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1. Einleitung

Durch die Ausbreitung der ariden Gebiete, in denen lange und hdufige Trockenheit
herrscht, wird es immer schwerer, Acker- und Gemiisebau zu betreiben. Auch durch die
immer groler werdende Knappheit an Wasser, ist es oft schwierig und abwegig die
eigenen Topf- und Gartenpflanzen regelméfig zu bewéssern. Aus diesen Griinden und
um Wasser einzusparen wurde der Bodenhilfsstoff entwickelt. Bodenhilfsstoffe sind
Hydroabsorber, die Wasser absorbieren, es iiber einen Zeitraum speichern und es dann
der Wurzel zur Verfiigung stellen.

In dieser Arbeit soll herausgefunden werden, ob dieser Bodenzusatz der Pflanze {iber
eine Trockenheit hinweg helfen kann und es eine Auswirkung auf das Signal zwischen
Wurzel und Spross gibt. Daflir wurden Maispflanzen aufgezogen, die mit ihrem
Wurzelsystem und ihren Wuchseigenschaften sich bestens fiir diesen Versuch eigneten.
Auch die Herkunft und die mittlerweile gro3e Verbreitung der Maispflanze trugen dazu
bei, diese Pflanze fir diesen Versuch heranzuziehen.

Der Bodenhilfsstoff der zum Einsatz kam, ist ein in Deutschland entwickelter Humus,
der Geohumus® (Gattinger, 2009). Laut Hersteller soll dieses Substrat in der Lage sein,
das Wasser zu absorbieren, es {iber einen ldngeren Zeitraum halten zu konnen, um es der
Pflanze in trockenen Zeiten zur Verfligung stellen zu kénnen (Gattinger, 2009). Damit
dies getestet werden konnte, wurde der Versuch in einem Gewichshaus durchgefiihrt
und ein spezielles System gebaut, das ,split-root“-System. Bereits einige
Veroffentlichungen beschéftigten sich mit der Aufteilung der Wurzel mit Hilfe eines
,»spli-root“-Systems, zum Beispiel Hou (2009).

In diesem System wuchsen die Wurzeln der Pflanzen in zwei unterschiedlichen
Bodenzusammensetzungen, die verschiedenen Seiten beinhalteten jeweils andere
Bedingungen. Die Wurzeln der Maispflanzen wuchsen in diesem Versuch in
bewdssertem und trockenem Boden. Der verwendete Bodenhilfsstoff wurde einigen
Seiten untergemischt. Anhand dieser Wurzelaufteilung konnen Wurzeln dazu angeregt
werden Abscisinsdure zu bilden. Abscisinsdure ist ein Phytohormon und gilt als Wurzel-
Spross-Signal (Steudle, 2000).

Die Wurzel-Spross-Signale wurden bereits in vielen Veroffentlichungen untersucht,

dabei spielte Abscisinsdure eine wichtige Rolle. Jeschke et al. (1997), Bahrun et al.
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(2001) und Asch et al. (2009) sind nur einige der vielen Arbeiten, die sich mit der
Abscisinsdure als Wurzel-Spross-Signal beschiftigten. Auch in dieser Arbeit soll der
Xylemsaft auf Abscisinsdure getestet und der Gehalt bestimmt werden.

Dazu wurde die von Scholander entwickelte Technik herangezogen, die auch
,»Scholander-Bombe* genannt wird. Ehlers et al. (1996) und Waring (1970) erklérten,
dass aufgrund des Druckaufbaus dieser Technik, sich an den Schnittstellen Xylemsaft
sammelt. Dieser gesammelte Saft wird in diesem Versuch im Labor ausgewertet. Hier

findet der ELISA-Test Anwendung.



2. Material und Methoden

2.1 Bodenhilfsstoffe - Geohumus

Geohumus gehort zu den Bodenhilfsstoffen. Dies bedeutet, dass diese Form des Humus
Wasser absorbiert und iiber einen gewissen Zeitraum speichert. Er wird unter den Boden

gemischt, mit der Aufgabe, das absorbierte Wasser der Pflanze zur Verfiigung zu stellen.

Geohumus wird in Deutschland produziert und besteht aus fein gemahlenen,
anorganischen Gesteinsmehlen, die die Pflanze mit Néhrstoffen und Mineralien versorgt.
Durch ein Polymernetz sind die Gesteinpartikel fest verbunden, darin wird das Wasser
gespeichert. Es findet auch Anwendung in anderen Bereichen, wie bei Kontaktlinsen,
Verpackungen von Lebensmitteln oder Babywindeln (www.geohumus.com). Bei
Wassermangel im Boden kann so die Pflanze auf das gespeicherte Wasser zuriickgreifen
und damit einen Trockenzeitraum iiberstehen (Gattinger, 2009). Geohumus dehnt sich
und quillt bei der Aufnahme von Wasser auf. Der Hersteller verspricht eine verbesserte
Bodenstruktur und Bodendurchliiftung, eine verstirkte Wasserspeicherkapazitidt und
bessere mikrobielle Arbeit des Bodens. (Gattinger, 2009). Geohumus ist circa 3 bis 5

Jahre funktionsfdhig, danach kann es biologisch abgebaut werden.

In diesem Gewichshausversuch wurden 5 g Geohumus dem Boden untergemischt. Jede
Seite des ,,split-root““-Systems konnte nur ein Volumen von 180 g aufnehmen, aus
diesem Grund wurde diese Menge verwendet. Diese 5 g wurden unter den Boden
gemischt und in die Rohren gefiillt, in den verschiedenen Rohren wurden jeweils die

gleichen Mengen verwendet.



2.2 Abscisinsidure (ABA)

Abscisinsdure (ABA) gehort zu den Phytohormonen der Pflanzen und ist ein
Langstreckenstresssignal (Steudle, 2000). In einigen Untersuchungen wurde
herausgefunden, dass in wassergestressten Pflanzen das Hormon in den Wurzeln
gebildet und iiber das Xylem zum Spross transportiert wird. ABA kann iiber weite
Strecken im Xylem transportiert werden (Weiler und Nover, 2008). Die Biosynthese
findet in allen Zellen der Wurzel statt. Entsteht Wassermangel und der Turgordruck in
den SchlieBzellen sinkt, wird das Hormon verstirkt synthetisiert. Bei den Blittern
angekommen, hiuft es sich dort an (Campbell et al., 2006) und gibt das Signal zum
Stomataschluss (Schubert, 2006). Dieser Verschluss hilft der Pflanze ihre Transpiration

zu senken (Campbell e al., 2006) und damit Wasser zu sparen.

2.3 Pflanzenmaterialien

2.3.1 Auswahl der Pflanze

Fir den Versuch standen Sonnenblume (Helianthus annuus), Rizinus (Ricinus
communis), Baumwolle (Gossypium) und Mais (Zea mays) zur Verfiigung. Alle vier
Pflanzen wurden in einer Multitopfplatte mit Sand angezogen, bis sie ein Alter von ca.
zweil Wochen erreicht hatten, danach wurden die Wurzeln verglichen. Damit ein guter
Vergleich moglich war, wurden die Pflanzen aus dem Sand gelost und die Wurzeln unter
Wasser gereinigt. Nach der Begutachtung der Wurzeln kam man zu der Entscheidung,
dass die Wurzeln von Sonnenblume, Baumwolle und Rizinus sich nicht fiir den Versuch
in einem ,,split-root“-System eigneten. Bei Mais dagegen konnten die Wurzeln leicht
getrennt werden. Dies und die gute Standfestigkeit, benotigt fiir die Arbeit mit der

Scholander-Bombe, sprachen fiir eine Entscheidung zu Gunsten des Maises.



2.3.2 Mais

Mais (Zea mays), der seinen Ursprung in Mittel- und Siidamerika hat, ist eine Pflanze
der Tropen und Subtropen (Diepenbrock et al., 2005). Der Mais gehort zu der Familie
der Siifligrdser und zdhlt zu den drei wichtigsten Getreidearten der Welt (Asch, 2009).
Mais ist eine einjéhrige (Lieberei et al, 2007), Wirme liebende Pflanze mit hohen
Anspriichen an die Temperatur (Zscheischler et al, 1990). Obwohl der Mais hohe
Temperaturen bevorzugt, wachsen auch einige Sorten in Deutschland (gemaBigtes Klima
[Walter/Breckle, 1999]).

Mais gehort zu den Cs-Pflanzen und ist eine an die Trockenheit angepasste
Kulturpflanze (Weiler und Nover., 2008), die sparsam im Umgang mit Wasser und
effizient in der CO,-Assimilation ist (Schubert, 2006).

2.3.3 Aufzucht

Der Aufwuchs der Pflanzen fand im Gewéchshaus statt, bei einer Tageslichtdauer von
16 h und einer Dunkelphase von 8 h. Mit einer Durchschnittstemperatur von 28 °C am
Tag und 23 °C bei Nacht, einem Temperaturunterschied von 5 °C. Wéhrend der
kompletten Wachstumsphase waren die Pflanzen dem normalen Tageslicht ausgesetzt,
auf zusitzliche Lichtquellen wurde verzichtet.

Fiir den Aufwuchs wurden Multitopfplatten verwendet und mit Sand befiillt Die Samen
der Maispflanzen wurden circa 10 mm leicht in den Sand eingedriickt, anschlieBend mit
Sand bedeckt und tliber den kompletten Zeitraum feucht gehalten. Nach nur wenigen
Tagen sprossen die ersten Maispflanzen. Es wurden 100 Pflanzen angezogen, davon
wurden die besten 40 ausgewéhlt.

Um die Pflanzen ausreichend mit Nihrstoffen versorgen zu koénnen, wurde jeden

zweiten Tag 4 mL/L des Universaldiingers Algoflash® dem Wasser zugefiigt.
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2.4 Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazitit (WHK)

Die maximale Wasserhaltekapazitit (WHK) wird von Alef (1991) definiert, als das
Wasservolumen, welches von 100 g Trockensubstanz aufgenommen werden kann.

Um diese Kapazitit zu testen, wurde eine einzelne ,,split-root*“-Rohre gewogen und mit
Boden befiillt. Um eine Losung des Bodens am Ende einer Rohre zu verhindern, wurde
dieses mit einem feinen Netz abgedichtet. AnschlieBend wurde langsam Wasser
zugefiihrt. Zu Beginn konnte kein Wasseraustritt am Rohrenende festgestellt werden.
Spiter tropfte Wasser, welches nicht vom Boden aufgenommen werden konnte, durch
das Netz in einen Auffangbehilter. Nachdem kein weiteres Wasser mehr abtropfte,
wurde der Boden erneut gewogen und das Gewicht der leeren ,,split-root“-Rohre
abgezogen. Der damit neu errechnete Wert war die 100%ige Wasserhaltekapazitét des

Bodens (Alef, 1991).

2.5 Bestimmung des Trockengewichts des Bodens

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurden 100 g Boden in einem Trockenschrank
bei 105 °C autbewahrt. RegelmiBig wurde das Gewicht des Bodens neu bestimmt, bis
eine Gewichtskonstante erreicht wurde, d.h. bis das Gewicht sich nicht mehr verdnderte.
Die Temperatur im Trockenschrank von 105 °C sollte dabei nicht iiberschritten werden,
da sonst das Wasser, welches in Zwischenschichten der Tonmineralen oder Kristallen

gebunden ist, entweicht (Stahr et al., 2008).
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2.6 Versuchsaufbau

2.6.1 Bau der ,,split-root“-Systeme

Fir die Herstellung der ,split-root”“-Systeme wurden PVC-Rohre verwendet. Diese
hatten einen Durchmesser von 40 mm und wurden auf eine Lénge von 200mm
zugeschnitten.

Anschlieffend séduberte man mit Tangit®-Reiniger (Henkel) die Schnittstellen. Dieser
Reiniger sorgte fiir eine schmutzfreie Fliche und somit fiir eine spiter benétigte
wasserdichte Klebestelle.

Jeweils zwei Rohre wurden an den Seitenmitten vollstindig mit Kleber bestrichen und
zusammengeklebt. Nach Aushérten des Klebers wurden die verbundenen Rohre auf die
inzwischen gesduberte PVC-Platte, ebenfalls fest verklebt. Die Platte hatte eine Lénge

von 100 mm und eine Breite von 50 mm.

Um die Klebestellen zwischen den Rohren und der
Platte wasserdicht zu bekommen, wurde eine weitere
Klebeschicht von aulen aufgetragen. Damit das System
auf Wasserdichte getestet werden konnte, wurden die
Rohren mit Wasser befiillt und eine Nacht stehen
gelassen. Konnte man am ndchsten Tag kein
ausgetretenes Wasser feststellen, wurden die Rohre
ausreichend abgedichtet. Erschienen jedoch an den
Klebestellen Wassertropfen, so wurde dieses System
erneut verklebt, so lange bis kein Wasser mehr austrat.

PE-Rohre, mit einem Durchmesser von 40 mm und

einer Ldnge von 50 mm, wurden gekiirzt und Abpbildung 1 leeres "split-
anschlieBend mit Schleifpapier sorgfiltig root”-System
abgeschliffen. Diese Rohre erhielten Fixierungspunkte an vier gegeniiber liegenden
Stellen, die mit Hilfe eines Litkolbens 20 mm tief eingelotet wurden. Somit erhielt man
vier gleichgroe Kerben, mit denen das PE-Rohr mittig auf das ,,split-root“-System

gesteckt werden konnte. Hierbei wurde kein Kleber verwendet, da die Kerben fiir einen
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stabilen Halt des PE-Rohres sorgten. In Abbildung 1 kann man das aufgesetzte PE-Rohr
sehen.

Zum Ende wurde jedes ,,split-root“-System gewogen und das Gewicht notiert. Die
gemessenen Werte, wurden zu einem spéteren Zeitpunkt fiir Wasserverteilung benotigt

(Abschnitt 2.6.3).

2.6.2 Befiillung der ,,split-root“-Systeme

Nach einer zweiwdchigen Entwicklungszeit der Pflanzen wurde der aufgezogene Mais
in die ,,split-root*“-Systeme gesetzt.

Zuerst musste bestimmt werden, wie viel Volumen Boden eine Roéhre aufnehmen kann.
Dazu wurde das leere Gewicht einer Rohre bestimmt. Danach wurde dieser Rohre mit
Boden befiillt und erneut gewogen. Die Differenz der beiden Werte ergab ein Volumen
von 180 g. Da Geohumus unter den Boden gemischt wurde, musste das Gewicht des
reinen Bodens, um das Gewicht des Geohumus verringert werden. Dies entsprach einem
neuen Gewicht von 175 g Boden und 5 g Geohumus.

Um die ideale Siebgrofle festzustellen wurden der Geohumus und der Boden in einem
Vorversuch mit drei unterschiedlichen Siebgrofen (2 mm, 3 mm, 5 mm) gesiebt. Das 2-
mm-Sieb eignete sich am Besten fiir den spéteren Versuch, da man somit die richtige
AggregatsgroBe erzielte. Auch die geeignete Fiillmenge und eine gute Bodendichte
waren dadurch gegeben. Im Anschluss wurden Boden und Geohumus gesiebt,
miteinander vermengt und bis zur Halfte in die Rohren gefiillt.

Die Maispflanze wurde der Multitopfplatte entnommen und die Wurzeln unter Wasser
sorgfiltig und vorsichtig ausgewaschen. Zum Einen konnten die Wurzeln durch das
Wasser leichter entwirrt werden und zum Anderen die Wahrscheinlichkeit von
Verletzungen und Beschédigungen verringert werden.

Damit die Pflanze fixiert werden konnte, nahm man einen Ceaprenstopfen, mit einem
Durchmesser von 40 mm und einer Linge von 35 mm und schnitt diesen mit einem
Messer bis zur Mitte auf. Oberhalb der Wurzel wurde der Ceaprenstopfen um den Spross
der Pflanze gelegt. Das Ganze wurde durch die Offnung des PE-Rohrs gefidelt, bis der
Stopfen biindig mit dem oberen Rand des PE-Rohrs war (siehe Abbildung 2). Das Rohr
wurde darauthin auf die verklebten PVC-Rohre gesteckt und die geteilten Wurzeln

gleichmidfig auf beide Seiten der ,,split-root“-Systeme verteilt. Der restliche Boden
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konnte im Anschluss in die Rohren gegeben werden. Dabei war zu beachten, dass beide
Seiten die gleiche Menge an Boden und Geohumus erhielten.

Ein leichtes Klopfen gegen die PVC-Platte verhinderte beim Befiillen der Rohre mit
Boden, eine Bildung von kleinen Hohlrdumen.

Bis zu der Messung des Wasserpotentials vergingen zwei Wochen, in denen die
Pflanzen geniigend Zeit hatten, sich an die neuen Bedingungen zu gew6hnen und ihre

Waurzeln auszubreiten.

umschlossener Spross
links: Maispflanze in ,,split-root“-System mit Beschriftung der Rohren
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2.6.3 Behandlung

Wie bereits in Abschnitt 2.6.2 erkliart wurde, erhielt jede Rohre und damit jedes ,,split-
root“-System die gleiche Menge an Boden. Jedoch gab es einen Unterschied in der
Verteilung des Geohumus und der Wassergabe.

In der folgenden Tabelle ist die Verteilung des Bodens und des Geohumus dargestellt,

sowie die Verteilung der Wassergaben.

Tabelle 1 Behandlungen, Verteilung der Zusammensetzung auf die Seiten der ,,split-root"'-

Systeme
Behandlung Wiederholung Behandlung
Beidseitig
1 1-5 Boden bewissert, 180g (Kontrolle)
2 6-10 Boden trocken
3 11-15 Boden bewissert + Geohumus
linke Seite Rechte Seite
4 16-20 Boden bewéssert | Boden bewéssert
+ Geohumus
5 21-25 Boden bewdssert | Boden trocken
6 26-30 Boden bewdssert | Boden trocken
+ Geohumus
7 31-35 Boden bewdssert | Boden trocken
+ Geohumus
8 36-40 Boden trocken Boden bewéssert
+ Geohumus

Die Wassergabe fiir den bewésserten Boden wurde berechnet, indem dafiir das
Gesamtgewicht des ,,split-root”-Systems bestimmt wurde. Von diesem Wert musste das
Gewicht des leeren ,,split-root“-Systems und des Bodens abgezogen werden. Somit erhielt
man den Wasserverbrauch der beiden Seiten. Halbierte man dieses Ergebnis, erhielt man den
Wasserverbrauch einer Seite. Boden, welcher trocken gestresst werden sollte, wurde mit nur

40% der maximalen Wasserhaltekapazitit gegossen.
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Die Evaporation wurde bei diesem Versuch aufler acht gelassen, da der Durchmesser der
,»split-root“-Systeme so gering war, dass die Verdunstung iiber den Boden vernachléssigt
werden konnte. Evaporation beinhaltet die Verdunstung durch die Bodenoberfldache (Stahr et
al., 2008).

Uber den Zeitraum des Versuches lag die Durchschnittstemperatur am Tag bei 29 °C und
bei Nacht bei 18 °C. Die relative Luftfeuchte betrug sich im Durchschnitt tagsiiber auf 53,51
% und bei Nacht auf 78,2 %.
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2.7 Versuchsdurchfithrung

2.7.1 Messung des Wasserpotentials mit Hilfe der Scholander-Bombe

Die Scholander-Bombe ist ein Gerdt, das mit Hilfe von Druck, Messungen des
Gesamtwasserpotentials zuldsst (Ehlers, 1996). Hierbei tbersteigt der Druck in der
Kammer die Spannung im Pflanzengewebe, Xylemsaft wird nach oben gedriickt und tritt
an der Schnittstelle aus.

Das Wasserpotential definierte Campbell et a/ (2006) als eine Kombination der Faktoren

Druck und Konzentration von geldsten Stoffen.

Zuerst wurde die Pflanze (mit ,,split-root“-System) in die Druckkammer der Scholander-
Bombe gestellt. Dabei musste beachtet werden, dass sie moglichst genau in der Mitte
stand. Damit fiir diesen Versuch nicht zu viel Gas verbraucht wurde, stellte man leere,
unbenutzte Topfe mit in die Kammer. Diese nahmen Platz ein, weniger Gas wurde fiir
die Messung einer Pflanze bendtigt und die Pflanze erhielt zusétzlich noch die richtige
Hohe, da die Druckkammer sehr tief war.

Es durften weder Blétter der Pflanze abgeknickt, noch der Stiel verletzt werden, da an
diesen Stellen spéter beim Druckaufbau Xylemsaft austreten konnte und somit kein
Wasserpotential messbar wire.

Nachdem die Pflanze sicher im Druckbehéilter stand, wurde mit einem Rasiermesser
unterhalb des ersten Blattes die Pflanze durchgeschnitten (Ehlers, 1996). Dazu sollte das
Messer scharf sein, damit ein glatter, sauberer und gleichmifliger Schnitt moglichst
gegeben ist.

Im Anschluss wurde der Deckel der Scholander-Bombe vorsichtig aufgesetzt. In diesem
befand sich in der Mitte eine kleine Offnung, durch die die Pflanze ohne Verletzungen
gefdadelt werden musste.

Um einen luftdichten Verschluss zu erhalten, legte man einen Dichtungsring um die
Pflanze, welcher genau in die Mitte der Offnung passte. Auf diesen Ring wurde ein
weiterer Deckel mit Drehgewinde aufgesetzt und festgeschraubt. Zusammen ergeben die

beiden Teile einen luftdichten Verschluss, aus dem kein Gasaustritt mehr moglich ist.
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Im Anschluss konnten nun alle Druckregelventile der Scholander-Bombe der Reihe nach
gedftnet werden, beginnend mit den Ventilen nahe der Gasflasche.

Mit Hilfe eines Druckreglers an der Druckkammer lieB man langsam den Druck im
Behilter ansteigen, dabei wurde mit einer Lupe die Schnittfliche der Pflanze und das
Barometer beobachtet (Abbildung 3). War Wasseraustritt aus dem Xylem zu erkennen,
wurde die Zufuhr gestoppt und der vom Barometer angezeigte Wert notiert. Dieser Wert
entsprach dem Wasserpotential der Pflanze. Das Xylem wurde beobachtet, da nur in

diesen Leitbahnen Wassertransport stattfindet (Weiler und Nover, 2008).

Abbildung 3 Beobachtung der Schnittfléiche mit einer Lupe und das Barometer

Damit eine groflere Menge an Xylemsaft gesammelt werden konnte, wurde 30 % des

Wasserpotentials mit dem urspriinglichen Wert addiert.

Wasserpotential + 30 % = neuer Druckwert

Der neue Wert wurde daraufhin mit Hilfe des Druckregelventils langsam eingestellt.
Nun trat Fliissigkeit aus, die mit einer Pipette aufgenommen und in einem Eppendorf-
Gefal gesammelt werden konnte. Liel der Fliissigkeitsstrom nach oder wurde

ausreichend Xylemsaft gesammelt, musste das Eppendorf-Gefall in Dunkelheit und in
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Eis auftbewahrt werden. Das Eis und die Dunkelheit verhinderten die Zerstérung der
Abscisinsdure, welche fiir den ELISA-Test (Kapitel 2.7.3) benétigt wurde.
Einige bisherige Verdffentlichungen benutzten den Druckaufbau fiir den Versuch

Abscisinsdure zu gewinnen, zum Beispiel Wei et al. (1999) oder Maslak et al. (2010).

In diesem Versuch wurde die Abscisinsdure nach Entnahme der Pflanze eingefroren, da
die Auswertung im Labor zu einem spéteren Zeitpunkt statt fand.

Nach jeder zweiten Pflanze wurde das Gewinde und die Verschliisse der Druckkammer
mit einer kleinen Menge Silikon eingerieben. Dies entfernt Schmutz, verhindert eine
erneute Verschmutzung der Scholander-Bombe und stellt den reibungslosen Ablauf

sicher.

2.7.2 Blattfliichenbestimmung

Noch wihrend dem Versuch mit der Scholander-Bombe konnte die Blattfliche jeder
Pflanze bestimmt werden. Dazu wurde ein Gerit verwendet, welches aus einer Kamera,
einem Lichttisch, einem Monitor und Regeleinheiten bestand.

Zuerst wurden die Blitter vorsichtig mit einem Rasiermesser vom Spross getrennt,
danach kalibrierte man die Kamera mit Hilfe einer Schablone und dem Monitor.

Nun konnten die ersten Blétter auf den Lichttisch gelegt werden. Diese durften dabei
nicht libereinander liegen und nicht aus dem Erfassungsbereich der Kamera herausragen.
An Hand der Farbunterschiede erkannte das Gerdt die aufgelegten Blitter und
berechnete die Blattfliche. War nicht geniigend Platz fiir alle Blétter einer Pflanze, gab
es einen Knopf, der die nachfolgenden Blétter dazurechnete. Somit konnten alle Blétter

erfasst und die Werte notiert werden.
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2.7.3 ELISA-Test

Nach dem der Xylemsaft aufgetaut wurde, konnte nun der Saft auf die ABA-
Konzentration getestet werden, dafiir wurde der ELISA-Test herangezogen. [ELISA
nach Asch (2000)]

Das Prinzip des ELISA-Test (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) beruht auf einer
beschichteten Microtitterplatte, auf der ein Antikorper gebunden wird und mit einem

Antigen eine Bindungsreaktion eingeht (Sauter 2002).

Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen Schritte erldutert.

Am ersten Tag begann man die Mikrotitterplatte vorzubereiten. Dazu wurden 200 ul des
ABA-4’-BSA-Konjugat in jedes Well der Platte pipettiert und bei 4 °C iiber Nacht, in
einer Plastikbox, die mit feuchten Tiicher ausgelegt und mit dem Deckel verschlossen
wurde, inkubiert.

Am folgenden Tag wurde im ersten Schritt die Fliissigkeit entfernt, indem die
Mikrotitterplatte auf trockene Tiicher geschlagen wurde. So beférderte man die letzten
Reste der Fliissigkeit heraus. Im Anschluss wurde die gesamte Platte mit dem Wasch-
Puffer dreimal sorgfiltig ausgewaschen. Beim letzten Waschschritt verweilte der
Wasch-Puffer fiir 20 min bei 37 °C im Trockenschrank. Dabei wurde die Platte erneut in
eine Plastikbox mit feuchten Tiichern gelegt und mit dem Deckel verschlossen. Nach
Ablauf der Zeit holte man die Platte heraus und schlug sie zum dritten Mal auf Tiichern
trocken.

Im darauf folgenden Schritt wurden 100 pl der Standardldsungen und die jeweils zu
untersuchenden Proben aufgetragen. Da die Mengen des gesammelten Xylemsafts
teilweise zu niedrig waren, um damit in ELISA arbeiten zu konnen, fiigte man einige
Exsudate der gleichen Behandlung zusammen oder verdiinnte die Xylemséfte.

Aus Behandlung 1 (Kontrolle, beidseitig bewissert) wurden die Exsudate der Pflanze 3
und 4 zusammen genommen, bei Behandlung 2 (Boden trocken) waren es Pflanze 6 und
9. Fiir Behandlung 3 (Boden + Geo-Humus bewdssert) fiigte man Pflanze Nummer 12
und 13 zusammen. Pflanze Nummer 26 und 29 wurden in Behandlung 6 (Boden + Geo-
Humus bewissert/Boden trocken) gemeinsam ausgewertet, ebenso Pflanze 27, 28 und
30. Fiir die Behandlung 7 (Boden bewissert/Boden + Geo-Humus trocken) vermischte
man Pflanze 31 und 34. In der letzten Behandlung (Boden trocken/Boden + Geo-Humus
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bewissert) fiigte man Pflanze 36 und 37 zusammen, ebenso 38, 39 und 40. Vier
Behandlungen gaben keine Exsudation, somit auch keine Moglichkeit auf ABA zu
testen.

Im Anschluss daran wurde die 8-Kanal-Pipette mit 100 ul des verdiinnten 1. Antikrpers
befiillt und in jedes Well pipettiert. Die Mikrotitterplatte wurde nun fiir etwa eine Minute
kontinuierlich geschiittelt und dann fiir 3 h bei 4 °C inkubiert.

Nach diesen 3 h nahm man die Platte heraus, wusch sie dreimal mit dem Wasch-Puffer
und schlug sie erneut trocken. Danach zog man erneut die 8-Kanal-Pipette zu Hilfe,
pipettierte mit ihr 200 pl des 2. Antikdrpers in jedes Well und lieB die Platte bei einer
Temperatur von 37 °C genau 1 h im Trockenschrank stehen. Anschliefend wurde die
Platte fiinfmal mit dem Wasch-Puffer gewaschen und trocken geschlagen.

Eine Tablette (20 mg) p-Nitrophenylphosphat wurde in einer
Natriumhydrogencarbonatlosung aufgeldst und davon 200 pl mit der 8-Kanal-Pipette auf
die gesamte Platte aufgetragen.

Im letzten Schritt wurde die Platte in das Wasserbad bei 37 °C gelegt; nach etwa 10 min
konnte die erste Messung vorgenommen werden.

Je heller die einzelnen Wells waren, desto besser die spéteren Ergebnisse. Ausgewertet
wurde die Platte in einem dafiir speziellen Gerit, einem Photometer. Die erhaltenen

Daten wurden in eine Excel-Tabelle eingefiigt.

f
{22] Microsoft Excel - ABA-Standard

| E_W Qatet Bearbeiten Ansicht Einfligen Format Extras  Daten  Fenster 7 -8 X
N EE oS TR SRR S oo B s nse Hie
T11 - fa
O I | | Bearbeitungsleist&| [ 1T 4 T K]l L] M | N—:-
6 3
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B B- B- B| =2 2 2 18 18 18 30 30 30
C 4000( 4000] 4000 5 5 5 18 18 19 31 31 3
D 20000 2000] 2000 = g g 21 3| 21 32 3z 32
E 1000 1000 1000 1 11 11 22 22 22 33 33 33 !
F 500 500 5000 12 12 12 23 23 23 34 34 34 l
G 250 250 260 14 14 14 24 24 24 35 35 35
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Extinction measurements Corpected readings | Bmax calculation I ‘
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W 4 v nfy Info { ABA-crude (2) ) ABA-xylem (2) / |41 K J v
Bereit NF _.|

Abbildung 4 Screenshot des Kalkulationsblattes fiir ABA
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Fiir die Auswertung in Excel wurde ein Kalkulationsblatt (Abbildung 4) herangezogen.
In dieses wurden die erhaltenen Daten eingetragen. Werte die aullerhalb des
Messbereiches lagen, erschienen gelb hinterlegt, die ABA-Konzentration war entweder
zu hoch oder zu niedrig.

Eine Regressionsanalyse (y=ax+b) wurde durchgefiihrt, dafiir wurden der X-Koeffizient
(a) und der Intercept (b) berechnet.

Zum Schluss wurde noch der Wert des Koeffizienten (%) berechnet, dieser sollte nicht
unter 0,98 liegen. Damit das nicht geschieht, kann B+ (100 pl reines Wasser) mit Hilfe
B- (100 ul ABA Stock solution) verdndert werden, dazu subtrahierte man den B--Wert
von dem B+-Wert.

2.8 Statistik

Die Auswertung der Daten fand mit dem Statistikprogramm SAS 9.2 (Deutsch) statt,
dazu wurde im Editor mit Proc Mixed gearbeitet.

Ausgewertet wurden die erhaltenen Daten der Blattfliche und des Wasserpotentials
bezogen auf die unterschiedlichen Behandlungen.

Dafiir wurde ein Test auf Varianzhomogenitét, sowie eine Test auf Normalverteilung der
Residuen durchgefiihrt. Im Anschluss wurde eine 1-faktorielle Varianzanalyse
durchgefiihrt.

Die Ergebnisse wurden in Form von Diagrammen und Tabellen dargestellt.
Behandlungen mit demselben Buchstaben waren nicht signifikant voneinander
verschieden, Behandlungen mit unterschiedlichen Buchstaben waren signifikant

verschieden.
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3. Ergebnisse

In den anschlieBenden Abschnitten werden die Ergebnisse anschaulich aufgefiihrt, dazu
wurden Tabellen sowie Diagramme verwendet.

Bevor auf den folgenden Seiten die Ergebnisse aufgefiihrt werden, sollte darauf
hingewiesen werden, dass die Ergebnisse nicht den Erwartungen entsprachen. Da in der
Nacht vom 2. auf den 3. Tag des Versuchszeitraumes (8 Tage) ein technischer Defekt
auftauchte, der die Temperatur im Gewachshaus stark anstiegen liel3, sind die Ergebnisse
leider verfilscht bzw. stark verdndert. Ndheres soll in Abschnitt 4 ,,Diskussion® erldutert

werden.

3.1 Blattfliche

450
400
350 -
T 300 - -
o,
o 250 -
S
@ 200 -
% 150 -
[11]
100 -
50
0 |
w/Gw w/t Gwi/t w/Gt t/Gw
Behandlung

Abbildung 5 Blattfliiche [cm?] aller Behandlungen, Mittelwerte mit Standardabweichung
Abkiirzungen: w = bewissert, t = trocken, G = Geohumus, linke und rechte Réhre sind mit

einem Schrigstrich unterteilt

Die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Blattflichen wurden fiir alle 8
Behandlungen bestimmt und in Abbildung 5 dargestellt.

Die GroBenunterschiede in der Blattfliche sind bei manchen Behandlungen nur gering.
Mit 360 cm? hatte die Behandlung 1 (Kontrolle; beidseitig bewéssert) die grofite

Blattflache. Hier ist anzumerken, dass Behandlung 1 am wenigsten geschédigte Blétter
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hatte. Behandlung 6 hatte (Boden bewissert + Geohumus/Boden trocken) die
zweitgrofite Blattfliche. Die Behandlungen 2 (beide Seiten trocken), Behandlung 4
(Boden bewdssert/Boden trocken), Behandlung 7 (Boden bewéssert/Boden trocken +
Geohumus) und Behandlung 8 (Boden trocken/Boden bewissert + Geohumus) hatten
mit ca. 240 cm? dhnliche Blattflichen. Den niedrigsten Wert lieferte Behandlung 5

(Boden bewissert/Boden trocken) mit nur 150 cm?.

3.2 Transpiration der Rohren

In Abbildung 6 sind die acht Behandlungen mit der durchschnittlichen Transpiration der

einzelnen Rohren bzw. der acht Behandlungen dargestellt.
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5 T T @ linke Rohre
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[
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w t Gw w/Gw w/t Gwit w/Gt t/Gw

Behandlung

Abbildung 6 Transpiration der linken und rechten Rohre ([g], Mittelwerte mit
Standardabweichung
Abkiirzung: w = bewdssert, t = trocken, G = Geohumus, linke und rechte R6hre sind mit einem

Schrigstrich unterteilt

Fiir die ersten drei Behandlungen war die Transpiration im Durchschnitt der acht Tage
gleich, da hier beide ,,split-root“-Seiten die gleichen Bodenbedingungen hatten. Fiir
Behandlung 4 bis 8 wies jede Rohre eine unterschiedliche Transpiration auf. Bei
Behandlung 8 (Boden trocken/Boden bewissert + Geohumus) wies die linke ,,split-

root“-Rohre den hochsten Wasserverbrauch auf, der ndchst hohere Verlust gehorte zu
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Behandlung 4 (Boden bewissert/Boden bewéssert + Geohumus). Behandlung 5 (Boden
bewissert/Boden trocken) bis 7 (Boden bewissert/Boden trocken + Geohumus) hatten
jeweils auf der rechten Seite Trockenstress und somit fiir die linke Seite eine hoheren
Transpiration. Bei Behandlung 4 waren beide Seiten trocken gestresst, jedoch wies die
rechte Seite (Seite enthédlt Geohumus) einen hdheren Verbrauch auf. Ebenso bei
Behandlung 8, hier hatte die rechte Seite untergemischten Geohumus und die linke Seite

wurde trocken gestresst.

3.3 Wasserpotential

18 -
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14

Wasserpotential [-bar]
]
]
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Pflanzen

Abbildung 7 Wasserpotential aller 40 Versuchspflanzen

In der oben dargestellten Abbildung 7 sind die Pflanzen 1-40 (Behandlung 1-5 mit
jeweils 5 Wiederholungen) dargestellt. Mit Hilfe dieser Grafik ldsst sich erkennen, dass
bei jeder Pflanze das Wasserpotential einen anderen Wert hat, unabhédngig von der
Behandlung. Den niedrigsten Wert lieferte Pflanzen Nummer 2 mit 1,2 bar. Bei Nummer
10, 17 und 22 erhielt man den Wert 0, da bei diesen Pflanzen kein Xylemsaft aus der
Schnittfliche austrat. Pflanze 32 und 36 lieferten den hochsten Wert des
Wasserpotentials. Die gesammelten Xylemséfte waren in ihrer Menge sehr klein, kaum
einer Pflanze konnte eine groflere Menge an Xylemsaft entnommen werden. Die hochste

gesammelte Menge lieferte Pflanze 2, aus der Behandlung 1 (beiden Seiten bewéssert),
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dieselbe Pflanze mit dem niedrigsten Wasserpotential. Einige der Pflanzen konnte kein
Saft entnommen werde, da sich weder ein Wasserpotential einstellen lies, noch

sammelte sich Xylemsaft an der Schnittflache.
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Abbildung 8 Wasserpotential der Behandlungen, Mittelwerte mit Standardabweichung
Abkiirzung: w = bewdssert, t = trocken, G = Geohumus, linke und rechte Rohre sind mit einem
Schrigstrick unterteilt

Um heraus zu finden ob die jeweiligen Behandlungen einen Einfluss auf die
Wasserpotentiale hatten, wurde eine 1-faktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt. Die aus
den  Wiederholungen  berechneten  Mittelwerte und die  dazugehdrigen
Standardabweichungen sind in Abbildung 8 dargestellt. Das niedrigste Wasserpotential
hatte Behandlung 1 (Kontrolle), den zweit niedrigsten Wert Behandlung 4. Beide
Behandlungen hatten auf beiden Seiten gut bewdsserten Boden. Den hochsten Wert wies
Variante 6 auf, beiden Seiten wurden mit Geohumus behandelt. Die restlichen

Behandlungen schwankten zwischen 5 und 8,5 bar.
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In der folgenden Tabelle 2 sind die Ergebnisse in einer Kreuztabelle dargestellt.

Tabelle 2 Kreuztabelle der Wasserpotentiale der acht Behandlungen

Gw/t w/Gt Gw t/Gw w/t t w/Gw W
Gw/t ns ns ns * * * *
(10,64)
w/Gt ns ns ns ns * *
(9,58)
Gw ns ns ns * *
(8,08)
t/Gw ns ns * *
(7,38)
wi/t ns ns ns
(5.8)
t ns ns
(5,24)
w/Gw ns
(3,08)
w
(2,66)

* P < 0,05 signifikant, ns = nicht signifikant (P > 0,05)

Aus der Kreuztabelle abgeleitet Liniendarstellung ist in Abbildung 9 veranschaulicht.

Behandlung Gw/t w/Gt Gw t/Gw w/t t w/Gw w

a

b

Abbildung 92 Liniendarstellung der Wasserpotentiale der acht Behandlungen
Abkiirzung: w = bewidssert, t = trocken, G = Geohumus, linke und rechte Réhre sind mit einem
Schrigstrich unterteilt
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Behandlungen, die den gleichen Buchstaben haben, sind nicht signifikant (P > 0,05)
verschieden. Behandlung 6, 7, 3 und 8 sind nicht signifikant, ebenso Behandlung 7, 3, 8
und 5 und bei Behandlungen 5, 2, 4 und 1 gibt es ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied.

3.4 ABA

Die Auswertung der ABA-Konzentrationen ergab folgende Ergebnisse.

400 +

350

300 -

250

200
150 -

féjn--"[

w/Gw wit Gwi/t w/Gt t/Gw
Behandlung

ABA-Gehalte [pmol/mL]

Abbildung 10 ABA-Gehalte [pmol/mL] der Behandlungen, Mittelwerte mit
Standardabweichung

Abkiirzung: w = bewdssert, t = trocken, G = Geohumus, linke und rechte Rohre sind mit einem
Schrigstrich unterteilt

Fir die Auswertung der erhaltenen ELISA-Daten wurde eine 1-faktorielle
Varianzanalyse  durchgefiihrt. = Die  Mittelwerte mit den  dazugehorigen
Standardabweichungen der Daten sind in der obigen Abbildung 10 dargestellt.
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Die Behandlung 7 (Boden bewissert/Boden trocken + Geohumus) hatte mit 302
pmol/mL den hochsten ABA-Gehalt, den ndchst hoheren Wert besal Behandlung 6
(Boden bewdssert + Geohumus/ Boden trocken) mit 173 pmol/mL. Die restlichen ABA-

Gehalte lagen alle unter 120 pmol/mL. Da die Xylemmengen bei dem Versuch mit der

Scholander-Bombe sehr niedrig waren, mussten einige Proben zusammen genommen

und analysiert werden, wie bereits im Abschnitt 2.7.3 erldutert.

In der folgenden Tabelle 3 sind die signifikanten und nicht signifikanten Unterschiede

der Behandlungen aufgefiihrt. Sie sind in einer Kreuztabelle dargestellt.

Tabelle 3 Kreuztabelle der ABA-Gehalte der acht Behandlungen

w/

Gw

Gw
/t

t/
Gw

Gw

w/

Gw

w/t

w/Gw

(302)

*

*

*

Gw/t
(173,5)

ns

t/Gw
(112,25)

ns

ns

ns

ns

ns

Gw
(68,25)

ns

ns

ns

ns

w/Gw

(49.5)

ns

ns

ns

w/t
(46,25)

ns

ns

t
(33,33)

ns

W

(31,5)

* P < 0,05 signifikant, ns = nicht signifikant (P > 0,05)
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Die von der Kreuztabelle abgeleitet Liniendarstellung befindet sich in Abbildung 11.

Behandlung w/Gw Gw/t Gw Gw wGw Wwt t w

a

Abbildung 31 Liniendarstellung der ABA-Gehalte der acht Behandlungen

Behandlungen, die den gleichen Buchstaben besitzen, sind nicht signifikant (P > 0,05)
verschieden. Behandlung 7 (Boden bewissert/Boden trocken + Geohumus) ist
signifikant zu allen restlichen Behandlungen. Behandlung 6 (Boden bewissert +
Geohumus /Boden trocken + Geohumus) ist nur zu Behandlung 8 (Boden trocken/Boden
bewdssert + Geohumus) nicht signifikant, zu den anderen sechs Behandlungen besteht

ein signifikanter Unterschied.
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4. Diskussion

Die erhaltenen Ergebnisse sollen nun auf den folgenden Seiten erlautert und diskutiert
werden. In diesem Abschnitt wird besonders auf den Gewidchshausdefekt eingegangen,
der im Ergebnissteil (Abschnitt 3) bereits erwahnt wurde.

Dieser technische Defekt des Gewachshauses blockierte die Beliiftung durch die Fenster
iiber einen Zeitraum von mehr als 24 h, was zur Folge hatte, dass die Temperatur im
Gewichshaus sehr stark anstieg. Wahrend dieser Zeit betrugen die hochsten
Temperaturen am Tag iiber 50 °C und in der Nacht iiber 40 °C. Einige der Pflanzen
waren an ihren Blédttern stark vertrocknet und zerfielen bei einer Beriihrung. Somit

waren die Pflanzen nicht immer in der Lage die erhofften Ergebnisse zu erzielen.

4.1 Blattfléiche

In Abbildung 5 lies sich kaum ein Zusammenhang zwischen Blattfliche und Behandlung
erkennen. Ahnliche Behandlungen wiesen keine entsprechenden Gemeinsamkeiten der
Blattflichen auf. Verglich man Behandlung 4 (Boden bewéssert/Boden bewéssert +
Geohumus) und 7 (Boden bewiéssert/ Boden trocken + Geohumus) miteinander, konnte
man erkennen dass diese Blattflache gleich groB3 ist. Betrachtete man dazu noch die
Behandlungsunterschiede (Seite mit Geohumus bei Behandlung 7 nicht bewissert), lies
sich hervorheben, dass die trocken gestresste Seite in diesem Fall keinen negativen
Einfluss auf die GroBe der Blattfliche hatte. Man konnte davon ausgehen, dass der
untergemischte Geohumus, das aufgenommene Wasser der Pflanzen zur Verfligung
gestellt hatte. Es wire aber auch denkbar, da die Wurzel auf einer Seite gut bewidsserten
Boden hatte, die Wurzel das komplett bendtigte Wasser aus dieser Seite gewann, ohne
Wasser aus der Seite mit Geohumus zu ziehen. Betrachtete man zu Behandlung 4 und 7
noch Behandlung 2, die auf beiden Seiten trocken gestresst war, aber trotzdem eine
dhnlich grofe Blattfliche aufwies, so konnte wiederum keine Gemeinsamkeit festgestellt
werden. Die Behandlung besall weder Geohumus, noch war sie ausreichend mit Wasser

versorgt.
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Behandlung 6 und 8, die sowohl eine Seite mit Geohumus bewissert, als eine Seite

trockenen Boden hatten, sind in ihrer Blattfliche dhnlich. Jedoch ist auch Verfahren 2, 4

und 7 dhnlich zu Behandlung 8 und diese hatten ganz unterschiedliche Komponenten.

Behandlung 1 (beide Seiten Boden bewéssert) wies die grofite Blattflache auf, was daran

liegen konnte, dass an dieser Behandlung der geringsten Schaden nachgewiesen werden

konnte.

Bei den Unterschieden der GroBe der Blattfliche spielte auch der Defekt des

Gewichshauses eine Rolle. Am 3. Tag der Messung des Wasserverbrauchs war die

Temperatur bereits am Morgen auf iiber 40 °C gestiegen, bis zum Mittag betrug die

Temperatur bereits iiber 50 °C, mit einer relativen Luftfeuchte von unter 20 %.

Damit die Proteine nicht denaturieren, konnen
Pflanzen die Temperatur ihrer Blétter mit Hilfe
der Transpiration senken. Dazu benoétigt die
Wurzel jedoch ausreichend Wasser, da aber
einige der Pflanzen auf nur 40 % ihrer
maximalen WHK aufgegossen wurden, stand
ithnen nicht geniigend Wasser zur Verfiigung.
Die Transpiration, welche die Kiihlung der
Blatter bewirkt, war verringert, da die Pflanze
unter Wassermangel stand (Schulze et al,
2002).

Auch das duBlere Erscheinungsbild der Blatter
war minderwertig, viele Bldtter hatten starke
Welkeerscheinungen (Abbildung 12). Sie
hatten sich eingerollt, waren vertrocknet oder

fielen bei der ersten Beriithrung ab. Dies

Abbildung 12 Maispflanze mit Schaden,
vertrocknete Blitter

machte es schwierig, die Blattfliche zu bestimmen, auch konnten einige Blitter nicht zur

GrofBenbestimmung herangezogen werden.
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4.2 Transpiration

Wie in Tabelle 6 dargestellt, war die Transpiration der Behandlungen iiber den
Versuchszeitraum (8 Tage) sehr unterschiedlich.

Um einen Riickschluss auf die Transpirationsrate der Behandlungen zu ziehen, musste
zundchst noch einmal die Bodenzusammensetzung betrachtet werden.

Fiir Behandlung 1-3 waren die gleichen Bodenbedingungen gegeben, da bei jeder
Behandlung die jeweiligen ,,split-root“-Seiten die gleichen Zusammensetzungen hatten.
Variante 2 (auf beiden Seiten trocken gestresst) im Vergleich mit Variante 1 bzw. der
Kontrolle (beide Seiten bewéssert) hatte eine niedrigeren Verbrauch, was auf den
Trockenstress der Pflanze zuriick zu flihren war. Durch eine hohe Transpiration der
Maispflanzen hatte man eine Steigerung des Wasserverbrauchs erwartet, da bei
steigender Transpiration der Wasserbedarf ebenfalls ansteigt. Hinzu kommt noch die
hohe Temperatur (ca. 50 °C), die eine erhdhte Transpiration mit sich bringt (Ehlers,
1996), die hier jedoch nicht mdglich war, da diese Variante trocken gestresst wurde.
Variante 3 (Boden bewissert + Geohumus) hatte einen hoheren Verlust wie Variante 2
(beide Seiten trocken). Da man davon ausgeht, dass der Bodenhilfsstoff Wasser
absorbiert und gespeichert hatte (Gattinger, 2009), kann bei diesem Vergleich die
erhohte Transpiration mit dem Geohumus in Verbindung gebracht werden. Jedoch hatte
man erwartet, dass bei dieser Behandlung die Transpiration am hochsten gewesen wire,
da hier Geohumus zur Verfiigung stand.

An Behandlung 4 (Boden bewéssert/Boden bewiéssert + Geohumus) war ein Unterschied
zwischen den bewdsserten Seiten festzustellen. Die Transpiration der rechten Seite ist
um mehr als 10 g erhoht, da dies die Seite mit untergemischtem Geohumus war, kann
auch hier ein Riickschluss auf das absorbierte Wasser durch den Bodenhilfsstoff
gemacht werden.

Fiir Behandlung 5 (Boden bewissert/Boden trocken), 6 (Boden bewéssert + Geohumus
/Boden trocken) und Behandlung 7 (Boden bewéssert/Boden trocken + Geohumus) lies
sich erkennen, dass jeweils die linke Rohre die hochste Transpiration hatte. Betrachtet
man dazu nun die Bodenbedingungen so lies sich feststellen, dass alle linken Réhren
bewissert wurden, es aber einen Unterschied gab in der Verteilung des
Bodenhilfsstoffes. Variante 5 (Boden bewissert/Boden trocken) verhielt sich wie

erwartet. Behandlung 6, die mit der linken Seite mit Geohumus behandelt wurde, hatte
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auch auf dieser Seite die hohere Transpiration. Behandlung 7 im Vergleich wurde auf
der rechten Seite mit Geohumus behandelt, hatte jedoch trotzdem die hdhere
Transpiration auf der linken Seite. Die Maispflanzen deckte bei dieser Variante ihren
Wasserbedarf trotz Bodenhilfsstoff {iber die linke bewésserte Seite. Die Behandlung 8
verhielt sich gegensdtzlich. Die linke Seite wurde nicht bewéssert, die rechte Seite
hingegen schon, zusétzlich enthielt die rechte Rohre noch Geohumus. Diese Behandlung
verhielt sich wie erwartet, der Wasserbedarf wurde hier iiber die bewisserte mit
Geohumus behandelte Seite gedeckt.

Behandlung 6 und 8 hatten die gleichen Bodenbedingungen (beide mit Geohumus,
jedoch seitenverkehrt). Thre Transpiration hatte jeweils einen hoheren Wert auf der Seite
mit Geohumus, was auf einen Zusammenhang hindeutete.

Betrachtet man nun erneut die Abbildung 6 aus den Ergebnissen, ldsst sich feststellen,
dass nur Behandlung 7 (Boden bewéssert/Boden trocken + Geohumus) sich nicht wie
erwartet verhielt. Alle restlichen Behandlungen hingegen hatten ihre hdhere
Transpiration auf der bewésserten oder mit Geohumus behandelten Seite. Damit konnte
man einen Riickschluss auf den Bodenhilfsstoff ziehen. Bei 4 von 5 Varianten mit
Geohumus verhalf die Wasserabsorption der Pflanze die Trockenheit zu iiberstehen und
thren Wasserbedarf iiber die mit Geohumus behandelte Seite zu decken.

Jedoch ist der Defekt des Gewéchshauses hier mit zu betrachten.

Durch die Welkeerscheinungen (Einrollen) einiger Blitter, konnten die Pflanze keine
Transpiration mehr betreiben bzw. nur noch eingeschrénkt betreiben.

Da sich die Fenster im Gewidchshaus nicht mehr selbstindig in einem geregelten Ablauf
Offneten und schlossen, konnte auch keine Frischluftzufuhr stattfinden. Allerdings
bendtigt die Pflanze fiir die Transpiration nicht nur ausreichend Wasser, es muss auch
ein Austausch des Wasserdampfes von den Blittern mit der Umgebungsluft stattfinden
konnen (Ehlers, 1996).

Ein weiteres Problem stellt die Energieversorgung dar. Geht das Wasser von der
fliissigen in die gasformige Phase iiber, dies geschieht im Blatt, bendtigt dieser Vorgang
Energie. Energie kann in der Pflanze nur produziert werden, wenn ein Gasaustausch in
der Stomata moglich ist (Campbell er al, 2006). Dabei geht bei offener Stomata
Sauerstoff (O,) und Wasserdampf heraus und Kohlenstoffdioxid (CO;) hinein.
Kohlenstoffdioxid wird fiir die Photosynthese benétigt. Die Pflanze kann somit entweder
Wasser verlieren oder sie kann weniger, bis kein Kohlenstoffdioxid aufnehmen und

entsprechend keine Photosynthese betreiben.
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In diesem Versuch senkten einige der Pflanzen die Aktivitit der Stomata und setzten

somit ihre Transpiration herab.

4.3 Wasserpotential

Die Wasserpotentiale, welche in Abbildung 7 und 8 dargestellt sind, haben einen starken
unterschiedlichen Wert. Fiir die Ergebnisse wurden hier andere Werte erwartet. Erhofft
wurden Wasserpotentiale, die bei gleichem Verfahren, &hnliche Wasserpotentiale
erzielten.

Auch hier kann mit dem Defekt des Gewéchshauses argumentiert werden. Bei der
Entdeckung des Defektes war es kaum moglich die ,,split-root“-Systeme zu beriihren, da
die Rohren sehr heill waren. Somit hatte sich nicht nur das Gewidchshaus aufgeheizt,
sondern auch die Rohren bzw. der Boden hatten die Wéarme aufgenommen. Bei der
Entnahme des Wasserpotentials, wurden die Pflanzen komplett aus den Rohren geldst,
dabei konnte keine Schiddigung der Wurzel optisch erkannt werden. Allerdings ist
bekannt, dass hohe Temperaturen den Wurzeln schaden. Nach Stahr et al., (2008),
konnen gerade sehr hohe Temperaturen (iiber 45 °C) im Boden den Hitzetod der Wurzel
herbeifiihren. Hitte man zu diesem Zeitpunkt die Bodentemperatur gemessen, wére es
moglich, eine Schidigung der Wurzeln in Erwédgung zu ziehen und damit die
Wasserpotentiale zu erkliren.

Mit Hilfe der starken Schidigung der Blitter konnte man die verschiedenen
Wasserpotentiale erlautern. Da durch die Welke und das Einrollen der Blitter die
Transpiration vermindert war, gab es einen verringerten Transpirationssog in den
Xylemgefialen (Weiler und Nover, 2008). Nach Waring (1970) hort durch das
Abschneiden des Sprosses die Zugspannung auf, da die Wasserfiden innerhalb der
Pflanze getrennt werden. Mit unterschiedlicher Stirke des Transpirationssogs, ergibt
sich eine unterschiedliche Ausprigung der Wassermenge, welche das Xylem liefert.
Hétte man somit einen ,,normalen* Sog von den Wurzeln zu den Blittern, konnte man
einheitliche Wasserpotentiale nachweisen. Hier jedoch ist die gesammelte Xylemmenge
sehr unterschiedlich, jedoch bei allen Behandlungen sehr klein (siehe Abschnitt 3.3
Wasserpotential).

Betrachtet man die Mittelwertvergleiche, so sind Behandlung 1 (beide Seiten bewéssert)

und Behandlung 4 (Boden bewéssert/Boden bewissert + Geohumus), die Behandlungen
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mit den niedrigsten Wasserpotentialen. Diese beiden Behandlungen bendtigten beim
Druckaufbau den geringsten Druck, bis sich der erste Xylemsaft an der Schnittfliache
sammelte. An dieser Stelle sei erwédhnt, dass die fiinf Wiederholungen der Behandlung 1
(Kontrolle), die am wenigsten geschddigten Pflanzen hatte. Mit diesem Wissen konnte
davon ausgegangen werden, dass diese Wasserpotentiale nicht abgewichen sind.
Erinnert man sich an die Blattfliche zuriick, auch hier war Behandlung 1 die Variante

mit der grof3ten Blattflache

4.4 ABA-Gehalte

ABA ist ein Hormon, das bei Trockenstress in den Wurzeln gebildet und iiber den
Spross zu den Blittern transportiert wird (Jeschke et al.,, 1997). Anhand der
Ergebnisgrafik (Abbildung 10) kann man erkennen, dass ABA sehr unterschiedlich hoch
in den Behandlungen konzentriert war. Mit dem Wissen, dass bei Wassermangel ABA
einen Verschluss der Stomata auslost (Weiler und Nover, 2008), kann der Gehalt der

Abscisinsaure erlautert werden.

Behandlung 1, die Kontrolle, hatte den niedrigsten ABA-Gehalt, was ein Hinweis auf
den bewdsserten Boden war. Diese Pflanzen wurden ausreichend mit Wasser versorgt, es
musste kein Stresshormon gebildet werden und der Wasserverbrauch und damit die
Transpiration konnten normal ablaufen. Bei Behandlung 2 hétte man einen hoheren
ABA-Gehalt erwartet, da diese Pflanzen auf beiden Seiten trocken gestresst waren. Denn
je hoher die Stérungen im Wasserhaushalt, desto mehr ABA wird gebildet (Weiler und
Nover, 2008). Fiir Behandlung 3 gilt dasselbe, wie fiir Behandlungl, auch hier wurde
kein Trockenstress induziert. Im Gegenteil, beide Seiten enthielten zusitzlich
Geohumus, was die Wasserversorgung der Pflanze unterstiitzte. Eine ABA-Synthese war
bei diesen Behandlungen nicht nétig. Behandlung 5 und 6 hatten jeweils einen niedrigen
ABA-Gehalt, was wiederum auf die wenig trocken gestressten Pflanzen (nur eine der
beiden Seiten litt unter Trockenstress) zurlick zu fithren war. Behandlung 7 hatte den
grofften ABA-Gehalt. Bei dieser Behandlung wurden eine Seiten trocken gestresst. Trotz
Geohumus konnte den Pflanzen nicht geniigend Wasser zur Verfiigung gestellt werden,

als Folge wurde ABA gebildet. Behandlung 7 hatte zu allen anderen Behandlungen
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einen signifikanten Unterschied. Behandlung 8 wurde auf einer Seite trocken gestresst,

auch hier war ein hoherer ABA-Gehalt nachzuweisen.
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5. Zusammenfassung

In diesem Versuch ging es darum, die Auswirkung von Bodenhilfsstoffen auf die
Signale zwischen Wurzel und Spross bei Trockenheit herauszufinden. Dazu wurde ein
System gebaut, das ermoglichte, die Wurzeln von Zea mays zu trennen und in
unterschiedlichen Bodenverhéltnissen wachsen zu lassen. Die zu untersuchenden
Pflanzen wurden dafiir in Sand angezogen und in einem Zeitraum von 2 Wochen
wachsen gelassen. Im Anschluss wurden die Pflanzen in das ,,split-root“-System
verpflanzt. Dort hatten sie fiir einen gewissen Zeitraum die Mdglichkeit sich an die
neuen Bedingungen anzupassen.

Um die Auswirkung von Bodenhilfsstoffen aufzuzeigen, wurde einigen Seiten des
Systems ein solcher Hilfsstoff untergemischt. Dabei wurden einige Seiten des Systems
bewissert und bei einigen Seiten wurde die Wurzel einem Trockenstress ausgesetzt. Der
Versuch wurde iiber einen Zeitraum von 8 Tagen im Gewichshaus durchgefiihrt. In
diesen 8 Tagen wurden die Pflanzen gemédl3 ihrer Behandlung bewéssert bzw. trocken
gestresst. Nach Ablauf der 8 Tage wurde der Pflanzenstil durchgeschnitten. Mit Hilfe
der Scholander-Bombe wurde die ,,restliche” Pflanze einem Druck ausgesetzt, mit dem
es moglich war, Xylemsaft an der Schnittfliche austreten zu lassen. Dieser Saft wurde
gesammelt und in einem spiteren Laborversuch ausgewertet. Dafiir verwendete man den
ELISA-Test. Dieser Test ermdglichte es, den Xylemsaft auf die ABA-Konzentration zu
testen.

Die abgeschnittenen Blétter wurden auf ihre Blattfliche gemessen. Dafiir wurde jedes
Blatt vom Stiel getrennt und mit einem speziellen Apparat ausgemessen, die Ergebnisse

wurden dabei automatisch zusammen gerechnet und spiter ausgewertet.

Zusammengefasst hitte es bei diesem Versuch sicher einige interessante Ergebnisse
gegeben, jedoch durch den Defekt des Gewichshauses in der Nacht vom 2. auf den 3.
Versuchstag, sind die Ergebnisse teilweise anders ausgefallen als urspriinglich erwartet.
Die erhohte Temperatur hatte Auswirkungen auf den Wasserverbrauch und damit auf die
Transpiration der Blétter. Auch die Beschiddigung der Pflanze bzw. der Blitter
verdnderte die Transpiration. Eine Auswirkung des Geohumus konnte bei Behandlung 4,

6 und 8 nachgewiesen werden. Behandlung 7 verhielt sich entgegen der Erwartungen.
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Diese Variante bezog ihr Wasser aus der ,,split-root“-Seite die keinen Geohumus

enthielt.

6. Verbesserungen

Fir die zukiinftigen Versuche in diesem Bereich empfiehlt es sich, ein intaktes
Gewidchshaus zu verwenden, um sicher zustellen, dass die Ergebnisse besser auf die
Behandlungen zuriick zu fiihren sind.

Auch die Aufteilung der Behandlungen sollte besser gestaltet werden, da Behandlung 6
und 8 die gleichen Komponenten aufweisen. Fiir diesen Versuch war es ein Vorteil, da
somit der Zusammenhang zwischen Geohumus und der Transpiration belegt wurde.
Auch wire es in Zukunft von Vorteil, wenn die Pflanzen eine groBBere Wuchshohe fiir
den Versuch mit der Scholander-Bombe hétten. Dies wiirde den Versuch einfacher
gestalten, da die verwendete Scholander-Bombe nicht mit leeren Topfen aufgefiillt
werden miisste.

An der Schnittstelle wiirde ein groerer Durchschnitt des Sprosses von Vorteil sein, da
somit der Austritt des Xylemsaftes leichter erkennbar wire und eine noch genauere
Messung des Wasserpotentials ermdglichen wiirde.

Ebenso konnte der Versuch in normalen Pflanzgefdf3en stattfinden, was den Umgang mit

den Pflanzen, das Eintopfen und das Herausnehmen der Pflanzen erleichtern wiirde.
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Anhang

Die Zusammensetzung und Herstellung der Losungen, die fiir den ELISA-Test
verwendet wurden, sind im folgenden Abschnitt aufgelistet. Die Mengen und

Bearbeitungsschritte wurden Asch (2000) entnommen.

ABA-4'-BSA-Konjugat
Fiir die Herstellung des ABA-4"-BSA-Konjugat wurden unter anderem Abscisic acid-4-
tyrosolhydrazon und p-amminohippuracid-BSA (PAR) benotigt. Die

Zusammensetzunge und Schritte fiir die Herstellung werden hier nicht erldutert.

Das gefriergetrocknete ABA-4"-BSA-Konjugat (7 mg) wurde in 1 ml
Natriumhydrogencarbonatlosung (pH 9,6) gelost und bei -20 °C in 60 pl Aliquots
gelagert.

Fir die Verwendung in ELISA wurden 60 pl der Stock solution in 120 ml

Natriumhydrogencarbonatlosung und in 20 ml Aliquots gelagert.

Puffer 1

6,05 g Tris[hydroxymethyl]Jaminomethan (TRIZMA), Magnesiumchloridhexahaydrat
(0,2 g) und Natriumchlorid (88 g) wurden unter standigem rithren in Wasser gelost und
mit Salzsdure (37%ige HCIl) ein pH-Wert von 7,8 eingestellt. Die Losung wurde
anschliefend in zehn 100 ml Gefdfle aufgeteilt und bei -20 °C eingefroren. Fiir die
Verwendung muss der Puffer 1 aufgetaut werden und mit Wasser auf eine Menge von

einem Liter aufgefiillt werden.

Puffer 2 (Wasch-Puffer)
Zu Puffer 1 wurde 1 g BSA und 0,5 g des Tween 20 gegeben und mit H,O auf einen
Liter aufgefiillt, das Ganze kann bei -20 °C gelagert werden. Bevor es verwendet werden

kann, muss es auf Zimmertemperatur aufgewarmt werden.

Phosphat-Puffer (PBS)
Benotigt fiir die Herstellung des Antikorper-Puffer fiir MAC 252.
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1,7249 g Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO4) wurde mit Wasser auf ca. 200 ml
aufgefiillt. Um den pH 6 einzustellen, wurden ca. 30 ml Na,HPO, hinzugefiigt und auf
250 ml aufgefiillt. Nachdem der pH-Wert eingestellt wurde, kamen noch 1,461 g
Natriumchlorid (NaCl) hinzu. Das Ganze wurde bei -20 °C gelagert und kann bis zu

sechs Monate aufbewahrt werden.

Antikorper-Puffer

Fiir die Herstellung des Antikorper-Puffer wurden 100 ml des Phosphat-Puffers (PBS)
mit 0,4 g Polyvinylporrolidon (PVP) 40 und 0,5 g BSA vermengt und bei -20 °C
gelagert.

Stock solution MAC 252

987,5 ul des Antikorper-Puffers mit 12,5 pl des MAC 252 Antikdrper in ein 1,5 ml
grofles Eppendorf-Gefal3 pipettieren und auch bei -20°C lagern. Mit dieser angegebenen
Menge konnte man zwanzig 1,5 ml Eppendorf-Gefille befiillen. In ELISA wurden
jedoch verdiinnte 1. Antikorper bendtigt. Fiir die Verdiinnung wurden 1 ml der Stock

solution mit 100 ml des Antikorper-Puffer aufgefiillt und wieder bei -20 °C gelagert.
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