der ®*Rb" Verteilung, wo man
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VergoRerung dargestellt. Bei linearer Darstellung der Pixelintensitéat erkennt man, dal} die

®Rb* Markierung der Zellwinde bereits in den radialen Exodermiszellwinden abrupt endet

sitaten werden aber auch geringe Helligkeiten gegenuber hohen Helligkeiten optisch ver-
starkt, weshalb in den Wanden der inneren Rinde und hier besonders in den Interzellularen,

®Rb"* deutlicher zum Vorschein kommt. Die dort vorliegende Konzentration scheint allerdings

Graustufen Bilder umgewandelt (Abb. 3.23/E u. F). AnschlieRend wurden in den *Rb" Bil-

mittleren Helligkeiten in den ausgewahlten Flachen konnten Uber das NIH-Image Programm
ausgegeben werden. Durch Anzeigen der Flachenmarkierungen im **K* Bild desselben

Schnittes konnte kontrolliert werden, an welcher Stelle auf dem Wurzelquerschnitt sich die

Aus den errechneten Konzentrationen in den Interzellularen der Gerstenwurzeln lieRen sich

wie fiir die Messungen mit der EDX Analyse die Permeabilititen der Zellwénde fir Rb*
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Abb. 3.23:

S omx

E/F:

linear 8Rb*

100%

0%

Verteilung der Isotope ¥K* und ®Rb* in Querschnitten von Gerstenwurzeln als Ergebnis
der bildgebenden SIMS. Die intakten Wurzeln wurden vor dem Einfrieren fiir 2 min mit 60
mol + m” RbCl inkubiert.

¥K* Verteilung

®Rb" in demselben Schnitt wie A

Der duBere Wurzelbereich bei stérkerer Vergré3erung zeigt die lineare Darstellung der
Pixelintensitaten einer °Rb* Verteilung in den Wénden der Rhizo- und Exodermis (Pfeile).
Logarithmische Darstellung der Pixelintensitéten aus C. Die Pfeilspitzen deuten auf ¥R
Markierungen in den Interzellularen der Wurzelrinde.

Beispiel fiir die Auswertung von Isotopen Verteilungsbildern mit dem NIH-Image
Programm. Nach Umwandlung der Farbcodierung in Graustufen wurden die mittleren
Helligkeiten (lineare Darstellung der Pixelintensitéten) von ausgewéhlten Fldchen
(markierte und numerierte Flédchen in beiden Bildern) ermittelt.

Rhd:  Rhizodermis Ex: Exodermis R: Rinde Ed: Endodermis

ZZ: Zentralzylinder
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Tab. 9: Relative Intensitéten von ®*Rb" in den Interzellularen von Gerstenwurzeln bezogen auf
die Intensitét in der AuBenlésung bekannter Konzentration. Mit Hilfe der bekannten
Konzentration in der AuBenlésung wurden die relativen Intensitdten gemessener Tei-
Ichen aus den Wénden in Konzentrationen umgerechnet. Die Wurzeln wurden vor dem
Einfrieren ftir 120 s mit folgenden RbCI Lésungen inkubiert (Nr. 1-3: 60 mol « m* RbClI
fiir 2 min; Nr. 4: 30 mol » m RbCI).

Interzellularen Metaxylem Gefalle
Probennr. (n) % mol *m®  Permeabilitit [m « s™] [(n) % mol * m™

1 (7) 47+10 28%06 409+10"+94-10°(3) 29,0+12,0 17,4+7,2
2 (5) 50+1,0 3006 4,39.107+94-10°
3 (7)) 1,8+0,9 11+05 155107+7,8+10°
4 (6) 26+04 08+01 220107+ 34+10°

Mittelwert (4) 3,5+16 1,9+11 3,06+10"%14+10°

Werden “'K* und ®*Rb* mit der Inkubationsldésung gleichzeitig angeboten, ist es moglich die

Das *K" Bild zeigt die Uberwiegend intrazellulare Lokalisation des naturlich vorkommenden

Kaliums. In dieser Probe erkennt man zusatzlich eine zur inneren Rinde hin ansteigenden

falls intrazellulares Vorkommen des Isotops, au’erdem erkennt man sehr hohe “K* Konzen-
trationen aus der Inkubationslésung an der Wurzeloberflache, die auf das angebotene Me-
dium zurickgefihrt werden kdnnen. Die flr die langfristig eingesetzte Nahrldsung verwen-
deten Kaliumsalze enthalten Kalium in einer naturlichen Isotopenmischung bestehend aus
¥K*, *K* und *'K*, wobei *'K" einen relativen Anteil von 6,7% besitzt. Deshalb enthélt pflanz-
liches Gewebe immer “'K*, das aus der Nahrlésung bzw. noch aus der Kaliumreserve der
Karyopse stammt und in Zusammenhang mit den vorliegenden Untersuchungen als *'K*

Background bezeichnet wird. Wird dieser YK Background vom ,Brutto Bild" abgezogen,

wieder, anhand eines steilen Konzentrationsgradienten von der Wurzeloberflache zum

Wourzelinneren den apoplastischen Weg des Tracers zu verfolgen. Die ®Rb* Verteilung 158t
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hingegen keinen Tracer in der inneren Rinde erkennen, sondern fast ausschlief3lich in der
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41K+ Brutto

Y4

41K* "Netto

100%

0%

A-D Querschnitt von der Wurzelbasis (10 cm h.Wsp.)
E-F Ein Querschnitt von der Wurzelspitze (0,5-1,0 mm h.Wsp.)

:¥K Verteilung (= 'Kontrolle') entsprechend einer unbehandelten Wurzel (= natiirlich
vorkommendes, endogenes Kalium

- YK Brutto-Verteilung im selben Schnitt wie A

K Netto-Verteilung; durch Verrechnung von B minus A (s. Text) entstandenes
Verteilungsbild.

: ®Rp* Verteilung im selben Schnitt wie A

- K Verteilung in einer quer geschnittenen Wurzelspitze
- ®Rp* Verteilung in demselben Schnitt wie E

R: Rinde ZZ: Zentralzylinder Wo: Wourzeloberflédche

mo O 2>

.
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100%

100 um Wo 1
b

0%

Abb. 3.25:  Verteilungsbilder von *K* und ®*Rb* in Querschnitten aus dem Wurzelbasisbereich (A/B u.
E/F) und von der Wurzelspitze (C/D). Die Wurzeln intakter Pflanzen wurden vor dem Ein-
frieren fiir 5 min (A/D) bzw. 2 min (E/F) mit einer 60 mM RbCI Lésung inkubiert. Die Wur-
zeln in E und F wurden vor der Inkubation mechanisch entlang der Oberfldache verletzt.
ZZ: Zentralzylinder R: Rinde Wo: Wurzeloberflache
Die Pfeile deuten auf besonders starke *Rb* Markierungen in der Rinde und die
Pfeilspitzen auf "Liicken" in der ®Rp* Markierung an der Wurzeloberflache.
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B.25! A-D. Die Bilder sind von geringerer Qualitét als die Bilder von Schnitten nach 2 mini-
tiger Inkubation mit RbCl. Zellwande kdénnen zwar nicht identifiziert werden, aber eine grof3-

flachigere Zuordnung z.B. der Bereiche Zentralzylinder (ZZ) und Rinde (R) ist ebenso

dauer von 5 min ausschlie3lich an der Wurzeloberflache.

In der Wurzelspitze sind die Isotope *K* und ®Rb* shnlich wie in der Wurzelbasis verteilt

8.25:D). Trotz der geringeren Bildqualitdten bestatigen diese Experimente mit den langeren
Inkubationszeiten (5 min) die der kirzeren, d.h. die mit nur 5 min Inkubation.

Um zu Uberprifen, ob der angebotene Tracer innerhalb von 2 min prinzipiell durch den Apo-
plasten der Rinde bis zum Zentralzylinder vordringt und dort auch mit der SIMS nachweisbar
ist, wurden die Wurzeln vor der Inkubation mit RbCl mit einer Rasierklinge entlang der

Wurzelachse mechanisch verletzt. In den Schnitten dieser Wurzeln kann man ®*Rb* sowohl

grenzte, besonders helle ®Rb* Markierung zu erkennen (Pfeil). In radialer Richtung von die-

ser Markierung aus gesehen sind die ansonsten recht gleichférmigen ®Rb* Markierungen an

3.5.2.8 ESI/EELS und EDXA an Schnitten von gefriersubstituierten Wurzeln

Fir die Elementanalytik mit der ESI/EELS Technik mussen vom gefriersubstituierten Wur-
zelmaterial zunachst ultradiinne Schnitte (< 50 nm) angefertigt werden. Um derart dinne
Schnitte verarbeiten zu kénnen ist es notwendig sie im Trog des Messers auf einer Flissig-
keit aufschwimmen zu lassen, von der sie dann mit dem EM-Netz abgenommen werden
kénnen.

In Schnitten, die auf destilliertem Wasser aufgeschwommen sind, ist weder in RbCl behan-

piell mit der EELS nachweisbar ist, wurde statt destilliertem Wasser eine RbCI Losung (120
mol » m™®) zum Abschwimmen der Schnitte verwendet. In den Zellwanden von RbCl behan-
delten Wurzeln ist auch dann kein Rb" nachzuweisen, wenn die Schnitte auf einer konzen-

trierten KCI Lésung aufgeschwommen waren. In diesen Schnitten konnte Rb" in den Wan-

___________
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Exodermiszellwanden von RbCI inkubierten Wurzeln, als auch in den Exodermiszellwanden

Der Rb*-Nachweis in Schnitten, die auf RbCl Lésung aufgeschwommen sind beschrankt sich

auf die Zellwande. In den zugehérigen Vakuolen ist selbst dann kein Rb" zu finden, wenn

2,5e+3
A Zellwand B Zellwand
2.0e+3 | RoLs N\ RbClinkubiert | Rb L, Kontrolle
2
= 1,5e+3 1
s
2 1,0e+3 A
g
C
= 5,0e+2 -
00 Mosnn | ' o ' | | '
2 0e+3 4 c Vakuole | Vakuole
s RbCl inkubiert Kontrolle
= 1,5e+3 -
:..g
2 1,0e+3 A
[0]
E
5,0e+2
0,0 -1 WV\—/\I\/\\/\—-—/‘,\N/\’\—M—M

T T T T T T T T T T

1780 1800 1820 1840 1860 1780 1800 1820 1840 1860

AE [eV] AE [eV]

auf RbCl aufgeschwommen auf H,0 aufgeschwommen auf KCIl aufgeschwommen

Abb. 3.26: EEL Spektren aufgenommen in den Zellwdnden und Vakuolen der Exodermis von gefrier-
substituierten Gerstenwurzeln. Die Wurzeln waren vor dem Einfrieren fiir 2 Minuten einer
RbCI Lésung (120 mol » m™) ausgesetzt (A, C) oder sie waren unbehandelt (Kontrollen, B,
D).

, B: 5 Spektren aus Zellwénden.

, D: 2 Spektren aus Vakuolen.

o>

Im Gegensatz zu den Schnitten von gefriersubstituierten Wurzeln, wird in gefrierge-

trockneten Kryoschnitten von Standards sowohl in den Wanden als auch im Zelllumen Rb*

der Wand vorkommt. Aus der Wand erhalt man bei gleicher Gesamtimpulsrate wahrend der
Messung eine geringere Rb™-Intensitét als aus dem Zelllumen. Die Intensitit bei den
EEL Spektren ist allerdings kein direktes MaR fur die Konzentration eines Elementes in der
Probe. Dennoch stimmt die Beobachtung, da im Zelllumen ein héheres Rb" Signal als aus
der Zellwand mefbar ist mit EDX Messungen an den Standards Uberein (Daten nicht
dargestellt).
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Zellwand

Zellinhalt

Rubidium Netto-Bild

D

1700 eV 1820 eV

Abb. 3.27:
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ES Bilder (A-D) und EEL Spektren (E) eines Kryoschnittes, der von einem Standard

(vergl. Kap. ©.3.3.2.1) hergestellt wurde.

Die ES Abbildung bei 240 eV zeigt die generelle Struktur einer Zelle aus dem Zentral-
zylinder.

: Netto-Verteilung von Rb" in der abgebildeten MeRfléche. Die Netto-Verteilung ergibt sich

aus der Subtraktion des Bildes bei 1700 eV (C, Background) vom Bild bei 1820 eV (D, Rb,
Lj).

: Background der Rb* Verteilung.
: Brutto-Bild der Rb*-Verteilung.
: zu den Bildern in A-D korrespondierende EEL Spektren aus dem Zellinhalt (durchge-

zogene Linie) und der Zellwand.
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Schnitte von gefriersubstituierten Wurzeln wurden auferdem mit der EDX Analyse unter-
sucht. Dazu wurden abgetdtete Wurzelsegmente mit einer NaCl Lésung infiltriert um Stan-
dards zu erhalten und danach gefriersubstituiert. AnschlieRend wurden Wurzellangsschnitte
angefertigt und im REM untersucht. Das Sekundarelektronenbild eines solchen Schnittes

zeigt eine Konzentrierung von weild erscheinenden, granuldren Partikeln an den inneren

B). Es liegt daher die Vermutung nahe, daf} es sich bei den weiflen Partikeln um Kochsalz-

kristalle handelt.

Abb. 3.28: SE-Bild von einer gefriersubsti-
tuierten, ldngs geschnittenen Ger-
stenwurzel (A) und représentatives
EDX-Spektrum (B) eines "weillen
Partikels" (Pfeilspitzen in A) aus der
Rinde. Die Wurzel wurde vor dem
Einfrieren abgetétet und zur Her-
stellung eines Standards mit einer
NaCl Lésung (120 mol » m™) infil-
triert.

R: Rinde ZZ: Zentralzylinder
Die Pfeilspitzen deuten auf weille
Kristalle. Balken: 20 um.

Botanisches Institut TiHo Hannover WED 26-NOV-68 17:10
Cursor: 0,000kev = 0

B

Cl

Na

0.000 VFS = 2048 5.120
120 10. NacCl-kristall, R1/ITw, Gs 120 mM Nacl
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4 Diskussion

4.1 Pflanzenwachstum

der Kultur kontinuierlich entwickelt haben. Sowohl! die Trockenmasse der Wurzeln als auch

die Trockenmasse des Sprosses steigt an, wobei der Sprofy zunachst schneller an Trocken-

Verhaltnis wird deshalb erst nach ca. 14 Tagen erreicht (Tab._6). Das S/W Verhaltnis ist fur

viele Pflanzen artspezifisch, jedoch innerhalb einer Spezies von vielen externen Faktoren
abhangig. So fuhrt Trockenstrel3 oder Nahrstoffmangel zu einer Erniedrigung des S/W Ver-
haltnisses, was unter anderem bedeutet, dal® das Wurzelwachstum gegenlber dem Sprof3-
wachstum geférdert wird. (Marschner, 1995). An drei Wochen alten Maispflanzen fanden
z.B. Stasovski und Peterson (1991) eine Veringerung des S/W Verhaltnisses von 2,6 in

Kontrollen auf 1,6 in Pflanzen unter Trockenstre. Demnach zeigt das S/W Verhaltnis der

der Versuchspflanzen an. Der Verlauf der Wurzeltrockenmasse stimmt mit publizierten Da-
ten zum Wurzelwachstum von Gerstenpflanzen auf Hydrokultur Uberein (z.B. Walker et al.,
1998).

4.2 Kryoschnitte

Die SE-Bilder der Kryoschnitte, die mit den beschriebenen Verfahren zum Einfrieren und

Schneiden der Proben zu erhalten waren, zeigen alle fir EDX-Messungen im Apoplasten

Allerdings gibt die Oberflachenstruktur der Kryoschnitte auch deutliche Hinweise auf die
Bildung von Eiskristallen. Insbesondere in den basalen Wurzelabschnitten mit ausdifferen-

zierten Zellen, die Interzellularen, groRe wassergefillte Vakuolen und relativ dicke Wande

jedoch in Relation zur GroRe einer Zelle klein, so da® z.B. eine groRraumige Umverteilung
von im Wasser gelésten Substanzen Uber Zell- oder sogar Gewebegrenzen hinweg unwahr-
scheinlich ist. Zglinicki (1991) folgert aus theoretischen Uberlegungen und praktischen
Erfahrungen, daf die Verlagerung von lonen entlang von Eiskristallen so gering sind, daf
selbst die Unterscheidung von intrazellularen Kompartimenten noch méglich ist. Dal} es sich

bei den beobachteten Strukturen tatsachlich um Eiskristalle handelt, wird beim Vergleich der

vakuolen freien Zellen der Wurzelspitze noch in den mit einer 20%igen Dextranmatrix infil-
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trierten Zellen der Standards sind derart grof3e Eiskristalle wie in den Vakuolen zu beob-
achten. Durch den hohen Anteil organischer Molekdle als 'Gefrierschutzmittel' in wassriger
Lésung und durch die starkere Bindung des Wassers an die organische Matrix wird die Bil-
dung groRerer Eiskristalle verhindert (Echlin, 1992).

Um Proben von ausdifferenziertem pflanzlichen Gewebe zu erhalten, in denen es zu keiner
Eiskristallbildung kommt, d.h. die vitrifiziert vorliegen, gibt es bisher nur ein Verfahren, bei
dem die Proben unter Einwirkung von hohem Druck eingefroren werden (Moor, 1987). Die
Vitrifizierung der Proben ist Voraussetzung, damit im Kryomikrotom Schnitte bei Tempera-
turen von <193 K angefertigt werden kdnnen. Bei héheren Temperaturen als 193 K kann es
selbst in vitrifizierten biologischen Proben zur Bildung und zum Wachstum von Eiskristallen
kommen, weshalb sie wahrend des Schneidens nicht Uber diese Temperatur erwarmt wer-
den sollten (Echlin, 1992).

Zum Hochdruckeinfrieren ist eine massive Vorbehandlung der Proben notwendig (Michel,
1991, Michel et al., 1991). Zum einen erlaubt das Einfriergerat nur eine maximale Proben-
lange von 2 mm und Probenhdhe von 0,5 mm, so daf® die Wurzeln in jedem Fall vor dem
Einfrieren in Segmente zerschnitten werden mussen. AulRerdem macht es der hohe Druck,
der auf die Proben vor dem eigentlichen Einfrieren einwirkt notwenig, alle gasgefillten Inter-
zellularen durch Unterdruckinfiltration mit Hexadecen zu flllen. Beide Behandlungsschritte
kénnen dazu fihren, dall die lonenzusammensetzung in der Zellwand bereits vor dem
Einfrieren in unkontrollierbarer Weise verandert wird, wodurch dieses Einfrierverfahren fir
die Analyse von léslichen, mobilen lonen ungeeignet ist (Zglinicki, 1991).

Dennoch wurden Wurzeln mit der Hochdruckeinfriermethode eingefroren, um das Schneiden
von optimal gefrorenen Proben auszuprobieren (Ergebnisse nicht dargestellt). Es zeigte
sich, dal3 Schnitte von hochdruckeingefrorenen Wurzelsegmenten nicht einfacher und/oder
zuverlassiger angefertigt werden konnten, als solche von Wurzeln, die mit Propan einge-
froren worden waren. Hinzu kam bei den hochdruckeingefrorenen Wurzeln, dal} die Wurzel-
segmente in der Kryokammer des Mikrotoms aus den zum Einfrieren verwendeten Alumini-
umhalbschalen herausgebrochen werden muften. Erschwert wurde dies zusatzlich dadurch,
dafy nicht in jeder Aluminiumhalbschale ein Wurzelsegment zu finden war. Schlief3lich
mufdten die Wurzelsegmente noch mit einem Kryokleber auf dem Mikrotomhalter festgeklebt
werden. Dazu wurde eine Mischung aus Ethanol und 2-Propanol (2:3) verwandt, die bei
140 K zahflissig und bei 115 K fest ist (Richter, 1994). Die gefrorene Probe konnte so bei
140 K in einem Tropfen dieser Mischung plaziert werden und nach Abkuhlen des Proben-
kopfes auf 115 K Schnitte angefertigt werden.

Untersuchungen an erfolgreich hergestellten Kryoschnitten von hochdruckeingefrorenen
pflanzlichen Proben, zeigen eine bessere Erhaltung der Ultrastrukturen (Michel, 1991; Frey

et al. 1997), als die Kryoschnitte, die in der vorliegenden Arbeit angefertigt wurden. Michel



74  Diskussion

(1991) und Frey et al. (1997) konnten allerdings meist nur Schnitte von einzelnen Zellen bis

maximal sehr kleinrdumigen Gewebeausschnitten erzielen, wahrend fur die vorliegende

3.10).
Kryoschnitte, die von pflanzlichen Proben angefertigt wurden, um daran die Elementvertei-
lung mit EDXA oder SIMS zu untersuchen, wurden meist durch manuelles Eintauchen in
flissiges Propan oder Freon-22 eingefroren (z.B. Campbell et al., 1981; Cameron et al.,
1984, Lazof et al., 1994). Auf Bildern von meristematischen Zellen aus Wurzelspitzen von
Zwiebeln sind im STEM ahnliche ultrastrukturelle Details in den Zellen zu erkennen (Camer-
on et al., 1984), wie in der vorliegenden Untersuchung. In Ubereinstimmung mit den gefrier-
getrockeneten Kryoschnitten von basalen Gerstenwurzelabschnitten sind hingegen in
Schnitten von ausdifferenzierten Maiswurzeln (Lazof et al., 1994) bzw. von Blattgelenken
von Samanea (Campbell et al., 1981) liberwiegend nur die Zellwande zu erkennen.
Fir auf die Erhaltung der Ultrastrukturen in Kryoschnitten ist demnach das Hochdruckein-
frieren vermutlich das am besten geeignete Verfahren. In bezug auf die Analyse von 16s-
lichen lonen im Apoplasten hat das Einfrieren von intakten Wurzeln in flissigem Propan
demgegenuber mehrere Vorteile:
Die Wurzeln sind wahrend der Versuchsdauer bis zum Zeitpunkt des Einfrierens in
Propan intakt — die praparationsbedingte Verlagerung von Iéslichen lonen in der Zell-
wand wird auf ein Minimum reduziert.
Die Qualitat der Kryoschnitte ist ausreichend, um die hier interessierenden Strukturen,
namlich die Zellwande zu erkennen und EDX-Messungen daran durchzufihren. Eine
deutlich melibare Verlagerung von lonen innerhalb der Zellwand durch Eiskristallbildung
oder -wachstum ist wegen des geringen Volumens der zur Verfigung stehenden Raume
(0,05 pm®)' kleiner als das raumliche Aufldsungsvermégen der eingesetzten Analytik
(0,2 um®y%.
Es kénnen Kryoschnitte von der GroRe 2 Wurzelquerschnitts angefertigt werden. Auf

einem Schnitt sind damit alle zu messenden Zellwande vorhanden.

4.3 Das Auflésungsvermégen von EDX-Analysen an Kryoschnitten

Der wichtigste Grund fur die Verwendung von Kryoschnitten als Untersuchungsmaterial war
die raumliche Aufldsung der EDX-Analyse. Die Dicke der meisten Zellwande in der Gersten-
wurzelrinde betragt ~0,5-1,0 ym. Es ist technisch problemlos moéglich den Durchmesser des

Elektronenstrahls im REM auf diese GrolRe zu fokussieren. Allerdings ist fir die raumliche

'0,5+05+0,2 (Dicke der Zellwand? Schnittdicke)

21¢1+0,2 (geschatzte Flache des Anregungsvolumens « Schnittdicke)
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Auflésung der EDXA nicht nur der Strahldurchmesser auf der Probenoberflache entschei-
dend, sondern vor allem wie weit der Strahl in die Probe eindringt und dementsprechend aus
welcher Tiefe noch Réntgenimpulse aus der Probe freigesetzt werden. Der Strahl der einfal-
lenden Elektronen dringt dabei nicht parallel in eine dicke Probe ein, sondern verbreitert sich

unterhalb der Probenoberflache, was zu einem tropfenférmigen Anregungsvolumen inner-

gungsspannung und je geringer Dichte der Probe, desto groRer die Eindringtiefe und desto
geringer die raumliche Auflésung. Die raumliche Auflésung ist deshalb z.B. in voll hydrati-
sierten Gewebeblbdcken besser als in gefriergetrockneten.

In diinnen bis zu 1 um dicken Schnitten kommt es zu keiner Aufweitung des einfallenden

entscheidend verbessert, wenn statt dicker, im Block gefrorener Proben dinne Schnitte fur

die Analysen verwendet werden.

Dulnner Schnitt
—1um Gefrorener
Gewebebruch

7kv  15kV

Abb. 4.1:  Schematische Darstellung der relativen GréRe des Anregungsvolumen in Abhéngigkeit
von der Beschleunigungsspannung in Schnitten und Gewebeblécken (verédndert nach
Echlin, 1992).

Die EDX Messungen an Kryoschnitten und den dazugehdrigen gefrorenen Probenstimpfen

rener Proben und Kryoschnitten prinzipiell einen hnlichen Verlauf (Abb. 3.13). Rb" und CI
sind nur in den Aulersten beiden Zellwdnden sicher nachzuweisen, wahrend fir K ein
Anstieg des p/b Verhaltnisses innerhalb der Wurzelrinde zu beobachten ist, mit den Minimal-
werten an der Wurzeloberflache und im Zentralzylinder.

Die p/b Verhaltnisse fir Rb" und CI sind in den Kryoschnitten in den &uBeren beiden Zell-

Ausbeute an elementspezifischen Réntgenquanten ist proportional zur angeregten Masse.
Demnach errechnet sich die ungefahre Tiefe aus der noch Réntgenquanten aus der Probe
freigesetzt wurden zu 1,5 ym (0,3 um Schnittdicke « 5). Echlin (1992) gibt fir K" und CI  in
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einer Protein-Wasser Matrix eine Tiefenauflésung von 2 um bei 15 kV Beschleunigungs-
spannung an. Die gréere Eindringtiefe bei Echlin (1992) mag ein Effekt der von der Zell-
wand verschiedenen Protein-Wasser Matrix sein oder auch des unterschiedlichen Grades
der Gefriertrocknung der Proben. Die untersuchten Wurzelblécke waren nur oberflachlich
leicht 'angeatzt' nicht aber gefriergetrocknet.

Der direkte Vergleich zwischen Messungen an im Block gefrorenen und Kryoschnitten zeigt
andererseits auch Probleme bei der Interpretation der Meliergebnisse auf. So ergibt sich als
Nachweisgrenze fur die meisten Elemente an im Block gefrorenen Proben in der Regel ein
p/b Verhaltnis von etwa 0,1. Die Nachweisgrenze sollte abhangig von der Melimethode und
den gewahlten MeRRbedingungen und unabhangig von der untersuchten Probe sein. Dem-
entsprechend koénnte keines der gemessenen p/b Verhaltnisse in den Kryoschnitten als

Elementnachweis interpretiert werden, da alle p/b Verhaltnisse kleiner als 0,1 sind. Wird
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2.6) als Nachweisgrenze definiert, so miikte in allen untersuchten Zellwanden der gefro-
renen Gewebebldcke von einem Rb*-Nachweis ausgegangen werden. Diese Uberlegungen
zeigen, daf die "Nachweisgrenze", d.h. der noch nachweisbare relative Massenanteil eines
Elementes im angeregten Probenvolumen in gefrorenen Gewebeblécken und in Kryo-
schnitten von verschiedenen Faktoren beeinflut sein muf3. Ein Unterschied durfte darin
bestehen, dall die unspezifische "Bremsstrahlung" (background) in gefrorenen Gewebe-
blocken durch die Wechselwirkung der Elektronen mit der stark wasserhaltigen Matrix
entsteht, wahrend sie bei den Messungen an Schnitten Uberwiegend durch die Wechsel-
wirkung mit dem metallischen Untergrund des Kupfer-Probenhalters zustande kommt.
Aulerdem wird in gefrorenen Gewebeblocken ein Teil der charakteristischen Roéntgen-
strahlung innerhalb der Probe absorbiert (Echlin, 1992), wodurch das Verhaltnis von charak-
teristischer Roéntgenstrahlung zu "Bremsstrahlung" (p/b-Verhaltnis) vermindert wird. In
Schnitten kommt es zu keiner Absorption von Strahlung in der Probe; es kann im Gegenteil
sogar zu einer mehrfachen Anregung der Probe und damit zur Verbesserung des p/b Ver-
haltnisses durch die von der Metalloberfliche des Probenhalters zuriickgestreuten Elek-
tronen kommen. Beide Effekte zusammen kénnten eine Erklarung fir die unterschiedlichen
p/b Verhaltnisse bei den Nachweisgrenzen zwischen gefrorenen Gewebebldcken und Kryo-
schnitten sein. Dadurch wird auch deutlich, dall eine Quantifizierung der EDX Analysen nur
im direkten Verleich mit analog gefertigten Standards moglich ist, die in mdglichst allen ihren
Materialeigenschaften der jeweiligen Probe ahnelt.

Mit Hilfe der dextraninfiltrierten Wurzelsegmente wurde demnach versucht diesen Vorstel-
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von 60 mol * m™ angeboten, so findet man in den Rhizodermiszellwinden eine Rb*-Konzen-
tration von etwa 40 mol * m®. Die niedrigere Konzentration in den Zellwanden kann durch
eine "Verdunnung" der Inkubationslésung durch das Zellwandmaterial erklart werden. Dal}
die Standards in bezug auf ihre Eigenschaften dennoch nicht identisch mit den Zellwanden

sind zeigt die Tatsache, daf in Zellwanden von Kontrollen negative Konzentrationen errech-

deshalb als erste Naherung bertrachtet werden. Fest steht, dal’ kleinere p/b-Verhaltnisse als
das mittlere p/b-Verhéltnis aus einem Standard, der kein Rb*, K" oder CI" enthalten hat, in
keinem Fall als Nachweis fir die Prasenz eines dieser Elemente gewertet werden kdnnen.
Berechnet man fiir die p/b Verhéltnisse von K' den Faktor zwischen Kryoschnitten und
gefrorenen Gewebebriichen, so findet man abweichend von Rb" und CI" einen Wert von
aufgrund des Anregungsvolumens in gefrorenen Gewebeblécken ein hoher Anteil des K p/b
Verhaltnisses vermutlich aus dem an die Zellwand angrenzenden Cytoplasma stammt. Im
UmkehrschluR &Rt sich daraus ableiten, daR das gemessene Rb* und CI" in den gefrorenen
Gewebeblécken nahezu ausschlieflich in der Zellwand lokalisiert sein muf, denn das
Anregungsvolumen ist sowohl fiir K" als auch fiir Rb* und CI" anndhernd dasselbe. Waren
also nennenswerte Konzentrationen von Rb" oder CI" im Cytoplasma vorhanden gewesen,
so hatte der Faktor zwischen den p/b Verhaltnissen in Kryoschnitten und im Block gefrorener
Proben fir alle Elemente gleich sein missen.

Andererseits ist davon auszugehen, dal} auch bei den Messungen an Kryoschnitten ein Tell
des K" Signals aus dem Cytoplasma stammt. Der Anteil des Cytoplasmas am gesamten
Signal ist jedoch bei Verwendung von Kryoschnitten nur etwa halb so hoch wie in gefrorenen
Gewebeblécken. Dall das Signal aus dem Cytoplasma nicht vollstandig unterdriickt wird,
mag wiederum damit zusammenhangen, dal} die Schnitte auf einer Metallflache liegen. Die
Elektronen, die den Schnitt durchstrahlt haben, werden an der Metalloberflache des Proben-
halters gestreut und regen die Probe anschlieRend erneut an. In welcher Richtung die Elek-
tronen gestreut werden ist jedoch zufallsabhangig, weshalb eine Anregung von angrenzen-
dem Cytoplasma moglich ist. Gegenlber gefrorenen Gewebebldcken erzielt die Verwendung
von Kryoschnitten fir die EDXA dennoch eine deutliche Verbesserung der raumlichen Auflo-

sung insbesondere wegen der geringen Tiefe.

4.4 Die Anwendung von EELS/ESI an gefriersubstituierten Wurzeln

Mit Hilfe der EELS/ESI ist es mdglich die Verteilung von Elementen auf ultrastrukturellem
Niveau zu untersuchen, wobei eine sehr hohe raumliche Auflésung bis zu 10 nm (in spezi-
ellen Fallen bis zu 1 nm) erreicht werden kann (Echlin, 1992). Das MeRverfahren kann aber

nur an Ultradlnnschnitten durchgefiihrt werden, da es sonst zu einer Mehrfachstreuung der
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Elektronen in der Probe und damit zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommen kann. Mit
dem erarbeiteten Protokoll fir die Herstellung von Kryoschnitten konnten von unbehandelten
Wourzeln allerdings nur 300 nm dicke Schnitte hergestellt werden; von dextraninfiltrierten

2.3.3.2.1), waren jedoch 100 nm dinne Schnitte zu

[ Byt

Wurzelsegmenten (Standards, Kap.
erhalten, deren Dicke nach der Gefriertrocknung mit Hilfe des Energieverlusts eingestrahlter
Elektronen zu ungefahr 80 nm errechnet wurde. An den Schnitten von Standards, die Rb"

enhielten, konnten EELS und ESI Messungen durchgeflihrt werden, die zeigten, dal} in

Wourzeln Schnitte geeigneter Dicke zu erhalten wurden schockgefrorene Wurzeln gefrier-
substituiert und anschlieRend ultradinne Schnitte hergestellt. In diesen Praparaten war
jedoch kein Rb* nachweisbar, wenn die Schnitte auf destilliertem Wasser abgeschwommen
Wourzeln nachgewiesen, deren Schnitte auf einer RbCIl-Lésung abgeschwommen waren,
unabhangig davon, ob die Wurzeln vor dem Einfrieren mit RbCl behandelt wurden oder nicht
lonen aus den Schnitten in das destillierte Wasser des Trogs ausgewaschen wurden. Umge-
kehrt binden Rb" lonen aus der Lésung im Trog des Diamantmessers vermutlich bevorzugt
an die negativen Bindungsstellen der Zellwandpektine der Zellwanden, weshalb sie dort gut
nachweisbar sind. Auch ein Uberangebot an K in der Lésung des Troges kann das Aus-
waschen von Rb" aus den Schnitten scheinbar nicht verhindern, denn in Schnitten von RbCl
behandelten Wurzeln, die auf einer KCI Lésung (240 mol * m™®) aufgeschwommen waren war
Méglichkeit, dal® die anorganischen lonen bereits durch die Gefriersubstitution aus den Pro-
ben ausgewaschen wurden. EDX-Messungen an Langsschnitten von gefriersubstituierten
Gerstenwurzeln, die vor dem Einfrieren mit einer NaCl Lésung infiltriert wurden, zeigen

jedoch, dafy in den Zellen noch Natrium und Chlor nachweisbar ist (Abb. 3.28B). Aus den
Messungen geht ebenfalls hervor, da® das NaCl in den Zellen nicht homogen wie in der
Infiltrationsldsung verteilt ist, sondern in Form von NaCl Kristallen an den inneren Tangen-
Gefriersubstitution die I8slichen lonen zwar verlagert und an der nachsten mechanischen
Grenze (Zellwand) ausgefallt wurden, aber nicht ganz aus dem Gewebe ausgewaschen
wurden. Diese Resultate stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen von Orlivich und Ashford
(1995), die in gefriersubstituierten Tropfen von Salzlésungen keine Verlagerung oder Kon-
zentrierung der lonen festellen konnten. In jedem Fall verdeutlichen die Ergebnisse, daf®
sowohl die Gefriersubstitution, als auch die anschlieRende Praparation der Schnitte einen
EinfluR auf die Verteilung von leicht I6slichen, mobilen anorganischen lonen haben. Um die

EELS/ESI Technik sinnvoll zu nutzen sollten Tracer verwendet werden, die nicht oder nur
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sehr schwer innerhalb der Probe verlagert bzw. ausgewaschen werden. In diesem Zusam-
menhang hat sich die Verwendung von La** bestens bewahrt, z.B. um den apoplastischen
Transportweg wasserl6slicher Substanzen in Wurzeln zu verfolgen (Peterson et al., 1986;
Lehmann et al., 2000). Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen zur Verteilung des
elektronendichten La**-Tracers in Wurzelquerschnitten deuten ebenfalls darauf hin, dal’ die

Exodermis von Nodalwurzeln eine Diffusionsbarriere ist (Lehmann et al., 2000).

4.5 Die Caspary-Streifen in der Exodermis

Die Definition der Exodermis, wie sie in dieser Arbeit verwendet wird, geht auf eine Ergan-
zung der Definition nach Guttenberg (1940) durch Peterson (1989) zurick. Nach Peterson
(1989) gilt als Exodermis ein hypodermales Gewebe, welches, zusatzlich zur Prasenz einer
Suberinlamelle (Definition nach Guttenberg, 1940), Inkrusten in den radialen Zellwanden
aufweist, die denen des Caspary-Streifens der Endodermis zumindest ahneln. Diese lassen
sich mit einer Kombinationsfarbung aus Berberinsulfat und Anilinblau im Fluoreszenzmikro-
skop sichtbar machen (Brundrett et al., 1988).

Die Untersuchungen der Gerstenwurzeln auf die Prasenz einer Exodermis zeigten, daf}

abhangig. In den Nodalwurzeln der Gerstenpflanzen konnte mindestens 3—4 cm hinter der
Wourzelspitze eine Exodermis nachgewiesen werden. Einen Einflu auf die Differenzierung
der Exodermis scheint auch das umgebende Medium zu haben. So wurde fir die Gersten-
wurzeln beobachtet, daf3 in Wurzelsegmenten, die in der feuchten Atmosphare zwischen der

Nahrlésungsoberflache und dem Deckel des Kulturgefalies gewachsen waren, die Exoder-

fur Maiswurzeln beschrieben (Enstone und Peterson, 1998; Zimmermann und Steudle,
1998). Bei Pflanzen deren Wurzeln in feuchter Luft (Nebelkultur) angezogen wurden, war
eine Exodermis wesentlich haufiger ausgebildet als in Wurzeln, die in die Nahrlésung ein-
tauchten. In Ubereinstimmung damit wurde in den Zellwdnden der Endodermis und der
Rhizo- und Hypodermis von jungen Maiswurzeln aus Nebelkultur eine gegeniber Hydro-
kulturwurzeln signifikant erhdhte Konzentration an Suberin und Lignin beobachtet (Zimmer-
mann et al., 2000). Damit einher ging eine reduzierte hydraulische Leitfahigkeit der Mais-
wurzeln aus Nebelkultur. So a3t sich auch erklaren, weshalb in einer Untersuchung von 180
Pflanzenarten auf die Prasenz einer Exodermis die Gerste als eine Pflanze ohne Exodermis
eingestuft wurde (Perumalla et al., 1990). Dies mag daran gelegen haben, dal} die dabei

untersuchten Pflanzen héchsten 2 Wochen alt waren und deshalb nur Keimlingswurzeln zur
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Verfligung standen, bei denen auch in der vorliegenden Arbeit keine Exodermis nachgewie-
sen werden konnte.

Nach Brundrett et al. (1988) soll die Farbung mit Berberinsulfat/Anilinblau die pflanzlichen
Makromolekile Suberin, Lignin und Callose in den Zellwanden sichtbar machen. Deshalb
wurde mit Sudan [l und Phloroglucin untersucht, welche Gewebe eines Gerstenwurzel-
querschnitts suberinisiert bzw. lignifiziert sind. Die Ergebnisse zeigen, dafl3 in Nodalwurzeln

die Zellwande von Endo- und Exodermis fir Suberin und Lignin einen positiven Nachweis

Endo- und Exodermis kann deshalb nicht ausschlieRlich auf die Prasenz, d.h. auf die
Inkrustierung mit Suberin und Lignin zurickgeflhrt werden.

Die Zusammensetzung und der relative Anteil von Suberin und Lignin in den Zellwanden der
Endodermis und den beiden auersten Zellschichten (Rhizo- und Hypodermis) verschie-
dener Pflanzenarten wurde in mehreren Arbeiten untersucht (Schreiber et al., 1999; Zeier et
al., 1999; Zimmermann et al., 2000). Die Ergebnisse sind zum Teil recht uneinheitlich. Wah-
rend flr die monokotylen Arten Monstera deliciosa (Liebm.) und Clivia miniata (Reg.) ein
hoher Ligningehalt in Relation zum Suberin in den Casparystreifen ermittelt wurde (Schrei-
ber et al., 1999), finden Zeier et al. (1999) in Mais nur sehr geringe Ligninkonzentrationen
und Zimmermann et al. (2000) konnten in Caspary-Streifen von Mais Uberhaupt kein Lignin
nachweisen. Die Bestimmung des Lignins erfolgte in allen Untersuchungen nach derselben
Methode. Insgesamt nimmt bei Mais mit fortschreitender Differenzierung der Gewebe der
Gehalt an Lignin und Suberin von Endodermis und Rhizo- und Hypodermis zu (Zeier et al.,
1999). Die Zusammensetzung des aliphatischen Suberinanteils ist in den Zellwanden der
Endodermis und der Rhizo- und Hypodermis unterschiedlich. In der Endodermis besteht das
Suberin Uberwiegend aus Fettsauren mit Ci¢ und C4g Kérpern, wahrend in Rhizo- und Hypo-
dermis langkettigere (C24 und Cy) dominieren (Zeier et al., 1999).

Im ultrastrukturellen Bild zeichnen sich die Caspary-Streifen der primaren Endodermis durch
eine glatte Zellwandoberflache und eine stets enge Verbindung zwischen Plasmalemma und
Zellwand aus, die selbst unter plasmolytischen Bedingungen bestehen bleibt (Bonnet, 1968;
Robards et al., 1973; Gunning und Steer, 1975). Von allen anderen Endodermiszellwanden
|6st sich das Plasmalemma ab, weshalb dieser Zustand als Bandplasmolyse bezeichnet wird
(Mager, 1933). Die enge Verbindung zwischen Plasmalemma und Zellwand wird vermutlich
durch Proteine hergestellt, die sowohl in der Plasmamembran als auch in der Zellwand fest
verankert sind. So geben Schreiber et al. (1999) fir isolierte Caspary-Streifen der Endoder-

mis vergleichsweise hohe Proteingehalte von ~13% des gesamten Zellwandisolates an.
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In der Exodermis sind unter Plasmolyse-Bedingungen ebenfalls Strukturen nachgewiesen
worden, die auf Bandplasmolyse hindeuten (Peterson und Emanuel, 1983; Enstone und
Peterson, 1997). Bei Betrachtung der Ultrastruktur haben sich jedoch Unterschiede zur
Endodermis gezeigt. Bei Plasmolyse liegt die Plasmamembran der Exodermiszellen nicht
dicht an der Zellwand an, sondern ist Uber fadige Strukturen mit der radialen Zellwand
verbunden, so dal® zwischen Wand und Plasmamembran ein schmaler Spalt bleibt (Holz-
amer, 1998; Lehmann et al., 2000). Ob es sich bei diesen Strukturen ebenfalls um Proteine
handelt, ist nicht bekannt. Denkbar ist, da® die Fluoreszenz in den radialen Zellwanden von
Endo- und Exodermis durch die gleichzeitige Prasenz von Suberin, Lignin und spezifischen
Proteinen zustande kommt. Dementsprechend mufte davon ausgegangen werden, dal}

auch in der Exodermis Proteine fir die Plasmalemma — Zellwandverbindung vorhanden sind.

4.6 Die Zugénglichkeit des Apoplasten der Wurzelrinde fiir Evans Blue

Eine erste Anndherung an die Frage nach der Zuganglichkeit des Wurzelapoplasten fir
anorganische lonen ist mit Hilfe von Farbstoffen madglich, die auf lhrem Weg in die Wurzeln
lichtmikroskopisch beobachtet werden kénnen. Um den symplastischen Transportweg aus-
zuschlielRen, ist dazu allerdings ein Farbstoff notwendig der nicht in die Zellen aufgenommen
wird. Als ein derartiger Farbstoff hat sich Evans Blue erwiesen. Evans Blue dringt erst in
pflanzliche Zellen ein, wenn diese abgestorben oder geschadigt sind (Grunwaldt et al. 1978;
Taylor und West, 1980) und ist damit gut als Apoplasten-Marker geeignet.

Bei der Praparation von Wurzelquerschnitten, die mit Evans Blue inkubiert wurden muf}
darauf geachtet werden, daf} nicht bereits durch das Anfertigen der Schnitte der Farbstoff
verlagert wird. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit handgefertigte Schnitte mit Quer-
schnitten verglichen, die von gefrorenen Wurzelsegmenten am Kryostat hergestellt wurden

(Abb. 3.6:und!Abb. 3.7). Durch die Gefrierimmobilisation wird der Farbstoff dort fixiert, wo er
sich bis zum Zeitpunkt des Einfrierens gerade befand. Bei handgefertigten Schnitten besteht
hingegen die Moglichkeit einer Umverteilung des Farbstoffs, nachdem die Schnitte bereits
prapariert sind. Hinzu kommt, dal® Querschnitte, die am Kryostaten angefertigt wurden von
gleichmafgigerer und kontrollierterer Dicke sind als Handschnitte. Beide Faktoren zusammen
fuhren dazu, dal} die Lokalisation von Evans Blue in Kryostatschnitten zuverlassiger sein
dirfte als in Handschnitten. Die Ergebnisse zeigen, dal fir die Wurzelspitzen Unterschiede
in der Verteilung von Evans Blue zwischen den handgefertigten Querschnitten und den

Kryostatschnitten bestehen. Wahrend Evans Blue in den Handschnitten von Kontrollwurzeln

nis unterstitzt Befunde an Wurzelspitzen von Arten mit Exodermis (Zea mays, Allium cepa,

Helianthus annuus) und ohne Exodermis (Vicia faba, Pisum sativum), in denen der Farbstoff
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Berberinsulfat ebenfalls nur an der Wurzeloberflache lokalisiert werden konnte (Enstone und
Peterson, 1992b). Der Vergleich von Hand- und Kryostatschnitten von osmotisch geschock-

ten Wurzeln zeigt, dall in Handschnitten Evans Blue tber den gesamten Querschitt verteilt

die blaue Markierung sowohl fir die Kontrollen als auch fur die osmotisch geschockten Wur-

zeln nicht so weit in der Rinde zu erkennen ist, wie die rote Markierung in den Fluoreszenz-

wesentlich empfindlicher als der Nachweis im Hellfeld. In den Rhizodermiszellen der osmo-

tisch geschockten Wurzelspitzen erkennt man deutlich eine Blaufarbung des Zellinhalts

digung der Rhizodermiszellen gedeutet (Grunwaldt et al., 1978). Dementsprechend zeigen
die Ergebnisse, dal® Evans Blue in den Apoplast der Wurzelrinde von Wurzelspitzen nur
dann eindringt, wenn die Rhizodermiszellen durch Plasmolyse beeintrachtigt wurden.

In den Schnitten von der Wurzelbasis stimmt die Verteilung von Evans Blue in Hand- und

tisch geschockten Wurzeln an der Wurzeloberflache zu finden. In den Handschnitten

erkennt man zusatzlich in den spaten Metaxylemgeféaen eine Markierung mit Evans Blue

handelt. Evans Blue ist hierbei wahrscheinlich beim Anschneiden der Wurzeln in die Meta-
xylemgefalle eingedrungen. Die Ergebnisse zeigen, dald im Bereich einer ausdifferenzierten
Exodermis die Wurzelrinde fur Evans Blue nicht zuganglich ist. Fur die Farbstoffe Berberin-
sulfat bzw. Sulphorhodamin G kamen sowohl Enstone und Peterson (1992b) als auch Canny
und Huang (1994) bei Untersuchungen an Wurzeln mit Exodermis (Zea mays, Allium cepa,
Helianthus annuus) zu demselben Ergebnis. In ausdiffernzierten Wurzelabschnitten von
Arten, die keine Exodermis bilden (Vicia faba, Pisum sativum) dringen apoplastische Farb-
stoffen dagegen bis an die Endodermis vor (Enstone und Peterson, 1992b; Bayliss et al.,
1996). Um sicherzustellen, dall der Farbstoff nicht nachtraglich innerhalb der Schnitte ver-
lagert wird, wurden entweder gefriersubstituierte Proben verwendet (Canny und Huang,
1994) oder der Farbstoff vor dem Anfertigen der Schnitte ausgefallt (Enstone und Peterson,
1992a).

Farbstoffe wurden auch friher schon benutzt, um allgemeine Aussagen uber Stoffbewe-
gungen innerhalb der Pflanze zu machen (Mager, 1933; Bauer, 1953). Die recht eindeutigen
Hinweise, daf® die Wurzelrinde in Abschnitten mit ausdifferenzierter Exodermis aber auch in
den Wurzelspitzen nur sehr eingeschrankt zuganglich ist, kdnnen nicht unmittelbar auf die
Mobilitat der viel kleineren, geladenen anorganischen lonen Ubertragen werden. Organische

Farbstoffmolekile sind haufig wesentlich gréRer als lonen, haben ein hdéheres Molekular-
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gewicht und sind meist ungeladen. Zudem unterscheiden sich bereits in Wasser die
Diffusionskoeffizienten zwischen Farstoffmolekilen (z.B. Sulphorhodamin G D,q= 3,5 * 10

cm®+ s”) und den meisten Nahrionen (Daq ~ 1,2 + 10° cm’ » s™') um den Faktor 10.

4.7 Die Zuginglichkeit des Apoplasten der Wurzelrinde fiir K* (Rb")

4.7.1 Die Exodermis und Rhizodermis als Diffusionsbarriere

Voruntersuchungen zur Zuganglichkeit des Apoplasten der Wurzelrinde wurden zunachst an
gefrorenen Gewebeblécken durchgefiihrt, da mit dieser Probenart schneller Ergebnisse zu
erzielen sind, als mit Kryoschnitten. Es wurden vergleichend Wurzeln mit und ohne Exoder-
mis sowie abgetdtete Wurzeln untersucht. Vor dem Einfrieren wurden die Wurzeln fir 2 min

mit einer 60 mol « m™ RbCI Lésung inkubiert. Die Messungen zeigen einen deutlichen Unter-

ist Rb” nur in den &uBeren Tangentialwinden der Rhizo- und Exodermis nachzuweisen,
wahrend es in Wurzeln ohne Exodermis bis in die erste Rindenzellwand zu finden ist. Dieses
Ergebnis ist ein guter Hinweis darauf, dal® neben der Mobilitdt von Evans Blue auch die
Mobilitat von anorganischen lonen wie Rb" in der Zellwand einer ausdifferenzierten Exo-
dermis eingeschrankt ist.

Interessant ist auch, daB das p/b Verhaltnis von Rb" in den Zellwénden von abgetoteten

Wurzeln, die mit RbCl behandelt wurden, insbesondere in den Zellwanden der Rinde und
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B8.15). Dies legt den SchluR nahe, daR nicht nur die chemischen Eigenschaften der Zell-
wande einen Einflul® auf die Mobilitat der lonen haben, sondern auch der Zustand der zuge-
hérigen Zellen. In den abgetéteten Geweben sind z.B. die Zellwande nicht mehr turgeszent
gespannt, wodurch der Scheinbar Freie Raum (AFS) in der Zellwand maoglicherweise ver-
grofRert wird. Rechnet man zum AFS auch das hinzugekommene Volumen der abgetéteten
Zellen, so wird der Diffusionsraum dadurch jedoch in wesentlich starkerem MalRe vergroRert,
als es alleine durch die Anderung des Spannungszustandes in den Zellwéanden der Fall

ware.

Weiterfihrende Untersuchungen zur Zuganglichkeit des Apoplasten der Wurzelrinde wurden
wegen der besseren raumlichen Auflosung der EDX-Analyse an Kryoschnitten durchgefihrt.
Erganzend zu den Messungen an den gefrorenen Gewebebldcken wurden fir diese Versu-
che zwei verschiedene Inkubationszeiten (2 und 5 min) verwendet. Es zeigte sich wie bei

den gefrorenen Gewebebldcken, dal das angebotene Rb" in Schnitten der Wurzelbasis (mit

wird dieser Befund durch die Ergebnisse der SIMS-Untersuchungen an gefriergetrockneten
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Kryoschnitten. Selbst mit der um den Faktor 10 niedrigeren Nachweisgrenze der SIMS

(Newbury et al., 1986) ist die Exodermis als Barriere fiir das Eindringen des K" Tracers,

lung der Pixelintensitaten gleicht jedoch hohe und niedrige Konzentrationen optisch anein-
ander an, d.h. die tatsachliche ®*Rb* Konzentration in den Interzellularen mehr als 10mal

niedriger als an der Wurzeloberflache. Bei der linearen Darstellung der *Rb" Intensitaten ist

der Isotopenverteilung ist recht schwierig, was besonders auf die Anwendung von seltenen

Isotopen eines Elements als Tracer und die Quantifizierung der Bilder zutrifft (siehe unten

Unsicherheit bei der Interpretation, die Exodermis stelle ein Hindernis fiir die Diffusion von
Rb" dar, besteht hinsichtlich der relativ kurzen Inkubationszeiten. Es wére méglich, daR das
Rb" allein aus Griinden der Diffusion nicht weiter als bis zur Exodermis in die Wurzelrinde
eindringen konnte. Die Strecke, die Rb" per Diffusion in der angebotenen Zeit theoretisch
zurucklegen konnte, ist nach dem zweiten Fick'schen Diffusionsgesetz berechenbar
[s=(t- D)”z, dabei ist s die Strecke, t die Inkubationszeit und D der Diffusionskoeffizient].
Aikman et al. (1980) geben fir Rb" in Wasser einen Diffusionskoeffizienten von
Daq=2,1+10°m?+s™ und fir Rb" in pflanzlichem Gewebe von Dys, = 0,19 + 10° m*« s an.

Bei freier Diffusion in Wasser hatte Rb* danach innerhalb von 2 min eine Strecke von bis zu

einer Nodalwurzel der Gerste. Selbst bei einem 10fach geringeren Diffusionskoeffizienten fur

Rb, wie Aikman et al. (1980) ihn fir Gewebe von Zuckerriiben gefunden haben, ergibt sich

Inkubation fur 2 min ausreichend lang ist, um den Tracer in die Wurzelrinde eindringen zu

lassen.
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Abb. 4.2:  Diffusionsstrecken fiir Rb" in Abhéngigkeit von der Zeit. Berechnet nach Angaben bei
Aikman et al. (1980)

Als weiteres, unterstitzendes Argument daflir, daf} die Angebotszeit ausreichend war, die-
nen die ermittelten Halbwertszeiten fir das Auswaschen von Rb" aus den inkubierten Wur-
Halbwertszeit noch deutlich kleiner ist, als die Inkubationszeit von 120 s. Daraus laf3t sich
ableiten, daR das angebotene Rb" nicht soweit in die Wurzeln eingedrungen ist, wie es
innerhalb von 120 s moglich gewesen ware. Anderenfalls hatte die ermittelten Halbwerts-
zeiten flr das Auswaschen deutlich gréflier (= 60 s) sein missen, wenn man davon ausgeht,
dald die Inkubationszeit und Auswaschzeit in etwa gleich sind. Unberlcksichtigt bei dieser
Uberlegung bleibt die Tatsache, daR in den Apoplasten eingedrungenes Rb" an den nega-
tiven Festladungen reversibel gebunden wird. Um das am Austauscher gebundene Rb*
trotzdem auszuwaschen, war in der Waschlésung 0,2 mol - m™ Ca® enthalten, das Rb* vom
Austauscher verdrangen kann. Die Folge eines verzégerten Auswaschens von Rb* durch
Austauschabsorption ware ohnehin eine Uberschatzung der ermittelten Auswaschzeiten,
d.h. diese waren ohne diesen Effekt eher noch kirzer. Es kann deshalb davon ausgegangen
werden, dal das Vordringen des Rb" in die Wurzelrinde wahrscheinlich nicht durch die
Inkubationszeit limitiert wurde.

Der Vergleich der Auswaschzeiten zwischen Keimlings- und Knotenwurzeln zeigt, daf3 far

Uberraschend, als fir das Vordringen von Rb" in den Keimlingswurzeln ohne Exodermis ein
grofReres Apoplastenvolumen zur Verfligung stehen sollte, als in den Nodalwurzeln mit
Exodermis. Dementsprechend waren flr die Keimlingswurzeln die langeren Halbwertszeiten

zu erwarten. FUr intakte Zwiebelwurzeln mit Exodermis ergab sich z.B. eine kirzere
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Auswaschzeit von Sulfationen als fir halbierte Zwiebelwurzeln, in denen der gesamte Apo-
plast frei zuganglich war (Peterson, 1987). Keimlings- und Nodalwurzeln von Gerste sind in
dieser Hinsicht nicht direkt vergleichbar, da sie unterschiedliche Durchmesser haben. Mdg-
licherweise bewirkt der gegenuber Keimlingswurzeln (~1200 um) gréRere Umfang von
Knotenwurzeln (~2200 um), dall das zugangliche Apoplastenvolumen von Knotenwurzeln
trotz Exodermis grofer ist als das zugangliche Volumen von Keimlingswurzeln (ohne Exo-
dermis).

Die Tatsache, daR Rb" innerhalb von 2 min per Diffusion den gesamten Apoplasten der
Wurzelrinde erreichen konnte, I&Rt noch keine Aussage dariiber zu, ob die Rb’-Konzen-
trationen in den Zellwanden fir einen Nachweis ausreichend hoch waren. Auf den SIMS
Bildern von Wurzeln, deren Rhizo- und Exodermis mechanisch verletzt wurde, ist nach 2

85/87

miniitiger Inubation mit **®*’RbCl in allen Zellwénden bis zur Endodermis ®Rb* nachweisbar

damit in den Zellwadnden der Wurzelrinde nachweisbare Rb’-Konzentrationen erreicht
werden. Es ist somit davon auszugehen, daf® im Fall von freier Diffusion das angebotene
Rb" innerhalb der Inkubationszeit in die Wurzelrinde eingedrungen und dort zumindest mit
der SIMS nachweisbar gewesen ware.

Die direkten Messungen zur Lokalisation Rb" im Apoplasten von Gerstenwurzeln, sowohl mit
der EDXA als auch mit der SIMS lassen demnach den Schluf® zu, dal} die Exodermis die
Mobilitat von Rb" stark einschrankt. Eine dhnliche Aussage ist aufgrund der Ergebnisse auch
fur die Rhizodermis in Wurzelspitzen mdglich. Es konnte mit der EDXA zumindest fur die

zweiminiitige Inkubation mit RbCl gezeigt werden, dak Rb" nur in der duRersten Zellschicht

spitzen nach fiinf Minuten Inkubation ebenfalls von allen anderen K'-Messungen abweichen.
Wahrend in nahezu allen Zellwanden der Kontrollen und der zwei Minuten inkubierten
Wourzelspitzen hohe K'-Konzentrationen zwischen 60 und 80 mol * m™ nachgewiesen
wurden, liegen die MeRwerte fur die finf Minuten inkubierten Wurzelspitzen in den Zell-

wanden der Rhizodermis, Hypodermis und der ersten Rindenzellschicht nahe der Nachweis-

dung von Kryoschnitten, nicht ausschlieRlich auf die Zellwand beschrénkt ist (Kap. i4.3),

kénnen die K'-Messungen Auskunft (iber den Zustand der an die Zellwinde angrenzenden
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Protoplasten geben. Die cytoplasmatischen Kalium-Konzentrationen betragen in lebenden
Pflanzenzellen in etwa 100-200 mol * m™ (Leigh und Wyn Jones, 1984). Niedrige Kalium-
konzentrationen, wie in den Zellwanden der fur finf Minuten inkubierten Wurzelspitzen,
kdénnten deshalb ein Hinweis darauf sein, dal® deren Zellen bereits vor Versuchsbeginn
geschadigt waren. Das Vordringen des Rb*-Tracers in die Rinde wéare somit eine Folge des
physiologisch gestorten Zustandes der Wurzelspitzen dieses Versuchsansatzes. Die Ergeb-
nisse an den Wurzelspitzen der 5 min inkubierten Wurzelspitzen befinden sich daher in

guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen an plasmolysierten Wurzelspitzen, in denen

und EDX-Analysen an Wurzelspitzen haben Ubereinstimmend gezeigt, dal® die vitalen,
turgeszenten Zellen der Rhizodermis die Mobilitat von Rb* im Apoplasten ebenso einschran-
ken wie die Zellwande der Exodermis in der Wurzelbasis.

In den Zellwanden der Wurzelbasis ist mit der EDX-Analyse eine von der Wurzeloberflache

die Rindenzellwande von Zwiebelwurzeln wurden mit der EDX-Analyse sehr hohe K*-Kon-
zentrationen ermittelt (Cameron et al., 1984) und Untersuchungen an Maiswurzeln mit der
SIMS zeigen ebenfalls im Bereich der Zellwande hohe **K*-Konzentrationen (Kaldorf et al.,
1999). Es ware also maglich, daB in den Zellwanden der Wurzelrinde allgemein hohe K-
Konzentrationen zu finden sind. Andererseits kann fiir die intrazellularen K*-Konzentrationen
auf einigen *K* Verteilungsbildern der SIMS Messungen exakt dieselbe Beobachtung von

auflen nach innen ansteigender Konzentrationen gemacht werden, wahrend die Zellwande

zentrationen in der Zellwand hauptsachlich auf Einfliisse des Cytoplasmas zuriickgehen

(siehe auch Kap.4.3). In den Zellwénden der Rhizodermis sind besonders niedrige Kalium-

Kalium enthalten. Insgesamt bestatigen beide Ergebnisse die Interpretation, daf} die mit der
EDX-Analyse in den Zellwanden gemessenen Kaliumkonzentrationen vom relativ hohen
intrazelluldren Kaliumlevel beeinfluRt wurde und somit auch einen hinsichtlich der K Ver-
sorgung guten Vitalitdtszustand des Protoplasten wiederspiegeln (Leigh und Wyn Jones,
1984). Demnach sind viele Rhizodermiszellen in basalen Wurzelabschnitten bereits abge-
storben.

Aus den *K* Verteilungsbildern von der Wurzelspitze wird jedoch auch das geringe Auflo-
sungsvermdgen der SIMS offenbar. Bei Betrachtung der *K* Verteilungen in den Wurzel-

spitzen wird deutlich, dal} eine sichere Unterscheidung zwischen Zellwand und Protoplast
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von Gefrierschnitten des Meristems von Maiswurzeln ebenfalls mit der SIMS nicht optisch
auflésen. In ausdifferenzierten Wurzelabschnitten konnten sie die Zellwande hingegen
identifizieren und schlossen daraus auf ein Aufldésungsvermdgen der SIMS von 1-2 uym. Bei
optimalen Proben und Mef3bedingungen sind die Zellwande und Protoplasten auch in den

Querschnitten von ausdifferenzierten Gerstenwurzeln gut unterscheidbar und somit Aus-

setzungen (z.B. Aufladungen durch zu hohe Probenbelastung) ist jedoch selbst in Quer-

schnitten von der Wurzelbasis eine sichere Identifizierung der Zellwande aulerst schwierig

Mit Hilfe der Isotopen-Verteilungsbilder der SIMS sollten nicht nur die Ergebnisse der EDX
Analysen Uberpruft werden, sondern es sollte zusatzlich herausgefunden werden, ob sich
die Verteilungen von ®Rb" und dem gleichzeitig angebotenen seltenen *'K*-Isotop ent-
sprechen. Damit wurde auch eine Antwort auf die Frage gesucht, ob Rb" ein geeigneter
Tracer fiir K" ist. Die Auswertung der *'K* Verteilung hat sich als problematisch erwiesen,

weil die Bruttoverteilung des *'K" Isotops, also das unmittelbare MeRergebnis, noch rechne-

Intensitaten an der Wurzeloberflache zu finden sind, jedoch *K* zusatzlich auch in den
Zellen der Rinde festgestellt werden kann. Bei konsequenter Auslegung der *'K*-Netto Ver-

teilung kénnte man folgern, dal® Rb" als Tracer fir K nicht geeignet ist, weil sich die Ver-

C auch einige Argumente dafiir, daB bei der Berechnung der *'K*-Netto Verteilung nicht

alles endogene *'K* (d.h. *'K", das nicht aus der angebotenen Tracer-Lésung stammt) vom

intrazellular (und nicht in der Zellwand) zu finden und zum anderen laft es denselben Kon-

zentrationsgradienten von auf3en zum Zentralzylinder hin erkennen, wie die ¥k Verteilung

mussen, wenn es von der Wurzeloberflache tUber den Apoplasten in die Wurzelrinde einge-

drungen wére. Eine Aufnahme von feststellbaren *'K* Konzentrationen in den Symplasten
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spielt eine untergeordnete Rolle und kann vielleicht wegen der kurzen Inkubationszeit von 2
min sogar vollkommen ausgeschlossen werden.

Unverstandlich ist auRerdem die Tatsache, daR die Pixelintensitat der *'K* Nettoverteilung in
B8.241B rein rechnerisch Pixelintensitaten abgezogen wurden. Die eigentlichen Ursachen
dafiir sind vermutlich eher technischen Art. So ist es fiir eine exakte Berechnung der *'K’-
Netto-Verteilung zwingende Voraussetzung, dal jedes einzelne Pixel der beiden zu
verrechnenden Bilder exakt denselben Positionen auf der Probe entsprechen. Deshalb
missen die Melbedingungen wahrend der Aufnahme beider Verteilungsbilder identisch
sein. Diese Voraussetzungen treffen aber bei den sehr kleinen Proben und den verhalt-
nismanig geringen Strahlstréomen der Primarionenquelle dulRerst selten zu. Die Verwendung
seltener Isotope pflanzlicher Nahrstoffe wie *'K* hat sich deshalb im Zusammenhang mit den
durchgefuhrten Untersuchungen als weniger aussagekraftig erwiesen als die Verwendung

des seltenen, dem Kalium chemisch verwandten Rubidium als Tracer.

4.7.2 Die Permeabilitit der Exodermiswinde fiir Rb*

Die Osmolaritat des PreRsaftes von Gerstenwurzeln wurde zu 209 + 25 osmol « m™ be-

ist demnach leicht hypertonisch, d.h. die Zellen befinden aber im Berich der Grenzplasmo-
lyse, wahrend die Wurzelzellen bei unvermittelter Zugabe einer 180 mol - m™
(360 osmol * m®) NaCl oder RbCl Lésung wahrscheinlich plasmolysiert sind. An Wurzeln,
deren Nahrldsung kurz vor der Behandlung mit RbCI (180 mol « m®) auf eine NaCl Konzen-
tration von 180 mol * m® NaCl aufgesalzen worden war und die demnach plasmolysiert

waren, konnte Rb" noch in der inneren Tangentialwand der Exodermis nachgewiesen

werden (t2 inAbb. 3.18 A). Im Gegensatz dazu war es in Wurzeln, die bereits an die hohe

(A4 gL B

NaCl Konzentration adaptiert waren und in Wurzeln, die nur mit 120 mol * m™ RbCI behan-

delt wurden, nur in den duf3eren Wanden von Rhizo- und Exodermis zu finden (t1 und t3 in

Zellwande vermutlich einen EinfluR auf ihre Permeabilitat fiir Rb* hat. Pflanzen, die osmo-
tischem Strel® durch hohe NaCl Konzentrationen ausgesetzt sind, reagieren haufig mit einer
Anpassung des osmotischen Wertes in den Vakuolen durch vermehrte Aufnahme von Na*
und CI (Greenway und Munns, 1980; Marschner, 1995). In diesem Sinne zeigen die CI" Kon-
zentrationen in den Vakuolen, dal} es sich bei den Wurzeln, die bereits lange (16 Stunden)

einer hohen NaCl Konzentration (180 mol ¢ m'3) ausgesetzt waren, um osmotisch adaptierte

und der ersten Rindenzellschicht dieses Ansatzes deutlich héher (13 Abb. 3.18:D) als nach

einer Stunde Adaptation bzw. nach Aufsalzen auf eine NaCl Konzentration von 120 mol » m™
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eine Konzentration von 180 mol * m™ NaCl adaptiert zu sein, da in ihren Vakuolen nach

dieser Zeit bereits dasselbe p/b Verhaltnis fir CI' gemessen wird wie nach 16 Stunden

Die Versuche zum Einflull des Spannungszustands der Zellwande auf die Permeabilitat
wurden fortgefuhrt, indem Wurzeln ohne vorherige Adaptation mit einer RbCI-Lésung (180
mol « m™) osmotisch geschockt wurden. AuRerdem wurde die Inkubationsdauer auf 15-20
Minuten verlangert, damit die hohen RbCl Konzentrationen auf die Zellen tatsachlich plas-
molytisch wirken konnten. Die aus den Einzelmessungen errechnete Kurvenfunktion zeigt,

daf’ in der Rinde von Abschnitten, die mehr als 10 cm von der Wurzelspitze entfernt sind,

__________

stimmend mit den Meliergebnissen zeigen die Zellen der Wurzelabschnitte <10 h.Wsp. im

elektronenmikroskopischen Bild starke Anzeichen von Plasmolyse (deformierte Zellen, von

__________

C). Neben der Inkrustierung der radialen Exodermiszellwand hat nach diesen Ergebnissen
auch die Zellwandspannung einen Einflul} auf die Permeabilitat der Zellwande. Das heif3t, je
turgeszenter die Zelle ist bzw. je starker die Wand gespannt ist, desto groRer ist der Diffu-
sionswiderstand der Wand fur lonen. Diese Interpretation wird durch das Vordringen von
Evans Blue in die Wurzelrinde von osmotisch geschockten Wurzelspitzen ebenfalls unter-
Die Permeabilitat der Zellwande ist in den plasmolysierten Abschnitten (< 10 cm h.Wsp.). mit

5,17 + 107 m+s” in etwa um den Faktor 3,6 groRer als im Abschnitt > 10 cm h.Wsp. mit

zellwande im plasmolysierten Zustand ist moglicherweise aber auch in der unterschiedlichen
Ultrastruktur der Caspary-Streifen zu suchen. In der Exodermis wird zwar auch Bandplasmo-
lyse beobachtet (Peterson und Emanuel, 1983), im ultrastrukturellen Bild zeigt sich jedoch
ein schmaler Spalt zwischen Plasmalemma und Zellwand (Lehmann et al., 2000), den es am
Caspary-Streifen der Endodermis anscheinend nicht gibt. Die lonen kénnten im spannungs-
freien Zustand der Plasmolyse durch diesen schmalen Spalt in die Rinde diffundieren. An
der Endodermis bleibt der apoplastische Weg auch im Zustand der Plasmolyse blockiert.
Dementsprechend wird auch nach der relativ langen Inkubationszeit von bis zu 20 min im

Zentralzylinder kein Rb" nachgewiesen. Der Bereich der niedrigsten Permeabilitat ist fir
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beide Wurzelabschnitte dem Zellwandintervall 20-35 um Abstand zur Wurzeloberflache
B8.21). Die Exodermis ist damit eindeutig als das Gewebe identifierbar, das die Beweglicheit
der lonen im Apoplasten am starksten einschrankt.

Die radiale Beweglichkeit von Wasser wird nach Untersuchungen von Zimmermann und
Steudle (1998) durch die Prasenz einer Exodermis in ahnlichem Ausmal} eingeschrankt. An
ganzen Maiswurzeln wurde die hydraulische Leitfahigkeit durch das Vorhandensein einer
Exodermis ebenfalls um den Faktor von 3,6 reduziert (Zimmermann und Steudle, 1998).
Insofern scheint hier die Berechnung der Permeabilitdt der Exodermiswande in der richtigen
GréRenordnung zu liegen.

Mit der Permeabilitat wird die Eigenschaft der Zellwand beschrieben, lonen passieren zu
lassen oder zurlickzuhalten, d.h. es werden Stoffbewegungen beschrieben. Mit der EDX-
Anaylse werden jedoch nur lokale Konzentrationen an Elementen (d.h. der relative Massen-
anteil des Elements am Melvolumen) bestimmt und nicht deren Beweglichkeit. Die Konzen-
tration, d.h. das p/b Verhaltnis fir ein bestimmtes Element ist von der umgebenden Matrix
abhangig. Da die Wandmatrix von Zellen verschiedener Gewebe durchaus grof3e Unter-
schiede aufweisen kann (z.B. durch Lignin- oder Suberineinlagerung), ist es denkbar, dal}
sich, bezogen auf die ganze Zellwand grélRere Konzentrationsunterschiede ergeben, wah-
rend die Konzentrationsunterschiede der lonen in der Lésung des AFS durchaus geringer
sein konnen. Die Konzentration einer Losung wird also ,durch die unterschiedlichen Zell-
wandmatrizes verschieden stark verdinnt®. Das wiederum bedeutet, dal® die absoluten
Zahlenwerte der Permeabilitaten, die auf solchen Konzentrationsbestimmungen beruhen,
vorsichtig interpretiert werden muissen. Zum Beispiel, ist die Vorhersage von Konzen-
trationen in den Zellwanden der inneren Rinde nach definierten Zeitintervallen deshalb
schwierig. Der Vergleich von Permeabilitdten untereinander, die an ahnlichem Proben-
material ermittelt wurden, ist hingegen zulassig. In dieser Hinsicht ist davon auszugehen,
dald die Permeabilitdt in den Wanden plasmolysierter Zellen tatsachlich um den Faktor 3,6
erhoht ist.

Die Permeabilitaten der Zellwande wurde auch aus den %°Rb* Verteilungen berechnet, die

Pixelintensitaten notwendig. Dabei wurden die mit dem NIH-Image Programm ermittelten
Pixelintensitaten der MefRflachen zur mittleren Pixelintensitat der AuRenldsung bekannter
Konzentration in Beziehung gesetzt. Die AuRenldsung befand sich dabei auf demselben
Bild. Die GroRenordnung der aufgrund dieser Konzentrationen bestimmten mittleren Per-
meabilitat von 3,1 « 107 m + s stimmt mit den aus den EDX-Messungen ermittelten Permea-
bilitdten Uberein. Allerdings ist die Quantifizierung der Verteilungsbilder recht ungenau. In

einem Verteilungsbild kdnnen nur 256 verschiedene Farben dargestellt werden. Dabei wird
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der hellste Pixelwert (256 = weil}) der grofdten Impulsanzahl in einem Bild zugordnet und der
niedrigste Pixelwert (0 = schwarz) der Impulsanzahl 0 zugeordnet, unabhangig davon, ob die
héchste Impulsanzahl 100 oder 10000 Impulse betragen hat. Der Bereich zwischen mini-
maler und maximaler Impulsanzahl wird in 256 Klassen aufgeteilt und jedem Pixel an-
schlieend die seinem MeRwert entsprechende Klasse (=Farbe) zugewiesen (Kuhn et al.,
1997; Kaldorf et al., 1999). Es handelt sich also um eine relative Darstellung der Isotopen-
tverteilung in einer Melflache, weshalb aus einem Pixelwert des resultierenden Bildes
rickwirkend nicht auf die gemessene Impulsanzahl dieses Pixels geschlossen werden kann.
Eine Auswertung der Bilder ist deshalb ausschlieBlich durch den Vergleich mit Flachen
bekannter Konzentration auf demselben Bild mdglich. Trotzdem gehen Informationen ver-
loren, die flr eine exakte Berechnung der Konzentrationen nétig waren. Zusatzlich, zu den
fur die Quantifizierung der EDX-Messungen geschilderten Matrixeffekten, wird die Quan-
tifizierung der SIMS Bilder noch durch unterschiedliche Sekundarionenausbeuten und

Topografieeffekte erschwert (Linton und Goldsmith, 1992). Die Konzentrationsangaben und

4.7.3 Funktion und Auswirkungen einer Diffusionsbarriere in den duReren

AbschluBRgeweben der Gerstenwurzel

Alle erzielten Ergebnisse zeigen, dal} die Exodermis in ausdifferenzierten Wurzelabschnitten
und die Rhizodermis in Wurzelspitzen die Beweglichkeit von K (Rb") und Evans Blue im
Apoplasten der Wurzelrinde einschranken. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Unter-
suchungen zur Zuganglichkeit von Sulfationen zum Apoplasten von Zwiebelwurzeln (Peter-
son, 1987) und zur Auswirkung einer Exodermis auf den radialen Wassertransport und
Abscisinsauretransport (Zimmermann und Steudle 1998; Zimmermann et al. 2000; Freundl
et al., 2000). Eine vollkommene Isolierung des Apoplasten der Wurzelrinde von der Aul3en-
I6sung ist allerdings nicht moglich. Die Kontinuitat der Endo- und Exodermis wird zumindest
zeitweise an Stellen unterbrochen, an denen sich Seitenwurzeln bilden (Peterson et al.,
1981; Haussling et al., 1988). Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit geht hervor, dal
anorganische lonen und apoplastische Farbstoffe in den Wurzelrindenapoplasten ein-

dringen, wenn einzelne Zellen der Rhizo- bzw. Exodermis verletzt oder beschadigt wurden

spatestens an der Endodermis statt, die den Ubertritt der lonen vom Rindenapoplasten in
den Zentralzylinder verhindert. Den auferen Abschluligeweben wird deshalb eine unter-
stitzende Wirkung zur Funktion der Endodermis zugeordnet, welche hilft die Nahrstoff-
aufnahme in die Pflanze, d.h. das lonen-Milieu im Wurzelapoplasten besser zu kontrollieren

bzw. zu regulieren.
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Die stark eingeschrankte Mobilitdt von Rb" in den Zellwénden der peripheren Wurzelgewebe
hat zur Folge, daf} die Zellen der Wurzelrinde keinen unmittelbaren Kontakt mit der Boden-
l6sung haben und deshalb auch an der Aufnahme von Rb* bzw. den Nahrstoffen im allge-
meinen nur in vernachlassigbarem Ausmal beteiligt sind. Versuche zur Kaliumauswaschung
aus Gerstenwurzeln (Vakhmistrov, 1967) und theoretische Uberlegungen zur Diffusion von
Rb" im Apoplasten von jungen Gerstenwurzeln (Bange, 1973) unterstiitzen diese SchluR-
folgerung. Kochian und Lucas (1983) interpretierten ihre Versuchsergebnisse zur Rb* Auf-
nahme von Maiswurzeln zwar ahnlich; gleichzeitig schlossen sie aber, aufgrund der Tat-
sache, daf sie radioaktiv markiertes, cytotoxisch wirkendes [*®Hg]PCMBS’ bereits nach 5
Minuten in den Rindenzellwanden gefriersubstituierter Wurzeln wiederfanden, das Vorhan-
densein einer apoplastischen Barriere in der Exodermis aus. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, daf} bei der Gefriersubstitution massive Umverteil-
ungen innerhalb der Proben auftreten kdnnen (Kap. #4.4). Diese Tatsache und die Verwen-
dung eines stark cytotoxisch wirkenden Markers empfiehlt eine behutsame Interpretation der
Ergebnisse mit [**’Hg]PCMBS. Grunwaldt et al. (1979) fanden bei niedrigen Phosphat-
aulRenkonzentrationen fur Maiswurzeln, deren Rhizodermis durch osmotischen Schock
geschadigt wurde, eine Verminderung der Phosphataufnahme um 50% wahrend die Vermin-
derung bei héheren Konzentrationen (1-10 mol « m'3) wesentlich geringer war. Sie schlossen
daraus, dal} die Aufnahme von Phosphat in Maiswurzeln Gberwiegend durch die Rhizo-
dermis geschieht, der Apoplast der Wurzelrinde aber grundséatzlich frei zuganglich sei. In
Ubereinstimmung mit der reduzierten Zuganglichkeit des Apoplasten stehen auch Ergeb-
nisse aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen zum Chlorid Transport in Gersten-
wurzeln (Stelzer et al., 1975). Danach scheint der Transport durch die Wurzelrinde Uber-
wiegend symplastisch durch die Plasmodesmen zu erfolgen.

Zur Aufnahme von Kationen in die Pflanze sind H'-ATPasen notwendig, die einen elektro-
chemischen Gradienten Uber die Membran aufrecht erhalten und sie dadurch energetisieren.
Die Verteilung von Plasmamembran ATPasen wurde sowohl an ausdifferenzierten Gersten-
wurzeln (Samuels et al., 1992) als auch an Maiswurzelspitzen untersucht (Jahn et al., 1998).
Fur beide Pflanzenarten zeigte sich in der Rhizo- und Hypodermis ein vermehrtes Vorkom-
men der ATPasen. Aus ihren Untersuchungen an Wurzelspitzen von Mais schlielen Jahn et
al. (1998), dall die Hauptaufnahmeorte fir Kationen in der Rhizodermis lokalisiert sein
mussen. Samuels et al. (1992), die auch in ausdifferenzierten Wurzelabschnitten von Gerste
eine bevorzugte Lokalisation der H'-ATPase in der Rhizodermis fanden, kommen zum

selben Ergebnis.

! p-(Chlormercuri)-Benzolsulfonsaure
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Fur Arabidopsis thaliana wurde AKT1 (Arabidopsis Kalium Transporter) als Kaliumkanal in
den Wurzeln indentifiziert (Sentenac et al., 1992). Wird der Promoter des AKT1 Gens mit
dem GUS-Reporter Gen fusioniert so findet man eine bevorzugte Expression des Konstrukts
in der Rhizodermis, der Rinde und Endodermis, wobei die starkste Markierung in den
Wourzelhaaren der Rhizodermis zu finden ist (Lagarde et al., 1996). In der Wurzelspitze ist
das Vorkommen der GUS Markierung auf die Rhizodermis und die Zellen der Wurzelhaube
beschrankt. Der hochaffine Kaliumtransporter HKT1 aus Weizen ist in Weizenwurzeln nach
den Ergebnissen mit der in situ Hybridisierung gleichmafig in allen Rindenzellen und der
Rhizodermis verteilt (Schachtman und Schroeder, 1994). Fur die Untersuchungen wurden
allerdings Keimlingswurzeln von Weizen benutzt; eine ausdifferenzierte Exodermis war hier
ahnlich wie im Fall der Gerste nicht zu erwarten. Die Verteilung der Kalium-Transporter in
verschiedenen Wurzelgeweben konnte allerdings zwischen Keimlingswurzeln und spater
gebildeten Nodalwurzeln unterschiedlich sein. Bei Gerstenpflanzen, die unter Kaliummangel
angezogen wurden, sank z.B. die mittlere cytoplasmatische Kaliumkonzentration in den
Keimlingswurzeln ab, wahrend sie in den Nodalwurzeln im Vergleich zur Kontrolle nahezu
unverandert blieb (Walker et al., 1998). Von Walker et al. (1998) wird deshalb ein genereller
Unterschied zwischen Keimlings- und Nodalwurzeln in bezug auf die Fahigkeit Kalium bei

niedrigen Auflenkonzentrationen aufzunehmen diskutiert.

Zusammenfassend deuten die aus der Literatur bekannten Ergebnisse zur Lokalisierung der
Kaliumtransporter und der Plasmalemma ATPasen auf eine gro3e Bedeutung der dul3eren
Wurzelgewebe fir die Aufnahme von Kationen im allgemeinen und von Kalium im speziellen
hin. Sie stehen damit in guter Ubereinstimmung zur Lokalisation der radialen Exodermis-
bzw. der Rhizodermiswande als Diffusionsbarriere fir anorganische lonen im Apoplasten. In
zukUnftigen Untersuchungen sollte gezielt das Vorkommen und die physiologischen
Eigenschaften von Kaliumtransportern in den verschiedenen Geweben, vor allem aber auch

in den verschiedenen Wurzeltypen untersucht werden.

Die primare Funktion der Exodermis wurde bisher ausschlieRlich in bezug auf den lonen-
einstrom in den Apoplasten diskutiert. Es ist aber auch durchaus maoglich, da eine Exo-
dermis primar dazu angelegt wird, den passiven Verlust der Wurzeln vor allem von Wasser
zu vermindern, wenn nicht sogar vollstdndig zu verhindern. Die Ergebnisse, dal} sich eine
Exodermis mit Caspary-Streifen vermehrt bzw. ausschlieBlich dann bildet, wenn die Wurzeln
nur von einer feuchten Atmosphare umgeben sind (Enstone und Peterson, 1998; Zimmer-
mann und Steudle, 1998), dies aber unterlassen, wenn sie in die Nahrlésung eintauchen,
scheinen diese Vermutung zu bestatigen. Auch die Tatsache, dal® in den Wurzeln der
Wistenpflanze Agave deserti die hydraulische Leitfahigkeit durch das frihe Ausdiffer-
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enzieren einer Exodermis unter Trockenstrel3 stark reduziert wird, deutet in diese Richtung
(North und Nobel, 1991). Dal} die Exodermis nicht nur den passiven Einstrom, sondern auch
den Verlust von Substanzen aus der Wurzelrinde reguliert, dirfte auch fiir andere Transport-
prozesse wichtig sein. So findet z.B. der basipetale Transport von Auxin in Wurzeln Uber-
wiegend in den aufieren Rindenzellen, vermutlich unter Beteiligung des Apoplasten statt
(Hasenstein und Evans, 1988; Estelle, 1998). Ein passiver Verlust von Auxin durch 'leaching’
in die Bodenldésung dirfte die vorgesehene Wirkung dieses Hormons nachhaltig beein-
flussen.

Eine andere Wirkung der Exodermis zusatzlich zur Aufrechterhaltung einer Wasser- und
lonenhomodostase im Apoplasten der Wurzelrinde kénnte, in einer Schutzfunktion gegen

Pathogenbefall bestehen. Suberinisierte Zellwande, wie sie auch in der Exodermis zu finden

(Kolattukudy, 1984). Durch ihre exponierte Lage nahe der Wurzeloberflache ist die Exo-
dermis fUr eine solche Pravention geradezu pradestiniert.

Die Konzentrationen der Nahrstoffe in der Bodenlésung sind unter natlrlichen Bedingungen
in der Regel so niedrig, dafl die Nahrstoffaufnahme durch die Transporter in den Rhizo- bzw.
Exodermiszellen vollkommen ausreichen wirde, um alle verfigbaren lonen aufzunehmen
(Bange, 1973). Eine mdgliche "Schutzfunktion" der Exodermis gegen das passive Eindrin-
gen von lonen kommt deshalb erst dann zum Tragen, wenn die Mineralstoffkonzentrationen
in der Bodenlésung potentiell schadliche GréRenordnungen erreichen. Dies ist z.B. bei der
Austrocknung des Bodens und einem damit verbundenen Anstieg der Salzkonzentration in
der Bodenlésung der Fall. Fir salzempfindliche Arten wie z.B. Reis wird ein sogenannter
'bypass-flow' fiir die Aufnahme von Na’ unter salinen Bedingungen angenommen (Yeo et
al., 1987; Garcia et al., 1997), der durch die Zugabe von Silicium zum Nahrmedium stark
verringert werden kann (Yeo et al., 1999). Ob sich beim Reis durch die Siliciumzugabe eine
Exodermis friher oder Uberhaupt erst ausbildet, ist nicht bekannt. Die Gerste hingegen ist
eine relativ salzresistente Pflanzenart, wobei einige Sorten (z.B. 'California Mariout') sogar
mit Meerwasser kultiviert werden kénnen (Epstein und Norlyn, 1977; Huang und van
Steveninck, 1989). Mdglicherweise ist die Prasenz einer Exodermis einer der Grinde dafir,
daB sie als typischer "salt-excluder" das Eindringen von Salz insbesondere von Na' in die

Wourzelrinde in weitgehend verhindert.

Der Interpretationsspielraum im Hinblick auf die physiologischen Funktionn der Exodermis ist
sehr grofd und zeigt, dal} die Zuordnung einer bestimmten Aufgabe zu diesem Gewebe der-
zeit nicht méglich ist. Interessante biologische Aspekte, wie z.B. Zusammenhange zwischen
der Prasenz einer Exodermis und den vielleicht damit verbundenen Resistenzen gegeniber

Salz aber auch gegen Mikroorganismen erfordern noch zahlreiche Untersuchungen.
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5 Zusammenfassung

Viele Pflanzenarten entwickeln wahrend der Differenzierung der Wurzel eine Exodermis. Als
Exodermis wird eine Hypodermis verstanden, deren radiale Wande den Caspary-Streifen
der Endodermis ahnliche Differenzierungen aufweisen. Es wird deshalb fir die Exodermis
eine ahnliche Funktion wie flr die Endodermis vermutet, namlich den radialen Transport von
anorganischen lonen im Apoplasten einzuschranken. Dies hatte zur Folge, dald fir die
lonenaufnahme in die Wurzeln vornehmlich nur die Oberflachen der aufderen Zellschichten
zur Verfigung stiinden. Die Caspary-Streifen von Endo- und Exodermis lassen sich nach
Farbung mit Berberinsulfat und Anilinblau im Fluoreszenzmikroskop nachweisen. Fir
Gerstenwurzeln konnte gezeigt werden, dald in bezug auf die Prasenz einer Exodermis
zwischen den Keimlingswurzeln und den spater gebildeten Nodalwurzeln unterschieden
werden mull. Wahrend in den Nodalwurzeln im Abstand von 3-4 cm hinter der Wurzelspitze
eine Exodermis regelmallig nachzuweisen war, konnte in den Keimlingswurzeln eine

Exodermis nicht bzw. nur unvollstandig nachgewiesen werden.

Die Zuganglichkeit des Apoplasten der Wurzelrinde von Nodalwurzeln wurde zunachst mit
Hilfe des apoplastischen Farbstoffs Evans Blue untersucht. Hierbei wurde intakten
Nodalwurzeln Evan's Blue angeboten. Der Farbstoff war in Abschnitten mit ausdifferenzierter
Exodermis fluoreszenzmikroskopisch nur in den Zellwanden der Rhizodermis und den
aulleren Tangentialwanden der Exodermis nachzuweisen und drang nicht in die Zellwande
der Wurzelrinde ein. Fur die Wurzelspitzen zeigte sich ein &hnlicher Befund, wobei der
Farbstoff hier hauptsachlich in der duReren Schleimschicht und den Zellwanden der Rhizo-
dermis nachweisbar war. Wurden die Rhizodermiszellen durch Plasmolyse geschadigt,

drang der Farbstoff auch in die Wurzelrinde ein.

Organische Farbstoffmolekile sind in bezug auf ihre Grofe, Ladung und Diffusionseigen-
schaften nur schlecht mit anorganischen lonen wie K" vergleichbar. Deshalb wurden direkte
Messungen zur Lokalisation und Quantifizierung von Elementen in den Zellwanden mit Hilfe
der Energiedispersiven Rontgen Mikroanalyse (EDXA) im Raster-Elektronenmikroskop und
der Sekundarionen Massenspektroskopie (SIMS) durchgefiihrt. Hierfir muf® die Probenpra-
paration garantieren, dafl® die Verteilung von I8slichen, mobilen lonen in der Probe nicht
durch die Praparation verandert wird. Die Messungen multen deshalb an Dinnschnitten von
schockgefrorenen Gerstenwurzeln durchgefiihrt werden. Zunachst wurde darum die
Methode der Kryomikrotomie fir die Anfertigung von Gefrierschnitten von Gerstenwurzeln
optimiert und die Schnitte anschliefend im Raster-Elektronenmikroskop im gefroren-

hydratisierten bzw. gefriergetrockneten Zustand (SIMS) analysiert.

Wurde intakten Wurzeln vor dem Einfrieren Rb" als Tracer fir K" angeboten, so war das

angebotene Rb" in basalen Wurzelabschnitten (mit Exodermis) bis in die duReren Zellwande
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der Exodermis nachweisbar, nicht jedoch in den Zellwanden der Rinde. Dasselbe Ergebnis
zeigten die Untersuchungen mit der SIMS: auf Rb"-Verteilungsbildern endet die Markierung
des Apoplasten mit Rb* abrupt in den Radialwénden der Exodermis. In Ubereinstimmung mit
den Farbstoffmarkierungen konnte angebotenes Rb" in Schnitten von der Wurzelspitze nur
in den aufRleren Tangentialwanden der Rhizodermis und in der Mucilage nachgewiesen
werden. Lediglich nach mechanischer Verletzung der Exodermis oder nachdem die Wurzel
hohen plasmolytisch wirksamen Mineralstoffkonzentrationen ausgesetzt wurde, war Rb"

auch in den Zellwanden der Rinde nachweisbar.

Anhand der Konzentrationen des angebotenen Tracers in den Zellwanden wurde die
Permeabilitit einzelner Zellwandabschnitte fiir Rb* berechnet. Dabei konnten die
Radialwande der Exodermis, als die Zellwandabschnitte mit der niedrigsten Permeabilitat,

ermittelt werden.

Die Ergebnisse werden dahingehend gedeutet, dal3 die auReren Wurzelgewebe den
passiven Einstrom sowohl von lonen als auch von anderen gelésten Substanzen in den
Wourzelapoplasten stark einschranken. Wahrend in der Wurzelspitze die turgeszenten Zellen
der Rhizodermis die auliere apoplastische Barriere bilden, wird diese Funktion in basalen
Wourzelabschnitten von der Exodermis Ubernommen. Die Ergebnisse zeigen andererseits
auch, dall die Exodermis bzw. Rhizodermis in Bereichen mit abgestorbenen und/oder
geschadigten Zellen relativ leicht Uberwunden werden kann. An diesen Stellen wird der
apoplastische lonentransport alleine durch die Endodermis kontrolliert. In bezug auf den
radialen lonentransport wird die Rolle von Rhizodermis und Exodermis einerseits als
Ergadnzung zur Funktion der Endodermis interpretiert, die freie Bewegung von lonen im
Apoplasten zu kontrollieren. Andererseits ermdglicht die Barrierefunktion von Rhizo- und
Exodermis gleichzeitig die Aufrechterhaltung und Regulation eines von der AuRenlésung

verschiedenen Wasser- und lonengleichgewichts innerhalb des Apoplasten der Wurzelrinde.
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7 Anhang

Evans Blue (C34H24N5Na401484) Mol. Gew. 960,83
bezogen Uber Sigma Aldrich GmbH, 82039 Deisenhofen.

Tab. 10: MeBwerte (p/b ratios) der Kalibriergeraden fiir die EDXA an Kryoschnitten. Werte, die
mit einem ™' markiert sind, sind nicht mit in die Regressionsgerade mit eingeflossen.

Rubidium Kalium Chlor

Mittelwerte  +/- n Mittelwerte +/- n Mittelwerte  +/- n

0 0,0265 0,013 28 0,0129 0,009 48 0,0085 0,006 21
25 0,0437 0,019 31 0,0154 0,010 6 0,0208 0,008 25
50 0,0702 0,017 30 0,0349 0,016 26 0,0264 0,015 30
100 0,1228 0,046 28 *0,0353 0,011 21 0,0536 0,027 28
150 *0,1151 0,022 12 0,0860 0,025 30 *0,0522 0,024 12

Tab. 11: Nattirliches Vorkommen der héufigsten Isotope (%) von Kalium, Calcium und
Magnesium (nach Weast, 1989).

Kalium Calcium Magnesium
Isotop 39 40 4 40 42 44 24 25 26
Haufigkeit 93,3 0,01 6,7 96,9 06 2,1 79,0 10,0 11,0

Radioaktive Isotope sind mit einem "' markiert.
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