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Zusammenfassung

Die elektrische Signalweiterleitung ist ein zentrales Element der pflanzlichen Anpassung
auf eine sich verdndernde Umwelt oder auftretende Stressfaktoren. Dafiir finden sowohl
langsamere Variations- als auch schnellere Aktionspotentiale Verwendung.

Fiir die Analyse des Einflusses elektrischer Signale auf mikroskopischer und makroskopischer
Ebene wurde im ersten Teil dieser Arbeit ein sogenannter Rotationsversuch durchgefiihrt.
Dabei wurden unterschiedliche Arten verholzender Cs (Mimosa pudica und Acer pseudo-
plantanus) und nicht verholzender C4 (Zea mays) Photosynthese betreibender Pflanzen
untersucht. Diese wurden mehrmals tédglich fiir 15 Minuten rotiert. Es wurde beobachtet,
dass die physiologischen Veranderungen dem Reiz der Thigmomorphogenese mit vermin-
dertem Wuchs entsprachen und wihrend der Rotation waren elektrische Signale messbar.
Das rotierte Gewebe zeigte einen geringeren Stickstoffgehalt. Zusétzlich war durch die
Rotation eine Reizadaption bei den Mimosa pudica Pflanzen zu beobachten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das Thema der Signalverarbeitung simultaner unter-
schiedlicher Stimuli an Zea mays (C4) und Glycin maz L. (C3) nidher betrachtet. Diese
Getreidearten sind besonders fiir die Welterndhrung relevant. Als Reize wurden die Wie-
derbewésserung nach Trockenstress (bei Bodenwassergehalten von 10 % — 20 %,) der
Hitzestimulus sowie beide Stimuli in Kombination betrachtet. Dabei wurden im Besonde-
ren Spurenelement- und Néhrstoffzusammensetzungen, physiologische und makro- und
mikroskopische Aspekte untersucht sowie Transmissionsmessungen im Terahertz Bereich
vorgenommen, um sich ergebende Unterschiede analysieren zu kénnen. Die Transmission
zeigte nach Wiederbewésserung zunachst eine Zunahme des Wassergehaltes im Blattge-
webe, der darauffolgende Hitzestimulus sorgte fiir eine kurzzeitige erneute Abnahme. Im
Gaswechsel konnten geringe Unterschiede zwischen beiden Spezies beobachtet werden. Zu-
sammenfassend nahm nach dem Hitzestimulus die Netto COo Aufnahmerate, die stomatére
Leitfahigkeit und die Transpirationsrate ab. Im Gegensatz dazu stiegen die zuvor genannten
Parameter nach der Wiederbewéasserung mit vorangegangenen Trockenstress. Insgesamt
erschien die Kombination beider Stimuli im Vergleich zu dem jeweiligen Einzelreiz als
Verkniipfung der zuvor beobachteten Antworten der Netto COo Aufnahmerate, stomatiren

Leitfdhigkeit und Transpiration, sodass es zunéchst zu einem Riickgang der Parameter
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mit anschlieBendem Anstieg kam. Die intrazellulire COy Konzentration verlief immer
entgegengesetzt. Auf elektrophysiologischer Ebene traten starkere Unterschiede zwischen
Glycine max L. und Zea mays auf. Glycine reagierte sowohl auf die Wiederbewésserung
als auch auf den Feuerreiz mit Hyperpolarisation, die sich in Kombination beider Reize
verstarkte und zeitlich verlangerte. Bei Zea war bei der simultanen Stimulation eine
Hyperpolarisation (Hitzestimulus) mit anschliefender Depolarisation (Wiederbewésserung)
zu beobachten. Die Wachstumsversuche zeigten keine eindeutigen Tendenzen durch die
verwendeten Stimuli in den untersuchten Spezies, sodass in Bezug auf die Biomasse und
den C/N Gehalt keine deutlichen Unterschiede gefunden wurden. Es traten unterschied-
liche Elementkonzentrationen durch die Stimuli auf, dabei war besonders die erhéhte

Natriumkonzentration gegeniiber der positiven Kontrolle auffillig.



Abstract

Electrical signal transmission is a central element of plant adaptation to a changing
environment or emerging stress factors. Slower variation as well as faster action potentials
occured in the following cases.

For the analysis of the influence of electrical signals on microscopic and macroscopic levels,
in the first part of this work a so-called rotation experiment was performed. Different plant
species of lignifying with C3 photosynthesis, Mimosa pudica and Acer pseudoplantanus, and
non-woody C,4 photosynthesis plant Zea mays were investigated. These were rotated several
times a day for 15 minutes. It was observed that the physiological changes correspond
to the stimulus of thigomorphogenesis with diminished growth. Electrical signals were
measurable during rotation. No changes at the cellular level were detected. The rotated
tissue showed a lower nitrogen content. In addition, a stimulus adaptation of the Mimosa
pudica plants could be observed due to the rotation.

In the second part of this thesis the topic of signal processing of simultaneous different sti-
muli on Zea mays (C4) and Glycine maz L. (C3) was analyzed in more detail. These plants
are particularly relevant for world nutrition. The following stimuli were used: reirrigation
after drought stress (at soil water contents of 10% up to 20%), heat stimulus triggered by a
lighter for 3 sec, and both stimuli in combination. In particular, trace element and nutrient
compositions, physiological and growth aspects as well as transmission measurements in
the terahertz range were carried out in order to be able to analyze the resulting differences.
The transmission after reirrigation showed first an increase of the water content in the leaf
tissue, the following heating provided for a brief renewed decrease. In the gas exchange
small differences between the both species could be observed. In summary, the net COs9
uptake rate, stomatal conductivity and transpiration rate decreased after the heat stimulus.
In contrast, the aforementioned parameters increased after reirrigation with previous
drought stress. Overall, the combination of both stimuli in comparison to the respective
individual stimuli appeared to be a combination of the previously observed responses
of the net CO5 uptake rate, stomatal conductivity and transpiration, so that initially
there was a decrease in the parameters followed by an increase. The intracellular COq

concentration showed always a contrary development. On the electrophysiological level
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there were stronger differences between Glycine max L. and Zea mays. Glycine responded
to both reirrigation as well as heat stimulation with hyperpolarization, which was amplified
and prolonged over time in combination of both stimuli. In Zea, simultaneous stimulation
was accompanied by a hyperpolarization (heat stimulus) with subsequent depolarization
(reirrigation). The growth experiments did not show any clear tendencies due to the
stimuli used in the studied species, so that in relation to biomass and C/N content no
significant differences were found. Different element concentrations occurred due to the
stimuli, especially the increased sodium concentration compared to the positive control

was conspicuous.
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KAPITEL 1

Einleitung

Die Signalweiterleitung ist fiir Pflanzen essentiell, um auf entwicklungsbedingte Stimuli
oder biotische sowie abiotische Stressfaktoren schnell reagieren zu kénnen. Neben den
Phytohormonen bilden elektrische Signale einen wesentlichen Bereich bei der Signalweiter-

leitung.

Das Wissen zur elektrischen Signalweiterleitung im pflanzlichen Gewebe hat sich in den
letzten Jahren stark vertieft. Mittlerweile ist bekannt, dass die phloem-mobilen Signale fiir
den Wasserhaushalt, die Photosynthese und die Respiration von Bedeutung sind. Dabei
treten sowohl langsamere Variations- als auch schnellere Aktionspotentiale auf. Allerdings
bleiben noch viele offene Fragen bestehen, welche besonders das pflanzliche Wachstum
und die Signalverarbeitung betreffen. Eine Erforschung dieser ist unabdingbar, um ein
Verstandnis der Pflanzen als Gesamtbild zu erhalten und langfristig mit dem von der
Menschheit vielfiltig genutzten Reich der Plantae zu leben. An dieser Stelle setzt das
Forschungsvorhaben an. Es soll eine Analyse des Einflusses elektrischer Signale auf das

Pflanzenwachstum und die Signalverarbeitung liefern.

1.1 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist, die Kenntnisse zu anatomischen und physiologischen Reaktionen
elektrischer Signale zu vertiefen und deren Funktionen zu entschliisseln.

Die konkreten Ziele gliedern sich in folgende Aspekte:

e Untersuchung des Einflusses der Signale auf physiologischer Ebene
Es wurde zuvor gezeigt, dass die Photosynthese durch Hitzestimuli beeinflusst werden
kann. Eine weitere Untersuchung des Einflusses simultaner, durch Wiederbewésserung

und Hitze ausgeloster Reize sollte iiberpriift werden.
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e Uberpriifung unterschiedlicher Signaltypen im Zusammenspiel
Dabei sollten im Besonderen die Messung und Induktion von Variations- und Akti-
onspotenzialen, wihrend des pflanzlichen Wachstums analysiert werden. Es soll eine
Unterscheidung zwischen lokaler und Langstrecken-Signalweiterleitung im pflanzli-

chen Gewebe sattfinden.

e Betrachtung der Einfliisse auf makro- und mikroskopischer Ebene
Eine anatomische Untersuchung sollte durch die mikroskopische Betrachtung der
zelluldren Strukturen nach Einfluss von elektrischen Signalen mittels Mikrotom-

Schnitten und Gewebestrukturfirbungen durchgefithrt werden.

e Analyse von relevanten Metaboliten der Signalweiterleitung
Auf biochemischer Ebene sollte eine quantitative Analyse von Metaboliten und
Tonen erfolgen, um Aufschliisse iiber die stoffwechselphysiologische Bedeutung der

Signalweiterleitung zu erlangen.

In Abbildung 1.1 sind die jeweiligen Experimentblocke zusammenfassend mit der Idee des

Versuches, Funktion und Analyseart dargestellt.

‘ Singulére Reizverarbeitung]‘ Simultane Reizverarbeitung }
< \ersuch
Rotationsversuch Stimulation durch Hitzereiz und/ oder
* Wiederbewasserung (in Kombination)
[ i
- Ebene
Mikroskopische Elektrische Physiologie Metabolite Makroskopische
Strukturen Signale \kranderungen
des Wuchses

<{Analyseart

Gefarbte
Gewebestrukturen

Temperaturmessungen

Potenzialmessungen
*

Durchmesser &
Elementaranalyse Hohe *
*

Fotografie
& Videos *

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung zu den Untersuchungen der Reizverar-

beitung. In der ersten Ebene ist der Versuch dargestellt. In der zweiten
Ebene auf welchem Level dieser untersucht werden sollte. In der letzten Ebe-
ne die dafiir verwendete Analyseart. Mit * sind Analysearten gekennzeichnet,
die ebenso im Rotationsversuch Verwendung fanden.
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Fiir die Analyse des Einflusses elektrischer Signale auf mikroskopischer und makro-
skopischer Ebene werden im ersten Teil dieser Arbeit ein sogenannter Rotationsversuch
durchgefiihrt. Dabei werden unterschiedliche Arten verholzender und nicht verholzender
Pflanzen untersucht sowie Spezies, die C3 oder C4 Photosynthese betreiben.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird das Thema der Signalverarbeitung simultaner unter-
schiedlicher Stimuli ndher betrachtet. Dabei werden im Besonderen Spurenelement- und
Nahrstoffzusammensetzungen, physiologische und makro- und mikroskopische Aspekte

untersucht, um sich ergebende Unterschiede analysieren zu kénnen.






KAPITEL 2

Anatomische und physiologische Grundlagen

Fiir ein besseres Verstédndnis der gesamten Dissertationsschrift werden im Folgenden
theoretische Grundlagen zu anatomischen und physiologischen Aspekten der pflanzlichen

Lebensvorginge dargelegt.

2.1 Blattaufbau

Die Blatter bilden eines der drei Grundorgane (Wurzel und Spross/Stéangel) der Pflanzen
und werden in Epiphyll (Oberblatt) und Hypophyll (Unterblatt) unterteilt. Das Hypophyll
besteht aus dem Blattgrund und den eventuell auftretenden Nebenblidttern. Das Epiphyll
hingegen wird aus der Blattspeite und dem Stiel gebildet.

Der Blattaufbau gliedert sich von oben nach unten in die Cuticula (C), Epidermis (E),
Palisadenparenchym (P), Leitbtindel (L), Biindelscheide (Bii), Schwammparenchym (Sc)
(nur C3), Mesophyllzellen (M) (nur Cy4), Epidermis mit Stomata (St) und die Cuticula
(Abb. 2.1). Ebenso wie Cy4 Blétter verfiigen auch Cs Blétter iiber Biindelscheidenzellen
und Leitbiindel (nicht dargestellt), diese sind aber im Vergleich wesentlich kleiner als bei

den C4 Blattern und nicht von einer Kranzanatomie der Mesophyllzellen umgeben.



6 2 Anatomische und physiologische Grundlagen

Abbildung 2.1: Blattaufbau. (A) C; Blattaufbau (lizenzfreie Abbildung verdndert nach
(V44020001, 2009)) (B) C4 Blattaufbau Zea mays (lizenzfreie Abbildung
verdndert nach (Shi, 2013)). Indices: Cuticula (C), Epidermis (E), Palisaden-
parenchym (P), Leitbiindel (L), Biindelscheide (Bii), Schwammparenchym
(Sc), Mesophyllzellen (M), Stomata (St).

2.1.1 Stomata

Es gibt unterschiedliche Formen der Stomata-Anordnung auf den Blattseiten. Als hyposto-
matisch bezeichnet man die hiufigste Form, in der die Stomata auf der Blattunterseite
zu finden sind. Diese Position bietet einen Schutz vor direktem Sonnenlicht. Seltener ist
eine Ausbildung auf der Blattoberseite (epistomatisch) vorhanden, wie zum Beispiel bei
Seerosen. Eine beidseitige Ausbildung der Stomata wird als amphistomatisch deklariert.
Diese tritt bei Griisern (z. B. Mais) und Nadelbdumen auf. Das Offnen und Schlieflen der

Stomata beruht auf verschiedenen Ionenfliissen.

Beispielsweise schlieBt die Phoeniz dactylifera (echte Dattelpalme) ihre Stomata durch
einen Nitrat-regulierten Anionenkanal, dabei ist, genauso wie beim Mais (Raschke und
Fellows, 1971), das Chlorid das Gegenanion zum Kalium Kation (Miiller et al., 2017).

Cowan und Farquhar setzten 1977 als Grundhypothese voraus, dass Wachstum und Ent-
wicklung der Assimilation entspricht und tiber die Stomata moglichst wenig Wasser fiir den
aufgenommenen Kohlenstoff im tageszeitlichen Verlauf transpiriert werden soll. Laut der
Wassernutzungseffizienz von Meryta sinclairii wird pro transpiriertem pmol HoO durch-
schnittlich 0,093 pmol CO2 bei 25°C und 400 ppm COq fixiert (Kirkham, 2005). Cowan
und Farquhar empfanden eine Anpassung daran als optimal, beobachteten aber zeitgleich,
dass Wasserdampf ca. 1,6-mal schneller durch die Stomata diffundiert als COz (Cowan
und Farquhar, 1977). Sie sahen die stomatare Funktion und Anpassung als ausgereifter

als die der Gesamtpflanze und nannten als Beispiel Prunus ameniaca in der Wiiste Negev
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(Israel).

Der Spaltoffnungsapparat besteht aus den SchlieB3- und Nebenzellen, letztere liefern die
Ionen und das Wasser fiir den Mechanismus. Die Offnung der Stomata erfolgt generell
durch eine Erhéhung des Turgors der Schliefizellen durch die Aufnahme von verschiede-
nen Kationen und Anionen. Wenn photosynthetisch nutzbares Licht auf das Blatt trifft,
werden iiber die ATPase Protonen (H') in den Apoplasten transportiert. Das dadurch
resultierende Konzentrationsgefille (niedriger pH-Wert, potentia Hydrogenii (pH)) sorgt
fiir die Offnung der Kaliumkanéle, was einen Einstrom von KT initifert (Evert et al., 2009).
Die Ladung gleichen Malat und/oder C1~ in den Zellen aus. Aufgrund des osmotischen
Potenzials stromt Wasser nach. Diese Turgordruckerh6hung sorgt fiir ein Anschwellen und
Offnen der SchlieBzellen. Dies hat letztendlich eine Offnung der Stomata zur Folge.

Bei Wassermangel kommt es zu einer hydroaktiven SchlieBung der Stomata durch Abs-
cisinsédure. Diese wird durch ein reduziertes Wasserpotenzial in den Wurzeln zunehmend
gebildet und induziert eine bessere Permeabilitit des Plasmalemmas der Schliefizellen der
Blitter. Dadurch wird der Ausstrom von K* und zwangsliufig Wasser ermoglicht, was
wiederum ein Schlieflen der Stomata bedingt (Matyssek et al., 2010).

Im Rahmen von Blattverwundungen und Trockenstress spielt auch der sogenannte Iwanow-
Effekt eine Rolle. Dieser beschreibt die hyropassive Stomataéffnung durch plétzlichen
Turgorverlust der umliegenden Epidermiszellen (Weiler und Nover, 2008).

Von Chaves et al. (2002) wurde zusammengefasst, dass stomatére Reaktionen oft enger
mit dem Feuchtigkeitsgehalt des Bodens als mit dem Blattwassergehalt zusammenhéngen
(Chaves et al., 2002).

2.2 Photosynthese

Die Photosynthese ermoglicht es den heterotrophen Organismen auf der Erde zu {iberleben
(Weiler und Nover, 2008). Bei diesem Stoffwechselweg werden mittels Lichtenergie aus
CO. unter Spaltung von H,0 Kohlenhydrate und molekularer Sauerstoff (02) gebildet. Die

Formel der Photosynthesereaktion entspricht:
6 COg + 12 HoO + Licht = CgH1206 + 6 O2 + 6 HoO (Liittge et al., 2010)

Die Photosynthesereaktion umfasst dabei zwei Abschnitte: Die Lichtreaktion und den Cal-
vin Zyklus. Die Lichtreaktion findet in den Thylakoiden des Chloroplasten statt und liefert
die reduzierten Co-Substrate und das ATP fiir den im Stroma ablaufenden Calvin-Zyklus,
der die Assimilation der Reaktion darstellt (Weiler und Nover, 2008) (Purves et al., 2006).
Der Lichtsammelkomplex ist mafigeblich an der Lichtreaktion beteiligt, indem er die

Photonen absorbiert. Das im Reaktionszentrum befindliche Chlorophyll des Photosystem
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IT erfahrt eine Anregung, dadurch wird ein Elektron auf die Elektronentransportkette
iibertragen. Durch die Spaltung von HyO in O3 und 2H™ und Elektronen wird der Elektro-
nenmangel gespeist (Xiong und Bauer, 2002). Die Elektronentransportkette transportiert
das Elektron zum Photosystem I. Dort wird die NADPT-Reduktase betrieben und zusétz-
lich durch die Elektronentransportkette ein chemischosmotischen Protonen-Gradienten
Protonen im Thylakoidlumen erzeugt. Dieser ermoglicht die Adenosintriphosphat (ATP)-
Synthese.

Direkt an die Lichtreaktion ist der Calvinzyklus zur Bildung der Kohlenhydrate aus COq
im Stroma angeschlossen. Dabei werden die vorher gebildeten Reduktionsiquivalente
(ATP, NADPH und H') verbraucht. Die Reaktion wird durch das Kohlenstoff-fixierende
Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RubisCO) katalysiert. Das erste
Produkt dabei ist 3-Phosphoglycerat (3PG). Im zweiten Schritt, der die Reduktion und
Zuckersynthese umfasst, wird 3PG zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat (G3P) unter Verbrauch
der Reduktionsédquivalente reduziert. Nach 3 Zyklen kann % des G3P fiir die eigentlichen
Kohlenhydratsynthese verwendet werden. Die anderen % dienen im finalen Schritt zur
Regeneration von Ribulose 1,5 bisphospat (RuBP) aus Ribulosemonophosphat (RuMP)
unter ATP Verbrauch (Purves et al., 2006).

FEine stiarkere Lichteinstrahlung bedingt eine héhere Photosyntheserate am COy Sét-
tigungspunkt. Die Séttigung tritt durch die Limitation der Reduktionsédquivalente ATP
und NAD(P)H und H™ ein.

Am Lichtkompensationspunkt kommen drei Prozesse zusammen. Zum einen die reelle
Phototsynthese, welche nur im Licht stattfindet. Zum anderen die Photorespiration und
letztendlich die Atmung.

Laut Chee et al. erzeugt der Photosyntheseprozess in Pflanzen zahlreiche Bioenergiequellen.
Es wurde festgestellt, dass der aus Pflanzen erzeugte Strom unter Sonnenlicht im Vergleich
zum dunklen Zustand deutlich zunahm. Dies zeigt, dass der Photosyntheseprozess die
Stromaktivitat in der Pflanze erhoht (Chee et al., 2016).

2.2.1 C3 Photosynthese

Die C3 Photosynthese ist die am weitesten verbreitete Form der Photosynthese (Abb. 2.2).
Der Ablauf dieser wird ausfithrlich in Kapitel 2.2 beschrieben.
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C; Photosynthese

CO; f 7 \\
Calvin-
Cco, Zyklus
02
CO;
L Chloroplast
CO; —p CO; S <
M hylizell

Abbildung 2.2: C3 Photosynthese. C3 Photosynthese (Abbildung erstellt auf Grundlage
der lizensierten Abbildung verdndert nach (Yikrazuul, 2011)).

Sie zeichnet sich durch eine erhéhte Photorespirationsrate aus. Der primére CO5 Akzeptor
und zeitgleich das fixierende Enzym RubisCO agiert sowohl als Oxygenase als auch
als Carboxylase. Die Fixierung von COg lauft 10-fach bevorzugt ab, dabei entsteht 3-
Phosphoglycerat (3PG). Allerdings ist die Affinitét der Reaktion nur durchschnittlich. Die
Reaktion findet in den Mesophyllzellen des Blattes der jeweiligen Pflanze statt. Bei der
Fixierung in den Chloroplasten einer Art miissen viele Widersténde iiberwunden werden

(Purves et al., 2006), z. B. die innere und &uflere Chloroplastenmembran.

2.2.2 C4 Photosynthese

Hohe Temperaturen begiinstigen die Photorespiration in der C3 Photosynthese, sodass die
evolutionar angepasste C4 Photosynthese (Abb. 2.3) fiir warme Klimate ca. 30 Millionen

Jahren vor unserer Zeit (im Oligozén) entstand (Sage und Stata, 2015).
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C4 Photosynthese

N
C°2 ANADP-MDH ~ \
/\ g ~ Calvin
CO; NADPH/H* NADP* NADP* Zyklus
0, PEPC Chloroplast NADP-ME
HCO3- AMP AT‘P NADPH/H*
L.
CA“ PEP<—rpk "Y' Pyr Chloroplast
CO; —
Mesophyllzelle Bundelscheidenzelle /

Abbildung 2.3: C; Photosynthese. Die Beschriftung entspricht: Phosphoenolpyru-
vat (PEP); Oxalacetat (OA); Malat (M); CA (a-Carboanhydrase);
Pyruvat (Pyr); PEP-Carboxylase (PEPC); Pyruvat-Phosphat-Dikinase
(PPDK); NADP-abhéngige Malatdehydrogenase (NADP-MDH) und NADP-
abhéngiges Malatenzym (NADP-ME)(lizensierte Abbildung verdndert nach
(Yikrazuul, 2011)).

Die Photorespiration tritt nur maginal bei der C4 Photosynthese auf, da der primére

COgy Akzeptor die Phosphoenolpyruvatcarboxylase (kurz: PEP-Carboxylase) ist und
gleichzeitig als fixierendes Enzym neben der RubisCO wirkt. Dabei hat die PEP eine hohe
Affinitét fiir COq. Die Reaktion ist rdumlich getrennt im Cytosol durch die Fixierung in
den Mesophyllzellen als Oxalacetat und anschliefender Umwandlung und Weiterleitung
als Malat in die Biindelscheidenzelle, in der der Calvin-Zyklus ablduft (Purves et al.,
2006). Biindelscheidenzellen sind einer sogenannten Kranzanatomie angeordnet, d. h. diese
umschlieflen kranzférmig das Phloem (siche Abb. 2.1 B).
Insgesamt wurden mittlerweile ca. 8100 C4 Arten gefunden, von denen 5044 zu den
StiBgrasern, 1322 zu den Sauergriasern und 1777 zu den Eudikotyledonen zdhlen (Sage,
2017). Laut Sage (2017) gehen diese auf 61 unabhéngige Linien der C4 Photosynthese
zuriick.

In dieser Arbeit wurde das Siifigras Zea mays untersucht.

2.3 Wasserhaushalt

Im Rahmen dieser Arbeit werden Pflanzen héufig in einen Trockenstresszustand versetzt
und untersucht. Da der Wasserhaushalt und damit einhergehend das Wasserpotenzial
der entscheidende Faktor fiir den Stoffwechsel der Pflanze ist. Wasser ist im pflanzlichen
System permanent im Fluss durch die Transpiration, Wiederaufnahme und Weiterleitung.

Der Wasserhaushalt ist zu definieren als:
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Wasserhaushalt = Adsorption - Transpiration

Durch ein ungleiches Wasserpotenzial entsteht eine Saugspannung. Dieses kann durch
ein Tensiometer gemessen werden. Dabei entsprechen die hPa der mbar Angabe. Larcher
beschrieb 2001, dass der Wassertransport in Richtung des negativerem/niedrigeren Was-
serpotenzials in einem thermodynamischen Gleichgewicht erfolgt.

Durch den Wasserverlust nimmt das Volumen der Vakuole ab. Sollte der Turgornullpunkt
erreicht werden, kann die Zellwand nicht noch weniger Druck auf den Protoplasten ausiiben
und somit nicht weiter zusammenfallen (Larcher, 2001), sodass es zur Grenz-Plasmolyse
kommt. Bei dieser 16st dich der Protoplast von der Zellwand ab (Matyssek et al., 2010).
Bartlett et al. (2012) zeigten, dass es der Turgordruck ist, der die Welkebildung bestimmt.
AuBerdem beschrieben die Autoren, dass die Anpassung der Elastizitdt und des Sklerophyll
(Hartblattrigkeit) die Dehydration verhindern und zusétzlich vor niahrstoff-, mechanischem
und pflanzenfressendem Stress unabhéngig der Diirretoleranz schiitzen (Bartlett et al.,
2012).

Meist entsteht ein Wasserdampfdruckdefizit zwischen der Blattoberfliche und der Luft, da
die Erwiarmung der Blattoberfliche eine schnellere Verdunstung und somit einen steileren
Dampfdruckgradienten zur Folge hat. Das Blattwasserpotenzial hdngt von dem im Blatt
vorhandenen cuticuldren und stomatéren Diffusionswiderstdnden ab, dabei gibt es einen
linearen Zusammenhang zwischen der Blattleitfihigkeit und dem Offnungsgrad der Stoma-
ta. (Larcher, 2001)

Die cuticulire Transpiration gibt Larcher (2001) fiir ,zarte Blitter mit 10 mmol m~2 s~!

~15 mmol m~? s~! und fiir Blitter und Nadeln mit 0,5 mmol m™2 s~ ~3 mmol m~2 s~!

an. Zusétzlich spielt die stomatére Verteilung fiir Diffusionsgeschwindikeit eine zentrale
Rolle und ist bspw. bei Zea mays serial angeordnet.

Als letzter Aspekt ist flir den Wasserhaushalt die Verfiigbarkeit von Wasser im Boden
ausschlaggebend. Das Wasser im Boden liegt als (gebundenem) Haft- und (freien) Senk-
wasser vor. Die Wurzeln weisen ein negatives Wasserpotenzial auf, um Haftwasser fir
die Pflanze nutzbar machen zu kénnen. Der Wassersdttigungsgehalt des Bodens wird als
sogenannte Feldkapazitit bestimmt und ist ansteigend in der Reihe von Sand, Lehm, Ton,
Rohhumus (Larcher, 2001). Die Wurzeln von Kulturpflanzen humider Regionen erzeugen
Saugspannungen von -1 MPa bis -2 MPa die von Wechselfeuchtenpflanzen (Mesophyten)
bis zu -4 MPa. Der Wurzelwassertransport kann initial zwei unterschiedliche Wege nehmen:
Erstens den protoplastischen Pfad von der Zellkette iiber das Rindenparenchym bis zum
Zentralzylinder und zweitens den apoplastischen Pfad zwischen der Zellwand bis zur
Endodermis, ab dieser dann im Weiteren symplastisch. Das Wurzelwachstum an sich ist
bei flachgriindigen, verdichteten oder nassen Béden behindern und bei kalten Béden sogar

verzogert (Larcher, 2001).



12 2 Anatomische und physiologische Grundlagen

Fiir Weiterleitung/spezifische Leitfahigkeit des durch die Wurzel aufgenommenen Wassers
wird das Gesetz von Hagen-Poiseuille angewendet. Dieses beschreibt, dass bei einer Verrin-
gerung des Gefdafiradiusses die FlieBgeschwindigkeit um den Exponent 4 dieses abnimmt

durch die potenzierte Zunahme der Reibung;:

Q: mxrd % P1—P2
8u l

Dabei entspricht Q: FlieBgeschwindigkeit durch das Gefafl (V/t), p: dynamische Zahigkeit
der stromenden Fliissigkeit, r: Radius des Gefdfles, p1/p2: Druckdifferenz zwischen Anfang
und Ende des Gefafles, I: Liange des Gefafles (verdndert nach https://www.spektrum.de/
lexikon/physik/hagen-poiseuillesches-gesetz/6267; 03.04.2019, 11:40).

2.4 Circadianer Rhythmus

Viele Prozesse in der Pflanze werden durch den circadianen Rhythmus gesteuert. Zum
Beispiel zeigten Dziubinska et al (2003), dass die Ethylenemission einen klaren circadianen
Rhythmus abhéngig vom Dunkel-/Hellverhéltnis folgt (Dziubinska et al., 2003). Dabei
wurde Ethylen am meisten nach einer Dunkelperiode mit einer anschlieBenden Belichtung
von 3 bis 6 Stunden emittiert. Die Ethylenproduktion fand ihr Minimum nach 9 bis 12
Stunden Belichtung.

Volkov et al. (2011) konnten an Clivia miniata (Klivie) mithilfe von spannungsgesteuerten
Tonenkanélen zeigen, dass Tag und Nacht gespeichert werden, sodass bei Dauerlicht eine
Erhohung des Eingangswiderstandes auf den Nachtzeitwert erfolgt (Volkov et al., 2011).
In einer darauffolgenden Studie von 2012 wurden die Ergebnisse fiir die Aloe Vera (echte

Aloe) und Mimosa pudica Pflanzen reproduziert (Volkov et al., 2012).

2.5 Nahrstoffe

Die Makronéhrstoffe sind diejenigen, die zum einen iiberlebenswichtig fiir die Pflanze sind
und zum anderen in grofieren Mengen gebraucht werden: Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H),
Sauerstoff (O), Stickstoff (N), Phosphor (P), Kalium (K), Calcium (Ca), Magnesium (Mg),
Schwefel (S) und Eisen (Fe).

Die Mikrondhrstoffe werden nur in geringen Mengen im Vergleich zu den Makronéhrstoffen
gebraucht. Ein Mangel oder Uberschuss dieser Spurenelemente (Chlor (C1) (Regulation
Schliezellen), Mangan (Mn) (Katalysator HoO Spaltung Photosystem II; Chloroplas-
tenstrukturstabilisierend, Nucleinsauresynthese), Zink (Zn) (Co-Faktor; Metalloenzyme),
Kupfer (Cu)(Atmungskette (Endoxidase), Plastocyanin), Bor (B) (Meristemfunktion, Pol-
lenschlauchwachstum, Kohlenhydrattransport und Stoffwechsel), Molybdén (Mo) (Cofaktor
der Nitrogenase und einiger Metalloenzyme (Nitrat-Reduktase), Molybdopterin)) fithrt


https://www.spektrum.de/lexikon/physik/hagen-poiseuillesches-gesetz/6267
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aber ebenso zu krankhaften Verdnderungen des pflanzlichen Gewebes.

Die Funktion der unterschiedlichen Elemente ist vielfdltig und soll kurz, wenn auch nicht
umfassend vorgestellt werden (Bresinsky et al., 2008)(Weiler und Nover, 2008) (Purves
et al., 2006) (Liittge et al., 2005):

o Wasser

Das ,,biologische Losungsmittel®.

e Kohlenstoff

Alle organischen Verbindungen.

e Sauerstoff
Viele organische Verbindungen; erhéht die Polaritéat bei z. B. Zucker oder organische

Sauren.

o Stickstoff
Wachstum, Bildung der DNA-Basen sowie Chlorophyll. Bestandteil: Co-Enzyme;

Aminosduren und Protoplasma.

e Phosphat
Proteine und Enzyme, Phosphat-Riickgrat der DNA, Energietibertragung (ATP),
Zellwénde (Strukturproteine), Phosphorylierung.

e Kalium
Regulation Spaltoffnungsapparat, Membranpotentiale, Osmoregulation, Enzymakti-
vitit (Photosynthese und Nitrat-Reduktase). Gegenion: C1™; Synergisten: Nat und
NH .

e Calcium
Signalmolekiil, Membranstruktur, Zellteilung, Entwicklungsprozesse (z. B. Zellwand-
synthese), Vernetzung der Zellwand und Mittellamelle, Behebung von Stressschiaden
(Lautner und Fromm, 2010). Antagonist: K*; Mg?". Enzymaktivator (Amylase und
ATPase) und Cofaktor, Regulation der Streckung.

e Magnesium
Chlorophyll Bestandteil, Ribosomen, Enzymaktivator; Photosynthese Phosphattrans-
fer. Antagonist: Ca?t; Synergisten: Mn?t, Zn?*.

e Schwefel
Schwefelbriicken z. B. Glutathion, Proteine, Schutz. Bestandteil des Protoplasma

und von Enzymen.
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e Kisen
Oxydoreduktion, N-Stoffwechsel und Chlorophyllsynthese.

Entnommen aus (Liittge et al., 2005) (Purves et al., 2006) (Bresinsky et al., 2008)(Weiler
und Nover, 2008).

2.6 Pflanzenarten und Bedeutung

Die in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenarten haben jeweils eine grofie kulturelle, ernih-

rungswirtschaftliche oder wissenschaftliche Bedeutung und werden im Folgenden vorgestellt.

2.6.1 Acer pseudoplantanus

Acer pseudoplatanus, der Berg-Ahorn, gehort zu den Eudikotyledonen. Diese Art ist Teil
der Ordnung der Seifenbaumartigen (Sapindales) und stammt aus der Familie der Sei-
fenbaumgewdchse (Sapindaceae). Als Gattung gehort dieser zu den Ahornen (Acer). In
Mitteleuropa ist Acer pseudoplatanus die hdufigste Ahornart und besitzt somit eine kultu-
relle Bedeutung. Diese erfiillt auch umweltokologische Aspekte, durch die Larmminderung
sowie Feinstaub- und Treibhausgas-Reduktion (Schmidt und Roloff, 2009).

2.6.2 Glycine max L.

Ebenso gehort Glycine max L., die Sojabohne, zu den Eudikotyledonen und betreibt
eine C3 Photosynthese. Sie ist in der Ordnung der Schmetterlingsbliitenartigen (Fabales)
zu finden und Bestandteil der Familie der Hiilsenfriichtler (Fabaceae/Leguminosae). Die
Gattung ist hier Glycine. Fir die Stickstoffversorgung entwickelte sich eine sojaspezifische
Symbiose mit dem Knéllchenbakterium Bradyrhizobium japonicum (Heyland, 1996).

2011 wurde gezeigt, dass die frithsten Belege fiir Sojabohnen aus Nordchina von 7000
v. Chr. und aus Japan von 5000 v. Chr. stammen. Dabei sind die &dltesten Belege fiir grofle,
geziichtete Bohnen in Japan von 3000 v. Chr. zu finden (Lee et al., 2011). Heute besitzt
die Sojabohne ein grofies erndhrungswirtschaftliches Interesse. Sodass im Jahr 2018/19 das
Landwirtschaftsministerium der Vereinigten Staaten (USDA) eine weltweite Erntemenge von
ca. 355,2 Millionen Tonnen Sojabohnen prognostizierte (https://de.statista.com/statistik/
daten/studie/218940 /umfrage/produktionsmenge -von-sojabohnen-weltweit /). Dabei wer-
den 90 % als Sojaschrot fiir die Tierfutterproduktion eingesetzt und die restlichen 10 %

werden zu Sojadl fiir die Lebensmittelproduktion verarbeitet (Kohler, 2014).

Da unterschiedliche mit Soja durchgefiihrte Studien fiir die Vergleichbarkeit der gewonne-

nen Ergebnisse herangezogen wurden, bei denen nicht immer eindeutig benannt ist, ob es


https://de.statista.com/statistik/daten/studie/218940/umfrage/produktionsmenge-von-sojabohnen-weltweit/
https://de.statista.com/statistik/daten/studie/218940/umfrage/produktionsmenge-von-sojabohnen-weltweit/
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sich um Glycine maz L. handelte, sind die Forschungsergebnisse von Singh und Hymowitz
(1988) von Interesse. Sie zeigten, dass die kultivierte Sojabohnen Glycine maz (L.) Merr.
und die Wildsojabohne G. soja vermutlich ein dhnliches Genom besitzen, da durch die

Kreuzung beider Arten lebensfidhige F1 Hybride entstehen (Singh und Hymowitz, 1988).

2.6.3 Mimosa pudica

Mimosa pudica gehort der gleichen Ordnung und Familie wie Glycine maz L. an (Schmet-
terlingsbliitenartige (Fabales); Hiilsenfriichtler (Fabaceae/Leguminosae)), aber der Gattung
der Mimosen (Mimosa). Im Lehrbuch Strasburger wird die Mimose als ein pantropisches
Unkaut klassifiziert (Bresinsky et al., 2008).

Das Interesse an dieser Pflanze ist in keinster Weise erndhrungswirtschaftlich, da sie als
ungeniefibar, aber nicht giftig kategorisiert ist (Bresinsky et al., 2008). Die Besonderheit
der Mimose sind ihre seismonastischen Reaktionen auf Stimulation, welche bereits in
den 1960er Jahren detailliert untersucht wurden (Allen, 1969) (Sibaoka, 1969). Diese
machen die Reizweiterleitung optisch sichtbar. Dadurch wurde die Mimosa pudica neben
der Dionaea muscipula (Venusfliegenfalle) zu einer der Modellpflanzen fiir die elektrische

Signalweiterleitung in pflanzlichem Gewebe.

2.6.4 Zea mays

Zea mays L., der Mais, ist eine monokotyledone Pflanze. Sie gehort in die Ordnung der
Stilgrasartigen (Poales) zu der Familie der Siiigriaser (Poaceae) und in die Gattung Zea.
Das Wort Zea mays ist eine Kombination aus dem Altgriechischen ,,(ea®“ Zea. Dieses
steht fiir Dinkel, Spelt und dem Neulateinischem mays (Genaust, 2005). Mais ist eins
der wichtigsten Getreide der Welt. Dies spiegelt sich auch den Zahlen der USDA fiir
2018/19 wieder. Sie gehen von einer weltweiten Erntemenge von ca. 1,1 Milliarden Ton-
nen Mais aus (Quelle: https://de.statista.com/statistik/daten/studie/456592/
umfrage/erntemenge-von-mais-weltweit/).

Im Gegensatz zu Soja ist die Verwendungsmoglichkeit wesentlich vielfaltiger, sodass Mais
nicht nur bei Lebensmitteln und Kleidung, sondern auch als Plastikersatz und Treibstoff
eingesetzt wird (Frietsch, 2018).

2.7 Signalarten und -weiterleitung im pflanzlichen Gewebe

Es gibt viele unterschiedliche Reize, denen eine Pflanze ausgesetzt sein kann, besonders
durch ihre sessile Lebensweise, die eine Anpassung auf bestehende Bedingungen unabding-
bar macht. Die biotischen und abiotischen Stimuli kénnen spezifische Signale hervorrufen,

um eine Anpassung durch z. B. eine verdnderte Genexpression moglich zu machen.


https://de.statista.com/statistik/daten/studie/456592/umfrage/erntemenge-von-mais-weltweit/
https://de.statista.com/statistik/daten/studie/456592/umfrage/erntemenge-von-mais-weltweit/
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Beispielsweise wurde die Hypokotyllange bei Helianthus annuus (Sonnenblume) durch

osmotischen und Salzstress stark verkiirzt. Die Circumnutation nahm aufgrund des osmo-

tischen, aber nicht salzigen Stresses ab. Dies lésst auf eine unterschiedliche Modulation

durch beide Stressfaktoren fiir das Hypokotylwachstum und die Circumnutation schliefen
(Stolarz und Dziubinska, 2017).

Die moglichen Stressfaktoren sind in der nach Larcher 2001 verédnderten Tabelle 2.1

dargestellt.

Tabelle 2.1: Ausloser pflanzlichen Stresses. Auflistung verdndert nach (Larcher, 2001)
und ergénzt durch die Signalarten aus (Gallé et al., 2015). AP Aktionspotenzial;
VP Variationspotenzial

Abiotisch
Art
Strahlung

Temperatur

‘Wasser

Gase

Mineralstoffe

pH Verdnderungen
Mechanisch

Ausloser

Mangel; Uberschuss; UV; Blitz
(Gora und Yanoviak, 2015)

Hitze (VP); Kélte (AP); Frost

Luft- Bodentrockenheit; Uber-
flutung, Wiederbewésserung
(VP)

02 Mangel, Vulkanausbruch

Mangel; Uberschuss; Unausge-
wogen; Schwermetalle
Salinitdt; Aciditat; Alkalinitét

Wind (AP); Bodenbewegung;
Verschiittung; Schnee-/Eis-
Bedeckung

| siotisch
Art

Pflanzen
Schadlinge

Tiere

Anthropogen verur-
sacht

Ausloser

Konkurrenz; Allelopathie; Pa-
rasiten

Viren; Bakterien; Pilze; Insek-
ten

Fral (VP); Tritt (VP)

Immissionen, Agrochemikali-
en, Bodenverdichtung, Feuer,
Ionisierende Strahlung, Elek-
tromagnetische Felder

Die Signaliibertragung kann dabei durch Ionen oder Botenstoffe (bspw. Phytohormonen)

erfolgen.

2.7.1 Elektrische Signalweiterleitung

Darwin zeigte bereits, dass die Venusfliegenfalle auf Reize reagiert (Darwin, 1875). Neben

der Venusfliegenfalle ist eine weitere Modellpflanze Mimosa pudica, die fiir ihre elektri-

sche Signalweiterleitung durch nastische Bewegungen der Fiederblatter bekannt ist. Bei

dieser Art der Informationsverbreitung wird zwischen Aktions- und Variationspotenzial
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unterschieden. Das Aktionspotenzial scheint sich ohne Abnahme der Geschwindigkeit oder
Grofle zu verbreiten, wihrend die Signalstérke des Variationspotenzials mit der Entfernung
signifikant abnimmt (Stankovic et al., 1998). Dabei wird eine Verschiebung zu negativeren
Membranpotenzialen als Hyperpolarisation bezeichnet, wohingegen eine positive Verschie-

bung eine Depolarisation ist (Spalding, 2000).

Pflanzen stellen adhésive Kontakte her, die die Kommunikation von Zelle zu Zelle zwischen
den Wirtszellen organisieren, wenn diese mit Pathogenen, Parasiten und potenziellen
Symbionten belastet werden. Baluska et al. schlugen 2005 vor, dass diese Haftkontakte den
immunologischen Synapsen dhneln, die bei Tieren gefunden werden (Baluska et al.; 2005).
Laut Wildon et al. (1992) sind pflanzliche Zellen, die durch Plasmodesmen verbunden
sind, analog zu tierischen Epithelzellen, die durch Spaltverbindungen verbunden sind, zur
Weiterleitung von elektrischen Signalen fahig (Wildon et al., 1992).

Ebenso sah Krol et al. (2007) durch Versuche an Conocephalum conicum (Leberkraut) eine
starkere Analogie zwischen erregbaren Pflanzen- und Tierzellen durch das Vorhandensein
von echten Glutamatrezeptor (iGluR) in beiden Zelltypen (Krol et al., 2007).

Davies (1993) vergleicht bildlich die Weiterleitung durch Aktionspotenziale im tierischen
Nervensystem mit einem Telefon, bei dem nur der Empfinger beeinflusst wird. Im Gegen-
satz dazu setzt er elektrische Signale im pflanzlichen System mit einem Megaphon gleich,
das alle Gewebe zwischen Sender und Empfinger stimuliert (Davies, 1993). Gallé et al.
(2015) schlussfolgerten, dass verschiedene Stimulationstypen charakteristische elektrische
Signale auslosen, die jeweils einen spezifischen Einfluss auf physiologische Prozesse haben
(Gallé et al., 2015).

Pickard wies 1972 mithilfe von extrazellularen Elektroden nach, dass sowohl Ipomoea
(Prunkwinden), Pisum (Erbsen) als auch Xanthium (Spitzenkletten) beim Wuchs des
Sprosses spontane Potenziale unabhéngig der Lichtbedingungen generieren (Pickard, 1972).
Scherzer et al. entschliisselten 2017 den optisch sichtbaren Mechanismus der Venusflie-
genfalle beim Beutefang. Durch das Insekt werden die berithrungsempfindlichen Haare
innerhalb der Falle stimuliert, dies 10st elektrische Wellen aus. Diese dadurch ausgelosten
Aktionspotentiale bewirken ein schnelles Schliefen der Falle und aktivieren die sekreto-
rischen Funktionen der Driisen. Die Driisenzellen aktivieren Jasmonat-Signale, die die
Bildung von Sekretvesikeln férdern (Scherzer et al., 2017).

Die Ausbreitung elektrischer Signale erfolgt hauptséchlich in leitenden Biindeln (Vodeneev
et al., 2016).
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2.7.1.1 Aktionspotenziale

Laut der Redaktion von Pflanzenforschung.de werden durch ein pflanzliches Aktionspoten-
zial die Ladungen in der Zelle minimiert. Sie schlieflen daraus, dass evolutionir betrachtet
die Funktion eines Potenzials darin bestand, die im Meerwasser gelosten Salze (explizit
CI™ und K*) abzugeben, um eine Versalzung zu verhindern (Pflanzenforschung.de, 2009).
Goldsworthy sah 1983 den evolutiondren Grund fiir Aktionspotenziale im Membranre-
paraturmechanismus, bei dem eine Depolarisierung der beschédigten Membran notig ist
(Goldsworthy, 1983).

Aktionspotenziale spielen eine Rolle bei der Signalweiterleitung von nicht gewebeschédigen-
den Reizen wie bei Kélte oder der Wiederbewésserung nach Trockenstress. Fiir sie ist ein
sehr dhnlicher Verlauf charakteristisch. Der Reiz muss einen Schwellenwert iiberschreiten,
dann kommt es zu einer Depolarisation mit anschlieSender Repolarisation, die in einer Hy-
perpolarisation endet, bevor die Refraktérzeit beginnt und eine neue Stimulation moglich
ist. Davies (2004) empfand als kennzeichnend fiir ein Aktionspotenzial, dass dieses durch
die zuvor beschriebene voriibergehende Anderung des Membranpotenzials ausgelost wird
und sobald das Signal weiter geleitet wurde wieder in den Ausgangszustand zuriickkehrt.
Die Allgegenwértigkeit des pflanzlichen Aktionspotenzials war dabei fiir ihn entscheidend
(Davies, 2004). Die C1™- und K*-Ionen sind dabei mafigeblich verantwortlich (Liittge et al.,
2005).

Fromm und Bauer (1994) sahen diese auch als Tréger fiir das Maisaktionspotential. Sie
konnten keine Potenziale bei einem kiirzeren Stimulus als 2 Sekunden oder weniger als
3 V Spannung induzieren. Die gemessene Refraktirzeit setzte 50 Sekunden nach dem
Aktionspotenzial ein (Fromm und Bauer, 1994).

Davies beschrieb 1987 den ionischen Mechanismus von Aktionspotenzialen. Er formulierte,
dass durch Ca?* und C1~ bei dem Einstrom als auch durch K beim Ausstrom die Bildung
des Potenzials herbeigefiihrt wird (Davies, 1987). Die Aktionspotenziale werden dabei

tiber Phloemsiebrohren und ihre Geleitzellen tibertragen (Davies und Stankovic, 2006).

2.7.1.2 Plamodesmen

Die Plasmodesmen bieten einen direkten Weg fir die Diffusion von Ionen zwischen den
Internodien von Nitella translucens (schimmernde Glanzleuchteralge) (Spanswick und
Costerton, 1967). Obwohl Spanswick und Costerton an zwei riesigen internodalen Zellen
von Nitella zeigten, dass der spezifische Widerstand des Knotens 50-mal kleiner ist als
der spezifische Widerstand des internodalen Zellplasmalemmas (und dieser eigentlich
um den Faktor 330 kleiner sein sollte als der beobachtete Wert), schlossen sie auf eine

Diffusionbeschriankung der Ionen in den Plasmodesmen. Dennoch war fiir sie bereits 1967
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offensichtlich, dass trotz der Diffusionsbeschrankung fiir Ionen der Plasmodesmen diese ein
wesentlich effizienteres Mittel zum interzelluldren Transport darstellen als die Alternative
der Sekretion und Reabsorption mit der damit verbundenen Verschwendung von Energie
und Materialien (Spanswick und Costerton, 1967).

Spanswick fand weiter 1972 heraus, dass der tatséchliche spezifische Widerstand des
Plasmalemmas mindestens doppelt so hoch ist wie der gesamte scheinbare Widerstand

von Plasmalemma und Tonoplast in Serie (Spanswick, 1972).

2.7.1.3 Variationspotenziale

Variationspotenziale treten im pflanzlichen Gewebe auf, wenn starke Gewebeschidigungen
wie z. B. durch einen Feuerreiz oder Verwundung entstehen. Sie weisen im Gegensatz zu
den Aktionspotenzialen einen variablen Verlauf auf und die Geschwindigkeit ist langsamer
als bei Aktionspotenzialen.

Das Variationspotential wird iiber die nicht lebenden Xylemelemente und deren beglei-
tendes lebendes Xylemparenchym geleitet. Dabei wird es ausgelost durch hydrostatische
Signale oder Druckwellen im Xylem (Pickard, 1973). Die hydraulischen Signale im Xylem
wirken vermutlich durch mechanosensitive Ionenkanéle oder Pumpen auf benachbarte
lebende Zellen ein (Stankovic et al., 1998).

Dziubinska et al. zeigten 2003, dass das Variationspotenzial das Hauptsignal war, welches
die Information beim Versengen eines Blattes auf unverletzte Teile der Pflanze iibertrug
(Dziubinska et al., 2003).

Li et al. 2016 zeigten an Mais, dass bei Insektenfrass durch die Aktivierung elektrischer
Signale eine Akkumulation von Jasmonséure in entfernten Gewebeteilen induziert werden
(Li et al., 2016).

2.7.1.4 Hydraulische Signale

Gallé et al. (2015) konnten die Existenz von hydraulischen und elektrischen Signal nach
dem Hitzestimulus zeigen. Diese beeinflussen den stomatéiren Gasaustausch und deuten
auf einen Zusammenhang zwischen elektrischen Signalen und Photosynthese sowie Atmung
hin (Gallé et al., 2015).

Stahlberg und Cosgrove (1997) untersuchten die Ausbreitung von hydraulischen und
elektrischen Signalen in Pisum sativum L. (Erbsen) Epikotylen. Sie erhohten stufenweise
den Xylemdruck an der Wurzel intakter Keimlinge und sahen eine Ausbreitung durch die
Epikotylachse, wahrend die Amplitude mit dem Abstand von der Druckkammer durch un-
dichtes Xylem abnahm. Entlang der Epikotyloberfliche traten gleichzeitig Depolarisationen

mit akropetal zunehmenden Verzogerungszeiten von einer Ausbreitungsgeschwindigkeit
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von 20 bis 30 mm pro Minute auf (Stahlberg und Cosgrove, 1997).

2.8 Transmissionsmessungen

In Vorversuchen fiir diese Arbeit wurden Messungen mit Terahertz (THz)-Strahlung durch-
gefiihrt. Im elektromagnetischen Spektrum ist der THz-Bereich zwischen der Mikrowellen-
und Infrarotstrahlung definiert, meist bei 0,3 THz bis 10 THz (Hiibers, 2009). Die THz-
Transmission ist ein Maf§ fiir den Anteil der Strahlung, die den Detektor erreicht und
somit weder absorbiert noch reflektiert wurde. Sie kann maximal 100 % betragen. Da
Wasser fiir eine starke Absorption der Strahlung sorgt (Renne und Keiding, 2002), ist eine
geringere Transmission auf einen htheren Wassergehalt und/oder eine hohere Blattdicke
zuriickzufithren (Born et al., 2014). Dies konnten Born et al. (2014) an der Variation der
Transmission entlang der Blattachse zeigen und begriindeten die Messunterschiede durch
die Blattdicke/Zusammensetzung.

Bereits 1998 wurde von Koch et al. an Fagus sylvatica L. (Rotbuche) und Ochroma
pyramidale (Balsabaum) vorgestellt, dass mittels Transmissionsprofilen zweidimensionale
Dichtekarten von Holzern erstellt werden kénnen, indem Dichteinhomogenitéiten und
Strukturdetails bedingt durch Frith- und Spétholz erkennbar sind (Koch et al., 1998).
Im Jahr 2001 wurde eine gréflere Bandbreite fiir die biologische Nutzbarkeit der THz-
Zeitbereichs-Spektroskopie vorgestellt, sodass neben den bereits erwdhnten Dichtekarten,
nach Wiederbewésserung ein Anstieg des Wassergehaltes in den Blattern einer unter
Trockenstress leidenden Pflanze gemessen werden konnte sowie der Wassertransport in die

Pulvini bei Mimosa pudica nach Beriihrung gezeigt wurde (Koch et al.; 2001).

Im Jahr 2015 wurden von Gente und Koch in einem Review die verschiedenen Methoden
der THz Messung mit Moglichkeiten der Verwendung diskutiert. Die unterschiedlichen
Methoden werden im Folgenden kurz vorgestellt (Gente und Koch, 2015):

(i) THz-Zeitbereichs-Spektroskopie

Dieser Mechanismus erzeugt fiir jeden eingehenden Strahlungsimpuls (Pulsdauer von
ca. 100 fs) einen Terahertz-Impuls. Am Detektor lassen die freien Tréger, die durch
die Impulse erzeugt werden, einen Photostrom entstehen. Dieser Photostrom wird
mit einem phasenempfindlichen Trigerfrequenzverstiarker oder einem Transimpedanz-
verstarker (Strom-Spannungs-Wandler) gemessen. Eine flexiblere und kompaktere
Alternative sind fasergekoppelte Messsysteme, bei denen Glasfasern verwendet wer-
den, um die Strahlung zu den photoleitenden Antennen zu leiten. Eine Kombination
beider Techniken ist moglich.

Die Methode lésst sich in automatische und mobile Messsysteme unterteilen.
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(ii) THz-Dauerwellen-Aufbau
THz-Konfigurationen mit kontinuierlicher Welle verwenden oft Photomixing zur
Generierung und Erkennung der THz-Wellen. Das Konzept basiert auf der Uberlage-
rung der Strahlung von zwei Quellen, die leicht gegeneinander verstimmt sind und

mithilfe Photomixing-Vorrichtung Terahertz-Strahlung erzeugt.

(iii) THz-Quasi-Zeitbereichs-Spektroskopie
Der Aufbau ist fast identisch mit einem THz-Zeitbereichs-Spektrometer, aber der
Femtosekundenlaser wird durch eine kostengiinstigere Multimode-Laserdiode ersetzt.

Diese erzeugt Strahlung mehrerer verschiedener Phasen zeitgleich.

(iv) sub-THz-Dauerwellen-Aufbau
Der sub-THz-Bereich umfasst den oberen Teil des Mikrowellenspektrums. Dort
stehen leistungsfiahigere Sender zur Verfugung (Karpowicz et al., 2005). Die langeren
Wellenldngen im sub-THz-Bereich verhindern die Fokussierung der Strahlung auf
einen kleinen Punkt. Im Gegensatz dazu kann die hohere Leistung Verwendung

finden fiir Messungen an einer gréfleren Fléache einer Pflanze.

Gente (2016) empfand die THz-Quasi-Zeitbereichs-Spektroskopie fiir die Wasserstatus-

tiberwachung von Pflanzen (im Freien) als praxistauglich (Gente, 2016).

2.9 Thigmomorphogenese

Der Begriff Thigmo-Morphogenese geht auf die griechischen Woérter fiir Bertihrung ,,thig-

ma® und ,,morphé“ fiir Gestalt/ Form sowie ,,16gos* fiir Wort/Lehre/Vernunft/Sinn zuriick.

Die Thigmomorphogenese wurde zuerst von Jaffe 1973 als Effekt benannt, welcher durch
mechanische beriihrungsinduzierte Stimulation Verédnderungen des Habitus bei Ranken
hervorrief (Jaffe, 1973).

Braam stellte 2005 in dem Review ,In touch: plant responses to mechanical stimuli“ die
unterschiedlichen mechanischen Stimuli und die darauffolgende pflanzliche Reaktion von
Karnivoren tiber sensitive Pflanzen bis zum Wurzelwachstum dar (Braam, 2005).

Als weiterer Aspekt wurden von Gardiner et al. (2016) umfassend der Einfluss von Wind
im Bezug auf Pflanzen/Béume und die daraus hervorgehenden Verédnderungen diskutiert.
Die Autoren sahen die Anpassungen auf den unterschiedlichen Ebenen fiir eine ,[..] better
biochemical performance under wind loading” (Gardiner et al., 2016). Dabei wirkt Wind
bis zu einem gewissen Grad wie ein beriithrungsinduzierter Reiz, bevor es zu Schéden an

den Strukturen kommt.






KAPITEL 3

Material und Methoden

3.1 Material

Die verschiedenen Materialien und Methoden, welche fiir die Experimente eingesetzt
wurden, werden nachfolgend aufgefiithrt. Zusétzliche Ergdnzungen im Bezug auf erforder-
liche Details einzelner Versuchsaufbauten/-durchfithrungen sind im Kapitel Ergebnisse

angegeben, sofern sie hier keine Erwéahnung finden.

3.1.1 Pflanzenmaterial

Die folgenden Pflanzenarten wurden verwendet:

Tabelle 3.1: Verwendete Pflanzenarten.

Pflanzenart

Acer pseudoplatanus (Ahorn) Fliigelnuss Arboretum

Glycine maz L. (Soja) Samen Vermehrung Gewéchshaus 2013
Mimosa pudica (Mimose) Samen Vermehrung Gewéachshaus 2015
Zea mays (Mais) Korn Alnatura GmbH

3.1.2 Gewachshaus

Die geographische Lage des Gewéchshauses kann iiber die Eingabe des folgenden Links
ermittelt werden: Leuschnerstraie 91; 21031 Hamburg-Bergedorf (https://www.google.
com/maps/@53.5047937,10.2027159, 18z). Die Aussaat und Anzucht der Pflanzen erfolg-

te in Gewéachshauskammer Nummer 7.

23


https://www.google.com/maps/@53.5047937,10.2027159,18z
https://www.google.com/maps/@53.5047937,10.2027159,18z

24 3 Material und Methoden

3.1.3 Substrat

Als Substrat wurde Tonsubstrat Classic Einheitserde (CL ED73) der Firma Hermann
Meyer KG bezogen. Laut Hersteller weist das Substrat folgende Inhaltsstoffe auf: Grobe
Torfstruktur (240 mg/L N; 330 mg/L P203 (Phosphortrioxid); 480 mg/L KO (Kaliumoxid);
130 mg/L S; 160 mg/L Mg) bestehend aus Weitorf (schwach zersetzt mit einer hohen
Wasserkapazitéit), Naturton (natiirlicher Wasser und Néhrstoffspeicher) und Sodentorf
(erhoht die Luftkapazitdt und sorgt fiir eine langfristige Strukturstabilitdt). Fir die
Diingung dienen 1,0 kg/m? Néhrsalz (14 % N, 16 % P, 18 % K) und 2,0 kg/m?® Gepac
Langzeitdiinger (20 % N, 10 % P, 15 % K) mit einer Diingerwirkung iiber 8 bis 10
Wochen. Von den 20 % Stickstoff im Diinger sind 15 % Methylharnstoff, 2 % Urea und
3 % Ammonium. Phosphat und Kalium liegen als wasserlosliche Verbindungen vor und
sind damit sofort fiir die Pflanze verfiigbar. Die chemischen Eigenschaften der CL. ED73
sind ein pH von 5,8 (CaCly) und ein Salzgehalt von 2,5 g/L (KCl).

3.1.4 Chemikalien
Hersteller der allgemein verwendeten Chemikalien sind folgende Firmen:

e Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

e LI-COR Biosciences GmbH (Bad Homburg)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Seelze)
e Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA)

e Waldeck GmbH & Co. KG (Miinster)

Die Tabelle 3.2 listet die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Sauren auf.
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Tabelle 3.2: Verwendete Chemikalien und Sauren.

Chemikalien

Agarose Roti®«GAROSE
Astrablau FM

Aquatex
Calciumchlorid

Ethanol

Glycerin > 99,5 % p.a.
Kaliumchlorid

2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure
(MES)

Natriumchlorid

Polyethylenglycol (PEG) (Typ 2000)
Safranin O

Salpetersdure (HNO3) 65 % z. A.
Salzsdure 1 mol/L (HCI)

Tris

Weinséure

Wolfram (VI)-oxid (WOs3)

‘ Hersteller ‘
Carl Roth GmbH

Waldeck GmbH & Co. KG

Merck KGaA

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Waldeck GmbH & Co. KG
CHEMSOLUTE® Th. Greyer
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Merck KGaA

Merck KGaA

Die Nanopure’™ Wasseraufbereitungsanlage ist von Thermo Scientific und wird mit
Barnstead”™ Nanopure”™ Verbrauchsmaterialien betrieben. In dieser Arbeit wird das aus

der Nanopure-Anlage gewonnene und verwendete Wasser als Nano dest. Wasser bezeichnet.

3.1.4.1 Medien

In dieser Arbeit werden folgenden Medien verwendet:

Tabelle 3.3: APW Ansatz des Mediums.

Bestandteil ‘ Konzentration ‘
NaCl 1 mM

KC1 0,1 mM

CaCl2 0,1 mM

MES 1 mM

Mit Tris pH 6,0

Das Seradix Bewurzelungsmedium rooting power I wurde von MB England bezogen.

3.1.5 Hardware und Gerate

Die nachstehende Tabelle 3.4 zeigt die verwendete Hardware und benutzten Geréte:
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Tabelle 3.4: Hardware und Geriéte.

Geratename

3-Achs-Roboter mit Greif-
zange 9 V Version (mit
TXT Controller)
Analysenwaage Adventur-
er®A X224

Autosampler ASX-520
Aquarellbleistift

Bildanalyse ZEN Pro
2013

Digitale Zeitschaltuhr
Typ 25100
Elementaranalyse vario el
Cube CHNS
Electrometer Dual Micro-
probe System Duo773
Einwegklingen DB80 LX

Einbettringe (ABS)

Flachbettschreiber Servo-
gor SE460

Gehéduse mit Reflektoren
Gummischeibe 100 mm

Halogen Metalldampf
Leistungstrahler (400 W
Fc2)

HH2 Moisture Meter
iCAP 6300 Duo

Kamera AxioCam MRc

Hersteller und ggf. Pro-
duktnummer

Fischertechnik 511937

OHAUS Europe
GmbH

CETAC Technologies
Stabilo

Carl Zeiss Microscopy
GmbH
REV Ritter

Elementar

WPI 93105 G10H

Leica Biosystems

VWR

ABB BBC Goerz
Metrawatt
Koninklijke Philips
N.V.
Hagebaumarkt

Karl Meister GmbH

delta t devices
Thermo Fisher Scien-
tific

Zeiss

Verwendung

Beweglicher Arm des Roboters

Einwaage fiir Durckaufschluss

Probenzufuhr ICP-OES
Markierung Stamm-/ Sténgelab-
schnitt

Fotografie der Gewebeschnitte

Stromzufuhr fir Schittler und
Belichtung

Elementaranalyse

digitale Aufzeichnung von intrazel-
lularen Signalen

Herstellung von Diinnschnitten am
Rotationsmikrotom

Fixierung Pflanzenmaterial in
PEG

analoge Aufzeichnung von elektri-
schen Potenzialen

Halterung fiir Leuchtmittel Ge-
wéachshaus

Fixierung der Fokus Einstellung
iiber die Kurbel des Roboters
Pflanzenbeleuchtung Labor

Messung der Bodenfeuchte

Optische Emissionsspektrometrie

Aufnahme von Bildern

Fortsetzung auf der néchsten Seite




3.1 Material

27

Geratename

Kontrolleinheit Easy Con-
trol 640
Krokodilklemme

LED-/LUX Messer MS-
200LED
Li-6400 XT

Metallschale Edelstahl

Micro SD Karte 32 GB
SDHC 10

Mikroskop Axioskop 40
Zeiss

Mikroskop Primo Star
Mikrotommesser 16 cm,
Typ C

Mikrowelle Laborsystem
Start

Mikrowelle 700 W

Multimeter 173 A
Multimeter 2110
Musterbeutelklammer
Natriumdampf Hoch-
drucklampe NAV-T

Pipettenzieher PIP 6

Polygraph

Hersteller und ggf. Pro-
duktnummer

MLS GmbH

Conrad Elektronik
Voltcraft

LI-COR Biosciences
GmbH

Lab Tek

Intensio

Zeiss

Zeiss

Reichert-Jung

MLS GmbH
MW7809 Severin
Elektrogerite GmbH
Keithley

Keithley

Herlitz PBS AG
Osram Licht AG

Heka Elektronik

PolyGraphBio

Tabelle 3.4: Fortsetzung: Hardware und Geréte.

Verwendung

Kontrolleinheit fiir Druckaufschluss

Befestigung Silberdraht an Becher-
glas
Bestimmung der Lichtkapazitét

Gaswechselmessungen der Blatter

Fixierung Pflanzenmaterial in
PEG
Speicherung der Roboterbilder

Betrachtung der Diinnschnitte
digital

Kontrolle der Diinnschnitte analog
Herstellung Dinnschnitte am
Schlittenmikrotom

Druckaufschluss

Verfliissigung Agar

Messung der extrazellularen Poten-
ziale

Messung der intrazelluldren Poten-
ziale

Fixierung der Fokus Einstellung
iiber die Kurbel des Roboters

Leuchtmittel Gewéachshaus

Glasmikroelekroden fir intrazellu-
laire Messungen

Temperatursensor

Fortsetzung auf der nédchsten Seite
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Geratename

Prézisionswaage PCB
Waage PCB 60 g
Robotics: Advanced Bau-
kasten
Rotationsmikrotom
RM2245 (5° Neigung)
Schittler

Schlittenmikrotom Hyrax
S30 (5° Neigung)
Silberdraht mit Teflon
0,25 mm

ThetaProbe TYPE ML2x
Vario el CUBE CHNS
Verstéarker Model 750 B

Waage elektronisch PSE
75 (5 g (0,05 kg — 25
kg)/10 g (25 kg - 75 kg))
Wiérmeschrank TG120
Warmeschrank Tv40u
XP-Mikro- und Ultrami-
krowaagen
Zinnfolienhiittchen 5 mm
x 9 mm

Zerstauber Mira Mist

Hersteller und ggf. Pro-
duktnummer

KERN und Sohn
GmbH WC073055
Fischertechnik 533018

Leica Biosystems

IKA Labortechnik KS
501 digital

Zeiss

AGT1010 WPI
(World Precision In-
struments, Inc.)
delta t devices

Elementar
WPI

Waage G&G
Heraeus Instruments
Memmert

Mettler

IVA Analysentechnik

Burgener Research

Inc

Tabelle 3.4: Fortsetzung: Hardware und Geréte.

Verwendung

Gewichtsbestimmung <60 g
Kamera des Roboters

Anfertigung von Diinnschnitten
(6 < 16 pm Schnittdicke)

Rotation der Pflanzen

Anfertigung von Diinnschnitten
(>20 pm Schnittdicke)

Extrazellulidre Potenzialmessungen

Bodenfeuchte Sensor

Organische Elementaranalyse
Verstarkung der elektrischen Po-
tenziale

Gewichtsbestimmung >60 g

Verfliissigung PEG
Trocknung Probenmaterial

Einwaage Elementaranalyse

Verpackung der Proben der Ele-
mentaranalyse
Probenzerstauber der ICP-OES

3.1.6 Software, Online-Programme und Datenbanken

Die Tabelle 3.5 listet die in dieser Arbeit verwendete Software, Online-Programme und

Datenbanken auf:
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Tabelle 3.5: Software und Internet-Programme.

Programmname

Hersteller

Uniform Resource Loca-

Verwendung

Photoshop CS6 extended
Filezilla

Fischertechnik Software

4.2.3.

Python/C Script

Googlemaps

Labscribe 2

Software Li-6400XT 4.6.3.

LaTeX

Office 2010/2016

National Center for Bio-
technology Information
(NCBI)

PolyGraph Bio (version
2.1)

Putty.exe

Python Version 3.6

ResearchGate

Windows Movie Maker

ZENPro 2012 (blue editi-
on Service Pack 12)

Adope Systems
Tim Kosse und Team

Fischertechnik GmbH

Torsten Stuehn

Google LL.C

BIOSEB

LI-COR Biosciences
GmbH

Leslie Lamport, LaTeX
Projekt Team

Microsoft, Corporation

United States National Li-
brary of Medicine (NLM)

PolyGraph.Bio

Simon Tatham

Python Software Founda-
tion

Researchgate GmbH

Microsoft

Carl Zeiss AG

tor ((:11)

www.adobe.com

filezilla-project.org

https://wuw.
fischertechnik.
de/de-de/service/
downloads/robotics

https://wuw.
ftcommunity.de/
ftpedia_ausgaben/
ftpedia-2016-1.pdf
http://www.googlemaps.
com/

https://www.bioseb.
com/bioseb/anglais/
default/item_id=809
cat_id=3_LabScribe’202.
0.php
https://www.licor.
com/env/products/
photosynthesis/
LI-6400XT/software_
downloads.html

www.latex-project.org

www.microsoft.com

http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/

http://www.polygraph.
bio/#home
www.chiark.greenend.

org.uk

www.python.org

www.researchgate.net

https://www.microsoft.
com/de-de

WWw.zeiss.de

Zusammenfiigen von
Bildern

Verwaltung des Dateisys-
tems der Roboters

Steuerung Roboterarm

Verwendung Kamera

Koordinatenbestimmung

Aufzeichnung der Messun-
gen der Elektroden

Software des Gaswechsel-
messgerates

Verfassung Dissertations-
schrift

Auswertung von Daten
und Erstellung von Grafi-
ken

Internetdatenbank zur
Literaturrecherche

Aufzeichnung Tempera-
turmessungen

Konsolenoberflache fir
das Steuerungsscript des
Roboters

Programmierung und
Modifikation des Roboter-
scriptes

Datenbank Wissenschaft-
lernetzwerk

Zusammenfiigen von
Bildern zu einer Videose-
quenz

Aufnahme u. Vermessung
von Gewebeschnitten



www.adobe.com
filezilla-project.org
https://www.fischertechnik.de/de-de/service/downloads/robotics
https://www.fischertechnik.de/de-de/service/downloads/robotics
https://www.fischertechnik.de/de-de/service/downloads/robotics
https://www.fischertechnik.de/de-de/service/downloads/robotics
https://www.ftcommunity.de/ftpedia_ausgaben/ftpedia-2016-1.pdf
https://www.ftcommunity.de/ftpedia_ausgaben/ftpedia-2016-1.pdf
https://www.ftcommunity.de/ftpedia_ausgaben/ftpedia-2016-1.pdf
https://www.ftcommunity.de/ftpedia_ausgaben/ftpedia-2016-1.pdf
http://www.googlemaps.com/
http://www.googlemaps.com/
https://www.bioseb.com/bioseb/anglais/default/item_id=809_cat_id=3_LabScribe%202.0.php
https://www.bioseb.com/bioseb/anglais/default/item_id=809_cat_id=3_LabScribe%202.0.php
https://www.bioseb.com/bioseb/anglais/default/item_id=809_cat_id=3_LabScribe%202.0.php
https://www.bioseb.com/bioseb/anglais/default/item_id=809_cat_id=3_LabScribe%202.0.php
https://www.bioseb.com/bioseb/anglais/default/item_id=809_cat_id=3_LabScribe%202.0.php
https://www.licor.com/env/products/photosynthesis/LI-6400XT/software_downloads.html
https://www.licor.com/env/products/photosynthesis/LI-6400XT/software_downloads.html
https://www.licor.com/env/products/photosynthesis/LI-6400XT/software_downloads.html
https://www.licor.com/env/products/photosynthesis/LI-6400XT/software_downloads.html
https://www.licor.com/env/products/photosynthesis/LI-6400XT/software_downloads.html
www.latex-project.org
www.microsoft.com
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.polygraph.bio/#home
http://www.polygraph.bio/#home
www.chiark.greenend.org.uk
www.chiark.greenend.org.uk
www.python.org
www.researchgate.net
https://www.microsoft.com/de-de
https://www.microsoft.com/de-de
www.zeiss.de
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3.2 Methoden

3.2.1 Pflanzenmaterial und Kultivierung

Die Aussaat der Samen von Zea mays, Mimosa pudica und Glycine max L. wurde in
Einheitserde (siehe Kapitel 3.1.3) im Gewachshaus (Kapitel 3.1.2) vorgenommen. Die
Vereinzelung der Keimlinge kam durch Pikieren in Topfe zustande. Zur Bewésserung
diente das Gieflwasser des Gewdichshauses, welches aus Regenwasser gewonnen und in
einer Zisterne gesammelt wird. Die Kultivierung erfolgte unter Langtagbedingungen iiber
die Vegetationsperiode (14 h Licht (25°C) von 6 Uhr bis 20 Uhr und 10 h Dunkelheit
(18°C) von 20 Uhr bis 6 Uhr). Die relative Feuchte lag tiber den Tag im Mittel bei 78,5 %.
Zur Beleuchtung diente eine Natriumdampfhochdrucklampe (141 lm/W) mit Phillips
Reflektorgehause, zusétzlich fallt auch die Sonneneinstrahlung in die Gewachshauskammern.
Diese wird automatisch reguliert. Sobald ein Wert von 40.000 Lux iiberschritten wird,
werden Schattierungen ausgefahren, um ein Uberhitzen der Kammern zu unterbinden.

Fiir die Signalverarbeitungsversuche unterschiedlicher Reize waren die Zea mays Pflanzen

in 7,5 L Topfe gepflanzt.

3.2.2 Rotierende Bewegung der Pflanzen

Die rotierende Bewegung wurde durch den Schiittler (siehe Tabelle 3.4) fir jeweils 15 Mi-
nuten bei 136 rounds per minute (rpm) (entspricht 3,04 m s=2) um 8 Uhr, 10 Uhr, 12 Uhr,
14 Uhr, 16 Uhr und 18 Uhr nach MEZ induziert. Bei Zea mays ergab sich eine Drehzahl
von 132 rpm (2,86 m s2). Die Anzucht der Kontrollgruppe erfolgte im gleichem Abstand
zur Lichtquelle im Gewéchshaus, dementgegen kam es zu keiner Verdnderung in ihrer
jeweiligen Exposition (s. Abb. 3.1). Zusétzlich befand diese sich auf einem separaten Tisch,
um zu verhindern, dass minimale iibertragene Vibrationen der Rotation zu verfilschenden
Ergebnissen fiihren. Letztendlich wurden die Kontrollpflanzen gegeniiber den rotierten
Individuen in selber Héhe (26,5 cm 4 0,5 cm) aufgebaut (Abb. 3.2). Uber die Versuchs-
dauer hinweg wurden Verdnderungen des Habitus (genauer Wuchs in die Hohe und der

Stammdurchmesser der Pflanzen) gemessen und durch Fotografien dokumentiert.

Im Folgenden ist die jeweilige Versuchsdauer in aufsteigender Reihenfolge dargestellt:
e Zea mays 4 Wochen
o Mimosa pudica 2016 9,5 Wochen
o Mimosa pudica 2015 10 Wochen

e Acer pseudoplatanus 13 Wochen
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Nach Beendigung des Versuchszeitraumes wurde untersucht, ob sich anatomische Verdnde-

rungen durch die Behandlung ergeben hatten.

Abbildung 3.1: Aufbau des Rotationsversuches. Beispielhaft ist der Aufbau der Mimosa
pudica Pflanzen des Rotationsversuches im Gewéchshaus abgebildet. Links
sind die rotierten Individuen dargestellt. Rechts ist die Kontrollgruppe, zu
sehen.

Abbildung 3.2: Messung der Topfhéhen im Rotationsversuch. (A) Kontrollaufbau,
beispielhaft an Acer. (B) Topfe im Schiittler (Tab. 3.4), beispielhaft an
Mays.
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3.2.3 Ernte

Fir die Untersuchungen des Wurzelballens war ein Auswaschen unabdingbar, um Erdreste
zu entfernen und anschliefend die Wurzel vom oberirdischen Material abzutrennen. Dabei
wurden die Wurzel und das oberirdische Material, im Folgenden als Spross bezeichnet,
separat gewogen.

Die untersten 3 cm des Sténgels/Stammes tiber der Erde wurden beidseitig durchtrennt.
Dieses zuvor gewonnene Stiick fand fiir die Messung des Sténgel-/Stammdurchmessers
Verwendung, welche in der Héhe von 1,5 cm erfolgte. Zur Aufbewahrung wurden die

Stangel- /Stammabschnitte in 70%igen Ethanol konserviert.

3.2.3.1 Darren

Die Trocknung der restlichen Pflanzenteile von Zea mays erfolgte bei 104°C fiir eine Stunde,
danach wurden diese zum Abkiihlen ca. 10 Minuten in einem Exsikkator stehen gelassen

und anschlielend gewogen, um das Trockengewicht zu bestimmen.

3.2.4 Praparation von pflanzlichem Gewebe

Die Préaparation der Stangel-/Stammstiicke ist nachfolgend erldutert und war entscheidend,
um Aussagen iiber einen Einfluss des jeweiligen Reizes auf anatomischer und damit

morphologischer Ebene treffen zu kénnen.

3.2.4.1 Einbettung der Proben in PEG

Das Sténgel-/Stammstiick der Pflanzen wurden an beiden Enden mit glatten Schnitten
versehen. Fiir die spétere Identifizierung der Basis erfolgte die Markierung mittels eines

Aquarellbleistiftes auf entgegengesetzter Seite.

In ein 120 mL Becherglas wurde PEG als Feststoff (Flocken) gegeben und in einem
Wérmeschrank (s. Tab. 3.4) bei 58°C zur Verfliissigung gebracht. Die Verdiinnung des
fliissigen Polyethylenglykols wurde im Verhéltnis 1:4 mit Nano dest. Wasser vorgenommen.
Die Proben wurden in das Gemisch gegeben und 2 — 3 Tage im Warmeschrank aufbe-
wahrt, sodass das PEG in diesem Zeitraum in das pflanzliche Gewebe eindrang. Es wurde
gewartet, bis der HoO Anteil verdunstete. Die darauffolgende Lagerung in unverdiinntem
PEG betrug mindestens 24 h, um dafiir zu sorgen, dass das Gewebe vollstandig mit
PEG durchtrankt und das restliche Wasser verdriangt worden ist. Die Einbettung erfolgte
mittels Metallschalen und Einbettringen. Zunéchst wurde ein Tropfen fliissiges PEG in
die Metallschale gegeben und die Probe aufrecht mit der Basis nach unten ausgerichtet.
Anschlieflend wurde der Einbettring aufgesetzt und die Metallschale vollstdndig mit PEG
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aufgefiillt. Uber den Zeitraum des Aushirtens musste 6fter PEG nachgefiillt werden, da
sonst {iber der eingebetteten Probe ein Loch entstand. Die Aushirtung der Probe in PEG
wurde iiber Nacht vorgenommen. Danach wurde der PEG Block mit der Probe aus der
Metallschale durch leichtes Erhitzen herausgelost. Die Aufbewahrung fand im Kiihlschrank
statt, da das PEG nicht thermostabil ist. Das bedeutet, bei erneuter Erhitzung kommt es

wieder zur Verfliissigung.

3.2.4.2 Farbstoff Herstellung

Farbstoffe konnen auf alkoholischer/ethanolischer oder wéssriger Basis hergestellt werden.
Abhéngig davon auf welcher Basis die Farbemittel angesetzt werden, kann im Anschluss
daran, das gefiarbte Priparat ausgewaschen und eingebettet werden. Im Folgenden sind
die verschiedenen Ansétze kurz erklért:

Das Farben mittels 1 % Safranin erlaubt es, verholzte Strukturen in einem roten Farbton
darzustellen. Fiir die alkoholische Losung des Safranins wird 1%iges Safranin in 60%igen
Ethanol gelost. Eventuell ist ein Erhitzen unter Verwendung einer Heizplatte und eines
Magnetriithrstabes auf 30°C bis maximal 40°C notwendig, um die Loslichkeit zu erhohen.
Bei einem wiéssrigen Ansatz lief die Herstellung analog mit der Ausnahme ab, dass anstatt
Ethanol Nano dest. Wasser verwendet wird.

Die Farbung mit 0,5%igen Astrablau stellt nicht verholzte Zellen blau dar. Fiir alkoholi-
sches Astrablau werden 0,5%iges Astrablau und 2%ige Weinsaure (C4HgOg) in 60%igen
Ethanol gelost. Dafiir ist zunachst das Losen von 2 % Weinsdure in Nano dest. Wasser
notwendig. Zu der gelosten Weinsaure wird 0,5%iges Astrablau gegeben und dabei auf 30
— 40°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird 99,6%iges Ethanol hinzugegeben bis eine 60%ige
Ethanollésung vorliegt. Diese Losung wurde 10 Minuten geriihrt und im Anschluss filtriert.

Die wissrige Losung von 0,5%igen Astrablau wird ohne Weinsdure hergestellt.

Eine Lagerung der Farbstoffe ist im Kiihlschrank méglich. Vor der Benutzung von gela-
gerten Farbstoffen mussten diese immer filtriert werden, um ungeléste Farbriickstdnde zu

entfernen.

3.2.4.3 Schneiden und Farben von Praparaten

Das Einspannen der in PEG eingebetteten Proben erfolgte in das Schlittenmikrotom
Hyrax 305 (Zeiss). Bei einem Schlittenmikrotom wird das Messer zur Probe gefiihrt und
gleitet wie ein Schlitten dariiber, sodass die Probe nach jedem Schnitt um die eigestellte
Schnittdicke stufenweise hinausgesetzt wird, um den darauffolgenden Schnitt in derselben
Dicke zu produzieren.

Zuniachst musste das Messer an die Probe angendhert werden und das tiberfliissige PEG
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entfernt werden, danach wurde die Probe plan geschnitten, um moglichst einen vollstan-
digen Querschnitt zu erhalten. Vollstédndige Schnitte waren mit einer Schnittdicke von
20 pm moglich. Bei dem Rotationsmikrotom RM2245 (LEICA) war eine Schnittdicke von
bis zu 6 pm moglich. Im Gegensatz zum Schlittenmikrotom wird beim Rotationsmikrotom
die Probe zum Messer gefiihrt und gleitet in einer Rotationsbewegung tiber das Messer.
Anschlielend wird auch hier die Probe mit der eingestellten Schnittdicke nach vorne
geschoben, um beim darauffolgenden Schnitt eine identische Schnittdicke zu haben. Dabei
gilt der Grundsatz: Je diinner der Schnitt ist, desto wahrscheinlicher wurde nur eine
Zellebene abgetrennt. Dies wiederum ermoglicht an der Bildanalyse bei einer hoheren
Vergroflerung einen besseren Schérfeeindruck.

Teilweise wurden die Schnitte mit Hilfe eines Stiicks tesafilm®Eco & Clear Transparent
(Klebeband) genommen. Durch die Kérperwérme der Finger konnte der auf die Probe und
PEG gebrachte tesafilm® leicht angewdrmt werden und haften bleiben. Beim Schneiden
mit dem Schlittenmikrotom wurde dann der tesafilm® mittels einer Pinzette angehoben
und der Schnitt mit tesafilm® und darunterliegender Zellschicht genommen. Das Ganze
wurde in eine mit Nano dest. Wasser gefiillte Petrischale aus Glas iiberfiihrt. In diesem
l6ste sich das wasserlosliche PEG auf. Teilweise war es moglich, die Schnitte von dem
tesafilm® zu trennen, da das Farben auf diesem sich als unpraktisch herausstellte. Der
tesafilm® nahm die Farbe mit auf und konnte nur unvollstdndig ausgewaschen werden.
Ohne bzw. mit tesafilm® wurde in Augenglédschen nacheinander geférbt:

Zunéchst erfolgte eine 6-miniitige Farbung der Schnitte in 0,5%iger Astrablau-Farbelosung.
Danach wurde der Schnitt 2 — 3-mal in einer Petrischale aus Glas ausgewaschen, bis das
Préaparat keine Farbschlieren mehr zieht. Bei einem Farbstoff auf alkoholischer Basis wird
zum Auswaschen immer 70%iger Ethanol verwendet. Bei Farbstoffen auf wéssriger Basis
wird mit Nano dest. Wasser ausgewaschen. Nach der Astrablaufirbung erfolgte die 1%ige
Safraninfarbung fiir 2 Minuten. Dabei wird ebenso wie oben beschrieben im Anschluss
ausgewaschen. Als letzter Schritt erfolgt ein 10-mintitiger Waschschritt in 99,6 % Ethanol
bei alkoholischer Farbung bzw. Nano dest. Wasser bei wéssriger Farbung.

Beim Schneiden mit dem Rotationsmikrotom entstanden sogenannte Serienschnitte, die
als Band mit einer Pinzette in eine Petrischale aus Glas mit Nano dest. Wasser tiberfiihrt
wurden. Ein komplett erscheinender Schnitt konnte mittels Anfeuchten eines weichen
Pinsels und der Oberfliche des Objekttriagers auf den Objekttrager aus dem Wasserbad
aufgezogen werden. Nach Abtupfen des iiberschiissigen Wassers wurde in diesem Fall
fiir eine Minute mit einer kombinierten Safranin-Astrablaufiarbelésung direkt auf dem
Objekttrager gefiarbt, da die Schnitte mit einer Dicke von 6 pm so diinn waren, dass eine
Uberfiihrung in mehrere Bider nur zu Gewebeschiiden gefiihrt hiitten. Nach dem Férben
wurde die Losung mit einer Plastik-Pasteurpipette abgesaugt und das Préparat wiederholt

auf dem Objekttrager gewaschen.
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Nach der jeweiligen Farbung erfolgte die Einbettung mit Deckgldschen, auf die ein streifen
Glycerin (fiir eine Préparationsdauer von bis zu 5 Jahren) oder Aquatex (fiir eine Pré-
parationsdauer von bis zu 6 Monaten) gegeben wurde. Um ein luftblasenfreies Praparat
zu erzeugen, ist es notwendig, das Deckgldschen mit einer Lanzierpinzette zu fithren.
Die mit Aquatex eingebetteten Praparate wurden iiber Nacht getrocknet und mit einem

Metallgewicht beschwert, um {iberschiissige Luft zu entfernen.

3.2.4.4 Bildanalyse fiir Fotografie der Praparate

Das Programm ZENPro 2012 (Tab. 3.5) dient dazu, Bilder der zuvor angefertigten Schnitte
aufzunehmen. Die Software erlaubt es, einen Mafistab iiber die verwendete Vergréflerung in
das Bild einzufiigen. Verschiedene Instrumente stehen fiir die Vermessung der anatomischen
Besonderheiten zur Verfiigung, von denen die jeweilige Grofle im pm-Bereich {iber den
vorher festgelegten Maflistab ausgelesen werden kann. Bei den Querschnitten wurden
Rechtecke eingefiigt. Diese lagen in allen vier Himmelsrichtungen ausgerichtet um den
Zentralzylinder. Die Gefafle innerhalb eines Rechtecks wurden vermessen sowie die Geféfle,
die oben und rechts durch das Rechteck geschnitten worden waren. Ziel fiir die Vermessung
zweier geschnittenen Geféfiseiten ist, keine verschobene durchschnittliche Gefalgrofie am
Ende zu erhalten und rechnerisch alle innen liegenden Geféfie zu vermessen (Abb. 3.3). Aus
den gewonnenen Ergebnissen kann die durchschnittliche Gefafigrofie und -dichte berechnet
werden (siehe Kapitel 3.2.13.1).

Bei einem sehr grofien Durchmesser des Stammes und/oder der Verwendung einer hohen
Vergroflerung ergab sich, dass durch eine einzelne Aufnahme es nicht méglich war, den
gesamten Querschnitt abzubilden. Deshalb wurden mehrere Aufnahmen mit iiberlappenden

Bildausschnitten aufgenommen und mittels Photoshop zu einem Bild zusammengefiigt.
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Abbildung 3.3: Gefdflvermessung am Beispiel einer Mimosa pudica Kontrollpflan-
ze. Abgebildet ist die Vermessung eines Schnittes einer gefirbter Mimosa
pudica Kontrollprobe. In weifl sind die Rechtecke fiir die Flachen der Ver-
messung und in pink die vermessenen Geféfie dargestellt. Die Aufnahme der
Bilder erfolgte mit 2,5-facher VergréoSerung (Schnittdicke 20 pm).

3.2.5 Elekrophysiologische Potenzialmessungen von pflanzlichen Geweben

Die Potenzialmessungen erfolgten ausschlieflich auf oder in den Blattern der jeweiligen
Spezies, um die elektrische Erregbarkeit der Pflanze durch den entsprechenden Reiz

nachzuweisen.

3.2.5.1 Chlorierung von Silberdraht fiir extrazelluldre Messungen

Fiir die extrazelluldren Messungen wurde zunéchst Silberdraht chloriert. Der Silberdraht ist
mit Teflon beschichtet, diese Beschichtung muss am Draht in einem Bereich von ca. 10 cm

entfernt werden. Im Anschluss konnten zwei Silberdrahte mit Krokodilklemmen an einem
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Becherglas, gefiillt mit 1 M Salzsdure (HCI), befestigt werden. An die Metallklemmen wird
eine 1 V Spannung fiir 5 bis 15 Minuten angelegt. Durch Anlagern der negativ geladenen
Chlorid-Tonen wird die Anode des Silberdrahtes chloriert.

3.2.5.2 Potenzialmessungen extrazellular

Fir die extrazellularen Messungen konnte in APW (Tab. 3.3) 10%iger Agar (Tab 3.2),
durch Erhitzen gel6st, verwendet werden. In diesem wurde nach dem Abkiihlen, bevor
eine vollstdndige Aushértung stattfand, der chlorierte Silberdraht aufgebracht, welcher
mit dem Verstirker verbunden war und auf die Blattoberfliche eingebettet. Uber eine
Zeitschaltuhr erfolgte eine tagl. 14-stiindige Belichtungsregulierung von 6 Uhr bis 20 Uhr,
um analoge Wachstumsbedingungen wie im Gewéchshaus zu schaffen. Hierzu fand ein 117
Lm/W Halogenmetalldampfleistungsstrahler Verwendung. Die Temperatur wurde bei 25°C
gehalten. Zur Aufzeichnung der Messdaten diente ein analoges System, bestehend aus einem
Flachbrettschreiber, Verstarker und Multimeter (siehe Tab. 3.4). Die Schreibgeschwindigkeit
des Flachbrettschreibers wurde mit 1 cm/h und der Messbereich der Strommspannung bei
500 mV definiert. Beim Messstart lag das Ruhepotenzial bei + 0 mV.

Die extrazelluldren Messungen des circadianen Rhythmus der trockengestressten Zea mays
Pflanzen liefen iiber zwei Tage, um zeigen zu kénnen, dass immer noch eine Reaktion
auf die Lichtveranderungen initiiert werden konnte und noch keine letalen Bedingungen

vorherrschten.

3.2.5.3 Mikroelektroden Herstellung fiir intrazellulare Messungen

Fir die intrazellularen Messungen mussten Glasmikroelektroden hergestellt werden. Von
106 cm langen Glaskapillaren mit einem Innendurchmesser von 0,75 mm (Auendurch-
messer: 1,5 mm) wurde mittels einer Nagelfeile ein 10 cm langes Stiick abgetrennt. Diese
konnten in den temperatur-kontrollierten Pipettenzieher PIP 6 eingesetzt werden. Uber
die Erhitzung des Heizfilamentes und die wirkenden Gewichte entstehen Mikroelektroden
mit einem Spitzendurchmesser von 2 pm. Als Parameter fiir die Heizstufen wurde fir
A = 6,5 mm (entspricht 1381°C) und B = 4,2 mm (entspricht 746°C) eingestellt.

3.2.5.4 Potenzialmessungen intrazellular

Fiir die intrazellularen Messungen fand das digitale System von WPI (Duo 773) (s. Tab. 3.4)
verbunden mit einem Computer Verwendung. Bei der Priaparation der Elektroden wurden
Elektrodenhalter und die zuvor selbstgezogenen Mikroelektroden (Kapitel 3.2.5.3) mittels
einer Spritze mit 500 mM KCI befillt. Die befiillten Mikroelektroden wurden luftblasenfrei
in den Elektrodenhalter gebracht und mittels Unterdruck verschraubt. Anschliefend wur-

den ein oder zwei Probenhalter an das Duo773 angeschlossen und die Mikroelektroden mit
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der Spitze in die Mittelrippe der jeweiligen Art eingestochen. Bei der Verwendung von nur
einer Elektrode des digitalen Systems wurde die andere an das zuvor beschriebene analoge
System angeschlossen (Kapitel 3.2.5.2). Die Platzierung der zweiten Elektroden erfolgte in
einem Abstand zur ersten von 5 cm + 1 cm. Nach dem Einstechen sollte ein Potenzial
von -80 bis -200 mV fiir die Positionierung im Phloem angezeigt werden (Fromm und
Lautner, 2007). Wenn beide Elektroden ein konstantes Signal gaben, fand eine Reizung

nach frihestens 10 Minuten statt.

Bei den Zea mays Pflanzen wurden die Elektroden in der Mittelrippe des jeweils dritten
Blattes von oben in einem Abstand von 9 cm + 2 cm zur Blattspitze platziert. Dieses
dient, ebenso wie die Verwendung von gleich groflen Pflanzen, fiir ein Angleichen des

Entwicklungsstadiums der Pflanzen bzw. der gemessenen Blatter.

3.2.6 Temperaturmessungen an der Blattoberflache

Um zu {iberpriifen, ob der Hitzestimulus eine signifikante Erwarmung der Messelektrode und
damit eine Beeinflussung der Ergebnisse zu Folge hatte, wurde der Temperatursensor eines
Polygraphen (PolyGraphBio, version 2.1) (Tab. 3.4) auf der Blattoberfliche angebracht.
Fiir die Messung eines eventuellen Temperaturverlaufes erfolgte die Verringerung des
Abstandes vom Temperatursensor zum Hitzestimulus von maximal 9 cm bis zu 1 cm
(siehe Abb. 3.4). Dafiir fand jeweils eine Verringerung in 1 cm Schritten an einem neuen
Blatt einer neuen Pflanze statt. Die 9 cm Abstand entsprachen dem mittleren Abstand
der Mikroelektroden zum Hitzestimulus. Die Messungen wurden mindestens 10 Minuten
vor der Hitzestimulation der Blattspitze begonnen. Gleichzeitig wurde die Temperatur
der APW Loésung, in dem sich die Referenzelektroden befanden, mit einem Thermometer

gemessen.
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Abbildung 3.4: Beispielhafte Darstellung der Temperaturmessung. Abgebildet ist
die Temperaturmessung nach Hitzestimulus in 1 cm Entfernung an einem
Zea mays Blatt.

3.2.7 Gaswechselmessungen

Die Gaswechselmessungen fanden mit dem tragbaren Gaswechselmessgerit Li-6400 XT
(LI-COR Biosciences GmbH) (Tab. 3.4) statt, welches ein geschlossenes System darstellt
(sieche Abb. 3.5). Dieses besteht aus einem Infrarot Gasanalysator (IRGA)-Messkopf mit
Lichtquelle und Datenlogger. Die Kalibrierung der Parameter erfolgte nach dem Aufwér-
men auf 400 parts per million (ppm) COsz, 1000 pmol m~2 s~! photosynthetisch aktive
Radiation (PAR) (10 % blaues Licht). Die in der Messkammer vorhandene Luftfeuchtigkeit
und Temperatur wurde genutzt, um den realen Bedingungen zu entsprechen und somit
keine zu starken Verdnderungen der Atmosphére wihrend der Messungen hervorzurufen.
Um fiir jede Messung die gleiche, definierte Atmosphére zu schaffen, wurde die Einstel-
lung der genannten Parameter wiederverwendet. Im Gerét werden iiber Wellenldngen im
infraroten Bereich die COs- und HyO-Konzentration des Proben- und Referenzstromes
gemessen. Aus der Differenz vom Proben- zum Referenzstrom werden die Werte fiir die
Netto COs Aufnahmerate, Transpiration, stomatére Leitfahigkeit und interzelluldre COq-
Konzentration ermittelt. Aus der Netto COo Aufnahmerate wiederum wird vom Gerét
die Photosyntheseleistung unter Einbeziehung der Fliche der Kammer (6 cm?) und der
Stomataverteilung (einseitig oder beidseitig) berechnet. Fiir die molare Stromungsgeschwin-
digkeit der Luft, die in die Blattkammer eintritt, wurde eine Frequenz von 500 j1 mol s~

eingestellt. Sobald die eingestellten Werte erreicht waren, erfolgte eine Anpassung der
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Werte des Referenzstroms auf den Probenstrom zum Eichen der Parameter. Im Anschluss
konnte das Blatt fiir die Messung in den Messkopf eingespannt werden. Wahrend das Blatt
in der Messkammer eingespannt ist und beleuchtet wird, findet im Photosyntheseprozess
kontinuierlich die Aufnahme von COs durch die Stomata und die Abgabe von H5O als
Wasserdampf satt. Fir die Umwélzung dieser Gase sind im IRGA-Messkopf Ventilatoren
installiert. Fiir beide Strome wird in dem Gasgemisch die Konzentration vor Eintreffen in
der Messkammer mit Hilfe eines Trocknungsmittels (>98 % CaSO4 und <2 % CoSOy) zur
Regulierung der Luftfeuchtigkeit eingestellt. Analog dazu wird fiir die COs-Konzentration
ein Absorber ( >75 % Ca(OH)s, <4 % NaOH und <0,1% Kristallviolet (Co5N3Hs3oCl))

genutzt.
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des Li-6400 XT.
Mittels kleiner Pfeile ist der Luftstrom durch das Gerét bis in den Messkopf
dargestellt (LI-COR, 2016).

Fiir die Adaption des Blattes an die Messbedingungen innerhalb der Kammer wurde
wenigstens 3 Minuten gewartet, bevor die Aufzeichnung der Messdaten begann. Vor
der Reizsetzung waren es dann im Anschluss zusétzlich mindestens 10 Minuten. Die
Aufzeichnung der Messwerte durch das Li-6400 X T erfolgte kontinuierlich als ein Mittelwert
aus 10 Sekunden fiir einen Messpunkt. Die generierten tabellarischen Messwerte wurden
im Speicher des Geréites aufbewahrt und zu einem spéteren Zeitpunkt auf einen tragbaren
Computer ausgelesen. Das erstellte Dateiformat ist mit dem von Microsoft Excel 2016

kompatibel und konnte damit weiterverarbeitet werden.

3.2.8 Darstellung des Wachstums mittels eines automatisierten Bildgebungsverfahren

Als Grundlage fiir das automatisierte Bildgebungsverfahren diente die Dissertation von A.
Neugebauer von 2002, welche zusitzlich 2015 von W. Engelmann als englische Ubersetzung
bei ResearchGate verdffentlicht wurde (Neugebauer, 2002). In der Arbeit wurde von 15
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Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) Samen im 4 Minuten Abstand mittels eines um-
gebauten Druckers ein Bild aufgenommen, um die Keimung und den Wachstumsfortschritt
sowie circadiane Bewegungen zu untersuchen. Unter anderem wurden Phytohormone ver-
wendet, um deren Einfluss zu zeigen. Als Marker dienten strukturbedingte Verfirbungen
im Stdngel der Keimlinge, die eine zeitliche Zuordnung zum Wachstumsfortschritt méglich
machten. Aus den gewonnenen Bildern wurden kurze Videosequenzen erstellt und ein

Programm geschrieben, um die Bewegungen als Grafik darstellen und auswerten zu kénnen.

Fiir die hier vorliegende Arbeit wurde sich der technische Fortschritt der letzten Jahre zu
Nutze gemacht, weshalb fiir ein bildgebendes automatisiertes Verfahren ein Fischertechnik
3-Achs-Roboter mit Greifzange und eine USB-Kamera von Fischertechnik verwendet wur-
de (Tab. 3.4). Die Aufnahme der Bilder erfolgte von der Kontroll- und Versuchsgruppe.
Integriert wurde eine USB-Kamera, die bis zu 7 Farben erkennen kann. Es wire moglich
gewesen, Pflanzen mit Farbpunkten zu markieren, damit diese von der Kamera mit Ro-
boterarm anvisiert zum Fokussieren des Bildes genutzt werden kénnen. Dies war jedoch
nicht notig, da eine gute Bildschéirfe durch den spéater dargestellten Aufbau mit weiflem
Hintergrund, entstand.

Dem 3-Achs-Roboter wurde zunéchst der Greifarm entnommen und stattdessen die Kame-
ra montiert (Abb. 3.6 A). Da die USB-Kamera noch nicht tiber die von Fischertechnik
mitgelieferte Software gesteuert werden konnte, wurde, aufbauend auf ein Python-Script
zur Nutzung der Kamera (Stuehn, 2016), ebenfalls in der Programmiersprache Python das
Skript zur Steuerung des Roboterarmes und der Fokussierung der Kamera geschrieben (Tab.
3.5) (sieche Anhang A.2). Stuehn (2016) zeigte ebenso eine Moglichkeit der Befestigung der
Fokuseinstellung iiber die Kurbel des Roboters mittels Papier. Diese wurde modifiziert
und durch zwei Gummischeiben und Musterbeutelklammern ersetzt (Abb. 3.6 B).

Die Software fiir den Roboter wurde ergdnzend programmiert, sodass die Bewegung in
der X- und Z-Achse (180°) wieder moglich war. Jede Bewegungsrichtung ist an der einen
Seite durch einen Taster begrenzt, der betétigt wird, sobald das Maximum erreicht ist und
an der anderen Seite durch eine eingestellte Strecke. Als nichstes musste ein Abschnitt
geschrieben werden, in dem der Arm zur Ausgangsposition fiahrt (Taster gedriickt) und
dort von vorne beginnt, wenn das Programm abstiirzen sollte. Danach wurde die Z-Achsen
Bewegung wieder implementiert. Eine Bewegung in der Y-Achse war nicht nétig, da dies
iiber den Fokus erfolgt. Die detaillierte Beschreibung der Fokusprogrammierung ist im
Kapitel 4.2.7 dargestellt.
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Abbildung 3.6: Aufbau des Roboterarms und der Kamera. (A) Roboterarm ohne
Greifzange; (B) Frontansicht Roboter mit Kamera und Fokusapparatur.

Der letztendlich verwendete Aufbau ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Es wurden fiinf
Pflanzen von rechts nach links fotografiert und vermessen. Jeweils eine Pflanze fiir den
Hitzestimulus, die Wiederbewésserung nach Trockenstress, der gleichzeitigen Stimulation
sowie eine positive und negative Kontrolle. Nachdem die letzte Pflanze in der Reihe
fotografiert wurde, wurde eine Schleife eingebaut, sodass das Programm pausiert, bis es
wieder von vorne gestartet wird (Anhang A.3). Zu Beginn wurde alle 5 Minuten als Test
ein Bild generiert. Spéater alle 20 Minuten im Zeitraum von 10 bis 15 Uhr. Nach dem
Reizgeben erfolgte die Bildaufnahme permanent bzw. so haufig wie durch das Programm
moglich.

Zusatzlich wurden die Pflanzen {iber den gesamten Zeitraum téglich manuell mit einem

Lineal vermessen, um den Zuwachs zu detektieren.
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Abbildung 3.7: Automatisiertes Bildgebungsverfahren. Versuchsarten des Zea mays
von links nach rechts: negative Kontrolle, positive Kontrolle, wiederbewas-
serte Pflanzen nach Trockenstress, Hitzestimulus und simultane Stimulation.

3.2.9 Transmissionsmessungen im Terahertz Bereich

An der Philipps-Universitdt Marburg wurden Versuche gemeinsam mit Dr. Ralf Gente
(Institut fir experimentelle Halbleiterphysik) vorgenommen, in denen bei trockengest-
ressten Glycine max L. Pflanzen Transmissionsmessungen mit Terahertz (THz)-Strahlung
durchgefiihrt wurden (Abb. 3.8). Das System erfasst die Anderung des Wassergehaltes/-
der absoluten Wassermenge durch einen THz-Strahlung. Je weniger Wasser im Gewebe
vorhanden ist, desto hoher ist die Transmission, da Wasser THz-Strahlung absorbiert.
Sobald die Transmission offensichtlich anstieg (das Blatt sich dem Welkepunkt néaherte)
wurde wiederbewéssert. Im Anschluss daran erfolgte der Hitzestimulus in der Mitte der
geschéitzten Transmissionsabnahme (erkennbare Wasseraufnahme des Gewebes). Wéhrend
der Messung fiahrt die Messapparatur wiederholt vor und zuriick, um Leerwerte in der
Luft als Referenz zu messen.

Der Messbereich der Strahlung betrug 15 mm. Dies hat zur Folge, dass beispielsweise
bei einem Hitzestimulus Wasser der umliegenden Zellen zwar umverteilt wird, aber nicht
messbar aus oder in das Blatt flieBt (die Ergebnisse zu einem einzelnen Hitzestimulus sind
nicht dargestellt). Ein echtes Signal muss eine Anderung von mehreren Prozent erzeugen,

damit es sich von der Hintergrundstrahlung (ca. 0,4 %) abhebt.
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Abbildung 3.8: Transmissionsmessung an Glycine max L. Abgebildet ist die Trans-
missionsmessung einer trockengestressten Glycine maz L. Pflanze mit Tera-
hertzstrahlung (Messort: Philipps-Universitat Marburg, Fachbereich: Ange-
wandte Physik AG Koch (Halbleiterphotonik)).

3.2.10 Elementaranalyse

Die Messungen an der Elementaranalyse vario EL cube (s. Tab. 3.4) wurden von der tech-
nischen Assistentin Frau S. Kruse (mit Unterstiitzung von Frau C. Riegert) durchgefiihrt.
Diese Methode liefert den prozentualen Elementgehalt bezogen auf die Einwaage des
Pflanzenmaterials, durch Verbrennen und damit einhergehender Oxidation als COs, H5O,
N5 und SO, durch nacheinander angereihte Adsorptionsrohre. Dabei waren nur die Daten
des C- und N-Gehaltes von Interesse. In der vorliegenden Arbeit wurde fast ausschliefSlich
Blattmaterial auf den Elementgehalt untersucht.

Die Proben mussten vollkommen HoO-frei sein, um keine Verfialschung der Ergebnisse
bei der Oxidation zu erzeugen. Die vollstdndige Trocknung wurde durch eine Behandlung
von mindestens 48 Stunden im Trockenschrank bei 105°C erreicht. Morser und Stoflel
wurden verwendet, um das getrocknete Blattmaterial zu einem homogenen Pulver zu
verarbeiten. Bei kleinen Proben konnten 2 mL Eppendorf Tubes verwendet werden, in
denen direkt das Material mit Hilfe eines Plastikst68els pulverisiert wurde. Die Einwaage
von 10 mg Probenpulver (real Einwaage betrug 9 — 11 mg) erfolgte in Zinnfolienhiittchen,
die durch Falten zur Verdrangung der Luft, welche Stickstoff enthélt, verschlossen wurden.

Zusétzlich wurde Wolfram(VI)-oxid jeweils in 1- bis 5-facher Menge zu den Proben gegeben,
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dieses stimuliert zum einen die Oxidation und unterdriickt zum anderen die Bildung von
nicht-fliichtigen Sulfaten. Die Einwaagemenge richtet sich nach dem Elementargehalt in
der jeweiligen Probe. Es gilt je geringer der Elementgehalt ist, desto hoher muss die
eingewogene Materialmenge sein, damit verldssliche Ergebnisse gewonnen werden kénnen.
Hinzu kommt, dass die Verbrennungszeit ebenfalls abhingig von dem Elementgehalt des
eingewogenen Feststoffes ist.

Als Referenz (Negativkontrolle) diente ein leeres Gefdfl und als Standard wurde ein pas-
sender gesucht, der in dem prozentualen Bereich der Probe lag (s. Tab. 3.6). Fiir die
Untersuchungen der Mimosa pudica Blatter und Wurzeln fand als Standard Atropinsulfat
(Firma Elementar) im Konzentrationsbereich 6,8 mg fiir die Blatter und 7,1 bzw. 7,5 mg
fiir die Wurzeln Verwendung. Fiir Testldufe der Mimosa pudica Proben wurde 2015 der
Standard 959 (Elementar) in einer Konzentration von 7,4 mg eingesetzt. Fiir die Zea mays
und Glycine maz L. Pflanzen wiederum konnte als Standard Acetanilid (Firma Elementar)
benutzt werden. Zusétzlich wurde der jeweilige Standard wie eine Probe eingewogen, um
im Anschluss an die Messung die erhaltenen Werte mit denen des gesetzten Standards

vergleichen zu konnen und eventuelle Abweichungen zu detektieren.

Tabelle 3.6: Verwendete Standards der Elementaranalyse.

Name des Standards

959 Standard 0,69 % 67,68 % 4,95 % 0,81 %
Atropinsulfat monohydrat | 4,03 % 58,77 % 7,25 % 4,61 %
Acetanilid 10,36 % 71,09 % 6,71 % 0,12 %

Die Proben werden von einer automatischen Kontrolleinheit in die Verbrennungskam-
mer eingefithrt und dort mit molekularem O bei 1150°C fiir 120 s verbrannt. Helium
wird im Folgenden als Tragergas fiir die entstandenen Verbrennungsgase iiber ein auf
850°C erhitztes Kupfernetz gefithrt, um gegebenenfalls bei der Oxidation entstandene
Stickoxide und Schwefeltrioxide zu molekularem Ny und SOs reduzieren zu kénnen. Durch
dahinter geschaltete spezifische Adsorptionsséulen wird das Gasgemisch (CO2, HoO, und
SO2) in das jeweilige Gasprodukt aufgetrennt und an den Warmeleitfihigkeitsdetektor
weitergeleitet. Fiir die Quantifizierung wird im Warmeleitfdhigkeitsdetektor als Referenz
die Warmeleitfahigkeit von reinem Helium mit dem des Gases aus der jeweiligen Adsorpti-
onssdule verglichen. Dabei durchlduft Ny die vorher genannten Adsorptionssédulen nicht,
sondern wird direkt dem Warmeleitfahigkeitsdetektor zugefithrt. Mittels des entstandenen
Konzentrationspeaks kann iiber die Peakfliche und Integration dieser die Massen an
Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff sowie Schwefel in mg in der Probe ermittelt werden.
Durch den Bezug auf die Einwaagemenge werden dann die Elementgehalte in Prozent (%)

ermittelt.
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3.2.11 Druckaufschluss fur das ICP-OES

Der Druckaufschluss war als Vorbereitung fiir die Proben der ICP-OES essentiell.

Fiir den Druckaufschluss wurde das Blattmaterial im Trockenschrank bei 100°C fiir min-
destens 48 h getrocknet und danach im Exsikkator gelagert. Das trockene Material konnte
dann mit Hilfe einer Schere zerkleinert werden. Die zuvor getrockneten und zerkleinerten
Proben wurden in Teflongefdfie mit 50 mg £+ 2 mg eingewogen. Der Druckaufschluss
erfolgte mit 2,5 mL 65%iger Salpetersiure mit einem Mikrowellen Laborsystem (MLS
GmbH). Danach wurde die Losung von den Teflongefdfien in 50 mL Falcon Rohrchen
iiberfiihrt. In diesen war es im Anschluss an den Aufschluss méoglich das Probenvolumen auf
15 mL mit destilliertem Wasser aufzufiillen. Das standardisierte Probenvolumen lief3 eine
nahezu identische Einstellung des pH-Wertes der Proben zu. Dieser ist entscheidend fiir die
ITonisierbarkeit der Elemente und Intensitiat im Spektrum. Die so aufgeschlossenen Proben

wurden dann an Herrn T. Schwarz {ibergeben, der mit diesen die ICP-OES durchfiihrte.

3.2.12 Induktiv gekoppeltes Plasma mit optischer Emissionsspektrometrie (ICP-OES)

Die optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma ermoglicht eine
Anregung der Atome im Plasma und durch die damit verbundene emittierte elektromag-
netische Strahlung im Bereich des sichtbaren und ultravioletten Lichtes eine quantitative
Analyse der (Spuren-)Elemente. Die jeweilige Elementkonzentration steht in direktem
Zusammenhang mit der Intensitét der Linien im Spektrum.

Die Messungen an der iCAP Duo 6300 (Thermo Fisher Scientific) (s. Tab. 3.4) wurden
von dem technischen Assistenten T. Schwarz durchgefiihrt.

Uber eine automatische Kontrolleinheit werden mittels einer Pumpe die zuvor aufgeschlos-
senen Proben (Abschnitt 3.2.11) in einem kontinuierlichen Strom aus den Falcon Réhrchen
gepumpt. Im Anschluss erfolgt eine Vereinigung von Argongas mit der Probenfliissig-
keit im Zerstduber. Dabei wird die Losung im Argonstrom mikrofein zerstdubt. Das so
entstandene Aerosol kann iiber eine pneumatische Quarz-Zyklon-Sprithkammer in zwei
Kompartimente aufgetrennt werden. Zum einen in grofie und schwere Teilchen (95 %), die
direkt dem Abfluss zugefithrt werden und zum anderen in fliissige Teilchen (5 %), die in
die Plasmakammer mit Argonplasma gelangen sollen.

Die in der Losung befindlichen Elemente kénnen durch die hohe Temperatur der Induk-
tionsspule, die von einem Hochfrequenz-Generator gespeist wird und das Argonplasma
erzeugt, atomisiert werden (ca. 6000 K) (Skoog und Leary, 1996). Dabei werden die Valen-
zelektronen der Atome angeregt und erreichen ein hoheres Energieniveau. Die Instabilitit
des angeregten Zustandes sorgt fiir ein Zuriickfallen der angeregten Elektronen auf ein
niedrigeres Energieniveau, welches wiederum mit der Aussendung von elektromagnetischer

Strahlung im Bereich des UV und sichtbaren Lichtes verbunden ist. So wird ein element-
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spezifisches Emissionsspektrum gebildet. Das Echelle-Gitter liefert eine Serie von Linien,
die verstiarkend interferieren und eine eindeutige Zuordnung des Elements zum Peak durch
den kollisionsinduzierten Dissoziations-(CID-)Detektor erméoglicht. Letzterer erlaubt eine
radiale und axiale Plasmabetrachtung. Durch den Bezug auf die Einwaagemenge werden
dann die Elementgehalte (Al, B, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S, Zn) in parts

per million (ppm) ermittelt.

3.2.13 Biostatistische Methoden
3.2.13.1 Durchschnittliche GefaBgréBe und GefaBanzahl

Die Gefafigrofie wurde ermittelt, indem auf den zusammengesetzten Bildern der Querschnit-
te mit dem Programm ZenPro (Tab. 3.5) jeweils ein Rechteck in jeder Himmelsrichtung
zwischen Mark und Rinde gesetzt wurde. Eine Markierung des Umfangs erfolgte fiir
alle innenliegenden Geféfle sowie die jeweiligen Gefiafle, die die rechte und obere Seite
geschnitten hatten (Abb. 3.3).

Die durchschnittliche GefiaBgroBe in mm? konnte mit Hilfe des Mittelwertes der Gefifgro-

2

Ben ermittelt werden. Die Berechnung der Gefiaflanzahl pro (Gesamt-)Fliche mm® wurde

mittels der Umrechnung von pm? in mm? vorgenommen.

3.2.13.2 Prozentualer Wassergehalt

Der Wassergehalt wurde durch das Wiegen der vitalen, gut gewéasserten Pflanzen und des
nach Trocknung bestimmten absoluten Trockengewichtes (Kapitel 3.2.3.1) ermittelt. Da
der Wasserverlust iiber einen Zeitraum betrachtet werden sollte, wurden im Nachhinein der
Wassergehalt des jeweiligen Trockenstadiums errechnet. Die Berechnung als prozentualer
Wassergehalt erfolgte unter der Annahme, dass eine gute Bewéasserung 100 % Wasser im

Gewebe entspricht und ein vollkommen trockenes Gewebe dementsprechend 0 % Wasser.

3.2.14 Mathematische Berechnungen

Die im Folgenden aufgefithrten Erkldrungen zu den Berechnungen wurden der Masterabeit
Vuralhan von 2015 (Vuralhan, 2015) entnommen und auf den neusten Stand von Microsoft
Office 2016 (Tab. 3.5) angepasst.

3.2.14.1 Arithmetrischer Mittelwert

Der arithmetische Mittelwert (MW) errechnet sich aus dem Quotienten der Summe aller

Stichprobenwerten und der Stichprobenmenge.
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3.2.14.2 Standardabweichung

Die Funktion STABW.N (Microsoft Exel 2016) (Tab. 3.5) berechnet die Standardabwei-
chung ausgehend von der Grundgesamtheit. Die Standardabweichung ist ein Maf fiir die

Streuung von Werten beziiglich ihres Mittelwerts.

STABWN = g, — /2=

3.2.14.3 Standardfehler

Der Standardfehler bezeichnet die durchschnittliche Streuung der Stichprobenverteilung.
Damit gibt er Auskunft iiber die Inkonstanz des Mittelwertes.

S:\/—%

3.2.14.4 Normalverteilung

Die Normalverteilung der Grundgesamtheit der ermittelten Datenreihen wurde mittels des
Shapiro-Wilk-Test iiberpriift (Shapiro und Wilk, 1965). Diese ist Voraussetzung fiir die im
Folgenden angewandten parametrischen Statistikverfahren (Kapitel 3.2.14.5 und Kapitel
3.2.14.6).

3.2.14.5 ungepaarter Students t-Test

Der ungepaarte t-Test (Funktion T.Test (Microsoft Exel 2016)) priift, ob die Mittelwerte
zweier Stichproben (Zweistichproben-Test) bei einer zweiseitigen Verteilung sich signi-
fikant voneinander unterscheiden. Der Test beriicksichtigt dabei die ungleiche Varianz
(heteroskedatisch) der Stichproben. Die Signifikanzgrenzen wurden wie folgend definiert:
%k 0 p < 0,015 %x:p <0,05; x:p <O0,1.

t-Wert = 222

2 2
4%
ny o n2

3.2.14.6 Konfidenzniveau

Konfidenzniveaus beschreiben die Fehlergrenze des arithmetischen Mittels der Stichproben
bei unendlicher Wiederholung des Versuches. Hier wird das Konfidensniveau von 95 %

verwendet, das aussagt, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % bei unendlicher
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Wiederholung des Versuches der Mittelwert in dem Bereich des Konfidenzniveaus liegt.
Uberlagern sich zwei solcher Niveaus unterschiedlicher Proben, dann ist ein Unterschied
nicht signifikant bzw. bei keiner Uberschneidung ergibt sich ein signifikanter Unterschied

im Mittelwert.

Konfidensniveau von 95 % = MW £ S * 1,96






KAPITEL 4

Ergebnisse

4.1 Reaktionen verschiedener Pflanzenarten auf Rotation

Die verschiedenen Pflanzenarten wurden wie in Kapitel 3.2.2 behandelt. Im Folgenden
sind die Ergebnisse der Wuchsverédnderungen und der anatomischen Zusammensetzung der
rotierten und nicht beeinflussten Individuen dargestellt. Bei der Angabe von Prozenten
wurde immer die Kontrolle als 100 % gesetzt und die rotierten Pflanzen im Verhéltnis
dazu berechnet. Alle anderen Werte sind Mittelwerte 4+ Standardfehler.

4.1.1 Anatomische Analysen von rotierten Mimosa pudica

Im Rahmen der AG Fromm wurden 2015 Vorversuche durchgefiihrt. Als Grundlage der
Beobachtungen dienten die Analysen von Biinning (1953), die zeigen, dass eine mehrmalige
tagliche Reizung bei Mimosa pudica eine Veranderung im Habitus induziert und optisch zu
einem gedrungeneren Wuchs durch Hemmung des Internodienwachstums fiihrt (Biinning,
1953).

In den Vorversuchen, die unabhéngig dieser Dissertationsschrift durchgefiithrt wurden,
konnte dieses Ergebnis reproduziert werden. Hinzu kam, dass eine Reizadaption erfolgte,
d.h. dass die Fiederblédttchen nach einigen Tagen nicht mehr auf den Reiz der Rotation
durch Seismonastie reagierten.

Die Ergebnisse des Vorversuches sind im Detail im Folgenden dargestellt:

51
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Abbildung 4.1: Ernteparameter der Mimosa pudica 2015. (A) Das Gewicht der Kon-
trollpflanzen und rotierten Individuen von Spross und Wurzel. Die Daten-
punkte représentieren die Mittelwerte n= 10 + Standardfehler. (B) Die Hohe
im Verhéltnis zum Stammdurchmesser der Pflanzen. Die Datenpunkte repra-
sentieren die einzelnen Individuen der Kontroll- und rotierten Pflanzen. Als
Ellipse ist der jeweilige Mittelwert + Konfidenzniveau (95 %) eingezeichnet.
Die dargestellte Signifikanz des ungepaarten Students t-Test: x*x* : p < 0,01;
wx% 1 p < 0,05. Unverodffentlichte Ergebnisse von Prof. Dr. Jorg Fromm.

Beim Vorversuch ergab sich, dass die Kontrollpflanzen (47,21 cm + 1,75 cm) signifikant
hoher als die rotierten Individuen (34,36 cm + 1,02 cm; -27,22 %) waren (s. Abb. 4.1 B).
Die kleineren rotierten Individuen wiesen dafiir einen signifikant starkeren Stammdurch-
messer (2,98 mm + 0,11 mm; +12,45 %) gegeniiber der Kontrolle (2,65 mm + 0,07 mm)
auf (Abb. 4.1 B). Die Signifikanz in den Unterschieden des Stammdurchmessers konnte
bei Betrachtung der Konfidenzniveaus (95 %), in dem sich der Mittelwert der Proben bei
unendlichfacher Wiederholung befinden muss, nicht bestétigt werden. Der starkere Wuchs
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der Kontrollgruppe spiegelte sich ebenso durch ein signifikant hoheres Frischgewicht (FG)
wider (Kontrolle FG: 9,21 g + 0,79 g; rotiert FG: 6,31 g + 0,45 g (-31,49 %)). Analog
dazu verhielt sich das Trockengewicht (TG) der Kontrolle (3,44 g 4+ 0,50 g) gegentiber den
rotierten Individuen (2,19 g 4+ 0,34 g (-36,34 %)). In den Wurzelmassen hingegen konnten
keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (siche Abb. 4.1 A).

Bei den im Rahmen dieser Dissertationsschrift durchgefiihrten Versuchen (2016) befanden
sich immer zwei Mimosa pudica Pflanzen in einem Topf. Diese wurden in 2 Gruppen
unterteilt, sodass die grofileren Individuen nachfolgend jeweils als Alpha («) und die
kleineren als Beta () bezeichnet werden. Ebenfalls ergab sich bei diesem Versuch ein
signifikanter Unterschied in der Hohe der Gruppe « der Kontrolle gegeniiber der rotierten
Mimosa (-16,21 %) (Abb. 4.2 A). Zusétzlich wurde signifikant mehr Biomasse gebildet
(v Frischgewicht (FG) Kontrolle: 21,43 g + 1,58 g; a FG rotiert: 17,10 + 1,29 g). In den
Wurzeln hatten sich genauso wie 2015 keine signifikanten Unterschiede gebildet (Abb. 4.2
C). Bei der Gruppe [ sind keine Unterschiede zu verzeichnen. Wie bei den Vorversuchen
war bei keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied im Stammdurchmesser zu finden
(o Kontrolle: 4,51 mm =+ 0,18 mm; « rotiert: 4,34 mm =+ 0,11 mm). Weiterhin konnte die

Reizadaption reproduziert werden.
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Abbildung 4.2: Ernteparameter von Mimosa pudica 2016. (A) Die Hohe der Gruppen
a und S der jeweiligen Kontrolle und rotierten Mimosa; (B) Der Durchmesser
der Gruppen a und 8 der jeweiligen Kontrolle und rotierten Mimosa; (C)
Das Gewicht des Sprosses der Gruppen « und 5 sowie das Wurzelgewicht der
jeweiligen Kontrolle und rotierten Mimosa. Die Datenpunkte représentieren
die Mittelwerte n = 10 £ Standardfehler. Die dargestellte Signifikanz des
ungepaarten Students t-Test: x * x : p < 0,01; *x : p < 0,05.
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Die Auswertung der Stammschnitte unter Betrachtung der Gefafigrofien und Anzahl der
Gefiafle (Kapitel 3.2.13.1) der rotierten und nicht stimulierten Mimosa pudica Pflanzen
zeigte keinen signifikanten Unterschied (Abb. 4.3). Ebenso wies eine Separierung in die
Gruppen a und S keine Divergenz auf. Um die Messergebnisse zu eruieren, wurden bei der
Kontrolle o durchschnittlich 44 Geféflie und bei 5 34 Gefiafle je Quadrat vermessen. Fir die
rotierten Individuen waren es bei der o Gruppe 42 Geféafie und bei der 8 Gruppe 33 Geféfle
je Quadrat. Daraus ergab sich eine durchschnittliche GefidBanzahl pro pm? von 163 + 45
fiir die Kontrolle und 145 + 38 fiir die rotierten Individuen mit einem Durchmesser von

673 pm? + 297 pm? bzw. 629 pm? + 264 pm?.
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Abbildung 4.3: Gefiafldichte im Verhiltnis zur Gefaf3igrofie im Stamm von Mimo-
sa pudica. Die Datenpunkte reprisentieren die einzelnen Individuen der
Kontroll- und rotierten Mimosa.

Insgesamt hat die Stimulation durch Rotation einen verdnderten Habitus bei den

Mimosa pudica Pflanzen induziert, aber keine Verdnderungen auf der Gefiflebene im

Stamm bewirkt.

4.1.1.1 C/N Analyse des Pflanzenmaterials der rotierten Mimosa pudica

Aus der Elementaranalyse konnen Erkenntnisse iiber den Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt
des pflanzlichen Gewebes gewonnen werden, die eventuell durch den verdnderten Wuchs

hervorgerufen wurden oder diesen beeinflusst hatten (Kapitel 3.2.10).
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Der C/N Quotient der Pflanzen aus dem Vorversuch 2015 der rotierten Mimosa-Pflanzen
gegeniiber der Kontrollgruppe war sowohl im Spross- als auch im Wurzelgewebe signifikant
bzw. hoch signifikant grofier (Abb. 4.4). Es ergaben sich Unterschiede von +11,85 % im
Spross und +28,64 % im Wurzelgewebe. Dabei war jeweils der Stickstoffgehalt im rotierten
Gewebe (-0,23 % im Spross; -0,42 % in der Wurzel) im Verhéltnis zur Kontrolle geringer,
sodass der C/N Quotient hoher war.

*% *ok ok
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20 1 T m Mimosa Kontrolle 2015

C/N

O Mimosa rotiert 2015
15 1

10 1

Spross Wurzel

Abbildung 4.4: C/N Quotient von Mimosa pudica 2015. Die Datenpunkte repréasentie-
ren die Mittelwerte n = 10 £+ Standardfehler. Die dargestellte Signifikanz des
ungepaarten Students t-Test: x%x : p < 0,01; #* : p < 0,05. Unveréffentlichte
Ergebnisse von Prof. Dr. Jérg Fromm.

Bei der Wiederholung des Versuches gab es in beiden Gruppen leicht signifikante
Unterschiede der rotierten Mimosa-Pflanzen (a: +14,98 %; [B: +11,81 %) gegeniiber
der Kontrolle (Abb. 4.5). Zusétzlich konnten bei der Analyse des Wurzelmaterials die
Ergebnisse von 2015 reproduziert werden, sodass sich hoch signifikante Unterschiede des
C/N Quotienten der rotierten Pflanzen (+31,66 %) im Vergleich zur Kontrolle ergaben.
Ebenfalls resultierte die Erhohung des C/N Anteils im rotierten Gewebe analog zum
Vorversuch aus einem verminderten Stickstoffgehalt (« Spross bzw. Wurzel: -0,37 %; 3:
0,29 %). Im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen gab es leichte Abweichungen des

Kohlenstoffgehaltes im « Sprossgewebe rotiert (-4,61 %) im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 4.5: C/N Quotient von Mimosa pudica 2016. Die Datenpunkte représen-
tieren die Mittelwerte n = 10 4+ Standardfehler. Die dargestellte Signifikanz
des ungepaarten Students t-Test: % * : p < 0,01; * : p < 0,1.

4.1.2 Anatomische Analyse von rotiertem Acer pseudoplatanus

Die gewonnenen Erkenntnisse des Rotationsversuches von Mimosa pudica wurden auf eine
weitere verholzende Pflanzenarten iibertragen. Dafiir wurde Acer pseudoplatanus gewéhlt
(Abb. 4.6 A und C).
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Abbildung 4.6: Acer pseudoplatanus im Rotationsversuch. (A) Acer Kontrollbdume
(rechts) nach 6 Tagen seit Versuchsbeginn; (B) rotierte Acer nach 6 Tagen
seit Versuchsbeginn; (C) Acer Kontrollbdume nach 8 Wochen; (D) rotierte
Acer Kontrollbdume nach 8 Wochen.

Beim Rotationsversuch der aus Samen angezogenen Acer pseudoplatanus-Pflanzen erga-

ben sich zum Ende des Versuches ab der 12. Woche signifikant mehr Sprossverzweigungen
bei den rotierten Individuen (jeweils nach 13 Wochen; Verzweigungen Kontrolle: 10,67
+ 0,38; Verzweigungen rotiert: 11,80 4+ 1,11) und dadurch zwangslaufig eine grofiere Blat-
tanzahl (Abb. 4.7 A).
Ebenso gab es Unterschiede in der Blattgrofie. So war der Durchmesser des groiten Acer
Blattes jedes rotierten Baumes (8,50 cm + 0,56 ¢cm) im Vergleich zu den Kontrollbdumen
(11,33 ¢cm £0,56 cm) hoch signifikant kleiner und betrug nur 75 % im Vergleich zur
Kontrolle (sieche Abb. 4.8).

Ab einer Versuchsdauer von 8 Wochen waren die unbehandelten Individuen leicht signifi-
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kant grofier gegeniiber den rotierten (Abb. 4.6 B und D). Die rotierten Pflanzen wiesen im
Verhéltnis zur Kontrolle nur eine durchschnittliche Hohe von 77,63 % im Zeitraum der
Wochen 8 bis 12 auf. Innerhalb der letzten Versuchswoche erfuhren die Kontrollpflanzen
einen Wachstumsschub, sodass die rotierten Individuen nach 13 Wochen nur noch eine
Hohe von 69,40 % im Verhéltnis zur Kontrolle besalen (Abb. 4.7 B).

Dies spiegelte sich ebenso in dem leicht signifikanten Unterschied in der Biomasse (FG des
Sprosses, Kontrolle: 28,33 g 4 3,47 g; rotiert: 21,25 g 4+ 3,70 g) wider (Abb. 4.8). Dabei ergab
sich allerdings ein annéhernd gleicher Stammdurchmesser (Kontrolle: 5,86 mm =+ 0,35 mm;
rotiert: 6,27 mm + 0,46 mm) (Abb. 4.7C). Zu Anfang war ein Unterschied sichtbar, der
jedoch weder signifikant war noch im zeitlichen Verlauf bestand hatte. Der starke Zuwachs
in der Hohe der Kontrollpflanzen war auch in einer Zunahme des Stammdurchmessers zu

detektieren.
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Abbildung 4.7: Rotationsinduzierte Parameter von Acer pseudoplatanus im Ver-

gleich zu den Kontrollbdumen. (A) Anzahl der Blattverzweigungen; (B)
Hohe ab 8 Wochen im Versuch; (C) Stammdurchmesser ab 8 Wochen im
Versuch. Die Datenpunkte reprisentieren die Mittelwerte n = 6 + Stan-
dardfehler. Die dargestellte Signifikanz des ungepaarten Students t-Test:
sk 1 p < 0,05; % :p<0,1.
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Abbildung 4.8: Ernteparameter von Acer pseudoplatanus. Darstellung des Blattdurch-
messers im Verhéltnis zum Gewicht des Sprosses. Die Datenpunkte repra-
sentieren die einzelnen Individuen der Kontroll- und rotierten Baume. Als
Ellipse ist der jeweilige Mittelwert + Konfidenzniveau (95 %) eingezeichnet.
Die dargestellte Signifikanz des ungepaarten Students t-Test: % % % : p < 0,1;
*:p< 0,1

Obwohl sich bei Mimosa keine Unterschiede in der anatomischen Struktur beziiglich
GefaBgrofie und Anzahl der Geféfle durch die Rotation ergeben hatten, konnte bei Acer eine
signifikant geringere GeféBdichte bei den rotierten Individuen mit 68,53 + 8,62 pro mm?
im Vergleich zu den Kontrollbiumen mit 98,99 4+ 7,46 pro mm? ermittelt werden (Abb.
4.9). Die Signifikanz der unterschiedlichen Geféfidichten wurde iiber das Konfidenzniveau
(95 %) nicht bestétigt. Vermutlich bedingt durch einen geringen Probenumfang und daraus
resultierenden grofleren Standardfehler. Bei der Geféafigrofie ergab sich hingegen kein
signifikanter Unterschied. Insgesamt wurden bei den Kontrollpflanzen je Rechteck im

Durchschnitt 56 Gefiafle und bei den rotierten Individuen je 47 Gefédfle vermessen.
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Abbildung 4.9: Gefafldichte im Verhiltnis zur Gefif3grofle im Stamm von Acer
pseudoplatanus Baumen. Die Datenpunkte repriasentieren die einzelnen
Individuen der Kontroll- und rotierten Baume. Als Ellipse ist der jewei-
lige Mittelwert + Konfidenzniveau (95 %) eingezeichnet. Die dargestellte
Signifikanz des ungepaarten Students t-Test: #x : p < 0,05.

4.1.3 Anatomische Analyse von rotiertem Zea mays

Fiir die Untersuchung von nicht verholzenden Arten wurde der Rotationsversuch mit Zea
mays Pflanzen in drei Versuchswiederholungen (Zea I — III) durchgefiihrt. Im Folgenden
sind die Messwerte aller drei Durchldufe zusammen dargestellt. Bei Zea I wurden die

Werte das erste Mal nach 2 Wochen erfasst, deshalb fehlen anschlieend die Messwerte

nach der 1. Versuchswoche.
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Abbildung 4.10: Wuchsparameter der Zea mays Pflanzen. (A) Hohe von Zea I — I1I;
(B) Blattanzahl von Zea I — III; (C) Das jeweils langste Blatt von Zea I
—III. Die Datenpunkte reprisentieren die Mittelwerte n= 5 £+ Standard-
fehler. Jeweils nebeneinander sind die Kontroll- und rotierten Individuen
abgebildet. Die dargestellte Signifikanz des ungepaarten Students t-Test:
* %% 0 p < 0,01; %% :p < 0,05; x:p <O0,1.

Eine signifikante Wuchshemmung der rotierten Pflanzen zu den Kontrollgruppen war
nach 3 Wochen Versuchszeitraum bei Zea I (-13,19 %) und Zea III (2. Woche: -15,48 %; 3.
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Woche: -24,37 %) messbar. Am Ende des Versuchszeitraumes (nach 4 Wochen) konnte
eine Signifikanz dieses Unterschiedes nur noch bei dem Zea III Versuchsdurchlauf in Form

von einer Wuchshemmung um 15,66 % gegeniiber der Kontrolle festgestellt werden (Abb.
4.10 A).
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Abbildung 4.11: Ernteparameter und Stidngeldurchmesser der Zea mays Pflanzen.
(A) Gewicht des Sprosses und der Wurzel; (B) Stédngeldurchmesser im
zeitlichen Verlauf. Die Datenpunkte reprasentieren die Mittelwerte n = 5
+ Standardfehler. Die dargestellte Signifikanz des ungepaarten Students
t-Test: ** : p < 0,05; *: p < 0,1.

Im Bezug auf die Blattanzahl ist eine eindeutige Tendenz der vermehrten Blattausbil-
dung durch Rotation bei Zea I (3. Woche: Kontrolle 6,5 + 0,5 zu rotiert 7,8 + 0,23; 4.
Woche: Kontrolle 7,4 + 0,36 zu rotiert 8 + 0,28) und Zea II (Kontrolle 6,4 4+ 0,22 zu
rotiert 7,2 £ 0,18) nach 4 Wochen zu beobachten gewesen (Abb. 4.10 B).

Dies spiegelt sich jedoch nicht eindeutig in der Bildung der oberirdischen Biomasse wider.
Bei Zea 1 traten keine relevanten Unterschiede im Sprossgewicht auf. Zea II hingegen hat
bei den rotierten Pflanzen signifikant mehr Biomasse (+13,70 %) als bei der Kontrolle

gebildet. Bei Zea III ist {iberraschenderweise weniger Biomasse bei den rotierten Pflanzen
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(-13,04 %) gegeniiber der Kontrolle entstanden (Abb. 4.11 A). Die Analyse der Wurzel-
biomassen lieferte bei beiden untersuchten Gruppen signifikante Unterschiede, sodass
mehr Wurzelmasse bei den rotierten Pflanzen (I: 411,08 %; III: +14,81%) gegeniiber den
Kontrollpflanzen gebildet worden waren (Abb. 4.11 A). Bei Zea 11 wurde das Gewicht der
Waurzelballen nicht erfasst.

Beim Durchmesser der Stangel ergab sich, dass bei den Durchlaufen der Gruppen I (3.
Woche: +13,14 %; 4. Woche: +6,30 %) und II (durchschnittlich +7,55 %) die jeweiligen
Sténgel der rotierten Pflanzen signifikant breiter waren als die der Kontrollgruppen. Diese
Zunahme war bereits nach 3 Wochen zu erkennen (Abb. 4.11 B). Beim Durchlauf IIT war
dieser Zuwachs zunéchst auch vorhanden, kehrte sich dann aber um, indem die Kontrolle als
Begleiterscheinung des Wachstumsschubes zusétzlich einen stdrkeren Stangeldurchmesser
ausbildete (rotiert: -7,57 %) (Abb. 4.11 B).

Fir die Auswertung auf anatomischer Ebene wurden bei Zea mays im Durchschnitt
jeweils 115 + 7 Gefdfle je Querschnitt vermessen. Da Zea mays eine monokotyledone
(einkeimblattrige) Pflanze ist, wurde jeweils nur ein Rechteck vermessen, das tiber den
kompletten Querschnitt ging (Abb. 4.12).

Abbildung 4.12: Querschnitt des Zea mays Sprosses. Einer rotierten Zea I Pflanze,
Schnittdicke 6 pm. In schwarz ist das Rechteck zur Geféfivermessung
dargestellt. Mit einer 2,5-fachen Vergréflerung fotografiert.

Bei der Gefafldichte war kein eindeutiger Effekt zu beobachten, sodass bei Zea III leicht
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signifikant mehr Gefifie pro mm? (+26,96 %) zu finden waren (Abb. 4.13 D). Allerdings
hatten sich bei der Betrachtung der Konfidenzniveaus bei 95 % bei keiner der Gruppen Zea
I — IIT weder in der Gefafigrofie noch in der Gefddichte signifikante Unterschiede ergeben.
Ebenso gab es keine signifikanten Unterschiede in den Geféfigroflender Gesamtiibersicht,
die sich hauptsichlich zwischen 2000 pm? bis 3000 pm? bewegten (Abb. 4.13 A).
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Abbildung 4.13: Verhiltnis Gefifldichte zur Gefifigréfle von Zea mays. (A) Uber-
sicht Zea 1 — III; (B) Zea I; (C) Zea II; (D) Zea III. Die Datenpunkte
reprasentieren die einzelnen Individuen der Kontroll- und rotierten Pflan-
zen. Als Ellipse ist der jeweilige Mittelwert + Konfidenzniveau (95 %)
eingezeichnet.

Insgesamt spiegelten sich beim ersten Versuchsdurchlauf an Zea mays (Zea 1) die zuvor
gewonnenen Ergebnisse von Mimosa pudica wider. Eine Analogie zur dritten Wiederholung
(Zea I11) ist teilweise auch erkennbar, allerdings lieferte der zweite Durchlauf (Zea II) trotz
deckungsgleicher Durchfiihrung teils identische, teils widerspriichliche Ergebnisse, deren

Ursprung nicht ersichtlich war.

4.1.3.1 Elektrische Signale in rotiertem Zea mays

Mittels intrazellularer Mikroelektroden wurde tiberprift, inwiefern die Rotation elektrische

Signale in den Zea mays Pflanzen hervorruft. In Abbildung 4.14 sind die, durch die Rotation



4.1 Reaktionen verschiedener Pflanzenarten auf Rotation 67

induzierten, elektrischen Signale an Zea mays dargestellt. Es ergaben sich elektrische

Potenziale von 25 mV bis zu 40 mV wahrend der Rotation.

25mvVv
|' +

1 min

Abbildung 4.14: Messung elektrischer Signale bei der Rotation. (A) Beispiel einer
Signalstiarke von 25 mV (n = 5) einer intrazellularen Potenzialmessung
wahrend der Rotation; (B) Analog zu A mit einer Signalstidrke von 40 mV
(n = 5).

4.1.4 Transmissionsmessungen und Rotation

An Glycine max L. wurde die nicht invasive Methode der Transmissionsmessungen in
Marburg (Kapitel 3.2.9) durchgefiihrt, um zu tiberpriifen inwieweit leichtes Rotieren sich
auf die Transmission bzw. Wasserverteilung im Gewebe auswirkt. Dabei konnte keine
Beeinflussung der Wasserverteilung im Gewebe festgestellt werden. Obwohl unter gleichen
Bedingungen elektrische Signale zu messen waren (siehe Kapitel 4.1.3.1).

Eine stiarkere Rotation war nicht moglich, da zum einen gewéahrleistet werden musste,
dass die gleiche Blattfliche von dem Laser gemessen wird, da dies sonst zur Verfilschung
der Messergebnisse fithrt. Zum anderen musste verhindert werden, dass das Messsystem
Schaden nimmt. Daher wurde die Kombination aus Rotation und Transmissionsmessung

mittels THz-Laser als Versuchsaufbau verworfen.
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4.2 Simultane Stimulation durch mehrere Reize

4.2.1 THz-Transmissionsmessungen der absoluten Wassermenge in Blattern

Die bereits erwdhnten Messungen an der Philipps-Universitdt Marburg mit Dr. Ralf Gente
fanden an trockengestressten Glycine max L. Pflanzen, wie in Kapitel 3.2.9 beschrieben,
statt.

Dabei wurde die THz-Transmission an einem Blatt gemessen und anschliefend wiederbe-
wassert (s. Abb. 4.15 (1)). Sobald die Wasseraufnahme durch Abnahme der Transmission
erkennbar war, wurde an demselben Blatt ein Feuerreiz gesetzt (Abb. 4.15 (2)). Die
Transmissionsmessung im Terahertz Bereich zeigte einen Einbruch in der Wasseraufnahme
mit Wasserabgabe nach dem Hitzestimulus. Dies deutet auf einen Einfluss des Stimulus
hin.
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Abbildung 4.15: Transmissionsmessung an Glycine max L. 1: Wiederbewésserung; 2:
Feuerreiz an der Messblattspitze.

Mit Mimosa pudica sollten die Ergebnisse reproduziert werden. Bei Mimosa kommt es
zu Wasserverschiebungen in den Gelenken beim Falten. Mit dem verwendetet Messsystem
war es nicht moglich ein einzelnes Fiederblatt anzuvisieren. Zusétzlich ergab sich, dass
die Mimosa Pflanzen falteten, sobald sie unter Trockenstress litten, sodass man keine
Zunahme der Transmission hétte messen kénnen. Dadurch wurde eine Messung unmoglich.
Es wurde durch das Fixieren der Blétter auf einer Klebefolie getestet, ob dieses Problem
zu l6sen sei. Allerdings empfanden die Pflanzen dieses ebenfalls als Reiz und bedingt durch
den Trockenstress kam es zu keiner Relaxion. Daraufhin wurde erfolgreich versucht, eine
Verkleinerung der Messflache auf ein einzelnes Fiederblatt zu nutzen. Bei der anschlieen-

den Messung konnte keine Verdnderung in der Transmission beobachtet werden.
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Daher wurde Mimosa pudica als Pflanze fiir die Messung der Transmission unter Tro-

ckenstress verworfen.

4.2.2 Der Einfluss von Hitzereiz und Wiederbewasserung auf den Gaswechsel von
Glycine max L. und Zea mays

In Anlehnung an die Messungen in Marburg wurden bei trockengestressten Glycine max
L. Pflanzen analog zu den spéter erwdhnten Zea mays Pflanzen der Gaswechsel und die
elektrischen Signale gemessen. Bei den Untersuchungen des Gaswechsels wurde versucht,
den Versuchsaufbau aus Marburg zu rekonstruieren, in dem zunéchst wiederbewéssert
wurde und 20 Minuten spéter der Feuerreiz erfolgte. Allerdings erholten sich die Gaswech-
selparameter trotz mehrmaliger Wiederholung nicht.

Auf Grundlage der Vorversuche in Marburg wurden dann Experimente mit zwei zeitgleichen
Stimuli entworfen und durchgefiihrt. Zusatzlich wurde parallel der Gaswechsel gemessen.
Trockengetresster Glycine max L. wurde nach einer Woche ohne Bewésserung bzw. bei
Zea mays nach drei Wochen, iiber 3 Sekunden mit einem Hitzestimulus an der Blattspitze
erregt und zeitgleich wiederbewéssert. Zea mays kann aufgrund des Cy4-Metabolismus
langere Trockenperioden im Vergleich zu Glycine maz L. unbeschadet iiberstehen.

Die Messung des Gaswechsels erfolgte wie in Kapitel 3.2.7 beschrieben mit dem Li-6400 XT.
Als Vergleich dienten Pflanzen der jeweiligen Art bei der gleichen Anzucht die jeweils
nur einem Reiz ausgesetzt waren, d.h. entweder Hitzereiz oder Wiederbewéasserung nach
Trockenstress. Als Parameter sind im Folgenden die Netto CO2 Aufnahmerate (Photosyn-
these), stomatéare Leitfdhigkeit, interzellulire CO9 Konzentration und die Transpiration

wahrend des Versuches dargestellt.
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Abbildung 4.16: Anderungen des Gaswechsel bei Glycine maxz L. nach Stimula-
tion der Blattspitze und/oder Wiederbewisserung. (I) Photosyn-
these und stomatéare Leitfihigkeit; (IT) Interzellulire CO2 Konzentration
(C;) und Transpiration; (A) Hitzestimulus: Die Blattspitze wurde 3 s lang
durch Hitze stimuliert; (B) Wiederbewésserung: Das Boden-/Wurzelsystem
wurde erneut mit 2,5 L HyO bewéssert; (C) Zeitgleiche Wiederbewésse-
rung und Hitzestimulation wie bei A und B. Dargestellt sind typische
Gaswechselverldufe aus einer Reihe von Messungen (n = 5).

Nach dem Hitzestimulus an Glycine max L. kam es unmittelbar zu einem Einbruch

der Photosynthese, stomatéiren Leitfahigkeit und Transpiration. Nach ca. 12 Minuten
begannen die Werte sich zu erholen (Abb. 4.16 A.I und A.IT). Die Wiederbewésserung

hingegen induzierte zeitverzogert einen Anstieg der zuvor genannten Parameter (Abb. 4.16

B.I und B.II). Bei der zeitgleichen Stimulation mit beiden Reizen kam es zunéchst zu
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einem schwécheren Einbruch im Verhéltnis zum Hitzestimulus und daran anschliefend
zu einem starken Anstieg im Vergleich zur einzelnen Wiederbewésserung (Abb. 4.16 C.I
und C.IT). Die interzellulire COy Konzentration verhélt sich meist gegenldufig zu den drei
anderen Gaswechselparametern.

Die Gaswechsel Messkurven des Zea mays unterscheiden sich von denen der Glycine maz
L. Pflanzen (Abb. 4.16 vgl. Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17: Anderungen des Gaswechsel bei Zea mays nach Stimulation der
Blattspitze und/oder Wiederbewisserung. (I) Photosynthese und
stomatére Leitféhigkeit; (II) Interzellulire COy Konzentration (C;) und
Transpiration; (A) Hitzestimulus: Die Blattspitze wurde 3 s lang durch
Hitze stimuliert; (B) Wiederbewésserung: Das Boden-/Wurzelsystem wur-
de erneut mit 2,5 L HoO bewdssert; (C) Zeitgleiche Wiederbewésserung
und Hitzestimulation wie bei A und B. Dargestellt sind typische Gaswech-
selverldufe aus einer Reihe von Messungen (n = 5).

Nach dem Hitzestimulus an Zea mays kam es zu einem kurzzeitigen Anstieg der Photosyn-
these, stomataren Leitfahigkeit und Transpiration, nach dem ein Einbruch der Parameter
folgte. Erst nach ca. 40 Minuten begannen die Werte sich zu erholen (Abb. 4.17 A.T und
A.II). Die Wiederbewésserung induzierte einen Abfall der Werte, bevor es ab Minute 45

zu einem Anstieg der zuvor genannten Parameter kam (Abb. 4.17 B.I und B.II). Bei
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der gleichzeitigen Stimulation mit beiden Reizen kam es zu einem stérkeren Anstieg im
Verhéltnis zum Hitzestimulus und daran anschlieBend zu einem Einbruch der Parameter,
bevor ein starker Anstieg vergleichbar zur einzelnen Wiederbewésserung zu beobachten war
(Abb. 4.16 C.I und C.IT). Ebenso wie bei den Messungen an Glycine maz L. verhielt sich die

interzelluldre COy Konzentration gegenldufig zu den drei anderen Gaswechselparametern.

Insgesamt ergab sich bei der simultanen Stimulation zu denen mit Hitze und Wiederbe-

wasserung einzeln gereizten Pflanzen, ein kombinierter Verlauf der Parameter.

4.2.3 Wassergehaltsbestimmung wahrend des Trockenstresses

Die Topfe der Zea mays Pflanzen wurden wihrend der Austrocknung fiir den Trockenstress

gewogen, um den Wassergehalt berechnen zu koénnen.

Tabelle 4.1: Bestimmung des Wassergehalts in Zea mays. (n = 6 £ Standardfehler).
Die Dichte des Wurzelballens mit Erde wurde als 0,4 kg/dm?® bestimmt.

Zea Sprossgewicht Zea getrockneter Bodenwassergehalt Bodenwassergehalt Volumen des Boden-
[g] Wourzelballen mit nach 14 Tagen [%] vor Wiederbewdsse-  wassers vor Wieder-

Erde [kg] rung [%] bewdsserung [Vol.
o]

140 £ 7,64 1,42 £ 0,02 70,31 + 1,23 35,94 £ 2,43 14,38 £ 0,97

Uber die Transpiration der Stomata und des Bodens wurde der Wassergehalt durch-
schnittlich um 0,100 kg pro Tag reduziert. Nach 14 Tagen waren nur noch 70,31 % + 1,23 %
des Bodenwassers vorhanden (Tab. 4.1). Eine Woche spéter hatte jede Pflanze einen durch-
schnittlichen Wassergehalt im Boden von 35,94 % 42,43 % (n= 6 £+ Standardfehler). Dies
entsprach zum Zeitpunkt der Wiederbewésserung 14,38 Vol. % =+ 0,97 Vol. % im Boden.
Das vollstandig getrocknete Bodenwurzelsystem hatte ein Gewicht von 1,42 kg + 0,02 kg
und der Zea Spross von 140 g £ 7,64 g.

4.2.4 Elektrophysiologische Analyse zur simultanen Reizverarbeitung

Von Fromm und Fei konnte 1998 durch extrazelluldre Potenzialmessungen ein elektrisches
Signal nach der Wiederbewésserung von Zea mays, welcher 5 Tage unter Trockenstress
gelitten hatte, detektiert werden. Die elektrischen Signale traten vor der Verdnderung
des Gaswechsels auf und zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Verdnderungen im
Gaswechsel nicht auf der Wasseraufnahme, sondern die dadurch induzierten elektrischen
Signale zuriickzufiihren sein miissen (Fromm und Fei, 1998). Das Ziel der folgenden

Messungen lag darin, elektrische Signale wihrend des zeitgleichen Reizgebens zu messen.
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4.2.4.1 Elektrophysiologische Analyse zur simultanen Reizverarbeitung in Glycine max L.

Zunachst wurden intrazelluldre elektrophysiologische Versuche mit trockengestressten
Glycine max L. durchgefiihrt. Dafiir wurde, wie zuvor beschrieben, die Messapparatur
fiir analoge Potenzialmessungen an ein Glycine Blatt angebracht (Kapitel 3.2.5.4). Die
Ergebnisse der Messungen sind beispielhaft in Abbildung 4.18 dargestellt. Durch die
Wiederbewésserung nach einer Woche unter Trockenstress konnte eine Hyperpolarisation
des elektrischen Potenzials induziert werden (Abb. 4.18 A). Der Hitzestimulus erzeugte
ebenso eine Hyperpolarisation (Abb. 4.18 B). Durch die gleichzeitige Stimulation beider
zuvor verwendeter Reize konnte bei Glycine eine deutlich stirkere Hyperpolarisation
ausgelost werden (Abb. 4.18 C).

A Wiederbewéasserung

-132 mV l
————t"

25 mV

Hitzestimulus

®

153 mV

1 min

Simultane
C Stimulation

- 144 mVl

I

Abbildung 4.18: Potenzialmessungen intrazellular an Glycine max L. Pflanzen.
(A) Wiederbewésserung des Bodens (2,5 L) induzierte eine voriibergehende
Hyperpolarisationsausbreitung in akropetaler Richtung; (B) Stimulation
der Spitze durch Hitze (3 s) 16ste eine Hyperpolarisation in basipetaler
Richtung aus; (C) gleichzeitige Stimulation durch Hitze und Wiederbewés-
sern ((A) und (B)) losten eine starke Hyperpolarisation aus. Ein typischer
Verlauf der Messungen ist dargestellt (n = 5).
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4.2.4.2 Elektrophysiologische Analyse zur simultanen Reizverarbeitung in Zea mays

An Zea mays Pflanzen war zeitgleich das analoge und digitale Messsystem fiir intrazellulare
Messungen angeschlossen (siehe Kapitel 3.2.5.4). Dazu wurden selbstgezogene Mikroelektro-
den (Glaskapillaren). gefiillt mit 500 mM KCI, mit der Spitze in die Mittelrippe des dritten
Blattes von oben der Zea mays Pflanze in einem Abstand von 5 cm + 1 cm zueinander
eingestochen, an dem gleichzeitig mit dem Li-6400 XT der Gaswechsel (Kapitel 4.2.2)
gemessen wurde. Die schematische Darstellung ist in Abb. 4.19 illustriert. Nach Einstellen
des Ruhepotenzials (frithestens nach 10 Minuten) wurde sowohl gleichzeitig stimuliert als
auch der Einzelreiz beobachtet. Die erste Elektrode war in einem Abstand von 9 cm + 2 cm
zu der Hitze/Feuer stimulierten Blattspitze angebracht. Die Referenzelektroden befanden

sich in APW, ebenso wie ein abgeschnittenes Blatt der gemessenen Pflanze.

Hitzestimulus 1. Mikroelektrode 2. Mikroelektrode

9cm +/-2 ﬂScmH-lﬂ 27 cm +/- 2

Abgeschnittenes Ende eines Nachbarblattes

85cm +/- 6

LI-6400 XT

Wiederbewésserung

OO

Referenz-
elektroden

Kiinstliches Teichwasser

Abbildung 4.19: Schema des Aufbaus der kombinierten Reize mit intrazellularer
und Gaswechselmessung an Zea mays. Angegeben sind die jeweiligen
Absténde zwischen den einzelnen Messapparaturen und Stimuli.

In Abbildung 4.20 sind die Messergebnisse an Zea dargestellt. Als (I) sind die Messungen
mit dem analogen System gekennzeichnet und (II) beschreibt die Messungen mit dem
digitalen System. Der Hitzereiz induzierte eine vorriibergehende Hyperpolarisation (Abb.
4.20 A), welche zeitverzogert bei der digitalen Messelektrode (néher zum Spross) eintraf

(vgl. 4.20 A.I und A.II). Durch die Wiederbewésserung konnte eine Depolarisation ausgelost
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werden (Abb. 4.20 B.I/II). Die zeitgleiche Stimulation mit beiden Reizen erzeugte zunéchst
eine Hyperpolarisation und im Anschluss eine Depolarisation (Abb. 4.20 C.I/II).
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Abbildung 4.20: Potenzialmessungen intrazellular an Zea mays. (I) Analoges System;

(IT) Digitales System. (A.I/II) Stimulation der Spitze durch Hitze (3 s)
16st eine Hyperpolarisation aus mit einer Geschwindigkeit von 1,25 cm s~!
in basipetaler Richtung; (B.I/II) Wiederbewésserung des Bodens (2,5 L)
induzierte eine voriibergehende Depolarisationsausbreitung in akropetaler
Richtung bei einer Geschwindigkeit von 3,6 cm s~1; (C.I/II) Gleichzeiti-
ge Stimulation durch Hitze und Wiederbewéssern ((A.I/II) und (B.I/II))
16sten zuerst eine Hyperpolarisation und dann eine voriibergehende Depo-
larisation mit einer Geschwindigkeit von 0,61 cm s~1

aus. Ein typischer
Verlauf der Messungen ist dargestellt (n = 5).

Die unterschiedlichen Reize erzeugten typische Hyper- bzw. Depolarisationen, die mit
ihrer jeweiligen Amplitude und Dauer in der folgenden Tabelle aufgefiithrt sind.
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Tabelle 4.2: Typ des Stimulus mit dem Durchschnitt der Amplitude und Dauer
in Zea mays (n > 5 + Standardfehler).

Stimulus ‘ Amplitude [mV] ‘ Dauer [min]
Hitzestimulus (n= 5) 37,64 £ 9,13 2,51 + 0,69
Wiederbewésserung (n= 5) 17,38 + 6,16 8,67 + 3,52
Simultane Stimulation (n= 10) 63,21 + 8,04 16,54 £ 0,70

Der Hitzestimulus erzeugte ein kurzes und im Verhéltnis zur Wiederbewésserung starkes
Signal (Tab. 4.2 vgl. Abb. 4.20 A). Das Signal der Wiederbewésserung war schwécher,
dafiir im Verh&ltnis wesentlich langer (Tab. 4.2 vgl. Abb. 4.20 B). Eine Kombination aus
beiden Reizen generierte zunéchst das stéarkste hyperpolarisierende Signal und danach eine
langer andauernde Depolarisation (Tab. 4.2 vgl. Abb. 4.20 C).

4.2.5 Circadianer Rhythmus

Der tégliche Rhythmus des elektrischen Potentials wurde {iber 38 h mit Oberflichenelek-
troden an einem Blatt einer iiber 3 Wochen mit Trockenstress strapazierten Zea Pflanze
gemessen. Als Lichtquelle diente eine Quecksilberhalogenidlampe in einem 14 h hell/10 h
dunkel Rhythmus. Dabei wurde das Licht um 6 Uhr morgens an- und um 20 Uhr durch
eine Zeitschaltuhr ausgeschaltet. Die Messergebnisse sind in Abb. 4.21 dargestellt. Ein
deutlicher tageszeitlicher Verlauf war zu erkennen. Eine Depolarisation erfolgte, sobald
das Licht ausgeschaltet wurde und eine Repolarisation beim Anschalten der Beleuchtung.
Durch das An- bzw. Ausschalten wurde jeweils eine Hyperpolarisation induziert.

Die elektrischen Reaktionen zeigten eindeutig, dass der Trockenstress nicht fiir letale

Bedingungen sorgte.

Licht aus Licht an
(20 Uhr Tag 1) (6 Uhr Tag 2)
l I Licht aus Licht an
(20 Uhr Tag 2) (6 Uhr Tag 3)

l

240 min

Licht Periode Licht Periode Licht Periode

Abbildung 4.21: Circadianer Rhytmus bei Zea mays. Jeweils mit einem Pfeil sind die
Zeiten markiert zu denen das Licht an- bzw. ausging.
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4.2.6 Temperaturmessungen an der Blattoberflache beim Hitzestimulus

Um zu iiberpriifen, ob der Feuerreizung Temperaturveranderungen weitergeleitet werden,
wurden Temperaturmessungen an der Blattoberfliche mit dem Polygraphen (Kapitel
3.2.6) dargestellt. Es ergibt sich folgender Temperaturverlauf: je weiter der Messsensor des
Polygraphen von der hitzestimulierten Stelle entfernt ist (siche Abb. 4.22 A — D), desto

geringer ist die Temperaturbeeinflussung durch die Flamme.

A 23 - B 235 1
£ 24,5 - £724,5 1 v
E 241 E 241 r
2 235 T & 235
0:00 0:10 020 0:00 0:10
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Abbildung 4.22: Temperaturverldufe an Zea mays nach Erhitzung der Blattspitze.
Jeweilige Angabe des Abstandes zwischen dem Mittelpunkt des Hitzesti-
mulus an der Blattspitze und dem Sensor; (A) 1 cm; (B) 2 c¢cm, (C) 5 cm;
(D) 7 cm. Der Reiz erfolgte jeweils nach 10 Minuten (n= 4).

Maximal wurde eine Temperaturverdnderung/-zunahme von 1°C durch den Polygraphen
gemessen bei einem Abstand von 1 cm zur Flamme (Abb. 4.22 A). Minimal betragt
die Temperaturerhohung 0,05°C bei einem Abstand vom 9 cm (Abb. 4.23). Da fiir die
Experimente mit Zea mays, bei denen einzeln mit Hitze/Feuer gereizt oder zeitgleich eine
Wiederbewésserung und Hitze induziert wurde, ein Abstand von 9 4+ 2 ¢cm zwischen den
Elektroden und dem Hitzestimulus gewéhlt wurde (Abb. 4.22 D; 7 cm entspricht 0,08°C),
waren die durch die Flamme entstandenen Temperaturveranderungen im Bezug auf die

Potenzialmessungen zu vernachléssigen.
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Abbildung 4.23: Darstellung des mittleren Abstandes (9 cm) der gemessenen
Temperaturen an Zea mays. Der Reiz erfolgte nach 10 Minuten (n=5).

4.2.7 Status Beschreibung im Python Programm fiir die Einstellung des Fokus im
automatisierten Bildgebungsverfahren

Die optimale Fokuseinstellung wird ermittelt, in dem absolute Scharfewerte gemessen
werden (Abb. 4.24 C). Dafiir wurde die Schérfefunktion der Kamera verwendet. Wichtige
weitere Faktoren sind die Brennweite (Abb. 4.24 A) und der Kontrast. Letzterer ist abhéngig
von den Lichtverhéltnissen, dem Hintergrund und dem zu fotografierenden Objekt selbst.
Fiir den Sensor der Kamera ist entscheidend, dass er auf der Bildebene liegt. Vereinfacht
gesagt, erstellt das Programm eine Bilddatei, wenn eine moglichst hohe absolute Schérfe
erreicht wird. Dafiir wurde das im Folgenden geschriebene Programm mit Status 0 — 6
verwendet (siehe Abb. 4.25)(siche Anhang A.2). Es kam héufig zu Messfehlern bei den

Kontrastwerten, sodass Strategien entwickelt werden mussten, um diese zu vermeiden.
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Abbildung 4.24: Optik im Bezug auf Bildschirfe. (A) Darstellung der Brennweite
und Bild- zu Objektgrofe (lizenzfreie Abbildung (Bautsch, 2015)); (B)
Schéarfeverlauf. Das Maximum der Glockenkurve wurde mit einem Pfeil
gekennzeichnet; (C) Gemessene absolute Schirfewerte durch das Autofo-
kusprogramm; (D) Fotografie durch das Autofokusprogramm einer Mais-
pflanze.

Die erste Strategie war, dass zum letzten absoluten Messwert nur Werte akzeptiert
werden, die um maximal £+ 3 abweichen (Status 0 bis 2). Da die Schérfe eine Glocken-
kurve beschreibt, tritt eine Verdnderung der Werte schneller ein, je mehr man sich dem
Scheitelpunkt nahert (Abb. 4.24 B). Deshalb wurden ab Status 3 Werte akzeptiert, die
um maximal £ 25 vom vorangegangen absoluten Wert abweichen. Fiir den Status 6 wurde

ebenso eine Abweichung von + 25 definiert.
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Abbildung 4.25: Schema der Fokusprogramme. Dargestellt ist der jeweilige Status mit

der Entscheidungsgrundlage und der Anzahl der aufgenommenen Werte.
In rot markiert ist der Weg des statischen Fokusprogramm.
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Die zweite Strategie war, dass ein fester Status 0 eingebaut wurde, bei dem, ohne eine
Veranderung des Fokus, 10 absolute Werte gemessen wurden, um zu ermitteln, welches der
aktuelle Scharfewert ist. Aus diesen 10 Messwerten wurde der am héufigsten vorkommende
absolute Wert, der # Null war, ausgelesen und mit in den Status 1 transferiert. Fiir den
Fall, dass der am h&ufigsten vorkommende Wert bereits gréfler als 20 war, wurde direkt in
Status 6 gesprungen, der zu einem spéteren Zeitpunkt erldutert wird.

Im Status 1 werden 10 Werte aufgenommen, dabei wird bei den neueren absoluten Werten
geschaut, ob diese grofler oder kleiner als die vorangegangen Werte sind. Sind diese grofer,
dann wird die Schérfe besser und die Linse bzw. der Fokus wird in die richtige Richtung
gedreht. Sind die Werte kleiner, dann muss ein Richtungswechsel erfolgen. Sollte der
Richtungswechsel bereits passiert sein, und die neuen Werte sind grofler oder genauso grof3
wie die alten, dann wird in Status 2 gewechselt.

Bei Status 2 wird die Geschwindigkeit des Motors verringert, da davon ausgegangen
wird, dass die Bewegung in der richtigen Drehrichtung stattfindet. Es werden 16 Werte
aufgenommen und vom Programm verglichen, ob die Aktuellen wieder gréoer oder kleiner
als die Vorangegangenen sind. Beim Anstieg der Messwerte handelt es sich um die korrekte
Drehrichtung, sodass die letzten 6 absoluten Werte in Status 3 transferiert werden. Werden
die Messwerte wider Erwarten doch kleiner, erfolgt ein Richtungswechsel, bei dem die
Werte von 0 — 9 behalten werden.

Bei Status 6 wird wie bei Status 2 die Geschwindigkeit des Motors verringert. Im Prinzip
ist Status 6 wie Status 2, mit der Ausnahme, dass Status 1 umgangen wird. Es werden 16
absolute Werte aufgenommen und geschaut, ob die Aktuellen wieder gréfler oder kleiner
als die Vorangegangenen sind. Ist ein Anstieg zu erkennen, handelt es sich weiterhin um
die korrekte Drehrichtung und die letzten 6 Werte werden in Staus 3 transferiert. Werden
die Messwerte doch kleiner, erfolgt ein Richtungswechsel bei dem die Werte von 0 — 9
behalten werden.

Bei Status 3 werden 12 Werte aufgenommen. Es wird nun der Scheitelpunkt gesucht und
dieser soll iiberschritten werden, damit die maximale absolute Schérfe ermittelt werden
kann. Die maximale Schérfe wird ausgelesen und der absolute Wert sollte >25 sein, wenn
dann die aktuellen Werte noch kleiner als die Vorangegangenen sind, dann wird ein Rich-
tungswechsel vollfithrt und in Status 4 gewechselt. Da dies bedeutet, dass der Scheitelpunkt
iiberschritten wurde.

Der 2. Abschnitt von Status 3 dient dem Eliminieren von Fehlern. Wenn die Werte sehr
klein sind, dann wurde nach Status 2 zu weit gedreht und der letzte Wert war <8. Es wird
die Drehgeschwindigkeit erneut erh6ht und zuriick in Status 1 gewechselt.

Bei Status 4 wird versucht, dass die Schéirfe wieder dem zuvor maximal gemessenen
absoluten Wert angendhert wird. Sobald der letzte gemessene Wert um + 7 vom zuvor

bestimmten Maximum abweicht wird in Status 5 iibergegangen. Ebenso wurde in diesem
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Schritt eine Fehlerkorrektur eingebaut. Falls die Werte immer kleiner werden und sich
nicht dem urspriinglichen Maximalwert annédhern, wird ein Richtungswechsel induziert. Es
werden die Werte wie in Status 1 behalten. Anschlieflend findet ein Transfer in Status 3
statt.

Bei Status 5 handelt es sich um einen festen Status, bei dem das Bild aufgenommen wird.
Dafiir wird zuvor die Bildauflésung auf 1280 x 720 Pixel hochgestellt und im Anschluss
das Bild als .jpeg mit fortlaufender Nummer gespeichert (Abb. 4.24 D).

Nach Beendigung des Programms wird die néchste Position angefahren und das Programm
von Neuem gestartet.

Letztendlich wurde eine Variante verwendet, bei der der Autofokus nicht benutzt wird,
sondern mit einem statischen Fokus Bilder gemacht werden. Dafiir wurde das Autofokus-
programm modifiziert. Im statischen Programm wird direkt nach Status 0 in den Status
5 gewechselt (Abb. 4.25), unabhéngig davon wie groff die gemessenen Werte waren. Die
Fokusmotoren waren deaktiviert.

Die aus dem automatisierten Bildgebungsverfahren gewonnenen Bilder wurden iiber das

Programm ,Windows Movie Maker“ zu einer Videosequenz zusammengefiigt (Tab. 3.5).

4.2.8 Wuchsveranderung von Glycine max L. Pflanzen durch unterschiedliche Reize

Fiir Vergleiche mit der simultanen Stimulation von Pflanzen wurden in einem Zeitraum
nach dem Setzen des Reizes moglichst viele Bilder gemacht und der Wuchs an Glycine
max L. beobachtet. Es gab die Varianten Hitzestimulus, Trockenstress mit anschlieSender
Wiederbewésserung, simultane Stimulation beider zuvor genannter Reize sowie je eine
negative und positive Kontrolle. Die negative Kontrolle wurde im gesamten Zeitraum nicht
bewéssert, im Gegensatz zur positiven Kontrolle, die gut bewéssert und frei von anderen
Stimuli war. Da von Canny 1975 gezeigt wurde, dass Zucker eine Geschwindigkeit von bis
zu 100 cm pro Stunde haben (Canny, 1975) und Koziolek et al. (2003) auffithrten, dass
chemische Reize eine Geschwindigkeit von 50 — 100 cm pro Stunde haben (Koziolek et al.,
2003), sollte urspriinglich verhindert werden, dass diese die eventuelle Wuchsverdanderung
induzieren.

Wenn mehr als eine Pflanze, nach der Aussaat von Glycine maz L., im Topf gekeimt war,
wurden diese vereinzelt und die iiberschiissigen Individuen in separate Topfe pikiert. Die
pikierten Pflanzen wurden beobachtet, ob ihnen diese Prozedur geschadet hatte. Da trotz
vorsichtigen Vorgehens nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Wurzel beschadigt
wurde. Allein die Standortverdnderung kann Stress erzeugen, da es sich bei Pflanzen um
sessile Lebewesen handelt.

Obwohl alle Samen zur selben Zeit fiir die Keimung ausgebracht wurden, ergaben sich

Unterschiede im Entwicklungsstadium der Pflanzen. Deshalb wurden Gruppen von jeweils
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5 Individuen gebildet, die beziiglich Gréfle und Habitus (Blattanzahl) zueinander passten.
Bis zum Tag des Reizes entsprachen die Hitzereizpflanzen den &dufleren Bedingungen
nach den positiven Kontrollpflanzen, da bei beiden Gruppen regelméfig bewéssert wurde.
Ebenso entsprachen die trockengestressten Pflanzen denen fur die zeitgleiche Stimulation
vorgesehen Pflanzen und der negativen Kontrolle, da diese drei Gruppen einem mehrtéitigen
Trockenstress ausgesetzt waren.

Glycine mazx L. ist nicht vergleichbar Trockenstress resistent wie Zea mays, deshalb musste
das Austrocknen strenger tiberwacht werden, um ein Absterben der Pflanzen zu verhindern.
Bei den Glycine max L. Pflanzen wurden vor der Wiederbewésserung Bodenfeuchtemes-
sungen durchgefiihrt. Dafiir wurde der ThetaProbe ML2x Bodenfeuchte Sensor verwendet,
der den Bodenfeuchtegehalt in Volumenprozent (Vol %) angibt. Der Bodenfeuchtegehalt
sollte fiir die unter Trockenstress leidenden Pflanzen zwischen 10 % — 20 % liegen, um
garantieren zu konnen, dass fir die Pflanze fithlbarer Trockenstress vorlag (Abb. 4.26).
Dies war meist spétestens nach einer Woche der Fall. Im Anschluss wurde zusétzlich bei
den wiederbewésserten Pflanzen der Bodenfeuchtegehalt tiberpriift, welcher bei 30 — 40 %,
wie bei den gut bewésserten Pflanzen, liegen sollte. Der Hitzereiz erfolgte immer an dem
ersten echten Blatt, d.h. nicht an den Keimblattern.
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Abbildung 4.26: Schema des Aufbaus der kombinierten Reize an Glycine max L.
Mit Zahlen sind die jeweiligen dreizéhligen gefiederten Laubblétter darge-
stellt. Das 4. dreizihlige gefiederte Blatt war nicht bei allen Individuen am
Ende des Versuches entwickelt.

Analog dazu wurde per Hand das Wachstum, der unterschiedlichen Bedingungen aus-
gesetzten Pflanzen, beobachtet sowie taglich vermessen, um Kurven des prozentualen
Wachstums iiber die Versuchsdauer erstellen zu konnen.

In Abbildung 4.27 ist beispielhaft am Wuchs einer Gruppe, von den 32 untersuchten
Pflanzen, dargestellt, wie die signifikanten Unterschiede zueinander betrachtet wurden.
Dafiir wurde iiber den gemessenen Zeitraum des Versuches mit den jeweiligen Werten der
Gruppe z. B. positive Kontrolle zu allen anderen, die Signifikanz berechnet. Somit konnte
am Ende gesagt werden, welche Gruppen signifikant grofler waren als die anderen. Diese
Vorgehensweise wurde fir alle Individuen, Varianten und Wiederholungen angewendet,
sodass als maximale Anzahl 128 bzw. bei der negativen Kontrolle 84 hétten entstehen

konnen, wenn eine Variante immer grofler gewesen wére als die Anderen.
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Es ergab sich ein signifikanter Unterschied in der Gesamthéhe der Pflanzen von 27:2:19:25:11
bei positiver Kontrolle: negativer Kontrolle: simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wieder-
bewésserung. Die gleichzeitig gereizten Glycine maz L. Pflanzen zeigten einen signifikanten
Hohenunterschied zu den anderen Gruppen in 19 Féllen. Die Kontrollpflanzen waren in
27 Fillen signifikant gréfler. Dies entsprach ungefdhr dem signifikanten Hohenunterschied
der Hitze stimulierten Individuen (25 Félle). Aller Trockenstress, ob zeitweise, wie bei
der Wiederbewésserung, oder permanent, wie bei der negativen Kontrolle 16ste eine zu

vernachlédssigende Wuchsinduktion von 11 bzw. 2 Individuen aus.

45
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T 25 — Positive Kontrolle
A
B Negative Kontrolle
2 20 A —o— Simultane Stimulation
—O— Hitzestimulus
15 4
== Wiederbewasserung
10 A
5 B
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Montag Dienstag  Donnerstag Freitag Samstag Montag Dienstag
Glycine max. (L.)

Abbildung 4.27: Wuchsbeeinflussung durch die Stimuli (Pfleil). Beispielhaft an Grup-
pe 1 des Glycine max L. Insgesamt wurden 32 Gruppen untersucht.

Glycine maz L. bildet immer wechselstiandig am Sténgel angeordnete dreizédhlige gefie-
derte Laubblatter. Es gab maximal 3 bzw. 4 solcher dreizéhligen gefiederten Bléatter (s.
Abb. 4.26). Bei der Analyse der signifikanten Unterschiede der einzelnen Blétter in der
Grofe zueinander wurde jeweils beginnend von der Blattspitze iiber die Hauptblattader
zum Blattbeginn der Durchmesser des jeweils mittleren dreizéhligen gefiederten Blattes
vermessen. Es hat sich so ein Verhéltnis von 55:30:67:61:36 fiir die positive Kontrolle:
negative Kontrolle: simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wiederbewésserung zueinander
ergeben. Dabei wurden jeweils wie zuvor alle Individuen in den jeweiligen Gruppen zuein-
ander mit ihrem Blattwuchs betrachtet. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Feuerreiz
eine geringfiigige Stimulation im Blattwuchs gegeniiber der positiven Kontrolle induziert.

Trockenstress hingegen sorgte fiir den gegenteiligen Effekt.
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Bei den prozentualen Wachstumsmessungen ergab sich fiir Glycine maz L., dass das 1.
mittlere dreizdhlige gefiederte Laubblatt bei einer Grofie von 3 bis 5 cm stagnierte. Ebenso
vermehrte sich die Blattanzahl nur langsam. Da die Analyse der signifikanten Unterschiede
iiber den Versuchszeitraum zueinander nicht sehr aussagekriftig waren, wurde jeweils
die prozentuale Ab- bzw. Zunahme der Parameter vor und nach dem Reiz berechnet
und betrachtet. Fiir die Wuchsinduktion/-hemmung nach dem Reiz wurde nur das 2te
dreizéhlige gefiederte Blatt von unten und davon das mittlere Blatt betrachtet. Dieses war
bei allen Pflanzen ausgebildet und konnte fiir die Vergleichbarkeit des Wuchsverhaltens
der Blédtter untersucht werden.

Um die Ergebnisse iibersichtlicher zu gestalten, wurde die Wuchsveréinderung jeweils
im Vergleich zur positiven Kontrolle betrachtet. So kann dargestellt werden, ob andere

Behandlungsmethoden einen besseren oder schlechteren Wuchs hervorrufen (Tab. 4.3).

Tabelle 4.3: Prozentuale Verdnderungen der Gruppen von Glycine max L. In Klam-
mern sind die prozentualen Werte bezogen auf die Verdinderung im Verhéltnis
zur positiven Kontrolle dargestellt. Das Vorzeichen beschreibt jeweils ob die
Anderungen stirker oder schwicher im Vergleich zur positiven Kontrolle war.

positive simultane Hitzestimulus Wiederbewas- negative
Kontrolle Stimulation serung Kontrolle
Gesamtanzahl 32 32 32 32 21
Induktion
Hoéhe 12 12 (£ 0 %) 6 (-18,7 %) 19 (+21,9 %) 1 (-32,7 %)
Durchmesser des 2. Blattes 13 18 (+15,7 %) | 6 (-22,0 %) 17 (+12,5 %) 6 (-12,0 %)
Hemmung
Hohe 9 22 (+40,7 %) | 16 (+21,9 %) 7 (-6,2 %) 13 (+33,8 %)
Durchmesser des 2. Blattes 7 10 (+9,4 %) 20 (+40,6 %) 8 (+3,1 %) 9 (+21,0 %)

Bei Betrachtung der Héhenmessungen der Glycine maz L. Pflanzen, als Antwort auf
die unterschiedlichen Reize jeweils in Relation zur positiven Kontrolle, ergibt sich ein
eindeutiges Bild (siehe Tab. 4.3). Durch den Hitzestimulus erfolgte nur halb so oft wie
bei der positiven Kontrolle eine Induktion und genauso oft eine Hemmung (bei ~ 20 %
der Individuen). Die Wiederbewésserung nach Trockenstress verursachte bei ~ 22 % der
Individuen im Vergleich zur positiven Kontrolle eine Wuchsinduktion im Meristem. Nur
bei ~ 6 % nahm der Wuchs nach dem Reiz ab. Diese Wuchsabnahme ist schwécher als
die der positiven Kontrollpflanzen. Bei ~ 41 % der Individuen induzierte das Reizen mit
beiden Stimuli zeitgleich eine Hemmung im Vergleich zur positiven Kontrolle des Wuchses.
Im Bezug auf den Wuchs des 2. Blattes ergab sich folgendes Bild: Alle Gruppen induzierten
gegeniiber der positiven Kontrolle eine hdufigere Hemmung, wobei diese teilweise selten
stattfand bei der simultanen Stimulation mit ~ 9 %, der Wiederbewésserung mit ~ 3 %

oder vermehrt, wie bei der negativen Kontrolle mit ~ 21 % und beim Hitzestimulus mit
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~ 41 %. Eine verstarkte Wuchsinduktion war nur bei den gleichzeitig mit beiden Reizen
behandelten Individuen und den unter Trockenstressleidenden zu beobachten (simultan: ~
16 %; Trockenstress: ~ 13 %). Der Hitzestimulus und die negative Kontrolle zeigten eine
verringerte Wuchsinduktion in der Haufigkeit gegeniiber der positiven Kontrolle von ~
22 % bzw. ~ 12 %.

Fiir den Vergleich inwiefern die unterschiedlichen Stimuli einen Einfluss auf die Bio-
masse des pflanzlichen Gewebes der Glycine maz L. Pflanzen hatten, wurde nach der Ernte
aus dem Frisch- und Trockengewicht der prozentuale Anteile des pflanzlichen Materials
am Frischgewicht berechnet. Vergleicht man diesen nun mit der durchschnittlichen Hohe
der unterschiedlichen Gruppen (Abb. 4.28 B), dann ergibt sich, dass auf den ersten Blick
eine negative Korrelation zwischen der Hohe und dem Biomasse Anteil in der Pflanze
besteht. Nur die negative Kontrolle hatte mehr Biomasse gebildet, als auf Grundlage
der Hohe erwartet wurde. Dieser Effekt konnte dadurch entstanden sein, dass an dem
Wochenende vor der Ernte mit einer geringen Menge die negative Kontrolle gegossen
wurde, um zu verhindern, dass diese, seit mehr als 5 Tagen nicht mit Wasser versorgten
Pflanzen, absterben. Zur Veranschaulichung, ob die entstandenen Unterschiede signifikant
sind, wurde jeweils das Konfidenzniveau bei 95 % betrachtet (siehe Kapitel 3.2.14.6).
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Abbildung 4.28: Ernteparameter des Reizversuches an Glycine max L. (A) Pflanz-
licher Gewebeanteil am Frischgewicht; (B) Hohe bei der Ernte. Die Da-
tenpunkte représentieren die Mittelwerte n = 24 bzw. 16 (negative Kon-
trolle) + Konfidenzniveau (95 %). Mit S ist der jeweilige Standardfehler
dargestellt.

Betrachtet man den pflanzlichen Gewebeanteil am Frischgewicht (Abb. 4.28 A), dann
ist dieser bei den zeitgleich stimulierten Pflanzen signifikant grofler als in der positiven
Kontrolle. Gegeniiber den nach Trockenstress wiederbewésserten Pflanzen ist er ebenso
signifikant groBer. Nur gegeniiber den durch Hitze stimulierten Pflanzen und der negativen
Kontrolle ergab sich ein Unterschied, der nicht signifikant ist. Zu den trockengestressten
Pflanzen ist ebenfalls von der Gruppe der negativen Kontrolle aus ein signifikanter Unter-

schied festzustellen.
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Die Ergebnisse der Hohenmessung unter Betrachtung der Konfidenzniveaus bei 95 %
iiberraschen, da es bei allen Gruppen zu einer Uberlagerung dieser kam und somit keine

signifikanten Unterschiede in den Behandlungen zu finden waren.

Insgesamt hat die Untersuchung der Wuchsverdnderungen von Glycine max L. durch

die verwendeten Reize folgende Ergebnisse geliefert:

e Gesamtzeitraum Hohenwachstum: Alle vermindert gegentiber der positiven Kontrolle,

bei Trockenstress (Wiederbewésserung und negative Kontrolle) stirker

o Gesamtzeitraum Blatterwachstum: Starkerer Wuchs durch Feuerreiz (Hitzestimulus
und simultane Stimulation), durch Trockenstress (Wiederbewésserung und negative

Kontrolle) vermindert

e Prozentuale Verdnderung nach dem Reiz im Hohenwachstum: Zuwachs der Gruppe
Wiederbewasserung, verminderter Wuchs bei den anderen gegeniiber der positiven
Kontrolle

e Prozentuale Verdnderung nach dem Reiz im Blatterwachstum: Zuwachs nach Wie-
derbewiésserung (Wiederbewésserung und s. Stimulation), Hemmung durch Hitzesti-

mulus einzeln und negative Kontrolle

e Ernte: Keine signifikanten Unterschiede in der Hohe und dem Frisch-/Trockengewicht

4.2.8.1 C/N Analyse von Glycine max L.

Bei Glycine max L. konnten im ersten Durchlauf 5 Proben je Behandlung aus 8 Pflanzen
fir die Elementaranalyse (Kapitel 3.2.10) erstellt werden. Dabei mussten nur bei den
kleineren Gruppen jeweils 2 bzw. 3 Pflanzen zusammengefasst werden.

In Abbildung 4.29 wurden die gemessenen Unterschiede in den C/N Quotienten der
verschiedenen Behandlungen dargestellt. Jeweils ist der Unterschied zur zeitgleichen
Stimulation von Bedeutung. Da Abb. 4.29 A eine Zusammenfassung der Ergebnisse von
Abb. 4.29 B ist, werden im Folgenden die Ergebnisse von Abb. 4.29 B né&her betrachtet. Es
handelt sich bei dem C/N Gehalt um einen Quotienten. Deshalb kann eine Erhéhung dieses
sowohl durch einen héheren Kohlenstoff- als auch durch einen geringeren Stickstoffanteil
zustande kommen. Wie zuvor erwédhnt sind die von der Elementaranalyse gelieferten
Ergebnisse in Prozenten angegeben, sodass Schwankungen unter 0,1 % als gleiche Werte

betrachtet wurden.
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Abbildung 4.29: C/N Quotient von Glycine max L. Aus 2 Pflanzen wurde eine Probe
je Bedingung gewonnen. (A) Darstellung der Ergebnisse beider Durchlaufe
zusammen; (B) Darstellung der C/N Quotienten aufgeteilt nach beiden
Versuchsdurchlaufen. Die Datenpunkte reprasentieren die Mittelwerte n = 5
(Juni_2018); n = 10 £ 2 (August_ 2018) jeweils £ Konfidenzniveau (95
%). Mit S ist der jeweilige Standardfehler dargestellt.

Im Juni ergaben sich keine signifikanten Unterschiede, bedingt durch eine geringe Pro-
bengrofle und damit einhergehend breiteren Konfidenzniveaus.
Im August hingegen waren die Unterschiede eindeutig durch nicht iiberlagernde Konfi-
denzniveaus erkennbar. Die zeitgleich stimulierten Pflanzen zeigten eine héhere N- und
C-Konzentration im Verhéltnis zu den wiederbewésserten Pflanzen. Dennoch ergab sich
ein geringerer Wert im Quotienten. Zusétzlich war im August, bezogen auf die simultane
Stimulation, ein signifikant geringerer Anteil im C/N Quotienten zu den Kontrollen zu

finden. Die Behandlung mit beiden Reizen wies mehr Stickstoff bei zeitgleich geringerer
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Kohlenstoffkonzentration im Vergleich zu den Kontrollen (positiver sowie negativer) auf.
Insgesamt ergaben sich heterogene Ergebnisse bezogen auf die unterschiedlichen Behand-

lungen.

4.2.9 Wuchsveranderung von Zea mays Pflanzen durch unterschiedliche Reize

Um zu iiberpriifen, ob eine stirkere Induktion durch die Wiederbewésserung nach Tro-
ckenstress und eine ebenso stidrkere Hemmung der hitzestimulierten Individuen auf andere
Arten zu tibertragen ist, wurde das Experiment mit Zea Mays wiederholt.

Die hitzestimulierten Pflanzen wurden am 1. Blatt mit einem Feuerzeug fiir 3 sec. gereizt,
ebenso wie die Pflanzen der gleichzeitigen Stimulation.

Fiir die Analyse der signifikanten Unterschiede der einzelnen Bléatter in der Gréfle zu-
einander wurde das gleiche Verfahren wie bei Glycine max L. angewendet (s. Kapitel
4.2.8, Abb. 4.27). Es hat sich ein Verhéltnis von 60:21:54:36:30 fiir positive Kontrolle:
negative Kontrolle: simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wiederbewésserung zueinander
ergeben. Dabei hétten in diesem Fall als maximale Anzahl 300 fiir 25 Individuen, 288
fir 24 Individuen und 94 fir die negative Kontrolle (17 Individuen) entstehen konnen.
Es wurden jeweils alle Individuen 25:24:24:24:17 in den jeweiligen Gruppen zueinander
betrachtet und davon die drei vermessenen Blatter.

In der Zeit unmittelbar nach dem Reiz trat keine Wuchsverdnderung auf. Diese wére
vermutlich durch die elektrischen Signale induziert gewesen. Innerhalb der néchsten 4 Tage
konnte eine Wuchsinduktion im jiingsten Blatt beobachtet werden, die der der positiven
Kontrollpflanzen entsprach. Der Wuchs der trockengestressten Pflanzen stagnierte. Die
Induktion kann nicht allein auf den Hitzestimulus zuriickzufiihren sein, da bei den gut
bewasserten Hitzegereiztenpflanzen im Verhéltnis zu den gleichzeitig stimulierten Pflanzen
nur eine minimale Wuchsinduktion zu verzeichnen war. Eine verzogerte Wiederbewésserung
der trockengestressten Pflanzen sorgte fiir eine verminderte Wuchsinduktion. Es traten
jedoch bereits Welke-Erscheinungen der Blatter auf.

Die Auswertung des prozentualen Zuwachses, um ein Angleichen der Messergebnisse zu
ermoglichen, ist leider gescheitert, da die Pflanzen zwar ein dhnliches Alter aufwiesen,
aber der Entwicklungsstand so unterschiedlich war, dass das gemeinsame Betrachten von
allen Individuen z. B. der Gruppe positive Kontrolle zu stark divergierende Ergebnisse
lieferte. Die Pflanzen wurden nach Entwicklungsstand und Grofle in Gruppen sortiert.
Dies ermoglichte in der jeweiligen Gruppe zu vergleichen, welche Variante eine Induktion

oder Hemmung verursachte.
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Tabelle 4.4: Prozentuale Veridnderungen der Behandlungen von Zea mays.

positive simultane Hitzestimulus Wiederbewdsserung negative
Kontrolle Stimulation Kontrolle
Gesamtanzahl 25 24 24 24 17
Induktion
Blatt 1 3 1(-7,8 %) 4 (+4,7 %) 2 (-3,7 %) 1 (-6,1 %)
Blatt 2 1 7 (+25,2 %) 4 (+12,7 %) 4 (+12,7 %) 2 (+13,8 %)
Blatt 3 3 1(-7,8 %) 4 (+4,7 %) 4 (+4,7 %) 3 (45,7 %)
Hemmung
Blatt 1 11 14 (+14,3 %) | 13 (+10,2 %) 11 (+1,8 %) 10 (+14,8 %)
Blatt 2 8 6 (-7,0 %) 12 (+18,0 %) 12 (+18,0 %) 5 (-2,6 %)
Blatt 3 3 6 (+13,0 %) | 7 (+17,2 %) 5 (+8,8 %) 5 (+17,4 %)

Es wurde, genauso wie bei Glycine maz L., der prozentuale Zuwachs von einem auf den
anderen Messtag betrachtet, unter besonderer Beriicksichtigung der Entwicklung nachdem
der Reiz gesetzt wurde (Tab. 4.4). Eine Wuchsinduktion des jiingsten Blattes nach dem
Reiz ergab sich in 3:1:4:2:1 der Fille (positive Kontrolle: simultane Stimulation: Hitze-
stimulus: Wiederbewésserung: negative Kontrolle). Eine Wuchsinduktion des 2. Blattes
nach dem Reiz ergab sich in 1:2:7:4:4 der Fille (positive Kontrolle: negative Kontrolle:
simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wiederbewésserung). Eine Wuchsinduktion des 3.
Blattes nach dem Reiz ergab sich bei 3:3:1:4:4 (positive Kontrolle: negative Kontrolle:
simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wiederbewésserung).

Als eindeutiges Ergebnis lédsst sich daraus ableiten, dass der absolute Entzug von Wasser
zu einer Wuchshemmung fiihrte. Ebenso sorgte der kurzzeitige Wasserentzug bei dem 3.
Blatt fiir eine teilweise verzogerte Wachstumsinduktion. Dies war zu beobachten, indem
das 2. und 3. Blatt jeweils einen Tag versetzt zu der Wiederbewésserung reagierten. Der
Hitzestimulus induzierte eine direkte Reaktion, die zur Hemmung fiihrte.

Die Blétter der wiederbewésserten und der zeitgleich Stimulation erfahrenden Individuen
erlebten eine Hemmung im Wuchs. Der Hitzestimulus induzierte einen verstiarkten Wuchs
beim 2. und 3. Blatt gegeniiber der positiven Kontrolle. Am stirksten wurde der Wuchs
des 2. Blattes durch den simultanen Reiz von Wiederbewésserung und Hitze stimuliert.
Allerdings hat sich als Maximum nur eine Induktion bei 7 von 24 Individuen ergeben, was
ca. einer 29,2%igen Wahrscheinlichkeit entspricht. Fiir die Untersuchung der prozentualen
Wuchshemmung wurden dieselben Messungen verwendet, wie fiir die der Wuchsinduktion,
ebenso wurde hier jeweils die Entwicklung nach dem Reiztag betrachtet. Eine Wuchshem-
mung des jiingsten Blattes nach dem Reiz ergab sich in 11:10:14:13:11 der Félle (positive
Kontrolle: negative Kontrolle: simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wiederbewésserung).

Dabei muss berticksichtigt werden, dass die simultane Stimulation und der Hitzestimulus
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eine Gewebeverletzung der Blattspitze durch den Feuerreiz erfahren haben, welche die
Wuchshemmung erklart. Die unter Trockenstress leidenden Pflanzen wurden nach mehreren
Tagen ohne Wasserzufuhr wiederbewéssert.

Eine Wuchshemmung des 2. Blattes nach dem Reiz ergab sich im Verhéltnis 8:6:12:12:5
(positive Kontrolle: simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wiederbewésserung: negative
Kontrolle). Dies wiirde implizieren, dass sowohl nach dem Hitzestimulus als auch der Wie-
derbewésserung einzeln eine Wuchshemmung in 50 % der Falle induziert wurde. Allerdings
gab es ebenso bei 66,7 % der trockengestressten und hitzestimulierten Pflanzen keine
Veranderung des prozentualen Wuchses.

Eine Wuchshemmung des 3. Blattes nach dem Reiz ergab sich bei 3:6:7:5:5 (positive
Kontrolle: simultane Stimulation: Hitzestimulus: Widerbewésserung: negative Kontrolle).
Betrachtet man die Kontrolle nun wieder als Nullwert, sodass die Anzahl der gehemmten
bzw. induzierten Individuen der positiven Kontrolle der natiirlichen Varianz der Zea mays
Pflanzen entspréachen.

Die Tabelle 4.4 zeigt eine bessere Wuchsinduktion des 2. Blattes bei gleichzeitiger
Stimulation bei ~25 % der Individuen (auch eine geringere Hemmung) gegeniiber den
Kontrollen. Beim Hitzestimulus wurde in 12,7 % der Falle induziert und in ~18 %
gehemmt (3:4). Ebenso wird der Wuchs des 3. Blattes am haufigsten nach Hitzestimulus
und der negativen Kontrolle (~17 %) gegeniiber der positiven Kontrolle geghemmt. Bei
Trockenstress wurde beinahe doppelt so hiufig gehemmt wie induziert (8,8 % zu 4,7 %).
Dem entgegen stehen die Ergebnisse der negativen Kontrolle, die eigentlich ein klares Bild
von Wuchshemmung bei allen Bléttern zeigen miissten. Diese wiesen teilweise 6fter eine
Induktion (2. und 3. Blatt) gegeniiber der positiven Kontrolle auf, zeigten dennoch die
héufigste Hemmung (1. und 3. Blatt). Ein entscheidender Faktor konnte dabei die starke

Trockenstresstoleranz von Zea mays sein.
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Abbildung 4.30: Ernteparameter des Reizversuches von Zea mays. Die Datenpunkte
reprasentieren die Mittelwerte n= 5 + Konfidenzniveau (95 %). Mit S ist
der jeweilige Standardfehler dargestellt.

Bei der Betrachtung des Frischgewichtes von Zea mays, dargestellt in Abb. 4.30, hatte
sich kein signifikanter Unterschied in den einzelnen Gruppen zueinander ergeben. Erkenn-

bar ist dies an den sich iiberlagernden Konfidenzniveaus.

Im Folgenden sind die zuvor dargestellten Ergebnisse fiir die Wuchsverdnderungen von

Zea mays durch die verwendeten Reize kurz zusammengefasst:

e Gesamtzeitraum Blatterwachstum: Alle vermindert gegeniiber der positiven Kontrolle,

bei absoluten Trockenstress (negative Kontrolle) am stérksten

e Prozentuale Verdnderung nach dem Reiz im Wachstum des 2. Blattes: Alle starkerer
Zuwachs gegeniiber der positiven Kontrolle, simultane Stimulation starkster Wuchs

im 2. Blatt, Einzelreize stérkste Hemmung (Hitzestimulus und Wiederbewésserung)

e Prozentuale Verdnderung nach dem Reiz im Wachstum des 3. Blattes: Zuwachs am
starksten bei Hitzestimulus und negative Kontrolle, simultane Stimulation schwéchs-

ter Zuwachs

e Ernte: Keine signifikanten Unterschiede im Frischgewicht

4.2.9.1 C/N Analyse von Zea mays

Obwohl es 5 Pflanzen je Behandlung und Ansatz gab, ist fiir die Elementaranalyse aufgrund
der geringen Biomasse nur je eine Probe bei Zea mays entstanden. Insgesamt wurden zwei
Durchldufe untersucht. In Abbildung 4.31 sind die Ergebnisse beider Versuchsdurchlaufe
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dargestellt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede errechnet bzw. in den Konfidenz-
niveaus dargestellt werden, da wie zuvor beschrieben, jeweils nur eine Doppelmessung pro

Behandlung moglich war.
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Abbildung 4.31: C/N Quotient von Zea mays. Aus dem Sténgel von 5 Pflanzen wurde
eine Probe je Bedingung gewonnen.

4.2.9.2 ICP-OES Analyse von Zea mays

Die unterschiedlichen Elementgehalte der optischer Emissionsspektrometrie von Zea mays
sind in Abb. 4.32 dargestellt (Kapitel 3.2.12). Es wurde jeweils die positive Kontrolle als
100 % gesetzt und die anderen Bedingungen im Abhéngigkeit dazu berechnet. Abweichun-

gen von + 10 % wurden vernachlissigt und werden im Folgenden nicht diskutiert.
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Abbildung 4.32: Elementgehalte der ICP-OES von Zea mays Pflanzen. Aus einer
Pflanze wurde eine Probe je Reiz gewonnen. Alkalimetall: K (Kalium)
und Na (Natrium); Erdalkalimetall: Ba (Barium), Mg (Magnesium) und
Ca (Calcium); Ubergangsmetalle: Cu (Kupfer), Fe (Eisen), Mn (Mangan)
und Zn (Zink); Halbmetall: B (Bor); Nicht Metalle: P (Phosphat) und S
(Schwefel).

Es lasst sich die Tendenz erkennen, dass meist hohere Elementkonzentrationen gegeniiber
der positiven Kontrolle auftraten (Abb. 4.32).
Beim Borgehalt zeigten die Wiederbewésserung und die negative Kontrolle Unterschiede
zur positiven Kontrolle. Dabei war bei den wiederbewésserten Individuen mehr Bor und
bei der negativen Kontrolle weniger Bor zu finden. Eine Verdnderung des Bariumgehaltes
war nur bei der zeitgleichen Stimulation in Form einer 25%igen Erhohung im Vergleich zur
positiven Kontrolle zu messen. Der Calciumgehalt wurde nicht durch die verschiedenen
Reize beeinflusst. Bei der Wiederbewésserung und der negativen Kontrolle war weniger
Kupfer zu detektieren als bei der positiven Kontrolle. Auch der Eisengehalt war bei
der Wiederbewésserung erniedrigt, allerdings zeigte die simultane Stimulation in diesem
Zusammenhang eine Erhéhung. Bei Kalium und Magnesium trat eine Erhéhung um
ca. 11 % jeweils bei der simultanen Stimulation im Vergleich zur positiven Kontrolle auf. Der
Magnesiumanteil in den hitzestimulierten Pflanzen betrug 19 % mehr als bei der positiven
Kontrolle. Die negative Kontrolle wies weniger Kalium auf. Bei der Mangankonzentration
trat eine Verringerung bei der negativen Kontrolle und den hitzestimulierten Individuen
auf. Der Natriumgehalt war bei allen anderen Varianten gegeniiber der positiven Kontrolle

erhoht, wobei diese Erhchung bei der Wiederbewésserung und gleichzeitigen Stimulation
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nur knappe 70 % betrug, aber bei der negativen Kontrolle und dem Hitzestimulus 220 %
bzw. 260 %. Bei allen Gruppen mit Ausnahme der simultanen Stimulation lag eine
erhdhte Phosphatkonzentration im Gewebe vor. Im Gegensatz dazu lag bei allen Varianten
aufler den wiederbewésserten Individuen eine erhohte Schwefel- und Zinkkonzentration im

Vergleich zur positiven Kontrolle vor.



KAPITEL b

Diskussion

5.1 Rotationsversuch und der Einfluss der Thigmomorphogenese

Im Hinblick auf bereits bekannte Reize, die einen dhnlichen Effekt, wie die Rotation im
pflanzlichen Gewebe induzieren, wurde die Thigmomorphogenese zu Rate gezogen und wird
im Folgenden n&her betrachtet. Jaffe untersuchte 1973 den von ihm so benannten Effekt
der Thigmomorphogenese an unterschiedliche Pflanzenarten. Dafiir wurde zweimal téglich
der Sténgel/Stamm der Pflanzen im Bereich der Internodien mittels seiner Finger 30-mal
iiber einen Zeitraum von einer Woche gerieben. Er beobachtete dabei, dass die tagliche
Reibung der Versuchspflanzen zu einer Wuchshemmung fithrte (Jaffe, 1973). Allerdings
reagierten nicht alle von Jaffe untersuchten Arten, sodass keine Reaktion bei Cucurbita pepo
(Gartenkiirbis), Pisum sativum (Erbsen) und Triticum aestivum (Weichweizen) beobachtet
werden konnte.

Die stimulierten Mimosa pudica zeigten eine 44%ige Wuchshemmung. Dies entspricht ca.
der doppelten Wuchshemmung (22,3 %), die in dieser Arbeit bei Mimosa im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet wurde (s. Abb. 4.2 A), obwohl der Versuch iiber 9,5 Wochen ging.
Dabei konnte Jaffe (1973) die Wuchshemmung erst zeitverzogert feststellen und signifikante
Unterschiede in der Hohe konnten von ihm erst nach 15 Tagen gefunden werden (Jaffe,
1973). Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Arbeit Unterschiede gefunden, die
bereits nach einer Woche signifikant waren.

Bei dem von Jaffe untersuchtem Zea Mays cv. Early belle wurde eine 28%ige Wuchs-
hemmung induziert. Eine Wuchshemmung konnte ebenso beim hier durchgefiihrter Ro-
tationsversuch gefunden werden, dabei war der Unterschied aber nur im Fall von einer
Gruppe (Zea I1I) signifikant und lediglich halb so grof. Die beobachteten Hemmungen
lagen zwischen 5,11 % (Zea I) bis zu 11,67 % (Zea I11).

Die rotierten Acer Baume zeigten hingegen eine Wuchshemmung von 30,6 % nach 6 Wo-

chen.
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Ein weiterer Aspekt ist die diurnale Rhythmik des Reizes. An Lycopersicon esculentum cv.
Oh8245 (Tomaten) konnte ein diurnaler Rhythmus durch mechanische Stimulation mittels
dem Streichen mit einem Pinsel gezeigt werden, sodass die Pflanzen morgens empfindlicher
waren und mit vermindertem Wuchs reagierten im Gegensatz zu nachmittags, wo ein ver-
starkter Wuchs auftrat (Garner und Bjorkman, 1996). Dies unterstiitzt den hier gewéhlten
zeitlichen Verlauf des Experiments, welches von 8 bis 18 Uhr téglich durchgefiihrt wurde,
sodass im Durchschnitt ein verdnderter Wuchs im Vergleich zur unbeeinflussten Kontrolle
entstehen konnte.

Zusétzlich fand Jaffe (1973) an Bryonia (Zaunriiben) einen proportionalen Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Reize und der dadurch induzierten morphologischen Verdnderung,
d.h. je haufiger stimuliert wurde desto starker war die Wuchshemmung (Jaffe, 1973). Eben-
so verglichen Mitchell et al. (1975) an ,Bonny Best“ Tomaten (Solanum lycopersicum) tiber
4 Wochen téglich einmaliges horizontales Schiitteln (282 U/min) fiir 30 sec mit zweimaligen
und konnten auch dort feststellen, dass die Haufigkeit des Reizes einen Einfluss auf die
Starke der Wuchshemmung hat (Mitchell et al., 1975).

Jaffe (1973) konnte trotz Zunahme des relativen Wurzelgewichtes und Induktion eines
gedrungenen Wuchses keine Signifikanz in den Unterschieden finden. Dem gedrungenen
Wuchses war die erhohte Blattanzahl in 2 von 3 Fallen bei Zea entsprechend (Abb.
4.10 B). Gardiner et al. (2016) beschrieben die Entstehung von Wurzelansammlungen
durch unter anderem die Rotation des Wurzel-/Bodensystems im Boden aufgrund des
Windeinflusses (Gardiner et al., 2016). Dies hétte im vorliegenden Rotationsversuch ei-
ne Erhohung der Wurzelmasse impliziert. Bei den durchgefiihrten Untersuchungen mit
Mimosa war im Gegensatz dazu eine nicht signifikante Abnahme der Wurzelmasse von
den rotierten Individuen zur Kontrolle zu beobachten gewesen (s. Abb. 4.1 A und 4.2
C). Bei den Untersuchungen der Wurzelmassen von Zea hatte sich in Korrelation zu
den Beobachtungen von Jaffe (1973) leicht signifikant mehr Wurzelmasse als bei den
Kontrollpflanzen gebildet. Eine Erklarung dafiir konnte die durch die Rotation induzierte
Ausbildung von Stutzwurzel der rotierten Individuen im Vergleich zur Kontrolle sein (vgl.
Abb. 5.1 A und B). Die Entstehung von Stiitzwurzeln ist ebenso bei der Aussaat auf
freiem Feld moglich, allerdings laut des deutschen Maiskomitee e.V. (DKM) sortenspezi-
fisch (https://www.maiskomitee.de/Fakten/Zichtung/Morphologie Stand: 28.01.2019,
18:06 Uhr). Die Stiitzwurzeln waren aufgrund des Entwicklungstandes wiahrend des Ro-
tationversuches bei der Kontrollpflanzen noch nicht ausgebildet. Gleichfalls fand Darwin
bereits 1881 bei der Untersuchung der Wurzeln von Pisum sativum (Erbsen) heraus,
dass mechanische Stimulation fiir eine Erhéhung der Wurzelmasse und Verédnderung der

Richtung des Wurzelwachstums sorgte (Darwin, 1881).
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Abbildung 5.1: Stingel von Zea Mays. (A) Rotierte Zea Individuum mit Stiitzwurzeln;
(B) Kontrolle Zea ohne Stiitzwurzeln.

In dem Review von Braam (2005) wurde zusammenfassend als Reaktion auf die Thigmo-
morphogenese vieler unterschiedlicher Pflanzenarten eine Reduzierung des Hohenwachstums
mit gleichzeitiger Zunahme des Durchmessers beschrieben (Braam, 2005). Dies spiegelt
die hier vorliegenden Ergebnisse des Rotationsversuches wieder.

Zur Ursache fiir diesen Effekt wurde an der Modelpflanze Arabidopsis thaliana Okotyp
Columbia-0 nach Stimulation der Rosettenblatter durch leichtes hin- und herbiegen von Lee
et al. (2005) gefunden, dass innerhalb von 30 Minuten iiber 2,5 % aller Gene hochreguliert
werden, was im Detail 589 Gene mit berithrungsinduzierter Expression entspricht (Lee
et al., 2005). Im Gegensatz dazu wird die Expression von nur 171 Genen reduziert (Lee
et al., 2005).

In den 1970er Jahren wurden erste Versuche zu einer phytohormonabhingigen Verande-
rung des Habitus durchgefithrt. Von Jaffe wurde aus dem Zusammenhang, dass Auxin
die Ethylenproduktion in mehreren Pflanzen und Geweben induziert und das Ethylen
gleichzeitig die Streckung verhindert (Burg und Burg, 1966) eine Ethylenabhéngigkeit der
Thigmomorphogenese abgeleitet (Jaffe, 1973). Dagegen wird Auxin und dessen Gradient
von der Wurzel bis zum Apikalmeristem fiir die Elongation des Sprosses verantwortlich
gemacht (Sachs, 1991). Sorce et al. (2013) widersprechen dem auf Grundlage von Daten
von 2007, indem der radiale Wuchs ihrer Meinung nach wesentlich mehr Bedeutung als
die Elongation durch Auxin hat (Sorce et al., 2013). Da sie eine positive Korrelation
des radialen Zuwachs bedingt durch die Konzentration der Indol-3-Essigsdure (Auxin)
im Xylem von hybrid Wurzelstocken bei Pfirsich mit darauf gepfropften Pfirsich fanden
(Sorce et al., 2007). Allerdings wurden diese Uberlegungen 1998 von Johnson und Ecker
verworfen, da sie Ethylen nicht als erforderlich fiir die morphologischen Verdnderungen
einhergehend mit der Berithrung sahen (Johnson und Ecker, 1998).

Ebenso mafien Chehab et al. (2012) dem Ethylen keine so grofie Bedeutung bei, sondern
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sahen Jasmonat als ausschlaggebend fiir die Thigmomorphogenese. Thre Untersuchungen
fithrten sie an Arabidopsis thalinana durch. Dabei wurde tiber entsprechende Mutanten, die
kein Jasmonat bilden konnten, herausgefunden, dass dieses als Reaktion auf einen einzelnen
Beriihrungsreiz zunimmt und als Konsequenz nach wiederholter Reizung akkumuliert.
Hierbei steht die Menge des akkumulierten Jasmonats mit der Stérke der durch Beriihrung
induzierten morphologischen Verdnderung im Zusammenhang (Chehab et al., 2012). Dies
ware eine auf Phytohormonen beruhende Erklarung fiir die zuvor bereits erwdhnte Reizin-
tensitdt in Zusammenhang mit der Wuchsverdnderung (Jaffe, 1973; Mitchell et al.,1975).
Zusétzlich beschrieben Scherzer et al. (2017) als Reiz auf Beriihrung, dass die Driisenzellen
in der Venusfliegenfalle, in denen durch gefangene Insekten bertihrungsinduzierte Aktions-
potenziale ausgelost werden, diese in Jasmonat Signale tibersetzen (Scherzer et al., 2017).
Allerdings sind die Mechanismen der Akkumulation unbekannt und die beriihrungsin-
duzierte Genexpression trat bei fehlenden Jasmonat auf, was wiederum darauf hinweist,
dass es Jasmonat-unabhéngige Mechanismen geben muss, um die Transkribtion bzw.
Translation des Bertihrungssignals in die Genexpression zu gewéhrleisten (Chehab et al.,
2012). Letztendlich schlussfolgern Chehab et al. (2012) ,,thigmomorphogenesis is not a
passive consequence of mechanostimulus-induced damage but is instead an active, JA-
regulated response.“ Die Hauptaufgabe des Jasmonats ist nach allgemeiner Meinung die
Schadlingsabwehr. So wurde von Cipollini (1997) bei der Untersuchung von Bohnen gefun-
den, dass windinduzierte mechanische Stimulation die Resistenz durch die Induktion des
Lignin-Zweigs des Phenylpropanoid-Weges in Bliattern gegeniiber Schidlingen erhoht (jr
Cipollini, 1997). Dies deutet daraufhin, dass die Thigmomorphogenese nicht nur strukturell
widerstandsfdhiger macht, sondern zeitgleich fiir eine Resistenz gegeniiber Pathogenen

sorgt.

Obwohl die oben genannten Ergebnisse eindeutig auf einen Zusammenhang der Reizung
mit dem Phytohormonhaushalt bei Pflanzen und sogar der Schadlingsabwehr hinweisen,
konnten nur vereinzelt Verdnderungen auf zelluldrer Ebene gefunden werden. Laut Gardi-
ner et al. (2016) soll sich bei nicht-verholzenden Pflanzen auf zelluldrer Ebene unter dem
Einfluss von Wind mehr Festigungsgewebe bilden, wie zum Beispiel eine Lignifizierung
oder Sklerenchym. Bei verholzenden Arten sollte sich eine Reduzierung der Lange und
Durchmesser der Geféfie ergeben haben (Gardiner et al., 2016). Dies konnte durch die
Ergebnisse der beiden verholzenden Arten Mimosa und Acer nicht eindeutig bestétigt
werden. Bei Acer hatte sich eine signifikant geringere Gefédichte gebildet (Abb. 4.9).
Bei Mimosa waren keine Unterschiede zu beobachten gewesen (Abb. 4.3). Laut Aloni
(1987) ist es entscheidend, bei vergleichenden anatomischen Studien auf den Abstand der
einzelnen untersuchten Holzproben zu den jungen Bléttern zu achten, da die Gréfle und das

Muster der Gefafie sowie Fasern in den verholzenden Geweben innerhalb derselben Pflanze
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variieren (Aloni, 1987). Deshalb wurde penibel darauf geachtet, dass die Querschnitte von
der Basis aus gewonnen wurden, um verfilschende Ergebnisse durch die Orientierung der
Probe zu verhindern.

Allerdings ist die Thigmomorphogenese nicht deckungsgleich mit dem verwendeten Stimu-
lus der Rotation, da es sich bei der Thigmomorphogenese um einen berithrungsinduzierten
Reiz handelt (s. Einleitung Kapitel 2.9). Durch die Rotation war es moglich, dass sich die
Pflanzen beriihrten, aber dieser Zustand war nicht permanent gegeben. Die Beriihrung und
der Wuchs auf einer Fliche von 1.276 cm? hatte eine eventuelle gegenseitige Beschattung
bei den untersuchten Pflanzen zur Folge. Allerdings wurde 2007 von Liu et al. an Pflanzen
mit Ausldufern keine unterdriickende Wirkung der Thigmomorphogenese durch die Be-
schattung gefunden. Im Gegensatz dazu induziert Beschattung ohne den Beriihrungsreiz
den Blattstielwuchs zur Lichtquelle (Liu et al., 2007).

Somit sind die gewonnenen Erkenntnisse der Thigmomorphogenese zwar als Anhaltspunkte
fiir beobachtete Reaktionen auf die Rotation zu verwenden, kénnen aber nicht génzlich
iibertragen werden. Eine durch Schiitteln oder Rotation verédnderte Morphologie wurde
von Sarmast et al. (2014) als Seismomorphogenese bezeichnet, wobei die Autoren diesen
Begriff Jaffe (1973) zuschreiben (Sarmast et al., 2014). Bereits 1975 wurde von Seismomor-
phismus gesprochen (Mitchell et al., 1975). In diesem Zusammenhang wurde von Mitchell
(1992) an Solanum tuberosum L. (Kartoffelpflanzen) gezeigt, dass sowohl das Streicheln
der Stielspitzen (berithrungsinduzierter Stress) als auch das Schiitteln des gesamten Triebs
(seismischer Stress) zu einer Reduktion der Gréfie und Biomasse fithrten (Mitchell, 1992).
Dies wiirde implizieren, dass ein Vergleich zwischen der Thigmomorphogenese mit der

Seismomorphogenese moglich ist.

Zusétzlich soll die Verschiebung des C/N Quotienten durch die Rotation betrachtet
werden. Im Bezug auf den C/N Quotienten lag bei den Bléttern der Mimosa pudica
der Stickstoffgehalt im Durchschnitt bei 2,36 % und der Kohlenstoffgehalt bei 42,55 %.
Insgesamt sorgte die Rotation fiir einen geringeren Stickstoffgehalt in den untersuchten
Geweben. Mattson fasste 1980 zusammen, dass unter zunehmender Belastung durch den
Feuchtigkeitsstress der Stickstoffgehalt steigt (Mattson, 1980). Allerdings konnte von Dina
und Klikoff (1973) an Artemisia tridentata (Wiisten-Beifuf}) gezeigt werden, dass dieser
Anstieg partiell in Geweben geschehen kann, sodass unter Wasserstress eine Abnahme des
Stickstoffgehaltes in den Bléttern zu beobachten war, aber ein Anstieg im Stamm (Diana
und Klikoff, 1973). Dies widerspricht den bei Mimosa gefundenen Ergebnissen, bei denen
in beiden untersuchten Gewebearten (Wurzel und Stamm mit Bldttern) ein verminderte
N-Gehalt zu finden war.

Die im Rotationsversuch beobachtete Reizadaption bei Mimosa pudica soll im Folgenden
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an Hand erschienener Veroffentlichungen nédher betrachtet und eingeordnet werden.

Eine Reizadaption nach der Behandlung mit Rotation wurde von Gagliano et al. (2014)
beobachtet und publiziert. Dabei wurden zwei unterschiedliche Stimuli verwendet. Zum
einen der Sturz aus 15 cm Hohe und das Schiitteln bei 250 rpm (Gagliano et al., 2014). Eine
Reizadaption konnte ebenso beim Fallen beobachtet werden. Dennoch war die Reizwahr-
nehmung eines bis dahin fiir die Pflanzen ,unbekannten“ Reizes (Schiitteln) unbeeinflusst.
Im Jahr 2000 wurden Ergebnisse zur Speicherbarkeit von Information im pflanzlichen
Gewebe veroffentlicht (Thellier et al., 2000). An Bidens pilosa L. (behaartem Zweizahn)
wurde das Apikalmeristem (Knospe) entfernt. Die Setzlinge verfiigten iiber 2 Keimblatter
und 2 Knospen. Die Entfernung induzierte einen symmetrischen Wuchs der Cotyledo-
nen. Durch 4-maliges stechen eines Keimblattes mit einer stumpfen Glasnadel konnte
eine Asymmetrie im Wuchs induziert werden. Wenn erst gestochen und dann 2 Tage bis
maximal 14 Tage spéiter das apikale Meristem entfernt wurde, trat trotzdem der asym-
metrische Wuchs in den Cotyledonen auf. Daraus wurde abgeleitet, dass die Information
bis zu 2 Wochen erhalten bleibt. Auch nach Entfernung der Cotyledonen wurde derselbe
Effekt beobachtet, sodass die Autoren daraus schlossen, dass die Information im Gewebe
gespeichert sein muss und nicht aus dem geschadigten Gewebe abgerufen wird (Thellier
et al., 2000). Ein Tropfen eines Gewebeextraktes von stimulierten Cotyledonen induzierte
in unbehandelten Setzlingen das gleiche Ergebnis. Letztendlich schlussfolgerten Thellier
et al. (2000), dass das symmetriebrechende Signal eine differentielle Aktivierung oder
Biosynthese von mitoseférdernden Faktoren innerhalb der Keimblattknospen bewirkt.
Durch das Bearbeiten des Keimblatttes mit der stumpfen Glasnadel wurden elektrische
Signale im Gewebe induziert, deren Ausbreitung in direktem Zusammenhang mit dem
Symmetrie abschaltenden Signal stehen (Desbiez et al., 1992).

Pickard wies 1972 mithilfe von extrazellularen Elektroden nach, dass sowohl Ipomoea
(Prunkwinden), Pisum (Erbsen) als auch Xanthium (Spitzenkletten) beim Wuchs des
Sprosses spontane Potenziale unabhéngig der Lichtbedingungen generieren (Pickard, 1972).
Zusétzlich zeigte Pickard (1971) an Pisum sativum L. cv. Alaska (Erbsen), dass unsyn-
chrone Aktionspotenziale geringer Amplitude (ca. 2,5 mV) der mechanischen Stimulation
von Stammgewebe folgen. Allerdings sah Pickard diese Aktionspotenziale als keine di-
rekte Folge der Stimulation bedingt durch den zeitlichen Verlauf, da diese zum einen
zeitverzogert zum Reiz und zum anderen bis zu mehreren Stunden danach zu beobach-
ten waren (Pickard, 1971). Fromm (1991) schlussfolgerte aus seinen Beobachtungen an
Mimosa pudica, dass das Aktionspotenzial bei der Phloementladung von Sacharose in
den Pulvini eine Rolle spielt. Dies steht im Zusammenhang mit der Abnahme im Turgor-
druck der Pulvini-Motor-Zellen nach Beriihrung, ausgelést durch ein Aktionspotenzial
(Fromm, 1991). Beim hier durchgefiihrten Rotationsversuch konnten elektrische Signale im

Blattgewebe wihrend der Rotation von 25 mV bis zu 40 mV gemessen werden (s. Abb. 4.14).
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Eine Erlauterung der berechneten Signifikanzen soll deren Verlésslichkeit validieren. Letzt-
endlich muss fiir die Daten des Rotationsversuches, bei denen die Streuung der einzelnen
Individuen mit dem Konfidenzniveau von 95 % dargestellt wurde (bspw. Abb. 4.8), im
Gegensatz zu den berechneten t-Test Ergebnissen der geringe Stichprobenumfang bertick-
sichtigt werden. Auf Grundlage des Konfidenzniveaus erscheint es so als wéren die mithilfe
des t-Tests berechneten Unterschiede zwischen den rotierten und Kontroll-Proben nicht
signifikant. Wie zuvor beschrieben, sorgt der geringe Stichprobenumfang fiir einen grofien
Standardfehler. Schon Sedlmeier definierte 1996 den Signifikanztest als eine Multiplikation
aus der Effektgrofie und dem Stichprobenumfang. Er umschrieb, dass keine Signifikanz
im Umkehrschluss nicht sagt, dass es wirklich keine Abhéngigkeit gibt (Sedlmeier, 1996).
Hoem sieht 2008 die Bedeutung von Ergebnissen fiir die Wissenschaftsgemeinschaft als
ausschlaggebend gegeniiber der Berechnung von Signifikanzen. Er schlidgt vor, héhere
p-Werten fiir einen geringeren Stichprobenumfang zu erlauben (Hoem, 2008). Deshalb
wurden sowohl das Konfidenzniveau als auch die Ergebnisse des ungepaarten Students
t-Test abgebildet.

5.2 Mehrfache Stimulation und Einflussfaktoren

5.2.1 THz-Transmissionsmessungen der absoluten Wassermenge in Blattern

Auf Grundlage der etablierten Methode von Koch et al. (2001), die den Wassergehaltsan-
stieg im Blattgewebe nach Wiederbewésserung gezeigt hatten (Koch et al., 2001) und mit
Unterstiitzung von Herrn Gente wurde der Versuch zur simultanen Stimulation durchge-
fiihrt. Dieser war die Basis fiir die im 2. Teil der Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
zur mehrfachen Verarbeitung von Reizen im pflanzlichen Gewebe von Nutzpflanzen. Im
Jahr 2016 veroffentlichte Gente im Rahmen seiner Dissertationsschrift die Untersuchung
und Beobachtung des Wasserstatus verschiedener Nutzpflanzen (Gente, 2016). Der Zeit-
punkt der Wiederbewésserung wurde auf Grundlage von Erfahrungswerten beziiglich
der Welkepunkte ermittelt. Bedingt durch die Trockenstresstoleranz der Maispflanzen
konnte Gente (2016) beobachten, dass sich nach der Wiederbewésserung der Zustand der
Blatter in drei Status unterscheiden lie. Zunéchst einen Status bei dem der permanenten
Welkepunkt bereits tiberschritten war oder als zweiten bei dem dieser noch nicht erreicht
wurde, wodurch es zu einer vollstdndigen Erholung kam. Als letzten Einen, der durch eine
kurzzeitige Erholung vor dem Absterben des Blattes gepriagt war. An Sojapflanzen konnnte
entweder die Uberschreitung des Welkepunktes oder den Verbleib in vitalen Bedingungen
beobachten werden(Gente, 2016).
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An Glycine maz L. war durch den zeitversetzten Feuerreiz nach der Wiederbewésserung ein
kurzzeitiger Riickgang der Transmissionmessung zu beobachten (Abb. 4.15). Dies spricht
fiir eine temporéare stirkere Wasseraufnahme, an die eine Wasserabgabe sich anschloss.
Allerdings kénnte die Anderung auch auf Messschwankungen zuriickgehen, da sie die
Grenze von mehreren Prozent nicht {iberschritten hatte. Da die Transmissionswerte sanken
und somit der Wassergehalt im Blattgewebe stieg, kann davon ausgegangen werden, dass
der permanente Welkepunkt noch nicht tiberschritten war. Besonders in Anbetracht der
Tatsache, dass Gente (2016) an Soja keine kurzzeitige Erholung der Blattflichen feststellen
konnte (Gente, 2016). Weitere Wiederholungen wéren fiir eine Verifizierung der Ergebnisse
der kurzzeitigen Beeinflussung der Wasseraufnahme im Blattgewebe durch den Feuerstimu-
lus notwendig gewesen, waren aber wegen eines zeitlich begrenzten Forschungsaufenthaltes

in Marburg nicht moglich.

5.2.2 Hitzestimulus und seine Auswirkungen

Um einen Vergleich fiir die simultane Stimulation zu haben, werden ebenso die einzelnen
Stimuli betrachtet und im Folgenden diskutiert. Bei der Gegeniiberstellung der gewonnenen
Ergebnisse mit dem Forschungsstand konnte von Koziolek et al. (2003) im Bezug auf
den Hitzestimulus auf Grundlage ihrer Beobachtungen an Mimosa pudica ausgeschlossen
werden, dass die Reduzierung der Photosynthese nach Stimulation mit Hitze auf ein chemi-
sches Signal zuriickzufiihren ist. Vielmehr sahen sie elektrische Signale als ausschlaggebend
(Koziolek et al., 2003). Nach dem Hitzestimulus an Zea mays kam es zu einem kurzzeitigen
Anstieg der Photosynthese, stomatéaren Leitfadhigkeit und Transpiration, nachdem ein
Zuriickgang der Parameter folgte. Erst nach ca. 40 Minuten begannen die Werte sich zu
erholen (Abb. 4.17 A.T und A.II).

Der Anstieg der stomatéren Leitfidhigkeit ist auf hydropassive Stomatabewegungen zurtick-
zufiithren, die durch den plétzlichen Verlust des epidermalen Turgors verursacht werden,
wahrend die Verringerung der Netto COy Aufnahme zumindest teilweise auf eine Stérung
der Lichtreaktionen bei Photosystem I und II zuriickzufiihren ist (Koziolek et al., 2003).
In den fir diese Dissertationsschrift durchgefithrten Versuchen wurden sowohl elektrische
Signale durch den Feuerreiz induziert und nachgewiesen (z. B. Abb. 4.18 B), als auch
der Riickgang der Photosynthese, stomatéren Leitfdhigkeit und Transpiration (Abb. 4.16
A/4.17 A) bei beiden untersuchten Arten (Glycine mazx L. und Zea mays) festgestellt.
Von Favre et al. (1999) konnten sogar an Conocephalum conicum (Kegelkopfmoos) einzelne
durch Hitze oder Kélteschocks ausgeloste Aktionspotenziale beobachtet werden. Durch
Verwundung entstanden hingegen mehrere Aktionspotenziale (Favre et al., 1999).

Auch bei Mimosa pudica gibt es einen Zusammenhang zwischen einem Hitzestimulus und

Photosyntheseprozessen. Allerdings waren die Photosynthese und stomatére Leitfahigkeit
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sowohl im Licht als auch in der Dunkelheit in der Studie von 2013 gegenldufig im Gegensatz
zu den hier gewonnenen Erkenntnissen. Unter Licht nahm die Photosynthese ab und die
stomatéire Leitfahigkeit zu. In Dunkelheit war die Photosynthese negativ und bei der
stomatéren Leitfahigkeit konnte ein stérkerer Anstieg beobachtet werden (Lautner et al.,
2013).

Von Gallé et al. (2013) wurde eine Erklarung fiir den Riickgang der Photosynthese (um
ca. 40 %) nach dem Hitzestimulus an Glycine mazx L. geliefert. Die Autoren zeigten, dass
die Leitfahigkeit fiir die COs-Diffusion im Mesophyll mit >60 % durch das elektrische
Signal des Reizes zuriickging. Im Gegensatz dazu wurde die Elektronentransportrate der
Photosynthese wesentlich schwécher beeinflusst (ca. 15 %) (Gallé et al., 2013). Gallé et al.
(2013) schlussfolgerten aus der Verschiebung von K, Mg, O und P im Blattchloroplasten,
dass die starke Reduzierung der chloroplastischen COs-Konzentration bedingt durch eine
Verénderung des Mesophyllmembranpotenzials und Anderung der intrinsischen Diffusi-
onswege als limitierende Faktoren fiir Photosynthese durch das hitzeinduzierte elektrische
Signal dienten, trotz der zuvor hydropassiven Offnung der Stomata als Reaktion auf die
Verbrennung (Gallé et al., 2013).

Diese Erklarung entspricht den hier gewonnenen Gaswechselmessungen, da bei einer Ab-
nahme der Leitfdhigkeit im Mesophyll ein Anstieg der interzellularen COs-Konzentration
zu finden ist. Wie in Abb. 4.16 (I und II) dargestellt, verlief die interzellulire COs-
Konzentration bei Glycine maxz L. immer genau gegenldufig zu den anderen Parametern
(Netto CO2 Aufnahmerate, stomatére Leitfahigkeit und Transpiration).

Davies (2004) sah den Einfluss von Hitzereizen nicht nur in oberirdischen Pflanzenteilen,
sondern ebenso in Prozessen wie der Genexpression oder dem Stoffwechsel (Davies, 2004).
Grams et al. (2009) bestimmten an Zea mays fiir Hitze induzierte elektrische Signale die
Ausbreitungsgeschwindigkeit mit 3 — 5 mm s~!, ebenso nahm die Netto COy Aufnahmerate
und die photochemische Quantenausbeute beider Photosysteme (I und II) ab (Grams et al.,
2009). Bei den Versuchen wurde eine um den Faktor 10 geringere photosynthetisch aktive
Radiation im Vergleich zu den hier durchgefiihrten Versuchen verwendet (100 pmol m~=2 s~*
zu 1000 pmol m~2 s~1). Die voriibergehende Abnahme der Photosynthese breitete sich
basipetal im gesamten Blatt aus und erreichte nach ca. 2,5 Minuten ihr Minimum (Grams
et al., 2009). Wéhrend die Netto CO2 Aufnahmerate zuriickging, stieg die stomatére
Leitfahigkeit zunéchst rasch bis zum Maximun nach iiber 3 Minuten an. Im vorliegenden
Versuch war ebenso an Zea mays die stomatédre Leitfadhigkeit und die Photosynthese
gegenldufig und zusétzlich das dabei entstandene elektrische Signal wesentlich schneller
mit einer Geschwindigkeit von 1,25 cm s~ (Abb. 4.17 I und II).

Laut Herde et al. (1999) induziert Hitze die gleichen Ergebnisse wie mechanische Ver-

wundung und dhnliche Prozesse, die durch Lichtstress auftreten, wie charakteristische
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Verdnderungen in der Pigmentzusammensetzung des Xanthophyll Zykluses. An Lycopersi-
con esculentum Mill. cv. Moneymaker (Tomaten) konnte gezeigt werden, dass die nicht-
photochemische Loschung sowie die Tiefenoxidation von Violaxanthin zu Zeaxanthin
zunimmt und Abscisinséure in den Blattern akkumuliert (Herde et al., 1999).

Im Hinblick auf die Signalweiterleitung des Hitzereizes und der Verwundung wurden
verschiedene Studien herangezogen. Wildon et al. (1992) untersuchten Wundreaktionen an
Tomatenpflanzen, die wie bei anderen Pflanzenarten die Proteinbiosynthese von Proteinase-
Inhibitor-Genen auslésen (Wildon et al., 1992). Sie wollten testen, ob ein chemisches oder
elektrisches Signal fiir die Verkniipfung aus lokalem Wundreiz und Signalweiterleitung
verantwortlich ist. Ein chemisches Signal héatte iiber das Xylem transportiert werden
miissen und setzte somit eine Umkehr des Transpirationssoges voraus, diese war nicht
messbar. Letztendlich kam nur ein hydraulisches Signal mit sekundéren elektrischen Folgen
oder ein sich ausbreitendes Aktionspotenzial infrage (Wildon et al., 1992). Wildon et al.
(1992) schlussfolgerten, dass ein Aktionspotenzial der Aktivator sein muss. Ebenso wurde
von Davies (2004) beschrieben, dass elektrische Signale schneller sind als chemische (Davies,
2004). Salvador-Rectala et al. (2014) untersuchten die Anderungen des Membranpotentials
durch Frafiverletzungen von Raupen an Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) Siebrohren
mittels der Blattlaustechnik. Der Frafl induzierte Depolarisationswellen, die ihr Maximum
nach 2 Sekunden mit ca. 60 mV erreicht hatten. Die Signalweiterleitung der verletzten Mit-
telrippe der Lamina (Blattspeite) generierte schnelle sowie langsame Depolarisationswellen
in intakten benachbarten Blattern und zusétzlich langsame Depolarisationswellen (30 mV)
in entfernten Blattern. Schnelle Depolarisationswellen in den Siebréhren sorgten fiir die
Expression eines Jasmonat Genes. Allerdings fanden die Autoren keinen Zusammenhang
zu der wundinduzierten langsamen Depolarisationswelle in den Siebréhren und schlossen
daher eine Relevanz bei der Aktivierung der Jasmonat Synthese aus (Salvador-Recatala
et al., 2009).

Hlavackova et al. zeigten 2006 an Nicotiana tabacum cv. Samsun (Tabak), dass die Phy-
tohormone Jasmonat und Abscisinsdure an der bereits nach 5 — 7 Minuten einsetzenden
Hemmung der Photosyntheserate und der stomatéren Leitfahigkeit in entfernten, unbe-
schiadigten Tabakbldttern nach einem Hitzestimulus mitwirken. Dabei sehen sie einen
Zusammenhang zwischen der erh6hten Abscisinsédure Konzentration und dem Schlieflen
der Stomata sowie der sich nach 15 Minuten anschlieSender systemischen Akkumulation
von Jasmonat (Hlavackova et al., 2006). Diese Ergebnisse stiitzen die Schlussfolgerung,
dass ein Hitzestimulus eine der Verwundung vergleichbare Antwort induziert, da Jasmonat
auch an der Abwehr von Schidlingen nach Fraf beteiligt ist. Ahnlich verhilt es sich mit
dem verdnderten Wuchs nach mechanischer Stimulation, die im Kapitel 5.1 beschrieben
wurde, fiir den Jasmonat ebenfalls bedingt verantwortlich gemacht wird.

Von Lautner et al. (2005) wurden Populus trichocarpa sowie Populus tremula x P. tre-



5.2 Mehrfache Stimulation und Einflussfaktoren 109

muloides (Pappel) Stamme mit Hitze stimuliert. Es wurden sowohl basipetale Aktionspo-
tenziale, die zu einer schnellen Membranhyperpolarisierung fiihrten, durch den K*-Efflux
in der Blattlamina, als auch akropetale Variationspotenziale, die eine Depolarisation des
Membranpotentials im Blattphloem auslésten, beobachtet. Beide Signale sorgen fir eine
verminderte Quantenausbeute der Elektronentransportkette des Photosystem II. Pappeln,
die unter Calciummangel litten, reagierten durch ein schwécheres elektrisches Signal und
eine fehlende Reaktion des Gaswechsels auf den Hitzestimulus. Daraus schlossen die Auto-
ren, dass Calcium und Kalium entscheidend fiir die Signaliibertragung im Phloem sind
(Lautner et al., 2005).

Stankovic et al. (1998) zeigten an Helianthus annuus L. (Sonnenblume) durch Stimulation
des Sténgels, dass an dieser nur Aktionspotenziale generiert werden konnten, aber keine
Variationspotenziale. Wurde ein Blatt mittels Hitze gereizt, entstand immer ein Variati-
onspotenzial. Dabei ging dem Hitzestimulus am Sténgel ein hydraulisches Signal voraus
(Stankovic et al., 1998).

Insgesamt ist der einzelne Hitzereiz ein am und im pflanzlichen Gewebe gut untersuchter
Reiz, dessen Ergebnisse reproduziert werden konnten und als Vergleich fiir die Kombinati-
on beider Stimuli diente. Auf die Analyse von beteiligten Phytohormonen wurde dabei

verzichtet.

5.2.3 Wiederbewasserung nach Trockenstress und dessen Folgen

2007 wurde von Grams et al. gezeigt, dass die Wiederbewésserung nach Trockenstress in
Zea mays durch die elektrischen Signale einen Einfluss auf die stomatére Leitfdhigkeit und
die Photosynthese hatten. Es wurde dabei sowohl ein hydraulisches als auch elektrisches
Signal ausgelost. Zunédchst beobachteten die Autoren einen Einbruch der beiden Parameter
(Phase 1), der durch einen Anstieg abgelost wurde (Phase 2), welcher tiber dem Ausgangs-
niveau der trockengestressten Pflanzen lag. Die Unabhéngigkeit der beiden Signaltypen mit
Antwort in zwei Phasen konnte durch Unterdriickung mittels kompensatorischen Druck
auf das Wurzelsystem fiir das hydraulische Signal oder dem Abkiihlen des Blattes fiir das
Aktionspotenzial bestatigt werden (Grams et al., 2007).

In der vorliegenden Dissertationsschrift konnte diese zweiphasige Antwort an Zea mays
repliziert werden (Abb. 4.17 B.I und B.II). Dabei begann Phase 2 nach 30 Minuten vom
Reiz aus betrachtet. Im Gegensatz dazu entfiel bei Glycine maz L. die erste Phase und es
kam nur zu einem Anstieg der Parameter nach 10 Minuten (Abb. 4.16).

Gallé et al. (2015) zeigten an Vitis vinifera (Weinrebe), dass Distanzen von bis zu 150 cm
nach Wiederbewisserung mit einer Geschwindigkeit von 2,1 cm s~ iiberbriickt werden

kénnen (Gallé et al., 2015). An Zea mays wurde eine Geschwindigkeit von 3,6 cm s~* (Abb.
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3.20) bei einem Abstand von 112 cm + 8 cm gemessen. An reifen Maisbldttern wurden
Elektro- und Kélteschock untersucht, wobei die Geschwindigkeit der Reizweiterleitung
3 — 5 cm st betrug (Fromm und Bauer, 1994).

Im Phloem von Mais wurden elektrische Potenziale wihrend des Kélteschocks (Aktions-
potenzial) und der Verwundung (Variationspotenzial) gemessen. Das Variationspotenzial
hatte im Gegensatz zum Aktionspotenzial einen Einfluss auf den Gaswechsel (Fromm
et al., 2013).

Die von Fromm et al. (2013) beschriebenen Ergebnisse verhalten sich analog zu den hier
durchgefiihrten Gaswechselmessungen nach Wiederbewésserung von Glycine max L., bei
denen sich ein geringer Einfluss ergeben hatte (Aktionspotenzial). Gegensétzlich dazu
verhélt sich, dass durch die Wiederbewésserung in Zea mays ausgeloste elektrische Signale
in Kombination mit dem hydraulischen Signal, welches einen starken Einfluss auf den Gas-
wechsel gezeigt hatten. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass die Wiederbewésserung
und der Kélteschock zwei unterschiedliche Stimuli sind, die zwar beide ein Aktionspotenzial
induzieren, aber wie von Vodeneev et al. (2016) beschrieben, kann die Pflanze zwischen
verschiedenen Stimuli unterscheiden und eine angepasste Antwort induzieren (Vodeneev
et al., 2016).

Tardieu et al. (1991) lieen Mais teilweise in verdichteten Boden auf freien Feld wachsen,
um den Einfluss der Bodenbeschaffenheit auf das Wasserpotenzial zu untersuchen (Tar-
dieu et al., 1991). Durch die Verfestigung des Bodens war ein Einfluss auf die stomatére
Leitfahigkeit zu beobachten, der sich allerdings unter erhéhtem Bodenwasserpotenzial
verfliichtigte. Dennoch waren die Unterschiede im Blattwasserpotenzial nicht auf die
verschiedenen Leitfdhigkeiten zwischen der Verdichtung des Bodens zuriickzufiihren, da
das Wasserpotenzial des Bodens und in der Wurzelumgebung dhnlich war. Die Autoren
interpretierten daraus, dass die stomatére Leitfahigkeit durch das Wurzelwasserpotenzial
iiber ein chemisches Signal der Abscisinsdure kontrolliert wird, da sie als Ausléser das
Blattwasserpotenzial oder die mechanische Belastung auf die Wurzeln als unwahrscheinlich
empfanden. Somit werden die Verdnderungen der Stomata durch chemische Signale, die in
den Wurzeln erzeugt werden, auch unter Feldbedingungen induziert. Im Gegensatz dazu
konnte keine Induktion von Wurzelsignalen als Reaktion auf die mechanische Belastung

gefunden werden (Tardieu et al., 1991).

Die zentralen Aspekte fiir die Pflanze bei der Wiederbewésserung sind die Vitalitét
der Wurzelmasse und -beschaffenheit, die Bodenzusammensetzung sowie die zugefiihrte
Wassermenge. Letztere war identisch und die Vorangegangenen werden im Folgen diskutiert.
Creelmann et al. zeigten 1990 an Glycine max (L.) Merr. cv Williams, dass das Wurzel-
wachstum nur geringfiigig durch ein geringes Wasserpotenzial beeinflusst wird, wahrend

das Hypocotyl im Wuchs vermindert ist. Eine bis zu 10-fache Abscisinsdure-Akkumulation
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konnte nachgewiesen werden. Dieses war aber nicht der Ausloser fiir die verdnderte Konzen-
tration an loslichen Zuckern und Polysomen und geringerem Wasserpotenzial (Creelman
et al., 1990).

Der verminderte Wuchs des Stédngels konnte bei Glycin max L. (Abb. 4.28 B) unter
Trockenstress nicht nachgewiesen werden. Bei Zea mays wurde eine Wuchsverschiebung im
Vergleich zur positiven Kontrolle in 60:21:54:36:30 der Falle fiir positive Kontrolle: negative
Kontrolle: simultane Stimulation: Hitzestimulus: Wiederbewésserung unter Trockenstress
gefunden.

Laut Zhu war 2002 die Reaktion des Trockenstresses schlechter erforscht als die des
Salzstresses, da bestimmte Effekte auftreten, die nicht im kausalen Zusammenhang stehen
miissen. Dennoch beschreibt er, dass Absiscinséure unter Trockenstress akkumuliert und
den Wasserhaushalt reguliert. Allerdings miissten fiir das Verstédndnis des Signalweges die
Akzeptoren und Rezeptoren bekannt sein (Zhu, 2002).

Chaves et al. (2002) beschreiben, dass verschiedene Arten unterschiedliche Kapazitaten
zur Wassergewinnung aufwiesen, die nicht auf den jeweiligen Stoffwechsel bezogen werden
konnen (Chaves et al., 2002). Eine Idee zur Erklarung der Wachstumsminderung unter
Trockenstress wére der geringere Turgordruck. Bartlett et al. (2012) zeigten, dass es der
Turgordruck ist, der die Welkebildung bestimmt (Bartlett et al., 2012).

Masi et al. (2009) untersuchten die elektrische Signalweiterleitung an Maiswurzelspit-
zen. Dabei wurden sowohl spontane als auch induzierte Signale beobachtet. Die Ergebnisse
wurden dahingehend interpretiert, dass in Pflanzen erregbare Wanderwellen in Form von
synchronen elektrischen Aktivitaten, dhnlich tierischen, auftreten (Masi et al., 2009).
Baluska et al. (1996) verstanden den Bereich der wachsenden Wurzelzone als Sensor fir
sich verindernde Umweltbedingungen und fiir die Uberwachung sowie die Anpassung
(Baluska et al., 1996).

Dies wiirde die Uberlegungen stiitzen, dass die Signalverarbeitung des Trockenstresses

nach Wiederbewésserung iiber das Wurzelsystem erfolgt.

5.2.4 Kombinierte Reizverarbeitung, wie geht die Pflanze damit um?

Zunéchst soll das Verstédndnis der Signalverarbeitung und Weiterleitung im pflanzlichen
Gewebe vertieft werden:

Wie die Autoren Fromm und Lautner (2007) in ihrem Review vorstellten, werden ver-
schiedene Techniken zu intra- und extrazelluldren Messungen von elektrischen Signalen an
Pflanzen verwendet. Mit besonderem Augenmerk auf die Blattlaustechnik, die bereits an
Zea mays eingefiihrt worden war (Fromm und Bauer, 1994), fir die Messungen in intaktem

Phloem, bei dem das abgetrennte Stilett der Blattlaus als effektive Salzbriicke zwischen
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dem Zytoplasma und der Mikroelektrode dient. Beim Durchstechen der Zellmembran
entsteht ein Ruhemembranpotential von -80 bis -200 mV in Pflanzenzellen. Die Autoren
sehen eine grofle Relevanz in intrazelluldren Ableitungen intakter Siebelemente fiir die
Erfassung von Signalen mit hohen Geschwindigkeiten (Fromm und Lautner, 2007). Diese
héitte auch in der vorliegenden Arbeit Verwendung finden kénnen, um garantieren zu kon-
nen, dass die intrazellularen Messungen im Phloem stattfinden. Allerdings ist die Nutzung
von Glasmikroelektroden mit dem entsprechenden Ruhepotential und dem Einstechen in
die Mittellamelle eine gleichermaflen etablierte Methode.

Fromm und Eschrich beobachteten an Mimosa pudica nach Stimulation der Fiederbléitter
Tonenverschiebungen mit einhergehenden Abfall des Turgordruckes in den Pulvini der
Extensorzellen. Im priméren Pulvini wird K™ aus dem dufleren Extensor sekretiert und
im tertiditen Pulvini Ca?t. Unter Betrachtung der K*:Cl~-Verhiltnisse ergab sich, dass
die Ladungen (positive und negative) nicht im Gleichgewicht waren (Fromm und Eschrich,
1988). Siebréhrchen-Exsudate enthalten typischerweise hohe KT-Konzentrationen; Mes-
sungen an Gerstenbldttern ergaben Werte zwischen 50 und 110 mM (Fromm und Eschrich,
1988).

Von Krol et al. (2007) wurde an Conocephalum conicum (Leberwurz) gezeigt, dass durch
die Aminosduren Glutamat (Glu) und Glycin (Glycin, Gly) Ruhepotentiale hyperpolari-
siert und Aktionspotenziale verstirkt werden konnen. Dabei wurde der Leberwurz mit
Glutamatlosungen mit steigenden Konzentrationen von 0,01 mM bis 20 mM behandelt.
Beide Aminosduren zusammen wirkten synergetisch auf die Induktion von Aktionspoten-
zialen. Dabei konnte die Aminoséure Aspartat (Asp) nicht als Ersatz dienen. Die Autoren
sahen die Glu-induzierte Depolarisation und Hyperpolarisierung als unabhéngige Prozesse
(Krol et al., 2007).

In diesem Zusammenhang wurde von Hedrich et al. (2016) festgestellt, dass zwei Gluta-
matrezeptor-dhnliche Gene (GLR3.3 und 3.6) an der Ausbreitung elektrischer Aktivitét
von den verletzten zu den intakten Blattern beteiligt sind. Aktionspotenziale im Phloem
werden jedoch unabhéngig von diesen Glutamatrezeptoren initiiert und propagiert (He-
drich et al., 2016). Die Autoren schlugen vor, dass weitere Ionenkanéle nach Erreichen
eines Schwellenwertes durch Depolarisation aktiviert werden, die das Aktionspotenzial
induzieren und dieses somit iiber das Phloem leiten. Dabei muss eine Umwandlung in ein
systemisches Signal (Ca?") geschehen, damit sich das Potenzial auf unverletztes Gewebe
ibertragen kann.

Laut van Bel et al. (2011) ist bei der elektrischen Langstreckensignalweiterleitung der
Einstrom von Ca?* der entscheidende Ubermittler zwischen physikalischen und chemischen
Signalen in den Siebrohren und den benachbarten Zellen. Dies setzt ein Zusammenspiel
zwischen Hyperpolarisationen, Depolarisationen und mechanosensitiven Ca?t Kanélen

der Plasmamembran und Ca2t Kanilen der Membran der Siebelemente voraus. Bei Uber-
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schreitung eines Ca?* Schwellenwertes der Siebelemente, werden diese durch Proteine und
Callose-Ablagerung reversibel oder bei hydraulischen Signalen teilweise verschlossen (van
Bel et al., 2011).

Bereits Niinemets (2010) erkannte in seinem Review, dass eine Untersuchung verschiedener
Kombinationen aus abiotischen und biotischen Stressfaktoren nétig ist. Er selbst fand bei
Béumen, dass kombinierte Stresssituationen das Uberleben grofier Baume noch stérker be-
einflussen kénnen als chronische Expositionen mit einem einzigen vorhersagbaren Stress wie
Diirre. Dariiber hinaus steigt die Toleranz der Bdume gegeniiber vielen Umweltbelastungen
in der gesamten Ontogenese als Folge der Anhédufung nichtstruktureller Kohlenstoffpools
an, was bedeutende Anderungen in der Erfassung, Reaktion und Eingewdhnung an einzelne
und mehrfache Belastungen in Baumen unterschiedlicher Gréfie und Alter nach sich zieht
(Niinemets, 2010).

Die mehrfache Verarbeitung von unterschiedlichen zeitgleichen Reizen ist bis jetzt wenig
erforscht. Dies ist vermutlich dadurch bedingt, dass in der Natur viele Stimuli nicht kom-
biniert auftreten. Als Ergebnis des Gaswechsels und der Potenzialmessungen ergab sich
ausgelost durch die Potenziale bzw. Hyperpolarisation ein kombinierter Verlauf, der sich
auf Grundlage der Beobachtungen von Dickob (1991) daraus ergibt, dass nach ungefahr
20 Minuten unter Verwendung von Anstaubewésserung der Boden mit Wasser geséttigt
ist (Dickob, 1991). Dies spricht dafiir, dass durch den ausgedorrten Boden das Wasser
fiir die Wurzeln nicht unmittelbar verfiigbar ist und deshalb eine verzogerte Reaktion des
elektrischen Signals auftrat. Das hydraulische Signal war unmittelbar nach der Wiederbe-
wasserung zu messen sowie das durch den Feuerreiz induzierte Variationspotenzial, welches
direkt weitergeleitet wird und Einfluss auf die Phototsyntheserate hat.

Vodeneev et al. (2016) schlossen auf Grundlage anderer Studien auf einen Zusammenhang
zwischen dem Typ eines elektrischen Signals und der dadurch induzierten Antwort, dabei
sahen sie den jeweiligen Ionenspiegel als Antwort bestimmend (Vodeneev et al., 2016). Dies
passt zu der Beobachtung, dass die Kombination zweier Reize eine kombinierte Antwort
generiert.

Im vorliegenden Versuch ergaben sich wie zuvor erwdhnt fiir den Hitzereiz basipetal
1,25 cm s71, fiir die Wiederbewésserung nach Trockenstress in akropetaler Richtung eine
Geschwindigkeit von 3,6 cm s~! und fiir die simultane Stimulation 0,61 cm s~!. Dies
entspricht durch die Kombination beider Stimuli einer Verzégerung der zuvor gemessenen
Geschwindigkeiten der Einzelreize. Damit werden die Uberlegungen von Hedrich et al.
(2016) gestiitzt, dass ein Schwellenwert fiir die Signalweiterleitung erreicht werden muss
(Hedrich et al., 2016). Die Speicherbarkeit von Informationen im pflanzlichen Gewebe
(Desbiez et al., 1992) unterstellt Pflanzen eine gewisse Fahigkeit der Wahrnehmung, welche

wiederum die differenzierte Reizverarbeitung von unterschiedlichen theoretisch bekannten
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Reizen wahrscheinlich macht.

Beziiglich des Gaswechsels nahm die Transpiration immer denselben Verlauf wie die sto-
matére Leitfadhigkeit. Zum einen, da {iber den Wassergehalt im Luftstrom die Leitfahigkeit
berechnet wird und zum anderen da weiter getffnete Stomata physiologisch eine starkere
Transpiration bedingen. Dies wiirde aber auf der anderen Seite auch eine stirkere CO9
Aufnahme im Zuge der Photosynthese hervorrufen. Eine stéirkere Verdnderung der inter-
zellularen COy Konzentration ist durch den Hitzestimulus bzw. simultaner Stimulation
zu beobachten gewesen. Diese verlauft meist gegenldufig zu den drei anderen Gaswech-
selparametern. Hingegen hatte die Wiederbewésserung einen geringen Einfluss auf die
interzelluldre COy Konzentration (Abb. 4.16 B.IT und 4.17 B.II). Wobei sich durch die
geringeren Photosyntheseparameter auch hier widerspiegelt, dass Glycine maz (L.) nicht
annahernd so Trockenstress tolerant ist wie Zea mays.

Bei der simultanen Stimulation im Vergleich zu denen der mit Feuer und Wiederbewésse-

rung gereizten Pflanzen ergibt sich ein kombinierter Verlauf (z. B. Abb. 4.17 A).

5.2.5 Die Reize und ihr Einfluss auf den Wuchs

Bei der Untersuchung des circadianen Rhythmus war es moglich die Vitalitdt der unter
Trockenstress leidenden Pflanzen zu zeigen, ebenso konnten von Stankovic et al. (1998)
durch das An- bzw. Ausschalten der Lichtquelle elektrische Potenziale gemessen werden,
die einer De- und Hyperpolarisation der Plasmamembran entsprachen (Stankovic et al.,
1998).

Von besonderem Interesse war, ob und wie die unterschiedlichen Stimuli den Reiz beein-
flussten. Fine kurzzeitige Beeinflussung des Wachstums vor bzw. nach dem Reiz war ebenso
messbar, allerdings nicht in den Wachstumsversuchen iiber den gesamten Zeitraum. Mit
Hilfe des 3-Achs-Roboters war es gelungen ein nicht invasives Verfahren mit automatischer
Fokuseinstellung zur Wachstumsbestimmung zu generieren (Kapitel 4.2.7). Vermutlich
waren die Stimuli entweder zu temporar oder nicht letal, um eine verdnderte Genexpression
zur Folge zu haben. Es wire moglich, dass keine weiteren Stresshormone mehr ausge-
schiittet wurden, da Trockenstress ein fiir die Pflanzen zu ,normaler Zustand“ ist, an den
sich der Zea mays bedingt durch den Cs-Metabolismus gut adaptiert hat. Obwohl sich
Unterschiede unmittelbar am Tag nach dem Reiz im prozentualen Zuwachs bei beiden
Spezies ergeben hatten, konnten diese zur Ernte bei Bestimmung der Biomasse nicht mehr
gefunden werden. Zwischen dem Reiz und der Ernte lagen im Durchschnitt 6 Tage + 1,4
Tage. Ebenso wurde von Blum in seinem 2016 erschienen Review zu Getreidearten fiir
Zea mays zusammengefasst, dass Pflanzen, die unter Trockenstress gelitten hatten, nach

Bewésserung die gleiche Ausbeute zeigten (Blum, 2017).
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Zusétzlich sorgen einzelne Berithrungen schon fiir eine Wuchsreduktion der entsprechenden
Pflanze (siehe Kapitel 5.1). Durch die Vermessung und damit einhergehenden Beriihrung
aller Pflanzen und Varianten am selben Tag, kann der dadurch entstandenen systemische

Fehler vernachléssigt werden.

Im Bezug auf die Elementzusammensetzungen war durch die optische Emissionsspek-
trometrie die Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen Stimuli auf die Ionenkon-
zentrationen moglich. Besonders prominent war der Anstieg im NaT-Gehalt aller anderen
Varianten gegeniiber der positiven Kontrolle (Abb. 4.32). Wie von Xi et al. 2018 an
Zygophyllum zanthoxylum gezeigt wurde, ist die Akkumulation von Na™ hauptsichlich
im Blattgewebe moglich, auch wenn der Boden nur geringe Mengen enthélt und der
Anpassung beim Trockenstress durch eine Vergrofierung der Mesophyllzellen und damit
einhergehender Wasserspeicherkapazitat dient (Xi et al., 2018). Dies erklért den Anstieg
an Na™ bei der negativen Kontrolle und der Wiederbewisserungs- sowie simultan stimu-
lierten Variante, die auch zeitweise unter Trockenstress litt, wirft allerdings die Frage auf,
warum die hitzestimulierte Variante am meisten Nat akkumuliert hatte und in einer viel
grofleren Menge als die gleichzeitig gereizten Pflanzen. Die Vermutung liegt nahe, dass das
Verbrennen des Blattgewebes dafiir gesorgt hatte, allerdings hétte dann diese auch bei der
simultan stimulierten Probe gefunden werden miissen. Im Bezug auf die Gefédfistruktur
im Blatt hiitten sich allein durch die erhéhte Na*-Konzentration Verdnderungen ergeben
missen.

Aloni sah 1987 die Anpassung der Gefédfidurchmesser durch Bildung von neuen Geféfien
auf verdnderte Umweltbedingungen als notwendig, um einen Transport von Wasser und
Mineralien von der Wurzel zum Blatt gewéhrleisten zu kénnen. Zuséatzlich beobachtete
er Ahnlichkeiten in der Struktur des Gefiafisystems bei Pflanzen, die in extremen Lebens-
rdumen wachsen, gegeniiber denen, die in mesomorphen Umgebungen wachsen (Aloni,
1987). Dies hétte eine Veranderung der Gefafistrukturen der im Versuch verwendeten
Individuen zur Folge haben kénnen. Allerdings vermutlich nur bei den im Versuchen langer

Verbliebenen, was wiederum die jungen Pflanzen aus den Wachstumsversuchen ausschliefit.

5.2.5.1 Betrachtung der C/N Verschiebung im Gewebe

In der bereits veroffentlichten Literatur waren wenige Daten zum Thema C/N Verdnderun-
gen bedingt durch die kombinierten Reize zu finden, sodass sich im folgenden Abschnitt
auf die Einordnung der moglichen Beeinflussung des N- bzw. C-Gehaltes beschrankt wird.
Evans (1989) stellte eine Verbindung der Photosyntheseleistung mit dem Stickstoffgehalt

der Blatter in C3 Pflanzen her, die er damit begriindete, dass die Proteine des Calvin-
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Zyklus und der Thylakoiden den grofiten Anteil des Blattstickstoffes ausmachen. Allerdings
verdndert sich mit steigenden Stickstoffgehalt pro Blattfliche der Thylakoideanteil nicht
im Gegensatz zum loslichen Protein (Evans, 1989).

Dies beschreiben Farquhar und von Caemmerer 1982 ebenfalls, indem sie einen starken
Zusammenhang zwischen der RubisCO-Konzentration im Blatt und dem Gesamtblattstick-
stoff sahen. Dabei nahmen sie eine Aufteilung in 16sliche und membranassoziierte Proteine
der Thylakoiden vor, die funktionell die Hell- und Dunkelreaktion der Photosynthese
abbilden (Farquhar und von Caemmerer, 1982).

Laut Evans (1989) gibt es Arten-abhéngige Unterschiede der Photosyntheleistunge je
Stickstoffeinheit. Er stellte dar, dass Weizen und Reis die hochsten Raten der CO2 Assimi-
lation des Stickstoffs von bis zu 120 mmol m~2 haben (Evans, 1989). Dies entspricht den
gewonnenen Ergebnisse, da es bedeutet, dass die Getreide Glycin max L. bzw. Zea mays
einen hoheren Stickstoffgehalt als Mimosa pudica hatten.

In Zea mays liegt der Stickstoffgehalt im Durchschnitt bei 5,35 % und der Kohlenstoffgehalt
durchschnittlich bei 36,27 %. In den Zea Wurzeln lag dieser bei 1,46 % und 41,59 %.
Glycin mazx L. zeigte hingegen einen erhohten Stickstoffgehalt von durchschnittlich 6,14 %
und der Kohlenstoffgehalt lag bei 39,51 %. Im Bezug auf den C/N Quotienten lag bei
den Blattern der Mimosa pudica der Stickstoffgehalt im Durchschnitt bei 2,36 % und der
Kohlenstoffgehalt bei 42,55 %. Hier trifft es zu, dass bei Zea mays durch den induzierten
Trockenstress Verschiebungen des N-Gehaltes, wie von Dina und Klikoff 1973 beschrieben,
entstanden sein kénnen (Diana und Klikoff, 1973).

2009 postulierten Lu et al., dass Trockenstress den C/N Quotienten in Blattern von
Baumen senkt. Dabei war eine Verschiebung des Kohlenstoffgehaltes durch Verringerung
in groflerer Hohe auf die Wurzeln zu beobachten (Lu et al., 2009). Dies widerspricht
den hier dargestellten Ergebnissen, da die negative Kontrolle in diesem Fall bei allen
Untersuchungen den geringsten C/N Quotienten hétte haben miissen. Zusétzlich hitten
auch in der wiederbewésserten Variante signifikante Unterschiede entstehen miissen.

Bei beiden untersuchten Arten hatte sich durch die Verwendung der unterschiedlichen
Stimuli keine Verdnderung der Kohlenstoff- bzw. Stickstoffgehalte im oberirdischen Gewebe

ergeben.

5.3 Fazit

Eine Varianz der unterschiedlichen Arten und Pflanzen sowie Versuchsdurchldufe ergibt
sich durch die biologischen Charakteristika jedes Individuums. Die wichtigsten Ergebnisse

dieser Arbeit sind wie folgt:

(i) Die Rotation entspricht dem Reiz der Thigmomorphogenese mit vermindertem
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Whuchs.
(ii) Das rotierte Gewebe zeigte einen geringeren Stickstoffgehalt.
(iii) Die Mimosa reagierten mit Reizadaption auf die Rotation

(iv) Die simultane Stimulation mit Hitze und Wiederbewésserung nach Trockenstress

ergibt einen kombinierten zeitlich versetzten Verlauf auf Potenzial- und Gaswechsele-
bene.






KAPITEL 6

Ausblick

Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse gibt es weitere Aspekte die untersucht werden
konnten und flir die Wissensschaftgemeinschaft von Interesse wéren. Diese werden im

Folgenden kurz Zusammengefasst:

e Niederfrequente Schallwellenanalyse als Rotationsersatz
Erzeugen die Schwingungen im Wuchs und Gewebe den gleichen Effekt wie die

Rotation?

e Erhohung der g-Kraft iiber 9,81 m s~2 wihrend der Rotation
Auswirkungen auf das pflanzliche Wachstum durch eine stérkere als die auf der Erde
wirkende Gewichtskraft.

e THz Untersuchungen der Reizverarbeitung
Weitere Untersuchungen der verschiedenen Stimuli mittels Transmissionsmessungen
im Terahertz Bereich, um Verschiebungen des Wassers im Blattgewebe oder der

gesamten Pflanze beobachten zu kénnen.

e Molekurbiologische Untersuchungen der Phytohormone bei simultaner Stimulation
Bestimmung der Signalwege und des Phytohormon-Zusammenspiels bei simultaner
Stimulation. Wirkt Absciscinsdure im gleichen Mafl wie bei der Wiederbewésserung

und welche Rolle spielt Jasmonat beim Feuerreiz?

e Reizkombination und Gefafverdnderung
Nach Aloni (1987) und durch die erhéhte Nat-Konzentration miissten sich veréin-
derte Strukturen im Stdngel und den Blédttern der Pflanzen ergeben. Diese kénnten

untersucht werden.

e Reproduktion der ICP-OES Ergebnisse des hitzestimulierten Gewebes

119
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Ursachenforschung fiir erhohte Na™-Konzentration nach Hitzestimulus im Blattge-

webe.

e Reaktionen auf weitere Reizkombinationen
Welche Antworten auf elektrophysiologischer Ebene der Pflanzen ergeben sich bei

weiteren Reizkombinationen.
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Anlagen

A.1 Aus der Arbeit hervorgegangene Veroffentlichungen

Vuralhan-Eckert, J., Lautner, S. and Fromm, J. (2018) Effect of simultaneously induced

environmental stimuli on electrical signalling and gas exchange in maize plants. Journal
of Plant Physiology, 223: 32 — 36.

A.2 Quellcode dynamischer Fokus bildgebende Einheit

Auskommentierte Bereiche des Quellcodes fiir den dynamischen Fokus sind jeweils mit #
versehen.

Listing A.1: Dynamischer Fokus

ftDigiCam . py
Digital Camera with live video stream to TXT display

Initial Version (c) 2016 by Torsten Stuehn version 0.83
from 2016—-03—-13
Edit: (c¢) 2018 by Jasmin Vuralhan—Eckert

#
#
# and autofocus functionality
#
#
#

# Python2/3 'print' compatibility
from __ future_ import print_function

from collections import Counter

import ftrobopy
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import ftrobopytools
import os, sys
import time
import math
import threading
import threading
import SimpleHTTPServer
import SocketServer
# define simple webserver and provide direct access
# to pictures taken at: http://192.168.7.2:8085
class WebServer(threading . Thread):
def __init__ (self, document_root):
self. document root = document_ root
self. httpd server = SocketServer.TCPServer(("", 8085),
SimpleHTTPServer. SimpleHTTPRequestHandler )
threading . Thread.__ init__ (self)
return
def __del _ (self):
self._ httpd_server.server_ close ()
def run(self):
while True:
currentDir=os. getcwd ()
os.chdir(self._document_root)
self._ httpd_server.handle_request ()
os.chdir (currentDir)
time . sleep (0.5)
# Prozedur Initialisierung Motor nach Neustart

def initMotor (myRichtung ,myMotor, myTrigger ):

myFocus_ speed = 512

direction = myRichtung

while not myTrigger.state () = 1:
myMotor. setSpeed (myFocus_speedxdirection)
time.sleep (0.02)

print ("Motor laeuft noch; Taster: ", myTrigger.state())
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myMotor . stop ()
time.sleep (1.00)

# Ende Prozedur Initialisierung Motor nach Neustart

+# Prozedur zur Bewegung der Motoren

def moveMotor (myRichtung , myMotor, myTrigger , myStrecke ):

myFocus_ speed = 512

myMotor. setDistance (myStrecke)

print (myMotor. getCurrentDistance ())

if myRichtung = 1:
myMotor. setSpeed (myFocus__speedxmyRichtung)
time.sleep (0.02)

print (myTrigger.state ())
while not myTrigger.state () = 1:
print ("Motor laeuft noch"', myMotor.getCurrentDistance ())

elif myRichtung =— —1:
print (myMotor. finished ())
myMotor. setSpeed (myFocus_ speedsxmyRichtung)
time . sleep (0.02)

while not myMotor. finished ():

print ("Motor laeuft noch"', myMotor.getCurrentDistance ())
time.sleep (0.02)

else:

print (" Alles andere")

myMotor. stop ()
time.sleep (1.00)

# Ende Prozedur zur Bewegung der Motoren
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# Prozedur mache Bild

def makePicture (myVidev,myDisplayLiveStream ,myFocusMotor ,myTrigger ,
myPicture_dir):

# define the directory where the pictures should be stored

# if you want to store pictures at external SD card, set this to
# e.g. '/mnt'

#picture_ dir = '/opt/knobloch/ftrobopy /PICTURES'

picture_ dir = '"/mnt/ft "'

# override directory if it was given as command line argument

if len(sys.argv) > 1:

picture dir = sys.argv[1]

# define the prefix of the picture—filename

fname_ prefix = 'PIC'

# define minimum and maximum size of list for contrast search
hist_minlength =5

hist__maxlength = 50

minState0 = 10

minStatel = 10

minState2 = 16

minState3 = 12

minState4d = 20

durchlauf = 0

# initialize camera (/dev/videoO)
fps = 15 # frames per second
width = 320 # width of camera image
height = 240 # height of camera image

#videv = ftrobopytools.camlInit(fps, width, height, 0, 0)

#if displayLiveStream:

# initialize Standard Display Library (SDL)
# ftrobopytools.sdlInit ()

# reset text/cmd console (compromized by SDL)

# os.system('reset ')
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#time .sleep (0.02)

myFocus_ speed = 512
contrast =0
hist__contrast__hlp =[]
hist__contrast =[]
hist__contrast__A =[]
hist contrast B =[]
hist_counter = [0]
ave_ contrast =0
counter hist shift = 2

# choose rectangular region for contrast measurement

xtopleft = 120
ytopleft = 90
xbottomright = 180
ybottomright = 150
state =0
direction = 1

myHistMaxGesamt = 0

for i in range(1000):

contrast = ftrobopytools.measureContrast (myVidev,

width , height ,

xtopleft |
ybottomright , myDisplayLiveStream)

# if camera picture was invalid use last values

if contrast = None:
#contrast = hist contrast[—1]
contrast = 0

else:

contrast = int (math.sqrt (contrast)*2+0.5)

#print ("aktuell gemessener Wert:", contrast)

ytopleft |

xbottomright ,
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#if contrast >= 25 and state > 0:
myFocusMotor . stop ()

time.sleep (0.02)

myFocus_ speed = 128
myFocusMotor. setDistance (100)

F* I FH W F

myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed«direction )

#elif state > 0:

myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)

myFocus_ speed = 256
myFocusMotor . setDistance (100)

F* o HF W F*

myFocusMotor . setSpeed (myFocus_speedxdirection)

# Abweichung der Messwert nur um Wert = PlusMinus 3 akzeptiert.
# Alles Andere wird nicht aktzeptiert

if state > 0 and state < 3 and ((hist contrast[—1] +3) >= contrast)
and ((hist_contrast[—1] —3) <= contrast) and contrast > O0:

hist__contrast.append(contrast)

elif state >= 3 and state < 6 and ((hist_contrast[—1] +15)
>= contrast) and ((hist_contrast[—1] —15) <= contrast)
and contrast > 0: hist contrast.append(contrast)

elif state >= 6 and ((hist_contrast[—1] +25) >= contrast)
and ((hist_contrast[—1] —25) <= contrast)
and contrast > 0: hist_contrast.append(contrast)

# Erste Messung Append

elif (len(hist contrast) < minState0 and state = 0

and contrast >= 1): hist contrast.append(contrast)

# print state and contrast list for debugging
# uncomment the next line to see what is going on

print ("state:"  state ,hist__contrast)

#wenn mehr als x dann ersten abschneiden
if len(hist_contrast) > hist_maxlength:

hist__contrast = hist_contrast [1:]
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# Ermittlung von MAX / Min Kontrast
max__contrast = max(hist__contrast)

min__contrast = min( hist__contrast)

# Erster Durchlauf Min = Max

if min contrast = max_ contrast:
contrast variation = 0

else:
contrast variation = 1

# Erster Durchlauf mit State 0
# Zweiter Durchlauf aus State 1 —> Fahre nach Links
if state = 0 and len (hist_contrast) >= minState0:

#hist__contrast = [max_ contrast]

#Algorithmus zur Ermittlung des hauefigsten Elementes in der Startliste
bestesElement = 0

besteAnzahl = 0
for j in hist_contrast:
if hist contrast.count(j) > besteAnzahl:
bestesElement = j
besteAnzahl = hist__contrast.count(j)
hist_contrast = [bestesElement ]

print ("Bestes Elem", bestesElement)

#Wenn erste Werte bereits ueber 20 sind,
#dann direkt in State 6 mit langsamen Motor

if bestesElement >= 20:
time.sleep (0.02)
myFocusMotor. setDistance (100)
myFocus_speed = 128
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed*direction )
state = 6
print ("Springe aus State 0 in State 6")

#Andernfalls ;, wenn Werte unter 20, dann normal Fokussuche
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else:
time.sleep (0.02)
myFocusMotor. setDistance (100)

myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed«direction )

state =1
if state = 1:
# Richtige Richtung
if durchlauf = 0 and len (hist contrast) >= minStatel

and (hist_contrast[—10] 4+ hist_contrast[—9] 4+ hist_contrast[—8] +
hist contrast[—7] + hist_contrast[—6]) < (hist_contrast[—1]
+ hist_contrast[—2] + hist_contrast[—3] + hist_contrast|[—4]
+ hist_contrast[—5]): state = 2
# Richtungswechsel
elif durchlauf = 0 and len(hist contrast) >= minStatel and
(hist_contrast[—10] + hist_contrast|[—9] + hist_contrast[—8] +
hist contrast[—7] + hist_ contrast[—6]) > (hist contrast[—1]
+ hist_contrast[—2] + hist_contrast[—3] + hist_contrast|[—4]

+ hist__contrast[—5]):

myFocusMotor. stop ()

time.sleep (0.02)

direction = —direction
print (" Wechsel Richtung State 1")
hist contrast = hist contrast [0:4]

myFocusMotor. setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed+direction )
durchlauf =1
# Wenn Richtungswechsel bereits passiert ist, verhindern von
Endlosschleife
elif durchlauf = 1 and len(hist contrast) >= 15
and (hist_contrast[—10] +
hist__contrast|[—9] +
hist__contrast[—8] + hist_contrast[—7]
+ hist contrast|[—6]) <=
(hist__contrast[—1] +
hist _contrast[—2] + hist_contrast[—3] +
hist_contrast[—4] + hist_contrast|[—5]):
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hist__contrast_ A = hist__contrast [0:4]
hist__contrast_B = hist_contrast[—5:—1]

hist contrast = hist_ contrast A 4+ hist contrast B
durchlauf = 0

state = 2

if state = 2:
# Richtige Richtung
if len(hist_contrast) >= minState2 and (hist_contrast[—6] +
hist contrast[—5]
+ hist_contrast[—4]) < (hist_contrast[—3] 4+ hist_contrast|[—2]
+ hist_contrast[—1]):
#hist__contrast = [0]

#hist _counter = [0]
hist__contrast = hist_contrast[—6:—1]
hist counter = hist counter[—6:—1]

myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
myFocusMotor. setDistance (100)
myFocus_speed = 128
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed+direction )
state = 3
# Doch falsche Richtung
elif len(hist_contrast) >= minState2 and (hist_contrast|[—6]
+ hist_contrast|[—5]
+ hist__contrast[—4]) > (hist_contrast[—3] 4+ hist__contrast[—2]
+ hist__contrast[—1]):
myFocusMotor . stop ()
time.sleep (0.02)
#Richtungswechsel
print ("Wechsel Richtung State 2")
direction = —direction
#Behalte Werte wie aus State 1 zu Beginn
hist _contrast = hist_contrast [0:9]
hist counter = hist counter [0:9]

myFocusMotor . setDistance (100)
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myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed*direction )

#Spezialstate bei bereits guten Werten aus State 0 —>
Richtungspfindung
if state = 6:
# Richtige Richtung
if len(hist_ contrast) >= minState2 and (hist_contrast[—6] +
hist__contrast|[—5] + hist__contrast[—4])
< (hist_contrast[—3] + hist_ contrast[—2] 4+ hist_contrast|[—1]):

#hist__contrast = [0]
#hist _counter = [0]
hist_contrast = hist_contrast|[—6:—1]
hist counter = hist counter[—6:—1]

myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
myFocusMotor . setDistance (100)
myFocus_speed = 128
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed+direction )
state = 3
# Doch falsche Richtung
elif len(hist_contrast) >= minState2 and (hist_contrast|[—6]
+ hist_contrast|[—5]
+ hist__contrast[—4])
>= (hist_contrast[—3] + hist_ contrast|[—2]
+ hist__contrast[—1]):
myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
#Richtungswechsel
direction = —direction
#Behalte Werte wie aus State 1 zu Beginn
hist_contrast = hist_contrast [0:9]
hist counter = hist counter [0:9]
myFocusMotor . setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_speed*direction )

# Richtige Richtung ist gewaehlt —> Scheitelpunkt erreicht und

# Kontrast wird wieder schlechter?



A.2 Quellcode dynamischer Fokus bildgebende Einheit 143

if state = 3:
myHistMaxGesamt = max(hist__contrast)
# Scheitelpunkt ueberschritten, Werte werden wieder kleiner
if myHistMaxGesamt >= 25 and len (hist_contrast)
>= minState3 and (hist contrast|[—6]
+ hist__contrast|[—5]
+ hist__contrast[—4]) > (hist_contrast[—3] +
hist__contrast[—2] + hist__contrast|[—1]):
myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
print ("Wechsel Richtung State 3 Scheitelpunkt ueberschritten
—> State 4")
direction = —direction
myFocusMotor . setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_speed+direction)
state = 4

# Fehlerabfangen
elif len(hist contrast) >= 50 and hist contrast|[—1]
<= 8 and (hist_contrast[—6] 4+ hist_contrast[—5] +
hist__contrast[—4]) > (hist_contrast[—3] 4+ hist_contrast|[—2] +
hist__contrast|[—1]):
print ("Ruecksprung aus State 3 in State 1")
myFocus_ speed = 512
time . sleep (0.02)
myFocusMotor. setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed«direction )

state =1

# Scheitelpuntk IST wueberschritten , drehe zurueck bis MAX
if state = 4:

#if len(hist__contrast) > hist_minlength and ( (hist_contrast[—1]
<= hist_ contrast|[—2]) and (hist contrast[—2] < hist contrast[—3]) and
(hist__contrast[—3] < hist_contrast|[—4]) or contrast_variation = 0 ):

#if (hist_contrast[—1] = myHistMaxGesamt or (myHistMaxGesamt +
7 >= hist contrast|[—1]
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and myHistMaxGesamt — 7 <= hist contrast|[—1])):
if (hist_ contrast[—1] = myHistMaxGesamt or (myHistMaxGesamt +
5 >= hist_contrast|[—1]
and myHistMaxGesamt — 5 <= hist contrast[—1])):
myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
print ("Bild bei Kontrastwert: ", hist_contrast[—1])

# start increasing focus to maximum contrast

#idx = hist__contrast.index (max(hist_contrast))

# counter__hist_shift takes care of lag shift between camera pics
and motor counter

#bestfocus__counter = hist_counter [idx—counter__hist__shift]

#myFocusMotor.setDistance (abs(hist__counter[—1]—bestfocus_counter)

#myFocusMotor. setSpeed (myFocus_speedxdirection)

#time .sleep (0.02)

#print ("SetDistance: ",abs(hist counter[—1]—bestfocus_ counter))

state = 5
elif (len(hist contrast) >= minStated and (hist_contrast[—6] +
hist__contrast[—5] +
hist__contrast[—4]) >=(hist__contrast[—3] +
hist__contrast[—2] + hist_contrast[—1]))
myFocusMotor . stop ()
time.sleep (0.02)

#Richtungswechsel

direction = —direction

#Behalte Werte wie aus State 1 zu Beginn
hist contrast = hist contrast|[—6:—1]
hist__counter = hist__counter|[—6:—1]

myFocusMotor. setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed«direction )

state = 3

if state = 5:
# save jpeg in high resolution (1280x720)

# close (low resolution) camera device
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ftrobopytools.camClose(videv, 0)

# open (high resolution) camera device

high_ fps =5 # 5 is the lowest
possible framerate of the TXT camera
high width = 1280 # 1280 is the

maximum horizontal resolution of the TXT camera

high height = 720 # 720 is the maximum
vertical resolution of the TXT camera

myVidev = ftrobopytools.camlInit(high_fps, high width,
high_height , 0, 0)
# get high resolution snapshot as jpg image
jpg = ftrobopytools.getJPEGImage(videv)
# close (high resolution) camera device
ftrobopytools.camClose(videv, 0)
# restore resolution for liveStreaming
myVidev = ftrobopytools.camlInit(fps, width, height, 0, 0)
# save jpeg to file and increment picture count index
try:
with open(myPicture dir+'/'+fname prefix+'IDX','r") as f:
pict_number = int (f.read())
except:
pict_number = 0
with open(myPicture dir+'/'+fname prefix + '%04i"'
% pict_number +'.JPG', 'wb') as f:
f.write(jpg)
with open(myPicture dir+'/'+fname_ prefix+'IDX','w') as f:
f.write(str (pict_number + 1))
# ready for the next picture

hist_contrast = [0]
hist counter = [0]
state = 0

break

Ende Prozedur mache Bild
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# Anfang Hauptprogramm
startWebServer = True

# initialize socket connection to TXT-Main
txt = ftrobopy.ftrobopy ('127.0.0.1"', 65000)

# define the speed of the focus motor
# (max:512, min:100, the slower the speed the better the focus)
#focus__speed = 512

picture_ dir = '/mnt/ft'

# if set to 0, no live video is shown on TXT Display
displayLiveStream = 1 # live video on TXT display , 0=no l=yes

# definition of TXT outputs and inputs

XMotor = txt.motor (1)
XTrigger = txt.input (1)
YMotor = txt.motor(2)
YTrigger = txt.input (2)
ZMotor = txt.motor (3)
ZTrigger = txt.input (3)
FocusMotor = txt.motor(4) # the focus motor is connected to M4
Trigger = txt.input(4) # the camera trigger with auto focus
is connected to I4
#FocusMotor = txt.motor (1) # the focus motor is connected to Ml
#Trigger = txt.input (1) # the camera trigger with auto focus

is connected to I1

if startWebServer:
httpd thread = WebServer(picture dir)
httpd_thread.setDaemon (True)
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httpd_thread.start ()

if displayLiveStream:
# make backup copy of TXT display contents
with open('/dev/fb0', 'rb') as f:
framebuffer_ backup=f.read ()

#cleanup ()

try:

# initialize camera (/dev/videoO)
fps = 15 # frames per second
width = 320 # width of camera image
height = 240 # height of camera image

videv = ftrobopytools.camlnit(fps, width, height, 0, 0)

if displayLiveStream:

# initialize Standard Display Library (SDL)
ftrobopytools.sdlInit ()

# reset text/cmd console (compromized by SDL)
os.system ('reset ')

print (XMotor. getCurrentDistance ())

initMotor (1,XMotor, XTrigger)
#initMotor (1,ZMotor, ZTrigger)

#moveMotor(—1,ZMotor , ZTrigger ,1500)
#moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,1800)

for i in range(10):

moveMotor (—1,XMotor , XTrigger ,230)
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time.sleep (0.1)
HH makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture_ dir)
HH# time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,225)
time.sleep (0.1)

## makePicture(videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__dir)
## time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,225)
time.sleep (0.1)

## makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor, Trigger , picture_ dir)
## time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,100)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__dir)

time . sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, X Trigger ,250)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor, Trigger , picture_ dir)

time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,300)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__dir)

time . sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,175)

time.sleep (0.1)

makePicture(videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture_ dir)
time.sleep (0.5)

moveMotor(—1,XMotor, XTrigger ,235)
time.sleep (0.1)

TEEEETEE
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makePicture(videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__dir)

time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,257)
time.sleep (0.1)

makePicture(videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture_ dir)

TEEFEEET

time.sleep (0.5)

# Auf Ausgang zurueck
initMotor (1,XMotor, XTrigger )

except ftrobopytools as error:

print (error)

finally :
# close camera device
ftrobopytools.camClose(videv, 0)
txt.stopOnline ()
time.sleep (0.1)
if displayLiveStream:
# close Standard Display Library
ftrobopytools.sdlClose ()
# restore TXT display
with open('/dev/fb0', 'wb') as f:
f.write (framebuffer_backup)

A.3 Quellcode verandert fiir statischen Fokus bildgebende Einheit

Auskommentierte Bereiche des Quellcodes fiir den statischen Fokus sind jeweils mit #

versehen.

Listing A.2: Statischer Fokus

# ftDigiCam . py

# Digital Camera with live video stream to TXT display

# and autofocus functionality

# Initial Version (c) 2016 by Torsten Stuehn version 0.83 from
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# 2016—-03-13
# Edit: (c¢) 2018 by Jasmin Vwuralhan—Eckert

# Python2/3 'print' compatibility

from _ future  import print_function

from collections import Counter

import ftrobopy

import ftrobopytools
import os, sys

import time

import math

import threading

import threading

import SimpleHTTPServer

import SocketServer

# define simple webserver and provide direct access
# to pictures taken at: http://192.168.7.2:8085
class WebServer (threading . Thread ):
def __init__ (self, document_root):
self. document root = document root
self. httpd_server = SocketServer.TCPServer (("", 8085),
SimpleHTTPServer. SimpleHTTPRequestHandler)
threading . Thread.__init__ (self)
return
def _ del  (self):
self. httpd_server.server_close()
def run(self):
while True:
currentDir=os. getcwd ()
os.chdir(self._ document_root)
self. httpd_server.handle_request ()
os.chdir (currentDir)

time.sleep (0.5)
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# Prozedur Initialisierung Motor nach Neustart

def initMotor (myRichtung ,myMotor, myTrigger ):

myFocus_ speed = 512
direction = myRichtung
while not myTrigger.state() = 1:

myMotor. setSpeed (myFocus_speedxdirection)
time.sleep (0.02)

print ("Motor laeuft noch; Taster: ", myTrigger.state())

myMotor. stop ()
time.sleep (1.00)
#

Ende Prozedur Initialisierung Motor nach Neustart

# Prozedur zur Bewegung der Motoren

def moveMotor (myRichtung , myMotor, myTrigger , myStrecke ):

myFocus_ speed = 512

myMotor. setDistance (myStrecke)

print (myMotor. getCurrentDistance ())
if myRichtung = 1:

myMotor. setSpeed (myFocus_speedsxmyRichtung)
time . sleep (0.02)

print (myTrigger.state ())
while not myTrigger.state () = 1:

print ("Motor laeuft noch"', myMotor.getCurrentDistance ())

elif myRichtung =— —1:
print (myMotor. finished ())

myMotor. setSpeed (myFocus_speedxmyRichtung)
time.sleep (0.02)

while not myMotor. finished ():
print ("Motor laeuft noch", myMotor.getCurrentDistance ())
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time.sleep (0.02)

else:

print (" Alles andere")

myMotor. stop ()
time.sleep (1.00)

# Ende Prozedur zur Bewegung der Motoren

# Prozedur mache Bild

def makePicture (myVidev, myDisplayLiveStream ,myFocusMotor , myTrigger ,
myPicture dir):

# define the directory where the pictures should be stored

# if you want to store pictures at external SD card, set this to
#e.g. '/mnt'

#picture_dir = '"/opt/knobloch/ftrobopy /PICTURES'

picture dir = '/mnt/ft "'

# override directory if it was given as command line argument

if len(sys.argv) > 1:

picture_dir = sys.argv[1]

# define the prefix of the picture—filename

fname_ prefix = 'PIC'

# define minimum and maximum size of list for contrast search
hist_minlength =5

hist__maxlength = 50

minState0 = 10

minStatel = 10

minState2 = 16

minStated = 12

minStated = 20

durchlauf = 0

# initialize camera (/dev/videoO)

fps = 15 # frames per second
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width = 320 # width of camera image
height = 240 # height of camera image
#videv = ftrobopytools.camlnit(fps, width, height, 0, 0)

#if displayLiveStream:

# initialize Standard Display Library (SDL)
# ftrobopytools.sdllnit ()

# reset text/cmd console (compromized by SDL)

# os.system ('reset '
y

#time .sleep (0.02)

myFocus_ speed = 512
contrast =0
hist__contrast__hlp =[]
hist contrast =[]
hist contrast_ A =[]
hist _contrast B =[]
hist counter = [0]
ave_contrast =0
counter hist shift = 2

# choose rectangular region for contrast measurement

xtopleft = 120
ytopleft = 90
xbottomright = 180
ybottomright = 150
state =0
direction =1

myHistMaxGesamt = 0

for i in range(1000):
contrast = ftrobopytools.measureContrast (myVidev,
width , height ,
xtopleft , ytopleft ,
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xbottomright , myDisplayLiveStream)

# if camera picture was invalid use last values

if contrast = None:
#contrast = hist__contrast|[—1]
contrast = 0

else:

contrast = int(math.sqrt(contrast)*2+0.5)
#print ("aktuell gemessener Wert:", contrast)
#if contrast >= 25 and state > O0:
myFocusMotor. stop ()

time.sleep (0.02)

myFocus_ speed = 128
myFocusMotor . setDistance (100)

F* o F W F*

myFocusMotor . setSpeed (myFocus_speedxdirection)

# myFocusMotor. stop ()

# time.sleep (0.02)

# myFocus_ speed = 256

# myFocusMotor. setDistance (100)
7*

myFocusMotor. setSpeed (myFocus_speedxdirection )

# Abweichung der Messwert nur um Wert = PlusMinus 3 akzeptiert.
# Alles Andere wird nicht aktzeptiert
if state > 0 and state < 3 and ((hist contrast[—1] + 3) >= contrast)
and ((hist_contrast[—1] —3) <= contrast) and contrast > 0:
hist__contrast.append(contrast)
elif state >= 3 and state < 6 and ((hist_contrast[—1] 4+ 15)
>= contrast) and ((hist contrast|[—1] —15) <= contrast) and contrast > 0:
hist_ contrast.append(contrast)
elif state >= 6 and ((hist_contrast[—1] + 25) >= contrast) and
((hist__contrast[—1] —25) <= contrast) and contrast > 0:
hist__contrast.append(contrast)
# Erste Messung Append
elif (len(hist contrast) < minState0 and state = 0 and

contrast >= 1):
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hist__contrast.append(contrast)

# print state and contrast list for debugging
# uncomment the next line to see what is going on

print ("state:"  state ,hist__contrast)

#wenn mehr als x dann ersten abschneiden
if len(hist_contrast) > hist_maxlength:

hist__contrast = hist__contrast [1:]
# Ermittlung von MAX / Min Kontrast

max__contrast = max( hist_contrast)

min__contrast = min(hist__contrast)

# Erster Durchlauf Min = Max

if min contrast = max_contrast:
contrast variation = 0

else:
contrast variation =1

# Erster Durchlauf mit State 0
# Zweiter Durchlauf aus State 1 —> Fahre nach Links
if state = 0 and len(hist contrast) >= minState0:

#hist__contrast = [max_ contrast]

#Algorithmus zur Ermittlung des hauefigsten Elementes in der Startliste
bestesElement = 0

besteAnzahl = 0
for j in hist__contrast:
if hist contrast.count(j) > besteAnzahl:
bestesElement = j
besteAnzahl = hist__contrast.count(j)
hist _contrast = [bestesElement]

print ("Bestes Elem", bestesElement)
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#Wenn erste Werte bereits ueber 20 sind, dann direkt in State 6 mit
langsamen Motor
if bestesElement >= 20:
time.sleep (0.02)

HH myFocusMotor. setDistance (100)
HH# myFocus_speed = 128
HH# myFocusMotor . setSpeed (myFocus_speedxdirection )
#state = 6
state = b
print ("Springe aus State 0 in State 6")
#Andernfalls , wenn Werte unter 20, dann normal Fokussuche
else:
time.sleep (0.02)
HH myFocusMotor. setDistance (100)
HH myFocusMotor . setSpeed (myFocus_speedxdirection )
#state =1
state =5
if state =— 1:
# Richtige Richtung
if durchlauf = 0 and len (hist__contrast) >= minStatel and

(hist_contrast[—10] + hist_ contrast[—9] + hist contrast|[—8] +
hist_contrast|[—7] + hist_contrast[—6]) < (hist_contrast[—1] +
hist contrast|[—2] + hist contrast[—3] + hist_ contrast[—4] +
hist__contrast[—5]):
state = 2
# Richtungswechsel
elif durchlauf = 0 and len(hist contrast) >= minStatel
and (hist_contrast[—10] 4+ hist_contrast[—9] + hist_contrast[—8] +
hist__contrast[—7] + hist_contrast[—6]) > (hist_contrast[—1] +
hist_contrast|[—2] + hist_contrast[—3] + hist_contrast[—4] +
hist contrast[—5]):
myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
direction = —direction
print (" Wechsel Richtung State 1")
hist _contrast = hist_contrast [0:4]
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myFocusMotor. setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed«direction )
durchlauf =1
# Wenn Richtungswechsel bereits passiert ist, verhindern
von Endlosschleife
elif durchlauf = 1 and len (hist_contrast) >= 15
and (hist_contrast[—10] + hist_contrast|[—9] + hist_contrast[—8] +
hist__contrast|[—7] + hist_contrast[—6]) <= (hist_contrast|[—1] +
hist__contrast[—2] + hist_contrast[—3] + hist_contrast[—4] +
hist__contrast[—5]):
hist__contrast_ A = hist_contrast [0:4]
hist__contrast_ B = hist_contrast[—5:—1]

hist contrast = hist_ contrast A -+ hist contrast_ B
durchlauf = 0
state = 2

if state — 2:

# Richtige Richtung
if len(hist_contrast) >= minState2 and (hist_contrast[—6] +
hist__contrast|[—5] + hist__contrast[—4]) < (hist_contrast[—3] +
hist contrast[—2] + hist contrast[—1]):
#hist__contrast = [0]

#hist_counter = [0]
hist__contrast = hist__contrast[—6:—1]
hist _counter = hist_ counter|[—6:—1]

myFocusMotor . stop ()
time.sleep (0.02)
myFocusMotor. setDistance (100)
myFocus_ speed = 128
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed«direction )
state = 3
# Doch falsche Richtung
elif len(hist contrast) >= minState2 and (hist contrast[—6] +
hist _contrast|[—5] + hist_ contrast[—4]) > (hist_contrast[—3] +
hist _contrast[—2] + hist_contrast[—1]):
myFocusMotor. stop ()
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time.sleep (0.02)

#Richtungswechsel

print (" Wechsel Richtung State 2")
direction = —direction

#Behalte Werte wie aus State 1 zu Beginn
hist__contrast = hist_contrast [0:9]

hist counter = hist counter [0:9]

myFocusMotor . setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed*direction )

#Spezialstate bei bereits guten Werten aus State 0 —>
Richtungspfindung
if state = 6:
# Richtige Richtung
if len(hist_ contrast) >= minState2 and (hist_ contrast[—6]
+ hist__contrast[—5] + hist__contrast[—4]) < (hist_contrast[—3] +
hist _contrast[—2] + hist_contrast[—1]):
#hist__contrast = [0]

#hist _counter = [0]
hist_contrast = hist_contrast|[—6:—1]
hist__counter = hist__counter|[—6:—1]

myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
myFocusMotor. setDistance (100)
myFocus_speed = 128
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed+direction )
state = 3
# Doch falsche Richtung
elif len(hist_contrast) >= minState2 and (hist_contrast|[—6]
+ hist contrast[—5] + hist contrast[—4]) >= (hist_contrast[—3] +
hist__contrast|[—2] + hist_contrast|[—1]):
myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
#Richtungswechsel
direction = —direction
#Behalte Werte wie aus State 1 zu Beginn
hist _contrast = hist_contrast [0:9]
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hist__counter = hist_counter [0:9]
myFocusMotor. setDistance (100)

myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed+direction )

# Richtige Richtung ist gewaehlt —> Scheitelpunkt erreicht und
Kontrast wird wieder schlechter?
if state = 3:
myHistMaxGesamt = max( hist__contrast)
# Scheitelpunkt ueberschritten , Werte werden wieder kleiner
if myHistMaxGesamt >= 25 and len (hist_contrast) >= minState3
and (hist_contrast[—6] + hist_contrast[—5] + hist_contrast[—4]) >
(hist__contrast[—3] + hist_contrast|[—2] + hist_contrast[—1]):
myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)
print ("Wechsel Richtung State 3 Scheitelpunkt ueberschritten
—> State 4")
direction = —direction
myFocusMotor . setDistance (100)
myFocusMotor. setSpeed (myFocus_speed+direction)
state = 4

# Fehlerabfangen
elif len(hist_contrast) >= 50 and hist_contrast[—1] <= 8
and (hist contrast[—6] + hist contrast[—5] + hist_contrast|[—4])
> (hist__contrast[—3] + hist_contrast[—2] 4+ hist__contrast[—1]):
print ("Ruecksprung aus State 3 in State 1")
myFocus_speed = 512
time.sleep (0.02)
myFocusMotor. setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed+direction )
state = 1

# Scheitelpuntk IST ueberschritte, drehe zurueck bis MAX
if state = 4:
#if len (hist contrast) > hist minlength and ( (hist_contrast[—1]
<= hist_contrast|[—2]) and (hist_contrast[—2] < hist_contrast[—3]) and
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(hist_contrast[—3] < hist_contrast|[—4]) or contrast variation = 0 ):
#if (hist_ contrast[—1] = myHistMaxGesamt or (myHistMaxGesamt +

7 >= hist_contrast|[—1] and myHistMaxGesamt — 7 <= hist_contrast[—1])):
if (hist contrast[—1] = myHistMaxGesamt or (myHistMaxGesamt +

5 >= hist_ contrast|[—1] and myHistMaxGesamt — 5 <= hist_contrast[—1])):
myFocusMotor . stop ()
time.sleep (0.02)
print ("Bild bei Kontrastwert: ", hist_contrast[—1])

# start increasing focus to maximum contrast
#idx = hist__contrast.index (max(hist__contrast))
# counter__hist_shift takes care of lag shift between camera
pics and motor counter
#bestfocus__counter = hist_ counter [idx—counter__hist_ shift |
#myFocusMotor . setDistance (abs (hist__counter[—1]—
bestfocus__counter))
#myFocusMotor . setSpeed (myFocus_speedxdirection )
#time .sleep (0.02)
#print ("SetDistance: ", ,abs(hist__counter[—1]—bestfocus__counter))
state = 5
elif (len(hist_contrast) >= minStated and (hist_contrast[—6] +
hist contrast|[—5] + hist contrast[—4]) >= (hist_contrast[—3] +
hist contrast[—2] + hist contrast[—1]))
myFocusMotor. stop ()
time.sleep (0.02)

#Richtungswechsel

direction = —direction

#Behalte Werte wie aus State 1 zu Beginn
hist__contrast = hist_contrast[—6:—1]
hist counter = hist counter|[—6:—1]

myFocusMotor. setDistance (100)
myFocusMotor . setSpeed (myFocus_ speed*direction )
state = 3

if state = b5:
# save jpeg in high resolution (1280x720)
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# close (low resolution) camera device
ftrobopytools.camClose(videv, 0)

# open (high resolution) camera device

high_fps =35
# 5 is the lowest possible framerate of the TXT
camera

high width = 1280

# 1280 is the maximum horizontal resolution of
the TXT camera
high height = 720
# 720 is the maximum vertical resolution of
the TXT camera
myVidev = ftrobopytools.camlInit(high_fps, high width,
high_height, 0, 0)
# get high resolution snapshot as jpg image
jpg = ftrobopytools.getJPEGImage(videv)
# close (high resolution) camera device
ftrobopytools.camClose(videv, 0)
# restore resolution for liveStreaming
myVidev = ftrobopytools.camlInit(fps, width, height, 0, 0)
# save jpeg to file and increment picture count index
try:
with open(myPicture dir+'/'+fname prefix+'IDX','r') as f:
pict_number = int (f.read())
except:
pict_number = 0
with open(myPicture_dir+'/'+fname_prefix + '
%04i ' % pict_number +'.JPG', 'wb') as f:
f.write(jpg)
with open(myPicture dir+'/'+fname prefix+'IDX','w') as f:
f.write(str(pict_number + 1))
# ready for the next picture

hist__contrast = [0]
hist counter = [0]
state = 0

break
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# Ende Prozedur mache Bild

# Anfang Hauptprogramm

startWebServer = True

# initialize socket connection to TXT-Main
txt = ftrobopy.ftrobopy ('127.0.0.1", 65000)

# define the speed of the focus motor

# (max:512, min:100, the slower the speed the better the focus)

#focus__speed = 512

picture_ dir = '"/mnt/ft'

# if set to 0, no live video is shown on TXT Display

displayLiveStream = 1 # live video on TXT display , 0=no l=yes

# definition of TXT outputs and inputs

XMotor = txt.motor (1)

XTrigger = txt.input (1)

YMotor = txt.motor(2)

YTrigger = txt.input (2)

ZMotor = txt.motor (3)

ZTrigger = txt.input (3)

FocusMotor = txt.motor (4)

# the focus motor is connected to M4

Trigger = txt.input (4)

# the camera trigger with auto focus is connected to I4

#FocusMotor = txt.motor (1) # the focus motor is connected
to Ml

#Trigger = txt.input (1)
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# the camera trigger with auto focus is connected to I1

if startWebServer:
httpd thread = WebServer (picture dir)
httpd_ thread.setDaemon (True)
httpd_thread.start ()

if displayLiveStream:
# make backup copy of TXT display contents
with open('/dev/fb0', 'rb') as f:
framebuffer_ backup=f.read ()

#cleanup ()

try:

# initialize camera (/dev/videoO)

fps = 15 # frames per second

width = 320 # width of camera image

height = 240 # height of camera image

videv = ftrobopytools.camlInit(fps, width, height, 0, 0)

if displayLiveStream:
# initialize Standard Display Library (SDL)
ftrobopytools.sdlInit ()

# reset text/cmd console (compromized by SDL)
os.system ('reset ')

print (XMotor. getCurrentDistance ())
initMotor (1,XMotor, XTrigger)

## initMotor (1,ZMotor,ZTrigger)
#H#
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## moveMotor(—1,ZMotor, ZTrigger ,100)
## moveMotor(—1,ZMotor , ZTrigger ,1670)
## moveMotor(—1,XMotor, XTrigger ,1800)

for i in range(100):

moveMotor(—1,XMotor, XTrigger ,230)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture_ dir)

time . sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,225)
time.sleep (0.1)

iii TEET

makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__ dir)
## time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,720)
time. sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__ dir)

time . sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, X Trigger ,245)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor, Trigger , picture_ dir)

time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,230)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__dir)

time.sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,230)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture_ dir)

time.sleep (0.5)
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moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,175)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor, Trigger , picture_ dir)

time.sleep (0.5)
time . sleep (900)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,235)
time.sleep (0.1)
makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__dir)

time . sleep (0.5)

moveMotor (—1,XMotor, XTrigger ,257)
time.sleep (0.1)

makePicture (videv ,displayLiveStream ,FocusMotor , Trigger , picture__dir)

FEETEEEEET

time.sleep (0.5)

# Auf Ausgang zurueck
initMotor (1,XMotor, XTrigger)

except ftrobopytools as error:

print (error)

finally :
# close camera device
ftrobopytools.camClose(videv, 0)
txt.stopOnline ()
time.sleep (0.1)
if displayLiveStream:
# close Standard Display Library
ftrobopytools.sdlClose ()
# restore TXT display
with open('/dev/fb0', 'wb') as f:
f.write (framebuffer_backup)
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