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Einleitung 1

1 Einleitung

Die SiiBBkirsche (PrunusaviumL.) ist eine wichtige Obstkultur des gemédBigten Klimas
(WEBSTER und LOONEY, 1996) und wird in Deutschland auf einer Fliche von 5390 ha
angebaut (STATISTISCHES BUNDESAMT DEUTSCHLAND, 2005). Damit belegt der Anbauumfang
bei den Obstkulturen in Deutschland derzeit den dritten Rang hinter Apfel (31153 ha) und
Erdbeere (13435 ha;  STATISTISCHES  BUNDESAMT  DEUTSCHLAND, 2005). Der
StiBkirschenanbau in Sachsen-Anhalt befindet sich derzeit im Umbruch. Extensiv
bewirtschaftete Altanlagen auf starkwiichsigen Prunus avium-Unterlagen (z.B. Alkavo)
werden zunehmend ersetzt durch intensive Neupflanzungen auf schwachwiichsigen
Unterlagen wie GiSeLa 5 (Prunus cerasus x Prunus canescens; WAHL, Saale Obst Erzeuger-
und Absatzgenossenschaft eG, personliche Mitteilung). Da mit qualitativ hochwertigen
StiBkirschen im Vergleich zu anderen Obstkulturen hohe Deckungsbeitrige erwirtschaftet
werden konnen, ist der Anbau lukrativ. Die durchschnittlichen jéhrlichen Deckungsbeitrige
betragen bei Siilkirschen 4810€ha'1, bei Apfeln 5082 €ha'1, bei Birnen 3574€ha'1, bei
Zwetschen 3418 € ha™' und bei Erdbeeren 3531 € ha”' (KTBL, 2002).

Ein Hauptproblem im Kirschanbau ist das Platzen der Friichte aufgrund von Niederschligen
zur Reifezeit (Abbildung 1). Das Platzen von Kirschfriichten wurde bereits im 19. Jahrhundert
beschrieben (VON WETZHAUSEN, 1819; LANGETHAL, 1855). Da bislang keine vollstindig
platzfesten Siikirschensorten existieren, ist das Platzen von Kirschen bis heute ein
schwerwiegendes Problem (SEKSE, 1995a; CHRISTENSEN, 1996). Geplatzte Friichte treten

nicht nur bei der Kirsche auf, sondern auch bei Tomaten, Paprika oder Weinbeeren (LANG

und DURING, 1990; JOHNSON et al., 1992; OHTA et al, 1997; OPARA et al., 1997; ALONI et al.,
1999).

Abbildung 1. Geplatzte SiiBkirschenfriichte

(cv. Sam) in der Obstanlage.
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Durch Platzen von Kirschen konnen bis zu 90% der Ernte eingebiiflit werden (CHRISTENSEN,
1996). In Praxisanlagen liegt der Anteil geplatzter Kirschen je nach Sorte meist zwischen 25
und 40% (POLDERVAART, 2003). Da geplatzte Friichte die Vermarktungsnormen fiir Tafelobst
nicht erflillen (BICKELMANN, 2005), miissen ungeplatzte Friichte selektiv gepfliickt werden.
Durch den Ertragsverlust und den zusitzlichen Arbeitsaufwand bei der Ernte wird es bereits
bei einem Anteil geplatzter Friichte von 25% unrentabel, die Anlage zu beernten (LOONEY,
1985). Aullerdem sind geplatzte Friichte erheblich anfélliger gegeniiber Fruchtfduleerregern,
da Platzrisse Eintrittspforten fiir Krankheitserreger darstellen (z.B. Botrytis cinerea, Monilia
laxa; MINK und JONES, 1996; BORVE et al., 2000). Ausgehend von wenigen geplatzten und
faulenden Friichten kann schnell das gesamte Fruchtcluster infiziert werden.

Da die Wasseraufnahme durch die Fruchtoberfliche als die wesentliche Ursache des Platzens
angesehen wird (VERNER und BLODGETT, 1931; SAWADA, 1934; CHRISTENSEN, 1994), sollen
mit dieser Arbeit Mechanismen und Manipulationsméglichkeiten der Wasseraufnahme

untersucht werden.
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2 Literaturiibersicht

In der nachfolgenden Literaturiibersicht wird der aktuelle Kenntnisstand iiber wesentliche
Aspekte des durch Niederschlidge bedingten Platzens von Kirschfriichten dargestellt. Dabei
wird auf bestehende Verstindnisliicken hingewiesen, die mit der vorliegenden Arbeit
geschlossen werden sollen. AuBlerdem werden Hintergrundinformationen zur Theorie des
Wassertransportes vermittelt, die flir das Verstindnis dieser Arbeit notwendig sind.
Umfassende Darstellungen iiber die Ursachen und die Vorbeugung des Kirschplatzens geben
die Ubersichtsartikel von SEKSE (1995a), CHRISTENSEN (1996) sowie PENNELL und WEBSTER
(1996).

2.1 Bau und Entwicklung der Kirschfrucht

Die Kirschfrucht entwickelt sich aus einem mittelstindigen Fruchtknoten, der aus einem
Fruchtblatt mit einer darin eingeschlossenen Samenanlage besteht (RAUH, 1950).
Kirschfriichte besitzen auch eine zweite Samenanlage, die aber in der Regel zugrunde geht
(RAUH, 1950). Das Fruchtblatt verwichst mit sich selbst, wodurch eine Verwachsungsnaht
entsteht, die noch auf der reifen Frucht erkennbar ist. Deswegen wird die
Kirschfruchtoberfliche in der Fachliteratur in die Seite mit Naht (engl. suture) und in die
gegeniiberliegende Seite ohne Naht (engl. cheek) eingeteilt. Nach der Befruchtung verwelkt
der Griffel und es entsteht eine verkorkte Narbe (engl. stylar scar), die ebenfalls noch auf der
reifen Frucht sichtbar ist. Die Wand des Fruchtknotens (Perikarp) entwickelt sich schlieflich
zusammen mit der Samenanlage zu einer typischen Steinfrucht. Dabei erfolgt eine
charakteristische Differenzierung des Perikarps in Exokarp, Mesokarp und Endokarp (RAUH,
1950; FRANKE, 1997).

Das Exokarp (Fruchthaut) besteht aus einer Kutikula (CM), einer ein bis zwei Zellschichten
starken Epidermis und einer darunter liegenden drei bis fiinf Zellschichten starken
Hypodermis (TUKEY und YOUNG, 1939; GLENN und PoovAlAH, 1989). Die Epi- und
Hypodermiszellen sind abgeflacht und gestreckt und verfiigen tiber verdickte Zellwénde.
Unter dem Exokarp befindet sich das fleischig, saftige Mesokarp (Fruchtfleisch), das aus
groBlumigen und diinnwandigen Parenchymzellen mit kleinen Interzellularraumen besteht
(TUKEY und YOUNG, 1939). Das verholzte Endokarp (Stein) wird von sklerenchymatischem

Gewebe gebildet, das die Samenanlage umschlieft (RAUH, 1950). Die Verbindung zwischen
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der Frucht und dem Leitgewebe des Kirschbaumes wird durch den Stiel (engl. pedicel)
hergestellt, der in der Stielgrube (engl. pedicel cavity) miindet.

Das Wachstum von Siilkirschen zeigt einen fiir das Steinobst typischen doppelt S-formigen
Verlauf (LILLELAND und NEWSOME, 1934; TUKEY, 1934; KNOCHE et al., 2001; STOSSER,
2002; KNOCHE et al., 2004; PESCHEL und KNOCHE, 2005; Abbildung 2). In Phase I erfolgt die
Zunahme der Fruchtmasse vor allem durch Zellteilung. Stein und Samen werden in der
folgenden Phase II gebildet, in der die Fruchtmasse nahezu konstant bleibt. In der
abschlieBenden Phase III findet ein rasantes Wachstum mit Zuwachsraten von bis zu
0.35 g Tag” und 0.62 cm® Tag™ (KNOCHE et al., 2004) vorrangig durch Zellstreckung statt,
wodurch das Exokarp mitsamt der CM erheblich gedehnt wird. Als Folge der Dehnung, die
auf reifen Friichten zwischen 40 und 60% betrigt, nimmt die Dicke der CM von 2.4 um
(Beginn Phase II) auf 0.9 um ab (Ende Phase I1I; KNOCHE et al., 2004).

- fag fag
- L L |

Phase|  Phase Il Phase Il Abbildung 2. Typischer Wachstums-

verlauf von SuBkirschenfriichten.

Masse

Zeit

2.2 Hypothese iiber das Platzen von Kirschfriichten

Die Aufnahme von Niederschlagswasser durch die Fruchtoberflache wird als primére Ursache
fiir das Platzen von Kirschen angesehen (VERNER und BLODGETT, 1931; SAWADA, 1934;
CHRISTENSEN, 1994). Die Wasseraufnahme verursacht eine Volumenzunahme des Mesokarps,
wodurch der Turgor im Mesokarp erhdht und das Exokarp gedehnt wird (CONSIDINE und
KRIEDEMANN, 1972). Durch die Erhohung des Turgors wird das Exokarp unter Zugspannung
gesetzt (CONSIDINE und KRIEDEMANN, 1972). Uberschreitet der Turgor eine kritische Grenze

(Dehnbarkeit des Exokarps), dann rei3t das Exokarp ein (CONSIDINE und KRIEDEMANN, 1972)
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und es entstehen zundchst mikroskopisch kleine Risse, die anfanglich auf die CM beschriankt
sind (PESCHEL und KNOCHE, 2005). Bei einem weiteren Anstieg des Turgors weiten sich die
Mikrorisse auf das Fruchtfleisch aus und es entwickeln sich makroskopisch sichtbare
Platzrisse, die teilweise bis zum Stein reichen (Abbildung 1).

Von einigen Autoren werden in der Literatur Grenzwerte fiir die Wasseraufnahme angegeben,
bei deren Uberschreitung mit dem Platzen von Friichten zu rechnen ist. Fiir die
Volumenzunahme sind Grenzwerte von 2 - 5% (VERNER und BLODGETT, 1931) angegeben,
fiir die Massenzunahme von 0.44 - 2.04% (CHRISTENSEN, 1996) bis 18% (KERTESZ und
NEBEL, 1935).

Nach der beschriebenen Hypothese ist die Platzanfélligkeit von Kirschen von zwei
Faktorenkomplexen abhingig:

(1) Wasseraufnahme der Kirschfrucht (BEYER und KNOCHE, 2002; BEYER et al.,
2002a)

(i)  Mechanische Eigenschaften von Exo- und Mesokarp (CONSIDINE und
KRIEDEMANN, 1972; CONSIDINE und BROWN, 1981; CONSIDINE, 1982; LUSTIG und
BERNSTEIN, 1985; GLENN und POOVAIAH, 1989; BELMANS et al., 1990;
CHRISTENSEN, 1996; KNOCHE et al., 2004; PESCHEL und KNOCHE, 2005).

Diese Arbeit behandelt die Wasseraufnahme in die Friichte (i). Ziel ist es, Mechanismen und

Manipulationsméglichkeiten der Wasserauftnahme aufzukléren.

2.3 Wasseraufnahme in Kirschfriichte

2.3.1 Physikalische Grundlagen

Bei einem Niederschlagsereignis erfolgt nach SEKSE (1995a) die Wasseraufnahme in die
Kirschfrucht hauptsédchlich iiber die Fruchtoberfliche. Versuchsergebnisse belegen, dass die
CM die erste und geschwindigkeitsbestimmende Barriere bei der Wasseraufnahme darstellt
(KNOCHE et al., 2000; BEYER und KNOCHE, 2002). Aus diesem Grund kann der
Wassertransport durch das Kirschexokarp mit physikalischen Gesetzen fiir den Transport
durch Membranen beschrieben werden. So ist diec Wasseraufnahmerate (F in g h™") durch das
Exokarp eine zusammengesetzte Grofe, die von verschiedenen Faktoren abhingig ist

(Gleichung 1; nach NOBEL, 1999, modifiziert).

Gleichung 1. F=A-J=A-L, -p-A¥Y
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Nach Gleichung 1 ist F das Produkt aus der Fruchtoberfliche (A in m?®) und dem Fluss der
Wasseraufnahme pro Flichen- und Zeiteinheit (engl. flux, J in kg’ m™?s™). J entspricht
seinerseits dem Produkt aus dem hydraulischen Leitfahigkeitskoeffizienten (Lw in
ms' MPa')' des Exokarps, der Dichte (p in kgm™) von Wasser und dem
Wasserpotentialgradienten (AY in MPa) durch das Exokarp. Ly kann nach Gleichung 2 in die
osmotische Wasserleitfihigkeit (P in ms™; Filtrationsleitfihigkeit) des Exokarps
umgerechnet werden (HOUSE, 1974; NOBEL, 1999). P kennzeichnet die Geschwindigkeit des
Wassertransportes durch eine Membran (hier: Kirschexokarp) in Anwesenheit eines
Wasserpotentialgradienten (AY; HOUSE, 1974; SCHONHERR, 1982).

Vi

T

Gleichung 2. L, =P; -

Py

In Gleichung 2 représentiert \E das partielle molare Volumen (m’ mol™") von Wasser, R die
universelle Gaskonstante (8.314 x 107 m’ MPa mol™ K") und T die absolute Temperatur (K).
Wird Gleichung 2 in Gleichung 1 eingesetzt, erhdlt man Gleichung 3 (BEYER und KNOCHE,
2002), mit der die Wasseraufnahme in Kirschfriichte beschreiben werden kann.

oYy

Gleichung3. F=A-J=A-P; - BT AY

Die Aufnahme von Regenwasser in Kirschfriichte bei vollstdndiger Benetzung und definierter
Benetzungsdauer kann im Labor mit Hilfe von gravimetrischen Wasseraufnahmetests
simuliert werden. Bei diesen Experimenten werden die Friichte vollstindig in Wasser
eingetaucht (sog. Immersionstests; BEYER et al., 2002a; WEICHERT et al., 2004). Da die
Wasseraufnahmerate (F in g h™') gravimetrisch bestimmt wird, muss die Dichte (p in kg m>)
von Wasser in die Berechnung einbezogen werden (Gleichung 1; Gleichung 3).

Die treibende Kraft fiir die Wasseraufnahme ist der Wasserpotentialgradient (AW) zwischen
dem Wasserpotential der Frucht (Wemen) und dem anhaftendem Niederschlagswasser

(‘PWasser)z. Da frei verfiigbares Wasser definitionsgemidfl ein Wasserpotential von 0 MPa

" In der englischen Nomenklatur wird L, als ,,conductance” (m s MPa™) bezeichnet, die als Quotient aus der
,conductivity (m* s MPa™) und dem FlieBweg (1 in m) definiert ist. Da es keinen deutschen Begriff fiir die
»conductance® gibt, wird die ,,conductance® in dieser Arbeit als Leitfdhigkeit bezeichnet.

2 Der Wassertransport erfolgt dabei stets vom Ort des hoheren Wasserpotentials zum Ort des geringeren
Wasserpotentials (MOHR und SCHOPFER, 1995; SITTE et al.,, 2002). Das Wasserpotential kennzeichnet die
Abweichung des energetischen Zustandes des Wassers im betrachteten System vom Standardzustand reinen

Wassers (NOBEL, 1999; SITTE et al., 2002). Wasserpotentiale werden hier in Energie pro Volumeneinheit (J m™)
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besitzt (Wwasser; MOHR und SCHOPFER, 1995; SITTE et al., 2002), entspricht AY dem Wert von
Werucht (AY = Wrrycht)-

Das Wasserpotential der Kirschfrucht (Wencent) setzt sich aus verschiedenen Teilpotentialen
zusammen, die in unterschiedliche Richtungen wirken und deshalb unterschiedliche
Vorzeichen tragen (Gleichung 4; MOHR und SCHOPFER, 1995; NOBEL, 1999; BEYER und
KNOCHE, 2002).

Gleichung 4. Ye o = (¥Pp)+(+¥p)+ (+V¥,) = (¥, + (+Y¥5)

Das osmotische Potential (W) beschreibt das in der Kirschfrucht osmotisch gebundene
Wasser. Wr trigt deshalb ein negatives Vorzeichen und verursacht einen Wassertransport in
die Kirschfrucht. Wp wird als Turgorpotential bezeichnet und kennzeichnet den
hydrostatischen Druck gegen die Zellwand, der einer Wasseraufnahme entgegen wirkt.
Dementsprechend besitzt Wp ein positives Vorzeichen. W}, ist das Gravitationspotential. Da in
zelluldiren Dimensionen der Hohenunterschied keine Rolle spielt, kann ¥}, vernédchldssigt
werden (NOBEL, 1999; SITTE et al., 2002). Das iiber alle eingesetzten Kirschsorten gemittelte
Werent betrug -2.8 MPa (Kapitel 3.3.1.1).

2.3.2 Mechanismen

Der Wassertransport durch Membranen kann durch Diffusion und/oder viskosen Fluss (Syn.
Massenfluss) erfolgen (HOUSE, 1974). Die Diffusion beschreibt die individuelle Bewegung
der Teilchen in einer Losung. Dagegen handelt es sich bei viskosem Fluss um einen Transport
des gelosten Stoffes mitsamt dem Losungsmittel. Viskoser Fluss ist i.d.R. der schnellere
Transportmechanismus (hohere Leitfdhigkeit) im Vergleich zur Diffusion (BEYER et al.,
2005). Voraussetzung fiir viskosen Fluss ist (1) das Vorliegen eines Wasserkontinuums durch
die Membran und (2) das Vorhandensein eines Wasserpotentialgradienten (HOUSE, 1974;
SCHONHERR, 1982). Ob viskoser Fluss am Transport beteiligt ist, wird in der Literatur aus
dem Vergleich der Membranleitfahigkeiten in An- (Pf) und Abwesenheit eines
Wasserpotentialgradienten (P4) abgeleitet (HOUSE, 1974; SCHONHERR, 1982).

Die Wasserleitfahigkeit (Geschwindigkeit des Wassertransports) in Abwesenheit eines
Wasserpotentialgradienten (Pq in m s'; Selbstdiffusionsleitfahigkeit) kann experimentell mit

radioaktiv markiertem Wasser ("H,O) bestimmt werden (SCHONHERR, 1982). In diesem Fall

angegeben. Aufgrund der Beziehung 1Jm™=1Pa kommen Wasserpotentiale daher DruckgroBen gleich

(NOBEL, 1999).
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entspricht die treibende Kraft dem Gradienten der Radioaktivititskonzentration (Ac von
*H,0), so dass der Transport von °H,O durch das Exokarp mit dem Fickschen

Diffusionsgesetz (Gleichung 5) beschrieben werden kann.
Gleichung5. F=A-J=A-P,-Ac

In Gleichung 5 ist F die Penetrationsrate (in dpm h™ oder cpmh™) und J der Fluss pro
Flichen- und Zeiteinheit (engl. flux, in dpm m™s™ oder cpm m?s™) von *H,O durch das
Exoparp. A (in m?) kennzeichnet die zur Verfiigung stehende Fliche fiir die Penetration von
*H,0.

In Abwesenheit eines Wasserpotentialgradienten stellt die Diffusion den einzig mdglichen
Transportmechanismus dar (SCHONHERR, 1982). Dementsprechend ist Diffusion auch der
einzige Transportmechanismus, wenn sich Py und Py nicht voneinander unterscheiden
(Pr=P4). Wenn Pr jedoch groBer ist als Py (P¢>Pg4), dann ist viskoser Fluss am

Wassertransport beteiligt (HOUSE, 1974; SCHONHERR, 1982).

2.3.3 Wege

Die Wasseraufnahme in Kirschfriichte erfolgt iiber die Fruchtoberfliche (BEYER und
KNOCHE, 2002), entlang der Stiel/Fruchtverbindung (BEYER et al., 2002a) und zu einem
unbekannten Anteil durch den Stiel (BEYER et al., 2002a). Der Mechanismus der
Wasseraufnahme iiber die Fruchtoberflache ist noch nicht vollstindig aufgeklart. Jedoch gibt
es Hinweise darauf, dass viskoser Fluss (Syn. Massenfluss) an der Wasseraufnahme in
Kirschfriichte beteiligt ist (BEYER et al.,, 2005). Wege des Wassertransports durch die
Fruchtoberfliache sind (i) die CM (BEYER und KNOCHE, 2002), (ii) Spaltoffnungen (PESCHEL
et al., 2003) und (iii) Mikrorisse in der CM (PESCHEL und KNOCHE, 2005).

(i) CM. Die CM ftiberzieht alle priméren, oberirdischen Organe terrestrischer Pflanzen und
dient als primére Barriere fiir den Transport von Substanzen durch die Pflanzenoberfliche
(FRANKE, 1967). Die CM schiitzt die Pflanzen vor unkontrolliertem Wasserverlust
(KERSTIENS, 1996; RIEDERER und SCHREIBER, 2001) und bestimmt den Transport von
Substanzen in die Pflanze (z.B. Pflanzenschutzmittel; BUKOVAC und PETRACEK, 1993; BAUR,
1998) oder aus der Pflanze (sog. ,,Leaching* von Metaboliten; SCHONHERR und BAUR, 1996).
AuBlerdem schiitzt die CM vor der Infektion mit Krankheitserregern (z.B. Botrytis cinerea,
Monilia laxa; BORVE et al., 2000). Die CM ist eine lipophile Schicht, die der priméiren
Zellwand aufliegt (SITTE et al., 2002). Hauptbestandteile der CM sind eine Polymermatrix aus
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Kutin mit eingelagerten (kutikuldren) und aufgelagerten (epikutikuldren) Wachsen (SITTE et
al., 2002). Kutin ist ein natiirlicher Polyester, der iiberwiegend aus Hydroxyfettsduren mit 16
und/oder 18 C-Atomen gebildet wird (HOLLOWAY, 1993). Die SiiBkirsch-CM verfiigt liber
Ci6- und Cis-Hydroxyfettsduren (PESCHEL, unverdffentlicht). Wachse sind vorwiegend
unverzweigte, langkettige, aliphatische Molekiille mit unterschiedlichen funktionellen
Gruppen (z.B. Alkane, Alkohole, Aldehyde, organische Sduren; RIEDERER und SCHNEIDER,
1990; REYNHARDT und RIEDERER, 1994). Nach dem von RIEDERER und SCHNEIDER (1990)
aufgestellten Strukturmodell bestehen Wachse aus einer kristallinen und einer amorphen
Fraktion. Die kristalline Fraktion der kutikuliren Wachse bildet die eigentliche
Transportbarriere in der CM (RIEDERER und SCHNEIDER, 1990). Die epikutikuldren Wachse
bestimmen die Benetzbarkeit der CM (HOLLOWAY, 1969 und 1970). Die Benetzbarkeit der
CM wird einerseits von der Art der an der Oberfldache exponierten funktionellen Gruppen und
andererseits von der physikalischen Struktur (amorpher Film vs. mikroskopisch raue
Oberfliche bei Vorliegen von kristallinen epikutikuliren Wachsen) der Wachse beeinflusst.
Die Kirschfruchtoberfliche ist relativ leicht benetzbar (der Kontaktwinkel eines
Wassertropfens auf der Kirschfruchtoberflache betragt 94.2°; PESCHEL et al., 2003).

Wasser als ein polares, aber ungeladenes Molekiil kann die CM entlang zwei paralleler Wege
penetrieren, (1) entlang des lipophilen Weges und (2) entlang des polaren Weges (SCHREIBER
et al., 20006).

(1) Lipophile, ungeladene Substanzen penetrieren die CM iiber den lipophilen Transportweg
durch Sorption in, Diffusion durch und Desorption von der CM (SCHONHERR und RIEDERER,
1989; BUKOVAC und PETRACEK, 1993). Der lipophile Weg stellt durch
Molekiilkettenbewegung entstandene Freirdume im lipophilen, amorphen Bereich des Kutins
und der Wachse dar (RIEDERER und SCHNEIDER, 1990; Popp et al., 2005). Der Transport
durch die lipophile CM ist abhdngig von der Lipidloslichkeit und der Molekiilgrofe der
penetrierenden Substanz. Die Lipidloslichkeit ist ein MaB fiir die Sorption der Substanz in der
CM und wird mit dem Verteilungskoeffizienten (Kcyvwasser) der Substanz zwischen der CM
und der anliegenden wissrigen Phase ausgedriickt (SCHONHERR und RIEDERER, 1989;
BUKOVAC und PETRACEK, 1993). Die MolekiilgroBe beeinflusst zusammen mit der
Temperatur den Diffusionskoeffizienten (D in m” s™) und damit die Mobilitit der Substanz in
der CM (BAUR et al., 1997; BUCHHOLZ et al., 1998).

(2) Polare Substanzen sind nicht lipidloslich und dementsprechend auch nicht in der Lage, die
CM entlang des lipophilen Wegs zu penetrieren. Ein alternativer Transportweg fiir polare

Substanzen sind polare Wege durch die CM (FRANKE, 1964a; FRANKE, 1964b; FRANKE,
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1967; NEUMANN und JACOB, 1968; SCHONHERR und BUKOVAC, 1970; SCHONHERR, 1976a;
SCHONHERR, 2000; SCHONHERR und SCHREIBER, 2004; SCHREIBER, 2005; SCHLEGEL et al.,
2005). Polare Transportwege sind dynamische Strukturen mit pordsem Charakter in der
hydratisierten CM (,,polare Poren*; SCHONHERR, 1976a; SCHONHERR und SCHMIDT; 1979;
SCHREIBER et al., 2001; SCHONHERR und SCHREIBER, 2004; SCHLEGEL et al., 2005).
Wahrscheinlich entstehen polare Wege durch Sorption von Wasser an orientierten polaren
funktionellen Gruppen in der CM, wie z.B. unveresterten freien Carboxyl- und
Hydroxylgruppen im Kutinpolymer oder Hydroxylgruppen von Kohlehydraten, die aus den
Zellwianden der Epidermiszellen stammen und bis in die CM hineinragen (SCHREIBER et al.,
2001; SCHREIBER, 2005). Durch die Wassersorption entsteht ein Wasserkontinuum durch die
CM, das als polarer Transportweg fungieren kann (SCHONHERR, 1976a). Ein
Wasserkontinuum wiirde viskosen Fluss durch die CM ermdglichen, der im Vergleich zur
Diffusion i.d.R. den schnelleren Transportmechanismus darstellt. Wenn polare Transportwege
auch im Exokarp von Kirschfriichten existieren, dann wiirden diese Wege eine schnelle
Wasseraufnahme ermdéglichen und damit einen wichtigen Beitrag zum Platzen von
Kirschfriichten liefern. Wihrend die Existenz polarer Transportwege lange Zeit umstritten
war, sind in der jiingeren Literatur mehrere Arbeiten erschienen, die die Penetration polarer
Substanzen mit der Existenz polarer Wege erkldren (SCHONHERR, 2000; SCHONHERR und
SCHREIBER, 2004; SCHREIBER, 2005; SCHLEGEL et al., 2005). Auch fiir die Kirsche gibt es
einige experimentelle Befunde, die mit der Existenz solcher Penetrationswege im Exokarp

erklart werden konnen (BEYER et al., 2005).

(ii) Spaltoffnungen. Auf der Fruchtoberfliche von Siilkirschen befinden sich
Spaltéffnungen, deren Anzahl sich zwischen den Kirschsorten und zwischen den
verschiedenen Regionen der Frucht einer Sorte (Stielgrube, Aquatorialebene, Narbenregion)
unterscheidet (PESCHEL et al., 2003). SchlieBzellen und Teile der inneren Oberfliche der
Spaltéffnungen sind ebenfalls von einer CM {iberzogen (GLENN und POOVAIAH, 1989). Die
Stomatahohle ist ungefdhr 60 um tief (GLENN und POOVAIAH, 1989). Literaturangaben
zufolge besteht eine positive Beziehung zwischen dem Wassertransport durch das
Kirschexokarp und der Stomatazahl (BEYER und KNOCHE, 2002; BEYER et al., 2005), die auf
eine Rolle der Stomata bei der Wasseraufnahme hinweisen. Wie Stomata bei der

Wasseraufnahme involviert sind, ist derzeit noch unklar.
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(iii) Mikrorisse. Mikroskopisch kleine Risse in der CM kommen auf praktisch jeder reifen
Kirschfrucht vor (PESCHEL und KNOCHE, 2005). Als Ursache dieser Defekte wird die
Dehnung der CM wihrend der Phase 111 des Fruchtwachstums zusammen mit Anderungen der
rheologischen Eigenschaften des Kutinpolymers in Anwesenheit von Wasser (Hydratation der
Polymerketten) angenommen (PETRACEK und BUKOVAC, 1995; WIEDEMANN und NEINHUIS,
1998; KNOCHE et al., 2004; PESCHEL und KNOCHE, 2005). Diese Defekte sind Wege schneller
Wasseraufnahme durch viskosen Fluss, da an diesen Stellen ein Wasserkontinuum durch die
CM gebildet und damit die geschwindigkeitsbestimmende Barriere der CM umgangen wird

(KNOCHE et al., 2000; BEYER und KNOCHE, 2002; PESCHEL und KNOCHE, 2005).

2.4 Malnahmen zur Verringerung des Platzens

Zur Verminderung des Platzrisikos werden im Kirschanbau folgende MaBnahmen
durchgefiihrt:

(1) Schutz der Friichte vor Niederschlagswasser durch Uberdachung der

Kirschanlagen
(1))  Beschleunigung des Abtrocknens der Friichte durch Einsatz von Gebldsen,
Ventilatoren und Hubschraubern

(ii1)  Spritzapplikation verschiedener Substanzen.
(i) Durch eine Uberdachung (z.B. Plastikfolie) von Kirschanlagen wird der Kontakt zwischen
Fruchtoberfliche und Niederschlagswasser verhindert (BEYER und KNOCHE, 2003). Unter
einer Uberdachung kann der Erntetermin noch um einige Tage verzogert werden. Dies bringt
meist bessere Verkaufserlose ein (FEUCHT et al., 2001). Allerdings ist eine Uberdachung
kostenintensiv, arbeitsaufwendig und windanféllig (PENNELL und WEBSTER, 1996) sowie in
Jahren mit einer regenfreien Erntezeit nutzlos. Hinzu kommt, dass unter Plastikfolien die
Temperatur sehr stark ansteigen kann (PENNELL und WEBSTER, 1996). Auch kann in den
Morgenstunden eine Kondensation von Wasserdampf auf der Fruchtoberfliche stattfinden,
wodurch in geringem Umfang eine Wasseraufnahme und damit auch ein Platzen der Friichte
verursacht wird (BEYER und KNOCHE, 2003). Durch eine Uberdachung wird der Kirschanbau
mit Zusatzkosten belastet. Der wirtschaftliche Nutzen ist aber fraglich.
(i1) In der Praxis werden Geblésespritzen, Ventilatoren oder Hubschrauber eingesetzt, um das
Abtrocknen der Friichte nach einem Niederschlagsereignis zu beschleunigen (BEYER und

KNOCHE, 2003). Uber die Wirksamkeit dieser MaBnahme liegen keine Angaben in der
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Literatur vor. Zu bedenken ist, dass mit dem Abtrocknen der Friichte erst nach dem Regenfall
begonnen werden kann und dadurch die Wasseraufnahme wihrend des Niederschlags nicht
verhindert wird. Zudem besteht die Gefahr, dass durch die starke Bewegung der Friichte bei
der Trocknung die zur Reife ohnehin locker werdende Stiel/Fruchtverbindung weiter belastet
wird. Dies wiederum erh6ht die Wasseraufnahme entlang der Stiel/Fruchtverbindung (BEYER
et al., 2002a).

(i) In der Literatur wird iiber Spritzapplikationen mit verschiedenen Substanzen zur
Verringerung des Platzens von Kirschfriichten berichtet (Mineralsalze, Fungizide,
Benetzungsmittel, Antitranspirantien, Wachstumsregulatoren; CHRISTENSEN, 1996). Fiir
Fungizide, Benetzungsmittel, Antitranspirantien und Wachstumsregulatoren wurden bislang
keine konsistenten Wirkungen dokumentiert. Die Wirkungshypothesen sind zum Teil
widerspriichlich. So sollen beispielsweise Benetzungsmittel das Ablaufen der Wassertropfen
fordern. Nachgewiesen ist aber auch, dass die Wasserleitfdhigkeit der CM durch
Benetzungsmittel erhoht werden kann (RIEDERER und SCHONHERR, 1990). Welche Einfliisse
iiberwiegen ist nicht bekannt. Die meisten Studien zur Wirkung von Mineralsalzen auf das
Platzen beschiftigen sich mit Ca-Salzen. In vielen Arbeiten wurde eine Verringerung des
Platzens nach einer Applikation von Ca-Salzen [CaCl,, Ca(OH),] beobachtet (VERNER, 1937;
CALLAN, 1986; BROWN et al., 1995 und 1996; LANG und FLORE, 1999; REED et al., 1999). Es
wird generell angenommen, dass Zellwandkomponenten im Exokarp durch Ca>" verkniipft
werden, wodurch die Elastizitit der Zellwidnde und damit die Dehnung des Exokarps
verringert wird (LIDSTER et al., 1978 und 1979; GLENN und POOVAIAH, 1989). Aus diesem
Grund wird in den USA 0.5 bis 1% CaCl, periodisch wihrend eines Niederschlagsereignisses
appliziert (LANG und FLORE, 1999; REED et al., 1999). Jedoch wurden positive Wirkungen
von Ca”*"-Applikationen auf die Platzfestigkeit nicht in allen Versuchen festgestellt (LOONEY,
1985; KOFFMANN et al., 1996). Uber die Wirkung anderer Salze ist wenig bekannt. BULLOCK
(1952) wies in Immersionstests nach, dass Kationen (Ca, Cu, Fe, Al, Th, U) das Platzen
wirksamer verringern als Anionen. BANGERTH (1968) beobachtete ebenfalls in
Immersionstests eine verbesserte Platzfestigkeit von Kirschfriichten in Anwesenheit von Ca,
Al und Fe. BEYER et al. (2002b) zeigten, dass anorganische F ¢’"-Salze und AICl3, aber nicht
CaCl,, den Wassertransport durch das Kirschexokarp verringerten. Eine Verringerung der
Wasseraufnahme durch Applikation bestimmter Mineralsalze stellt moglicherweise ein

geeignetes Instrument zur Verringerung der Platzanfélligkeit von Kirschfriichten dar.
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2.5 Ziele der Arbeit

Nach dem dargestellten Kenntnisstand leiten sich folgende Ziele fiir die vorliegende Arbeit
ab:

Schliissiger Nachweis von polaren Penetrationswegen im Kirschexokarp.
Untersuchung des Einflusses ausgewihlter Salze auf die Wasserautnahme.

Aufklarung der Wirkung von Fe-Salzen.

b=

Untersuchung der Praxistauglichkeit von Fe-Salzen.

Die mechanistische Vorgehensweise in dieser Arbeit erforderte, eine Vielzahl von
Experimenten mit oft unterschiedlicher Methodik durchzufiihren. Um dem Leser den damit
verbundenen stdndigen Wechsel von Experimenttypen zu ersparen, wurden der Material- und
Methodenteil sowie der daran anschlieBende Ergebnisteil nach Ahnlichkeit von Methoden
gegliedert. In der Diskussion werden schlieBlich die Ergebnisse der Vielzahl von
Experimenten den Zielen der Arbeit entsprechend zusammengefiihrt und abschlieend
diskutiert. Daher unterscheidet sich die Gliederung des Material- und Methoden- sowie des
Ergebnisteils von der Gliederung der Diskussion.

Einen Uberblick iiber die zur Bearbeitung des jeweiligen Ziels durchgefiihrten Experimente

gibt Abbildung 3.
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Einfluss von Viskositdt und Molekiilgrofe

|:| auf die Wasseraufnahme in intakte
Friichte (Immersionstests; Kapitel 3.3.1)

Einfluss ausgewéhlter Salze auf die
. Wasseraufnahme in intakte Friichte
(Immersionstests; Kapitel 3.3.2)

Einfluss von Fe-Salzen auf das
. Platzen von intakten Friichten

(Kapitel 3.4)

Einfluss von FeCl; auf die Diffusion von

|:| *H,0 durch Exokarpsegmente und
isolierte Kutikulas (Infinite-Dose-
Diffusion; Kapitel 3.5.2)

Diffusion von '*C-NAA und "*C-2,4-D
. durch Exokarpsegmente und isolierte
Kutikulas (Infinite-Dose-Diffusion;

Kapitel 3.5.3)

Diffusion von **FeCl; durch
|:| Exokarpsegmente und isolierte Kutikulas
(Infinite-Dose-Diffusion; Kapitel 3.5.4)

1. Nachweis 2. Einfluss 3. Wirkung von 4. Praxistauglich-
polarer Penetra- ausgewdhlter Fe-Salzen keit von Fe-
tionswege im Salze auf die Salzen
Exokarp Wasseraufnahme

Viskositit
e  Molekularge-

wicht
e  Apparentes

Wasserpotential

e Zeitabhiingig-
keit

e Spaltéffnungs-
dichte

e Astomatiire
Exokarp-
segmente und
isolierte
Kutikulas

e Positionierung
von FeCl;

e Receiver-pH
und Citrat-
puffer

e Temperaturab-
héingigkeit

e Receiver-pH

e Positionierung
von FeCl;

e Spaltéffnungs-
dichte

e Astomatiire
Exokarp-
segmente und
isolierte
Kutikulas

e Ausgewihlte
Gegenionen

oder Chelatoren

Abbildung 3. Ubersicht iiber die in der Arbeit untersuchten Ziele (weie Kistchen) mit den

jeweiligen Einzelexperimenten und Experimenttypen (farbige Késtchen).
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3 Material und Methoden

3.1 Pflanzenmaterial

Reife SiiBkirschenfriichte (Prunus avium L.; cv. Adriana, Burlat, Early Rivers, Hedelfinger,
Regina, Sam, Summit, Van; alle Sorten auf Unterlage Alkavo) wurden in Erwebsanlagen in
der Ndhe von Halle (Saale) oder in Versuchsanlagen bei Dresden (Bundesanstalt fiir
Zichtungsforschung an Kulturpflanzen, Institut fiir Obstziichtung Dresden-Pillnitz), Erfurt
(Lehr- und Versuchsanstalt Gartenbau Erfurt), Freiburg (Landratsamt Freiburg, Breisgau-
Hochschwarzwald) und Marquardt (Bundessortenamt, Priifstelle Marquardt) in den
Anbaujahren 2000 bis 2005 geerntet. GleichmédBig reife Friichte ohne Defekte wurden in das
Labor transportiert und dort entweder direkt in ein Experiment oder fiir spétere
Untersuchungen in ein CA-Lager (Controlled Atmosphere; 1.2 +0.1°C, 71 £0.4% RH,
17.6 £ 0.2% CO,, 17.4+0.0% O; STREIF und HARB, 2004) iiberfiihrt. Gelagerte Friichte
wurden wochentlich aus dem CA-Lager entnommen und bis zum Experiment bei 1 + 0.5°C
und 80 + 5% RH aufbewahrt. Die maximale Lagerdauer betrug 67 d. Aus der Analyse der
gepoolten Kontrollbehandlungen ergab sich eine geringe, aber signifikante Zu- oder Abnahme
der Wasseraufnahmerate (F fiir O bis 0.75h) mit zunehmender Lagerdauer. Das
Regressionsmodell ~ fir die reprdsentativen Jahre 2002 und 2003 lautete:
F (mgh")=3.04 (+ 0.19) — 0.014 (+ 0.005) x Lagerdauer (d) (r*=0.03"", n=271 Friichte;
Jahr 2002) und F (mgh™')=3.15(£0.26)+ 0.015 (+ 0.006) x Lagerdauer (d) (r*=0.03",
n = 243 Friichte; Jahr 2003). Die Bestimmtheitsmale von lediglich 3% und die gegenldufigen
Trends in den beiden Jahren belegen, dass nur ein schwacher Zusammenhang zwischen
Lagerdauer und Wasseraufnahme besteht und damit die Lagerdauer als Einflussgrofle zu
vernachléssigen ist.

Reife Tomatenfriichte (Lycopersicon esculentum Mill., Sorte unbekannt) wurden in einem
GroBhandelsmarkt in Halle (Saale) eingekauft und reife Paprikafriichte (Capsicum
annuum L., cv. Jive) in einer Versuchsanlage bei Straelen (Gartenbauzentrum Straelen/Koln-

Auweiler) geerntet.

3.2 Herstellung von Exokarpsegmenten und Isolation von Kutikulas

Exokarpsegmente (ES) wurden aus intakten Kirschfriichten gewonnen. Sie wurden auf der

Seite ohne Naht mit einer Rasierklinge (Gillette Super Silver; Gillette Berlin, BRD)
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herausgeschnitten. Die ES bestanden aus Epidermis, Hypodermis und einigen darunter
liegenden Zellschichten des Mesokarps (KNOCHE et al.,, 2000). ES wurden bis zum
Experiment in 1 oder 2 g 1" NaN; bei 5 °C aufbewabhrt.

Kutikulas (CM) wurden aus SiiBkirschen-, Tomaten- und Paprikafriichten isoliert. Dazu
wurden mit einem Korkbohrer (& 15.25 oder 17.39 mm) Scheiben aus der Seite ohne Naht
(bei SiiBkirschen) oder aus der Aquatorialebene der Friichte (bei Tomaten und Paprika)
gestanzt. Die Exokarpscheiben wurden in einer Losung aus Pektinase (90 ml1"' Panzym
Extra; Novo Nordisk Ferment Ltd., Dittingen, Schweiz), Zellulase (nur bei Tomate; 5 g 1!
Zellulase EC 3.2.1.4. von Aspergillus niger; SIGMA Chemical CO, St. Louis, USA),
Natriumazid (1 g I'' NaN3; Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, BRD) und Natriumcitrat
(50 mM, pH 4.0; Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD) bei 22 °C inkubiert bis sich die CM vom
Gewebe abloste (ORGELL, 1955; YAMADA et al., 1964). Danach wurden die isolierten CM zur
Entfernung von Zersetzungsprodukten und Enzymresten in entionisiertem Wasser (5 Wechsel
tiber 14 d), Borax (nicht bei Paprika-CM; 0.02 M, pH 9.8, 2 Wechsel iiber 2 d) und wieder
entionisiertem Wasser (2 Wechsel iiber 5 d) desorbiert. Bis zum Beginn des Experiments
wurden SiiBkirsch-CM in entionisiertem Wasser bei 5 °C aufbewahrt. CM aus Tomate und

Paprika wurden dagegen trocken bei Zimmertemperatur gelagert.

3.3 Wasseraufnahme in intakte Friichte

3.3.1 Einfluss von Viskositiat und Molekiilgrofie
Wenn polare Penetrationswege mit pordsem Charakter auch im Exokarp von
StiBkirschenfriichten existieren, dann sollte (i) die Wasseraufnahme abhéngig von der

Viskositéit der Inkubationslosung und (ii) die Penetration polarer Substanzen grofenselektiv

sein (siche Abbildung 3, S. 14).

3.3.1.1 Allgemeiner Ablauf eines Wasseraufnahmetests

Durch Immersion von reifen SiiBkirschenfriichten (22 °C) verschiedener Sorten (cv. Adriana,
Burlat, Early Rivers, Hedelfinger, Regina, Sam) wurde die Wasseraufnahme durch das
Exokarp untersucht. Da bei Friichten der Siilkirsche Stiel-Frucht-Verbindung und Stielende
Regionen bevorzugter Wasseraufnahme darstellen (BEYER et al., 2002a), wurde vor der

Inkubation jeweils der Stiel entfernt und das verbleibende Loch mit Silikon (3140 RTV



Material und Methoden 17

Coating; Dow Corning GmbH, Wiesbaden, BRD) verschlossen. Diese MaBinahme bewirkte
eine Begrenzung der Wasseraufnahme auf das Exokarp der Friichte (BEYER et al., 2002a).

Im Wasseraufnahmetest wurden die Friichte in zwei Intervallen zu je 45 min in der
entsprechenden Ldsung inkubiert. Diese Inkubationszeit stellt den optimalen Kompromiss
zwischen der Messbarkeit der Wasseraufnahme einerseits und dem Platzrisiko der Friichte in
den Versuchen andererseits dar. Die Wasseraufnahme wurde fiir jede einzelne Frucht
gravimetrisch (Analysenwaage Modell BP 211 D; Sartorius AG, Géttingen, BRD) bestimmt.
Dazu wurden die Friichte aus der Losung entnommen, mit Zellstoff abgetrocknet, gewogen
und wieder in die Losung iiberfithrt. Aus der Beziehung zwischen kumulativer
Wasseraufnahme und Zeit wurde die Wasseraufnahmerate (F in gh™) durch lineare
Regression fiir jede einzelne Frucht ermittelt. Das Mittel der Bestimmtheitsmal3e lag in den
Experimenten bei 0.96+0.01 (n=539 Friichte). Dies deutet auf eine konstante
Wasseraufnahmerate im Betrachtungszeitraum hin. Die Aufnahmerate wurde auf die
Fruchtoberfliche (A in m”) bezogen und der Fluss der Wasseraufnahme pro Flichen- und
Zeiteinheit (J in kg m?s™) entsprechend Gleichung 3 (siche Kapitel 2.3.1) bestimmt. Die
GroBe der Fruchtoberfliche wurde aus der Fruchtmasse unter Annahme einer Kugelform und
aus der Dichte der Kirschfrucht von etwa 1000 kg m™ ermittelt. In einigen Experimenten
wurde die osmotische Wasserleitfihigkeit (Prin m s™) des Exokarps nach Gleichung 3 (siche
Kapitel 2.3.1) berechnet.

Zur Bestimmung des Wasserpotentials wurden SiiBkirschenfriichte in Ldsungen von
Polyethylenglykol 6000 (PEG 6000, mittleres Molekulargewicht 6000 g mol™'; Merck Eurolab
GmbH, Darmstadt, BRD) mit unterschiedlicher Konzentration inkubiert (n =9 bis 10 Friichte
pro Konzentration und Sorte). Das osmotische Potential (W1) der Losungen wurde mit einem
Wasserdampfdruck-Osmometer (Modell 5520; Wescor Inc., Logan, Utah, USA) bestimmt.
Die hochste Konzentration der PEG-Ldsung wurde jeweils so gewihlt, dass ihr osmotisches
Potential (Wy;) geringer war als das Wasserpotential der Friichte (Wgnyent). Aus der Beziehung
zwischen Wasseraufnahmerate (F) und Wy der PEG-Losung wurde durch lineare Regression
das Wy einer hypothetischen PEG-Losung ermittelt, die keine Verdnderung der Fruchtmasse
verursacht. In diesem Fall entspricht Wi dem Wenen. Wenn die Beziehung zwischen
Wasseraufnahme und osmotischem Potential der PEG-Ldsung nicht linear war, wurde die
Regression auf die Datenpunkte beschrinkt, die sich nahe dem Wasserpotential der Frucht
befanden. Ermittelte Werte fiir Wrnene betrugen im Mittel aller Sorten -2.8 MPa und die
Spannweite reichte von -2.5 MPa (cv. Adriana) bis -3.2 MPa (cv. Burlat).
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3.3.1.2 Viskositat

Der Einfluss der Viskositit auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp reifer
StiBkirschenfriichte (cv. Adriana, Burlat, Early Rivers, Hedelfinger, Regina, Sam) wurde
durch Inkubation der Friichte in Losungen von Gummi arabicum (aus Acacia; Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, BRD) mit unterschiedlicher Konzentration untersucht (n =9 bis 10 Friichte
pro Konzentration und Sorte). Gummi arabicum wurde verwendet, weil sich die dynamische
Viskositdt der Losung mit ansteigender Konzentration stark erhohte, sich das osmotische
Potential der Losung dagegen im Vergleich zu anderen Osmotika (NaCl, Glycerin, Prolin,
Mannit, Saccharose, PEG) aber nur geringfiigig dnderte (relativ zum Wasserpotential der
Friichte). Dadurch wurde die treibende Kraft der Wasseraufnahme nur wenig verandert. Die
dynamische Viskositét der Inkubationslésungen wurde mit Ubbelohde-Viskosimetern (Schott
AG, Mainz, BRD) bestimmt und betrug 1.3 x 10 bis 115.9 x 10 Pa s bei Konzentrationen
von 10 bis 300 g 1" (entspricht osmotischen Potentialen von -0.13 bis -0.44 MPa). Zwischen
dem osmotischen Potential (Wr) der Gummi arabicum-Losung und der dynamischen
Viskositdt (1) bestand eine enge Beziehung, die mit folgender Gleichung beschrieben wurde:
n(Pas)=6.1 (£4.2)x 107 = 0.13 (£ 0.04) x ¥ + 0.85 (£ 0.08) x ¥y* (¥ = 1.00, P =0.0001,
n = 6 Konzentrationen). Die eingesetzten Sorten unterschieden sich signifikant in der Anzahl
von Stomata pro Frucht mit Werten von 143 (cv. Adriana) bis 2124 (cv. Hedelfinger;
PESCHEL et al., 2003).

3.3.1.3 Molekulargewicht

Der Einfluss des Molekulargewichts (MW) auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp von
reifen SiiBkirschenfriichten (cv. Adriana, Hedelfinger, Sam) wurde durch Inkubation der
Friichte in isotonischen Losungen (osmotisches Potential der Inkubationslosung entspricht
dem Wasserpotential der Friichte) ausgewihlter Osmotika untersucht (n =9 bis 10 Friichte
pro Osmotikum und Sorte). Dieses Experiment basiert auf folgender Uberlegung: Verhalten
sich die Friichte wie ein ,,ideales Osmometer”, sollte bei Inkubation der Friichte in
isotonischen Ldsungen keine Wasseraufnahme unabhédngig von der Molekiilgrofe des
Osmotikums messbar sein. Existieren dagegen im Exokarp der Kirschen groBenselektive
polare Poren, ist eine Penetration der Osmotika in die Frucht zu erwarten, die ihrerseits
wiederum eine messbare Wasseraufnahme nach sich zieht. Das Wasserpotential der Friichte
betrug -2.5, -2.8 und -2.7 MPa fiir cv. Adriana, cv. Hedelfinger und cv. Sam. Die eingesetzten
Osmotika waren NaCl (MW =358 gmol"), Glycerin (MW =92gmol"'), Mannit
(MW = 182 g mol™), Saccharose (MW = 342 g mol™) und PEG 6000 (MW = 6000 g mol™).
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3.3.1.4 Apparentes Wasserpotential

Das apparente Wasserpoten‘[ial3 (W’ Frucht) wurde durch Inkubation reifer SiiBkirschenfriichte
(cv. Sam) in Konzentrationsreihen von Osmotika mit unterschiedlichem Molekulargewicht
(MW), wie in Kapitel 3.3.1.1 beschrieben, bestimmt (n =7 bis 10 Friichte pro Konzentration
und Osmotikum). Dafiir wurden die Osmotika NaCl (MW =58 gmol™), Glycerin
MW=92¢g mol™), Prolin (MW = 115 g mol™), Saccharose (MW = 342 g mol™), PEG 1500
(MW = 1500 g mol™) und PEG 6000 (MW =6000 g mol') eingesetzt. Penetrieren diese
Molekiile in Abhingigkeit von der Molekiilgroe entlang groBenselektiver Transportwege
durch das Exokarp, wére das apparente Wasserpotential eine Funktion der Molekiilgrofe. In
der Literatur werden Reflexionskoeffizienten (o, dimensionslos) verwendet, um die relative
Leichtigkeit zu bestimmen, mit der ein geloster Stoff eine Membran penetriert im Vergleich
zu einem Stoff, fiir den die Membran undurchléssig ist (NOBEL, 1999)4. In diesem Fall wurde
angenommen, dass das Exokarp von SiiBkirschenfriichten fiir Molekiile von PEG 6000
aufgrund ihrer GroBe impermeabel war (c=1). Die Reflexionskoeffizienten fiir die
eingesetzten Osmotika wurden aus dem Quotienten zwischen ermitteltem Wasserpotential bei
Inkubation in PEG 6000 (Wrrcnt) und dem apparenten Wasserpotential bei Inkubation in dem
entsprechenden Osmotikum (¥’prent) nach Gleichung 6 (MOHR und SCHOPFER, 1995,

modifiziert) berechnet.

Frucht

Gleichung 6. o =

Frucht

Um eine Beziehung zwischen dem Reflexionskoeffizienten und der Molekiilgroe der
Osmotika aufzustellen, wurden die hydrodynamischen Radien (r in m) der Substanzen nach
der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 7; BEYER et al., 2002b) berechnet. Da polare
Substanzen Hydrathiillen besitzen (CHANG, 2000), die beim Eintritt in die CM nicht
abgestreift werden konnen (SCHONHERR, 2000; SCHREIBER, 2005), ist eine engere Beziehung
zwischen dem Reflexionskoeffizienten und dem hydrodynamischem Radius als mit dem

Molekulargewicht zu erwarten.

? Das apparente Wasserpotential kennzeichnet das Wasserpotential der Friichte, dass durch Inkubation in
Ldsungen eines ,,nicht idealen Osmotikums® bestimmt wurde. Ein ,,nicht ideales Osmotikum® ist in der Lage,
das Exokarp zu penetrieren.

* Der Reflexionskoeffizient kann Werte von 0 bis 1 annehmen. Ein Reflexionskoeffizient von 0 kennzeichnet ein
Osmotikum, das die Membran vollkommen ungehindert penetrieren kann und ein Reflexionskoeffizient von 1

beschreibt ein Osmotikum, fiir das die Membran v6llig impermeabel ist.
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k-T

Gleichung 7. D=——
6-7-n-r

In dieser Gleichung beschreibt D die Diffusionskoeffizienten (in m’s™) der betreffenden
Osmotika in Wasser, die aus der Literatur entnommen wurden (DERLACKI et al., 1985; LIDE,
1995; LONGSWORTH, 1953). k ist die Boltzmann-Konstante (k=1.381 x 102 JK™"), T die
absolute Temperatur (in K) und 1 die Viskositit von Wasser (= 0.8909 x 10~ kg s m™ bei
25°C). Weil NaCl in Na" und CI dissoziiert, wurde in den Analysen der Radius von Na"
angenommen, da dieser grofer ist als derjenige von CI'.

Da fiir PEG 1500 und PEG 6000 keine Diffusionskoeffizienten in Wasser verdffentlicht sind,
wurden die Molekiilradien dieser Substanzen aus einer nicht-linearen Regression durch
publizierte Radien fir PEG mit Molekulargewichten von 400 bis 8000 g mol” ermittelt
(Tabelle2 in ATHA und INGHAM, 1981). Das Regressionsmodell lautete:
r (% 10° m)=0.03 x MW (g mol™)**° (n = 5, * = 1.00).

3.3.2 Einfluss ausgewihlter Salze
In dieser Versuchsserie sollte die Wirkung (i) von ausgewéhlten Kationen (gepriift als
Chloridsalze soweit verfiigbar) sowie (i) von verschiedenen Fe-Salzen auf die

Wasseraufnahme in SiiBkirschen untersucht werden (siehe Abbildung 3, S. 14).

3.3.2.1 Allgemeiner Ablauf eines Wasseraufnahmetests

Der Einfluss ausgewdhlter Salze auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp von reifen
StiBkirschenfriichten verschiedener Sorten wurde in Immersionstests (25 °C), wie in Kapitel
3.3.1.1 beschrieben, untersucht. Im Unterschied zu den in Kapitel 3.3.1.1 beschriebenen
Experimenten wurde der Salzeffekt jedoch mit verbundenen Stichproben getestet. Dabei
wurden Friichte in Einzelgefilen erst in entionisiertem Wasser (0 bis 0.75h) und
anschlieBend in einer Salzlosung (0.75 bis 1.5 h, 1.5 bis 2.25 h, in einigen Experimenten auch
2.25 bis 3 h) inkubiert. Salzvergleiche erfolgten auf equimolarer Basis bei niedrigen
Konzentrationen (meist 10 mM), so dass der osmotische Einfluss auf die Wasseraufnahme
klein gehalten wurde. Eine 10 mM Salzlosung eines dreiwertigen Kations besall ein
osmotisches Potential von >-0.18 MPa. Dieser Wert entsprach lediglich 6.4% des tiber alle
Sorten gemittelten Wasserpotentials (-2.8 MPa) der Friichte. Alle Losungen wurden erst kurz

vor Beginn des Experiments angesetzt.
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Die Wasseraufnahme wurde gravimetrisch bestimmt, indem die Friichte aus der Ldsung
entnommen, mit Zellstoff abgetrocknet, anschlieBend gewogen und danach wieder in die
Loésung tiberfiihrt wurden. Aus dem Quotient zwischen Massenzunahme (g) und Linge der
Inkubationsperiode (0.75 h) wurde die Wasseraufnahmerate (F in g h™") wihrend des ersten
(F', 0 bis 0.75h), zweiten (E", 0.75 bis 1.5 h), dritten (F", 1.5 bis 2.25h) oder vierten
Intervalls (E', 2.25 bis 3 h) ermittelt. Der Salzeinfluss wurde durch das Verhiltnis der
Aufnahmeraten (E"/E', F"/F' oder F"V/F") in Anwesenheit (E", F"" oder F") und Abwesenheit
(F") der Salze gekennzeichnet. Durch die sequentielle Behandlung wurde die Salzwirkung

nicht durch die zum Teil hohe Variabilitit zwischen den Friichten maskiert.

3.3.2.2 Ausgewahlte Kationen

Es wurde die Wirkung von einwertigen (Ag, K, Li, Na, NH4), zweiwertigen (Ba, Ca, Cd, Cu,
Hg, Mg, Mn, Sr, Zn) und dreiwertigen Kationen (Al, Eu, Fe) auf die Wasseraufnahme durch
das Exokarp von reifen SiiBkirschenfriichten (cv. Sam) untersucht (n =7 bis 54 Friichte pro
Kation). Mit Ausnahme von Ag, das als Nitrat eingesetzt wurde, wurden alle Kationen in
Form von Chloriden getestet. Chloride wurden verwendet, weil sie gut wasserloslich sind und
das CI'-Ion keinen Einfluss auf die osmotische Wasserleitfahigkeit des Exokarps hat (BEYER
et al., 2002b).

Vorversuche zum Einfluss des Donor-pH ergaben, dass der pH-Wert des Donors weder bei
Inkubation von SiiBkirschfriichten (cv. Sam) in entionisiertem Wasser noch in 10 mM CacCl,
einen signifikanten Einfluss auf die Verhiltnisse F'/F' und F"/F' der Wasseraufnahme

ausiibte (Abbildung 28, Anhang).

3.3.2.3 Interaktionen zwischen Kationen

Interaktionen zwischen KCIl/FeCls, CaCl,/FeCl;, CuCly/FeCls, HgCl,/FeCls, AlCl3/FeCl; und
EuCl;/FeCls auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam)
wurden mit Hilfe von sequentiellen oder gleichzeitigen Behandlungen untersucht. Dabei
wurden folgende Donorsequenzen verwendet: H,O/H,O/H,O, H,0/Salzl/Salzl,
H,0/Salz2/Salz2, H,0/Salzl1/Salz2, H,0/Salz2/Salzl, H,0O/Salz1+2/Salz1+2 (n=7 bis
10 Friichte pro Donorsequenz und Interaktion). Die Salzkonzentration betrug 10 mM. Wurden
beide Salze simultan angeboten, entsprach die Konzentration fiir jedes einzelne Salz jeweils
5 mM. Es wurden die Wasseraufnahmeraten im entsprechenden Intervall (F', F", F'"') und die

Verhiltnisse zwischen den Aufnahmeraten (E'"/F', F"/F") ermittelt.
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3.3.2.4 Fe-Salze

3.3.2.4.1 Ausgewahlte anorganische und organische Fe-Salze sowie -Chelate

Inwiefern die Verringerung der Wasseraufnahme durch FeCl; von der Oxidationsstufe des Fe
und dem Anion abhdngt, wurde in einem Experiment mit verschiedenen Fe-Salzen (zwei-
oder dreiwertig, verschiedene Anionen) gepriift. Dabei wurde der Einfluss von ausgewihlten
anorganischen [FeCl,, FeCl;, Fe(NO;);, FeSO4, Fea(SO4)s; Experiment 1] und organischen
Fe-Salzen [Fe(Ill)-Ammonium-Citrat, Fe(IIl)-Citrat, Fe(Il)-Gluconat, Fe(II)-Glucoheptonat,
Fe(IIT)-Glucoheptonat; Experiment 2] sowie von Fe-Chelaten [EDTA-Fe(Ill)-Na, Fe(II)-
IDHA, Fe(III)-IDHA; Experiment 3] auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp von reifen
StiBkirschenfriichten (cv. Sam) untersucht (n = 8 bis 39 Friichte pro Salz). Alle Salze wurden

bei einer Konzentration von 10 mM eingesetzt.

3.3.2.4.2 Zeitabhangigkeit

Es wurde der Zeitverlauf der Wasseraufnahme durch das Exokarp von reifen
StiBkirschenfriichten (cv. Sam) bei durchgidngiger Inkubation iiber 3 h in Wasser, 10 mM

FeCl; oder 10 mM Fe(III)-Glucoheptonat untersucht (n = 10 Friichte).

3.3.2.4.3 Konzentrationswirkung

Im ersten Experiment wurde die Wirkung der Konzentration von FeCl; auf die
Wasseraufnahme durch das Exokarp von reifen Siikirschenfriichten (cv. Sam) bei 0, 0.01,
0.1, 1, 10 und 100 mM (entspricht osmotischen Potentialen von -0.12, -0.18 und -0.70 MPa
fiir Konzentrationen von 0, 10 und 100 mM) getestet (n=9 bis 10 Friichte). Im zweiten
Experiment wurde der Konzentrationseinfluss von FeCl; mit demjenigen von Fe(Ill)-
Glucoheptonat auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp reifer Stikirschenfriichte (cv.

Sam) bei Konzentrationen von 0, 1, 10 und 100 mM verglichen (n = 8 bis 10 Friichte).

3.3.2.4.4 Reversibilitat

Die Reversibilitit der Wirkung von FeCls (10 mM) auf die Wasseraufnahme durch das
Exokarp von reifen SiiBkirschenfriichten (cv. Sam) wurde mit Hilfe von sequentiellen

Behandlungen untersucht. Dabei wurden folgende Donorsequenzen verwendet:

HzO/HzO/HzO/HzO, HZO/FeC13/FeC13/FeC13, HzO/FGCh/HzO/HzO, HzO/FGCh/HCl/HCl
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(n = 8 bis 10 Friichte). Die Donorlésung ,,HCI* entsprach entionisiertem Wasser, dessen pH-

Wert auf 2.6 durch Zusatz von HCI (ohne Puffer) abgesenkt wurde.

3.3.2.45 Inkubationsdauer

Der Einfluss der Inkubationsdauer von reifen Siikirschenfriichten (cv. Sam, Summit) in
10 mM FeCl; auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp wurde wie folgt untersucht: Als
Donor wurde Wasser im ersten (0 bis 0.75h) und im dritten Intervall (1.5 bis 2.25 h)
eingesetzt. Das zweite Intervall (0.75 bis 1.5 h) bestand zu unterschiedlichen Anteilen aus
einer Inkubation in 10 mM FeCl; und Wasser fiir 0 und 45 min, 1 und 44 min, 5 und 40 min,
15 und 30 min, 30 und 15 min sowie 45 und O min (n=28 bis 10 Friichte). Um ein
Verschleppen von FeCl; beim Wechsel der Inkubationslosung im zweiten Intervall zu
vermeiden, wurden die Friichte nach Entnahme aus der FeCls-Losung abgetrocknet und erst

danach wieder in Wasser uberfihrt.

3.3.2.4.6  Bestandigkeit der Wirkung nach unterschiedlicher Trocknungsdauer

In diesen Experimenten wurde die Bestindigkeit der Fe-Wirkung auf die Wasseraufnahme
nach einer Aufbewahrung der Kirschfriichte unter atmosphirischen Bedingungen
(zwischenzeitliche Trocknung) untersucht. Eine Applikation von Fe-Salzen in der Obstanlage
soll eine reduzierte Wasserleitfahigkeit des Exokarps induzieren, die bei nachfolgenden
Niederschlagsereignissen erhalten bleibt. Die Vorbehandlung erfolgte durch Inkubation von
reifen SiiBkirschenfriichten (cv. Sam) fiir 0.75h in 10 mM FeCl; oder 10 mM Fe(III)-
Glucoheptonat. In zwei Kontrollbehandlungen wurden die Friichte entweder nicht oder fiir
0.75h in Wasser vorbehandelt. Die Vorbehandlung in Wasser war notwendig, um den
Einfluss einer potentiellen Anderung des Wasserpotentials der Friichte wihrend der
Vorbehandlung abschédtzen zu konnen. Zum Abschluss der Vorbehandlung wurden die
Friichte aus der Inkubationslosung entnommen, kurz mit Wasser abgespiilt, danach mit
Zellstoff abgetrocknet und fiir eine Zeitspanne von 0, 1, 6, 14, 36, 72 oder 144 h unter
Laborbedingungen (25 °C, 45% RH) aufbewahrt (n=7 bis 10 Friichte pro Vorbehandlung
und Trocknungsdauer). Im Anschluss daran wurde die Wasseraufnahmerate (F) durch

Inkubation in Wasser bestimmt.
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3.3.2.4.7 Einfluss auf groRenselektive Transportwege

In diesem Versuch wurde untersucht, ob FeCls die MolekiilgroBenabhingigkeit der
Wasseraufnahme durch das Exokarp reifer Siikirschenfriichte (cv. Sam) beeinflusst. Dem
Experiment liegt folgende Uberlegung zugrunde: Reduziert FeCl; die Penetration durch
grofBenselektive Transportwege (z.B. polare Poren), dann sollte die Penetration von Osmotika,
die aufgrund ihrer MolekiilgroBe urspriinglich in der Lage waren, das Exokarp zu penetrieren,
durch eine Fe-Vorbehandlung verringert oder unterbunden werden. In der Vorbehandlung
wurden die Frichte 22 min in entionisiertem Wasser oder 45 min in 10 mM FeCl; inkubiert.
Die unterschiedliche Dauer der Vorbehandlung war notwendig, damit die Wasseraufnahme
wihrend der Vorinkubation und dadurch die Wasserpotentiale von Wasser- und Fe-
vorbehandelten Friichten identisch waren. Nach der Vorbehandlung wurde der Einfluss des
Molekulargewichts auf die Wasseraufnahme, wie in Kapitel 3.3.1.3 beschrieben, durch
Inkubation der Friichte in isotonischen Losungen von Osmotika mit unterschiedlichem
Molekulargewicht untersucht (n =9 bis 10 Friichte pro Osmotikum und Vorbehandlung). Die
Losungen der Osmotika wurden so eingestellt, dass ihr osmotisches Potential dem

Wasserpotential der Fruchtcharge nach erfolgter Vorbehandlung (-2.7 MPa) entsprach.

3.3.2.4.8 Einfluss auf Locher und Risse

Kirschfriichte weisen unter Praxisbedingungen Locher und mikroskopische Risse im Exokarp
(PESCHEL und KNOCHE, 2005) auf. Solche Defekte sind Wege schneller Wasseraufnahme, da
an diesen Stellen die geschwindigkeitsbestimmende Barriere der CM umgangen wird
(KNOCHE et al., 2000; BEYER und KNOCHE, 2002; PESCHEL und KNOCHE, 2005). In der
Obstanlage variieren Anzahl und GréBe der Locher bzw. Risse auf den Friichten sehr stark.
Aus diesem Grund wurden in den folgenden Experimenten auf reifen Siilkirschfriichten (cv.
Sam) standardisiert Locher und Risse erzeugt und anschlieBend die Wirkung von FeCl;
(10 mM) auf diese Penetrationswege getestet.

Einfluss auf Locher. Auf den Kirschfriichten wurden ca. 30 min vor Beginn des
Wasseraufnahmetests 0, 2 und 8 Locher mit einer Kaniile (@ 0.45 mm; Terumo Neolus;
Terumo Europe N.V., Leuven, Belgien) im Exokarp auf der Seite ohne Naht induziert. Im
nachfolgenden Wasseraufnahmetest wurden Friichte mit 0, 2 und 8 Lochern den
Donorsequenzen H,O/H,O/H,O oder H,O/FeCls/FeCls unterworfen (n =9 bis 10 Friichte pro

Lochzahl und Donorsequenz).
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Einfluss auf Risse. Risse in der CM wurden auf der Seite ohne Naht der Kirschfriichte ca.
30 min vor Beginn des Wasseraufnahmetests mit Schleifpapier (K 400; Baumarktware)
erzeugt. AnschlieBend wurde die Fe-Wirkung auf Friichte mit und ohne Risse in einem
Wasseraufnahmetest (sieche ,,Einfluss auf Locher) gepriift (n=9 bis 10 Friichte pro
Donorsequenz fiir Friichte mit und ohne Risse).

Da es sich bei Lochern und Rissen um parallele Penetrationswege handelt, entspricht die
Gesamtwasseraufnahme der Friichte der Summe aus Wasseraufnahme durch die CM und
Wasseraufnahme durch Locher oder Risse. Daher kann durch Differenzbildung die
Wasseraufnahmerate (F) durch die CM, Locher oder Risse berechnet und die Fe-Wirkung auf
jeden einzelnen Penetrationsweg mit den Verhiltnissen F'/E' sowie F''/F' quantifiziert

werden.

3.3.2.4.9 Wirkung auf die Stiel/Fruchtverbindung

Die Stiel/Fruchtverbindung stellt eine Region bevorzugter Wasseraufnahme in Kirschftriichte
dar (BEYER et al., 2002a). Der Einfluss von 10 mM FeCl; auf die Wasseraufnahme entlang
der Stiel/Fruchtverbindung wurde an reifen Siikirschenfriichten (cv. Sam) untersucht, die mit
Ausnahme der Stiel/Fruchtverbindung vollstindig mit Silikon liberzogen waren. Die Wirkung
von FeCl; wurde mit den Donorsequenzen H,O/H,O/H,O oder H,O/FeCls/FeCls getestet
(n = 20 Friichte) und mit den Verhaltnissen F'/F' sowie F"'/F' beschrieben.

Vorexperimente ergaben, dass die Summe aus der Wasseraufnahmerate in Friichte, deren
Stiel/Fruchtverbindung mit Silikon verschlossen war (5.9 + 0.8 mg h™', n= 10 Friichte) und
der Aufnahmerate in Friichte, die aufer der Stiel/Fruchtverbindung vollkommen mit Silikon
ummantelt waren (9.7+ 1.3 mgh”, n=20 Friichte), ungefihr der Wasseraufnahme in
Kontrollfriichte ohne Silikonapplikation (18.7 + 4.6 mg h™', n= 12 Friichte) entsprach. Diese
Ergebnisse zeigten, dass der Silikonmantel nur einen geringen Einfluss auf den Turgor der

Friichte ausiibte und dadurch die treibende Kraft fiir die Wasseraufnahme nicht beeinflusste.

3.4 Einfluss von Fe-Salzen auf das Platzen von intakten Friichten

Im Platztest sollte untersucht werden, ob die durch Fe-Salze reduzierte Wasseraufnahme
tatsdchlich die Platzneigung von reifen StiBkirschfriichten (cv. Hedelfinger, Summit, Van)
verringert (siche Abbildung 3, S. 14). Gleichzeitig sollte die Fe-Wirkung auf das Platzen nach

Inkubation in Fe-Losungen mit der Fe-Wirkung nach Spritzapplikation im Feld verglichen
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werden. Da dieser Vergleich an Friichten derselben Herkunft vorgenommen wurde und damit
Sorte, Reifezustand, Wasserhaushalt etc. identisch waren, konnte die Fe-Wirkung unter
Feldbedingungen (Spritzapplikation) mit dem maximal mdglichen Einfluss auf das Platzen
(Direktinkubation) verglichen werden. So wurde der prozentuale Anteil geplatzter Friichte (i)
bei direkter Inkubation von Friichten in Wasser, FeCl; und Fe(III)-Glucoheptonat sowie (ii)
12 h nach erfolgter Spritzapplikation (tropfnass) von FeCl; und Fe(IIT)-Glucoheptonat in der
Obstanlage (Kontrollfriichte ungespritzt) durch Inkubation in Wasser bestimmt. FeCl; und
Fe(IIT)-Glucoheptonat wurden in Konzentrationen von 1, 10 und 100 mM eingesetzt.

Die Platztests wurden mit frisch geernteten SiiBBkirschenfriichten (mit Stiel, ohne
Silikonapplikation) bei 25 °C durchgefiihrt. Von jeder Variante wurden 2 Stichproben mit 25
Friichten in der entsprechenden Losung inkubiert. Nach 2, 4, 6 und 10 h wurden die Friichte
auf makroskopisch sichtbare Platzrisse untersucht. Geplatzte Friichte wurden aus der
Inkubationslosung entfernt und ungeplatzte Friichte weiter inkubiert. Fiir jede der beiden
Stichproben wurde der Platzindex nach CHRISTENSEN (1996) entsprechend Gleichung 8

ermittelt.

(5a+3b+c)-100

Gleichung 8. Platzindex =
125

Die Buchstaben a, b und c repréisentieren die Anzahl geplatzter Friichte nach 2, 4 und 6 h.

3.5 Diffusion von radioaktiv markierten Substanzen durch Exokarp-
segmente und isolierte Kutikulas

3.5.1 Allgemeiner Ablauf eines Diffusionsexperimentes

Es wurde die Diffusion von radioaktiv markierten Substanzen (3H20, SFeCls,
1-Naphthyl[1-'"*C]Essigsdure, 2,4-Dichlor['*C]Phenoxyessigsdure; Tabelle 1) durch ES (aus
StBkirschenfriichten) und CM (aus Friichten der SiBkirsche, Tomate, Paprika) unter

Verwendung der Infinite-Dose-Technik (BUKOVAC und PETRACEK, 1993) untersucht.
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Tabelle 1. Spezifische Aktivitit, Reinheit des Radionuklids und in der Donorlosung
eingesetzte Radioaktivitdtskonzentration der in den Diffusionsexperimenten verwendeten

radioaktiv markierten Substanzen.

Substanz Spezifische Reinheit Konzentration
Aktivitit (%) (dpm ml™ oder
cpm ml™)
"H,0 ' 0.2 GBqml 2.6 x 10" bis
2.3 x10°
»FeCl; 2 2.6 GBqmg™ 99 0.8 x 10° bis
(als Fe) 2.6 x 10°
1-Naphthyl[1-"*C]Essigsiure 2.0 GBqmmol' 98 0.7 x 10° bis
(“c-NAA) ! 7.4 % 10°
2,4-Dichlor['*C]Phenoxyessigsdure 0.5 GBq mmol™ 95.8 0.5 x 10° bis
(**C-2,4-D)° 4.7 % 10°

! Amersham Corp., Arlington Heights, IL, USA
2 perkinElmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA, USA
3 Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA

Bei der Infinite-Dose-Technik erfolgt die Messung der Penetrationsrate unter quasi steady-
state-Bedingungen (FlieBgleichgewicht) aus einer verdiinnten Donorlosung durch eine
eingebaute Membran (ES oder CM) in eine Receiverlosung. Da die Konzentrationsgradienten
im Laufe eines Experiments ndherungsweise konstant bleiben, konnen Transportkoeffizienten
(Diffusions-, Leitfahigkeits- und Verteilungskoeffizienten) ermittelt werden, die als
,Materialkonstanten fiir Vergleiche unterschiedlicher Substanzen, Behandlungen etc.
geeignet sind (BUKOVAC und PETRACEK, 1993). Dafiir wurden zunichst ES und CM mit
Silikongummi (3140 RTV Coating; Dow Corning GmbH, Wiesbaden, BRD) in Halter aus
Plexiglas montiert, die mit einer kreisformigen Diffusionsoffnung ausgestattet waren
(Abbildung 4). Die Fliche der Diffusionsdffaung betrug zwischen 3.1 und 78.5 mm?®. Dies
entspricht einem inneren Durchmesser von 2 bis 10 mm. AnschlieSend wurden die montierten
ES oder CM unter dem Lichtmikroskop (Modell BX 60; Olympus Optical Co. Europa GmbH,
Hamburg, BRD) bei 100-facher VergroBerung auf Mikrorisse untersucht und fiir verschiedene
Experimente auch die Anzahl an Spaltéffnungen pro ES oder CM bestimmt. Die
Stomatadichte (dy, in mm'z) wurde berechnet, indem die Stomatazahl durch die
Diffusionsfliche des Plexiglashalters dividiert wurde. Halter mit rissfreien ES oder CM
wurden zwischen zwei Glashalbzellen mit Silikonfett (Baysilone-Paste hochviskos; GE Bayer

Silicones, Leverkusen, BRD) montiert. Wenn nicht anders erwdhnt, wurden die Halter so
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eingebaut, dass die morphologische Aullenseite der ES oder CM zur Donorseite gerichtet war.
Donor- und Receiverhalbzelle wurden mit Riihrstibchen ausgestattet und die fertig montierten
Diffusionszellen (Abbildung 4) in ein temperiertes Wasserbad (Lauda-Kiihler Modell RC6
CS; Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-Koénigshofen, BRD) auf einem
Mehrfachfithrer positioniert. Die Wassertemperatur betrug 25 °C, wenn nicht anders
vermerkt. Die Donorhalbzelle war mit 5 ml Losung radioaktiver Substanzen (3H20, 53 FeCls,
"C-NAA, '*C-2,4-D) und die Receiverhalbzelle mit 5 ml kalter Losung (ohne Radioaktivitit)
befiillt.

Donor- Receiver- Abbildung 4.  Schema  einer
zelle zelle Diffusionszelle zur Bestimmung der
YN Y

Diffusion  radioaktiv  markierter
HOlTer\ Substanzen durch Exokarpsegmente
ES) aus SiiBkirschenfriichten oder
B ES oder G E5)
:[ | ~ CM G\ isolierte Kutikulas (CM) aus Friichten
S \\\g// der StuBkirsche und anderer Arten.
-Ruhrstab

Durch wiederholtes Beproben des Receivers wurde die Penetration der radioaktiv markierten
Substanz durch die ES bzw. CM im Zeitverlauf bestimmt. Dafiir wurde jeweils ein Aliquot
von 1 ml aus der Receiverlosung entnommen und durch frische Receiverlosung ersetzt. Der
entnommenen Probe wurde Szintillationscocktail (Ultima Gold XR; PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Boston, MA, USA) zugesetzt und die enthaltene Radioaktivitdt im
Szintillationszédhler (LS 6500; Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA) ermittelt. Aus
der Beziehung zwischen kumulativer Penetration (dpm oder cpm) und absolvierter Zeitdauer
(h) wurde die Penetrationsrate (F in dpm h™' oder cpm h™) durch lineare Regression fiir jede
einzelne ES oder CM berechnet. Im Allgemeinen waren die Bestimmtheitsmalle besser als
0.99. In allen Experimenten wurde die Penetration solange gemessen, bis sich ein
Gleichgewichtsfluss, erkennbar an einer konstanten Penetrationsrate, eingestellt hatte. Den
Fluss pro Flichen- und Zeiteinheit (J in dpm m™ s oder cpm m™ s™') durch die eingespannte
Membran erhielt man, indem die Penetrationsrate auf die zur Verfiigung stehende
Diffusionsflache (A in m?, Fliche der Diffusionséffnung im Plexiglashalter) nach Gleichung
5 (siehe Kapitel 2.3.2) bezogen wurde. AbschlieBend wurde die Selbstdiffusionsleitfahigkeit
(Pg in m s™) durch Division von J durch die treibende Kraft fiir den Diffusionsvorgang (Ac in
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dpm m~ oder cpm m™) ermittelt (Gleichung 5, siche Kapitel 2.3.2). Da die Konzentration an
Radioaktivitdt in der Receiverlosung im Vergleich zur Donorlésung vernachldssigbar klein

war, entsprach Ac der Radioaktivititskonzentration im Donor.

3.5.2 Einfluss von FeCl; auf die Diffusion von *H,0

Ziel dieses Versuchskomplexes war, den Einfluss von FeCl; auf den Wassertransport durch
das Exokarp von Siikirschenfriichten zu charakterisieren. Dabei sollten (i) der Wirkungsort
von Fe lokalisiert und (ii) der Mechanismus der Fe-Wirkung aufgekliart werden (siche

Abbildung 3, S. 14).

3.5.2.1 Zeitabhangigkeit

Es wurde der Einfluss von FeCl; (10 mM) auf die Diffusion von *H,O durch ES aus
StiBkirschenfriichten (cv. Sam) untersucht (n =8 ES). Das Experiment gliederte sich in 3
Phasen. Die *H,O-markierte Donorlsung bestand aus entionisiertem Wasser in Phase I (0 bis
26 h), 10 mM FeCl; in Phase II (27 bis 100 h) und wieder entionisiertem Wasser in Phase III
(101.75 bis 165.75 h). In der Kontrolle fungierte entionisiertes Wasser mit *H,O durchgingig

als Donor. Der Receiver war in allen 3 Phasen entionisiertes Wasser.

3.5.2.2 Spalt6ffnungsdichte

Zur Etablierung einer Beziehung zwischen Stomatadichte und Leitfihigkeit fiir *H,O in An-
und Abwesenheit von 10 mM FeCl; wurden ES aus Siilkirschenfriichten (cv. Sam,
n =16 ES) verwendet, die auf der Seite ohne Naht entlang der Achse von Stielgrube zu
Griffelansatz isoliert wurden. Diese Regionen wurden ausgewihlt, um die Variabilitét
beziiglich der Spaltdffnungsdichte zu maximieren. Frithere Untersuchungen ergaben, dass die
Stomatadichte von der Stielgrube zum Griffelansatz hin zunimmt (PESCHEL et al., 2003).
Unter dem Lichtmikroskop wurde bei 100-facher Vergroferung die Anzahl an Stomata fiir
jedes einzelne Segment ermittelt. Im 2-phasigen Diffusionsexperiment wurde entionisiertes
Wasser als Donor in Phase I (0 bis 25 h) durch 10 mM FeClj als Donor in der anschlieBenden
Phase I (26 bis 97 h) ersetzt (Donoren mit *H,O markiert). Als Receiverlosung wurde in
beiden Phasen entionisiertes Wasser verwendet. Die durch FeCls verursachte Verringerung
der Transportrate wurde fiir jedes einzelne ES durch die Differenz zwischen der *H,O-

Leitfahigkeit (P4 — Pg") in Ab- (P4") und Anwesenheit von FeCls (P4") charakterisiert.
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3.5.2.3 Astomatare Exokarpsegmente und isolierte Kutikulas

Es wurde die Wirkung von FeCl; auf die Diffusion von 3H20 durch astomatidre ES aus
StiBkirschenfriichten (cv. Adriana, n =8 ES) sowie durch astomatire CM aus SiiBBkirschen-
(cv. Adriana, n =8 CM), Tomaten- (n =8 CM) und Paprikafriichten (n =8 CM) untersucht.
Die Selektion astomatdrer Objekte erfolgte mittels Lichtmikroskopie bei 100-facher
VergrofBerung. Das Diffusionsexperiment gliederte sich in 2 Phasen. Dabei wurde
entionisiertes Wasser mit 3HzO als Donor in Phase I (Dauer 23 oder 26 h) durch 10 mM FeCls
mit *H,O als Donor in der anschlieBenden Phase I (Dauer 30 oder 48 h) ersetzt. Die
Receiverlosung war entionisiertes Wasser in beiden Phasen des Experiments. Der Fe-Einfluss
wurde durch das Verhiltnis zwischen der *H,O-Leitfahigkeit (P4"/P4') in Anwesenheit (Pg")

und Abwesenheit von FeCls (P4') ausgedriickt.

3.5.2.4 Positionierung von FeCls

Der Einfluss der Positionierung (Donor- vs. Receiverseite) von FeCl; (10 mM) auf die
Diffusion von *H,O durch ES aus Siikirschenfriichten (cv. Sam) wurde in einem 3-phasigen
Experiment getestet. In Phase I (Dauer 28 h) wurde die ’H,O-Leitfihigkeit aus einer
wassrigen markierten Donor- in eine wissrige Receiverlosung vor Induktion der Fe-Wirkung
(P4) gemessen. AnschlieBend wurde in Phase IT (Dauer zwischen 41 und 65h) die Fe-
Wirkung induziert, indem 10 mM FeCl; als Donor entweder (i) an der morphologischen
AufBenseite, (i1) an der morphologischen Innenseite oder (iii) an morphologischer Auf3en- und
Innenseite der ES angeboten wurde. Mit Ausnahme des beidseitigen Angebots von FeCls
fungierte wéhrend dieser Phase entionisiertes Wasser als Receiver. Als (iv)
Kontrollbehandlung wurde entionisiertes Wasser als Donor und Receiver eingesetzt. Da nach
Vorexperimenten nachgewiesen wurde, dass sich die Fe-Wirkung innerhalb von 30 h im
Gleichgewicht befindet, wurde die Fe-Wirkung tiiber eine Dauer von mindestens 30 h
induziert. Wahrend der Phase II des Experiments fand keine Beprobung statt. Danach wurde
die Fe-Losung wieder aus dem System entfernt und in der abschlieBenden Phase I1I die *H,O-
Leitfahigkeit aus einer wissrigen markierten Donor- in eine wissrige Receiverlosung erneut

bestimmt (Pg™

, Dauer zwischen 28 und 34 h). Zusétzlich wurde in dieser Phase die
Orientierung der ES so variiert, dass die Flussrichtung von SH,O entweder von der
morphologischen Auflenseite zur Innenseite oder von der morphologischen Innenseite zur
AuBenseite der ES verlief. Der Fe-Einfluss wurde durch das Verhéltnis zwischen der

Leitfahigkeit (Pq"/P¢') nach Induktion der Fe-Wirkung (P¢™) zur Leitfihigkeit davor (Pg)
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beschrieben. Die Anzahl an Wiederholungen betrug 4 bis 12 ES pro Positionierung und

Flussrichtung.

3.5.2.5 Receiver-pH und Citratpuffer

In dieser Versuchsserie wurde der Einfluss von FeCl; (10 mM) auf die Diffusion von *H,O
durch ES aus SiiBkirschenfriichten (cv. Sam) in Abhingigkeit vom pH-Wert im Receiver
untersucht. Die Versuchsfrage wurde in einem 3-phasigen Experiment umgesetzt. In Phase I
(Dauer 27 h) wurde die *H,O-Leitfihigkeit aus einer wissrigen markierten Donor- in eine
wissrige Receiverlosung vor Induktion der Fe-Wirkung (P,') bestimmt. In Phase IT (Dauer
insgesamt 41 h) wurde der Einfluss des Receiver-pH (pH 2 bis 6; an morphologischer
Innenseite) wihrend einer Behandlung der ES mit einer 10 mM FeCl;-Donorlésung (pH 2.3;
an morphologischer Aullenseite) untersucht. Als Receiverlosung wurde entionisiertes Wasser
oder 10 mM Citronensdure eingesetzt (pH 2, 3, 4.5 oder 6; Zusatz von HCl oder NaOH).
Damit sich der pH-Wert im Fruchtfleisch der ES dem jeweiligen pH der Receiverlosung
anpassen konnte, wurde als Donorlésung zunichst fiir 8 h entionisiertes Wasser mit
unverdndertem pH-Wert eingesetzt. Erst danach wurde der Donor auf 10 mM FeCl;
umgestellt und die Fe-Wirkung iiber eine Zeitdauer von 33 h induziert. In Phase II wurde das
Experiment nicht beprobt. Nach Induktion der Fe-Wirkung wurden Donor- und
Receiverlosung wieder ersetzt und in Phase III die *H,O-Leitfahigkeit aus einem wissrigen
markierten Donor in einen wissrigen Receiver erneut bestimmt (Pg'", Dauer 27 h). Da
offenbar Citronensdure mit dem Fe-Einfluss auf die 3H20-Leitfaihigkeit interagierte, wurden
in einer Phase IV (Dauer 27 h) Donor- und Receiverlosung auf 10 mM Citronenséure
umgestellt und PdIv ermittelt. Die Wirkung von FeCl; wurde durch das Verhéltnis zwischen
der Leitfihigkeit (P4"/P4") nach Induktion des Fe-Einflusses (Pq") zur Leitfahigkeit davor
(P4") beschrieben. Die Anzahl an Wiederholungen betrug 4 bis 12 ES.

3.5.2.6 Temperaturabhangigkeit

Der Einfluss von FeCl; (10 mM) auf die Temperaturabhingigkeit der Diffusion von *H,0
wurde an ES aus StiBkirschenfriichten verschiedener Sorten (cv. Adriana, Hedelfinger, Sam)
untersucht. Vor dem Diffusionsexperiment wurde die Anzahl an Spaltéffnungen pro ES per
Lichtmikroskopie bei 100-facher Vergroferung bestimmt. Montierte ES wurden in
Diffusionszellen fiir eine Zeitdauer von 46 h vorbehandelt, indem 10 mM FeCls als Donor (an
morphologischer Aullenseite) und entionisiertes Wasser als Receiver (an morphologischer

Innenseite) eingesetzt wurde. Als Kontrollbehandlung wurde auf beiden Seiten der ES
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entionisiertes Wasser angeboten (n = 7 bis 8 ES pro Vorbehandlung und Sorte). Nach Ablauf
dieser Zeit wurde der Gleichgewichtsfluss von *H,O durch jedes einzelne ES aus einer
wiassrigen markierten Donor- in eine wissrige Receiverlosung nacheinander bei 15, 25, 35
und 45°C gemessen. Die Temperaturabhingigkeit der Diffusion wurde mit der
Aktivierungsenergie (E, in kJ mol™) charakterisiert, die aus der Steigung eines Arrhenius-
Plots (In P4 vs. 1/T) mittels linearer Regression entsprechend Gleichung 9 (CHANG, 2000) fiir

jedes einzelne ES berechnet wurde.

Gleichung 9. InP; =InA- %

1
T
In Gleichung 9 représentiert A den priexponentiellen Faktor (Frequenzfaktor) des Arrhenius-
Plots, T die absolute Temperatur (K) und R die wuniverselle Gaskonstante

(8.314 x 10° m®> MPa mol™ K'™).

3.5.3 Diffusion von radioaktiv markierten organischen Sauren (**C-NAA und
“4C-2,4-D)
Die schwachen organischen Sduren NAA und 2,4-D liegen in Abhingigkeit von dem pH-
Wert entweder in undissoziierter (lipophiler; pH <pK,) oder in dissoziierter (polarer;
pH >pK,) Form vor. Die lipophile Form sollte die CM entlang des lipophilen Weges
penetrieren, die polare Form dagegen entlang des polaren Weges. Da sich die
Temperaturabhiangigkeit der Penetration entlang beider Wege unterscheidet, kann (i) die
Existenz paralleler Transportwege (lipophil und polar) identifiziert und (ii) gegebenenfalls
nachgewiesen werden, welche dieser Transportwege durch Fe in welchem Ausmal

beeinflusst wird (siche Abbildung 3, S. 14).

3.5.3.1 Temperaturabhangigkeit

Um unterschiedliche Penetrationswege durch das Kirschexokarp fiir polare und lipophile
Substanzen zu identifizieren, wurde der FEinfluss des pH-Werts auf die
Temperaturabhingigkeit der Diffusion von '*C-NAA durch ES aus Siikirschenfriichten (cv.
Sam) in Abhédngigkeit von der Spaltdffnungsdichte untersucht. Die Stomatazahl pro ES wurde
vor dem Diffusionsexperiment unter dem Lichtmikroskop bei 100-facher Vergroferung
ermittelt.

Die Donorlosung bestand aus 10 mM Citronensaurepuffer, 1 mM NaNs3 (um die Entwicklung

von Mikroorganismen zu unterbinden), 10 uM unmarkierte NAA und zusitzlich "*C-NAA bei
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pH 2.2 und 6.2 (Zusatz von HCI oder NaOH). Diese pH-Werte liegen jeweils 2 Einheiten
unter- und oberhalb des pK, von NAA (pK,=4.2), so dass bei pH 2.2 das Molekiil in der
undissoziierten lipophilen, bei pH 6.2 jedoch in der dissoziierten polaren Form vorlag. Die
Konzentration an Radioaktivitdt im Donor betrug 0.7 x 10° und 7.4 x 10° dpm ml™ bei pH 2.2
bzw. 6.2. Die Receiverlosung bestand aus 10 mM Citronensdurepuffer und 1 mM NaNj bei
den entsprechenden pH-Werten.

Nach Erreichen des Gleichgewichtsflusses von '*C-NAA bei 25 °C wurde die Temperatur
abgesenkt und fiir jedes einzelne ES der Gleichgewichtsfluss nacheinander bei 5, 15, 25 und
35 °C bestimmt. Die Temperaturabhédngigkeit der Diffusion von undissoziierter (pH 2.2) und
dissoziierter NAA (pH 6.2) wurde durch die Aktivierungsenergie (E, in kJ mol™) wie in
Kapitel 3.5.2.6 gekennzeichnet (n = 16 ES pro pH-Wert).

3.5.3.2 Einfluss von FeCl;

Da offenbar polare und lipophile Substanzen das Exokarp auf verschiedenen Pfaden
penetrieren, sollte ermittelt werden, ob und gegebenenfalls welche dieser Penetrationswege
durch FeCl; beeinflusst werden. So wurde die pH-abhéngige Diffusion von '“C-NAA und
'4C-2,4-D durch ES aus SiiBkirschenfriichten (cv. Sam) vor und nach einer Behandlung mit
10 mM FeCl; untersucht. Das entsprechende Experiment gliederte sich in drei aufeinander
folgende Phasen. In Phase I (Dauer 26 h) wurde die Leitfahigkeit fiir '*C-NAA und *C-2,4-D
vor der Fe-Behandlung (P4') gemessen. Um NAA und 2,4-D jeweils in vorwiegend lipophiler
und polarer Form penetrieren zu lassen, wurden in den Donorldsungen pH-Werte von 2.2 und
6.2 eingestellt, die unter- und oberhalb des pK,-Werts von NAA (pK,=4.2) und 2,4-D
(pK,=2.6) liegen. Die einzusetzenden Puffersubstanzen mussten bei pH 2.2 und pH 6.2
wirksam sein, durften aber nicht mit FeCls interagieren. Daher wurde nach Vorexperimenten
fiir pH 2.2 der Puffer Glycin und fiir pH 6.2 der Puffer Piperazin-Dihydrochlorid-Hydrat
ausgewdhlt, da sich die Fe-Wirkung (Verhiltnis P4 /P¢) bei Verwendung dieser
Puffersubstanzen nicht von der Fe-Wirkung ohne Einsatz eines Puffers unterschied. Die
Donorlosungen bestanden aus 10 mM Pufferlosung, 1 mM NaN3 und 10 uM Gesamt-NAA
oder 15 uM Gesamt-2,4 D (Summe aus kaltem und radioaktiv markiertem NAA oder 2,4-D).
Die Radioaktivititskonzentrationen im Donor betrugen 0.7 x 10° und 7.4 x 10’ dpm ml™ bei
pH 2.2 und 6.2 fiir "*C-NAA sowie 4.7 x 10° und 5.0 x 10°> dpm ml" bei pH 2.2 und 6.2 fiir
'%C-2,4-D. Die Receiverlosung bestand aus 10 mM Glycin bei pH 2.2 bzw. 10 mM Piperazin-
Dihydrochlorid-Hydrat bei pH 6.2 und 1 mM NaNG.
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In Phase II des Experiments (Dauer 43 h) wurde die Fe-Wirkung induziert, indem 10 mM
FeCl; an der Donorseite der ES (morphologische AuBlenseite) und 10 mM Glycin bzw.
10 mM Piperazin-Dihydrochlorid-Hydrat an der Receiverseite der ES (morphologische
Innenseite) angeboten wurde. Um die Fe-Wirkung unter gleichen Bedingungen zu induzieren,
wurde bei Glycin und Piperazin-Dihydrochlorid-Hydrat ein identischer pH von jeweils 4.2
eingestellt.

In der abschlieBenden Phase III wurde die Leitfahigkeit nach der Behandlung mit FeCls (Pdm,
Dauer 26 h) bestimmt. Die in dieser Phase verwendeten Donor- und Receiverlosungen waren
identisch mit denen der Phase I. Der Fe-Einfluss wurde durch das Verhiltnis zwischen der
Leitfihigkeit (Pg"/P¢') nach Induktion der Fe-Wirkung (P¢™) zur Leitfihigkeit davor (Pg)
charakterisiert. Die Wiederholungsanzahl betrug fiir NAA und 2,4-D jeweils 8 ES bei beiden
pH-Werten.

3.5.4 Diffusion von *FeCl;

Wenn fiir die Fe-bedingte Verringerung der Leitfdhigkeit des Exokarps Fe-haltige
Ausfillungsprodukte im Exokarp verantwortlich sind, sollte unter den Bedingungen, bei
denen eine Fe-Wirkung vorliegt, eine verringerte oder keine Fe-Penetration durch das
Exokarp nachweisbar sein. Liegt dagegen kein Fe-Einfluss auf die Leitfdhigkeit vor, sollte Fe
ungehindert das Exokarp penetrieren. Daher sollte in den Experimenten zur Fe-Penetration
untersucht werden, welche Faktoren (pH-Wert, Positionierung, Anwesenheit von Anionen
oder Chelatoren) die Penetration von Fe’ durch das Exokarp der Kirschfrucht beeinflussen
(siche Abbildung 3, S. 14). Die vor jedem Experiment frisch angesetzte Donorlésung bestand
{iblicherweise aus 10 mM Kkalter FeCls-Losung, die mit “FeCl; gespiked wurde. Auf eine

gednderte Zusammensetzung des Donors wird an entsprechender Stelle hingewiesen.

3.5.4.1 Receiver-pH

Der Einfluss des pH-Werts in der Receiverldsung auf die Diffusion von *°FeCl; durch ES aus
StiBkirschenfriichten (cv. Sam) wurde in 2 Experimenten untersucht.

Experiment 1 gliederte sich fiir jedes verwendete ES in 2 aufeinander folgende Phasen: Die
Donorlésung war in beiden Phasen 10 mM FeCls. Als Receiver wurde in Phase I (0 bis 47 h)
entionisiertes Wasser mit pH 2 und in Phase II (47.5 bis 95.5 h) entionisiertes Wasser mit
pH 6 eingesetzt (n = 4 ES). Der pH-Wert in der Receiverlosung wurde durch Zusatz von HCI

oder NaOH ohne Einsatz eines Puffers eingestellt.
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In Experiment 2 wurde die Diffusion von 55FeCl3 aus einem FeCls;-Donor (10 mM) in einen
Receiver aus entionisiertem Wasser mit pH 2, 3, 4.5 oder 6 (Zusatz von HCI oder NaOH ohne

Puffer; n =4 ES pro pH-Wert) gemessen. Die Dauer des Experiments betrug 47 h.

3.5.4.2 Positionierung von FeClj

Es wurde die Diffusion von FeCl; durch ES aus SiiBkirschenfriichten (cv. Sam) in
Abhingigkeit der Positionierung von 10mM FeCl; als Donorldsung (i) an der
morphologischen AuBlenseite (n =35 ES) oder (ii) an der morphologischen Innenseite der ES
(n =5 ES) untersucht. In beiden Féllen fungierte entionisiertes Wasser als Receiverlosung. In
einer weiteren Behandlung wurde (iii) 10 mM FeCls auf beiden Seiten der ES eingesetzt
(n=6ES; 3FeCl; nur an morphologischer AuBenseite der ES). Die Diffusion von SFeCly

wurde liber einen Zeitraum von 34.5 h bestimmt.

3.5.4.3 Spaltéffnungsdichte

Die Diffusion von >’FeCl; durch das SiiBkirschexokarp in Abhingigkeit von der
Spaltéffnungsdichte wurde an ES (cv. Sam, n = 16 ES) untersucht, die zur Maximierung der
Variabilitidt der Stomatadichte auf der Seite ohne Naht entlang der Achse von Stielgrube zu
Griffelansatz isoliert wurden (PESCHEL et al., 2003). Die Stomatazahl auf jedem ES wurde
unter dem Lichtmikroskop bei 100-facher VergroBBerung ermittelt. Das Diffusionsexperiment
bestand aus 2 aufeinander folgenden Phasen. In Phase I (0 bis 48 h) wurde 10 mM FeCls als
Donor und eintionisiertes Wasser mit pH 2 als Receiver eingesetzt. Der Donor in der
nachfolgenden Phase II (49 bis 168 h) war ebenfalls 10 mM FeCls;. Jedoch wurde als
Receiverlosung entionisiertes Wasser mit pH 6 verwendet. Die Verringerung der
Transportrate infolge der Erhdhung des Receiver-pH wurde fiir jedes einzelne ES mit der

Differenz zwischen der Leitfahigkeit fiir 55FeC13 aus Phase [ und II (PdI - PdH) charakterisiert.

3.5.4.4 Astomatare Exokarpsegmente und isolierte Kutikulas

Es wurde die Diffusion von “FeCl; durch astomatire ES (n =8 ES) und CM (n =7 CM) aus
StiBkirschenfriichten (cv. Adriana) untersucht, die mittels Lichtmikroskopie bei 100-facher
Vergroferung ausgewihlt wurden. Uber einen Zeitraum von 96 h wurde die Diffusion von
»FeCl; aus einer 10 mM FeCls-Donorlésung in eine wissrige Receiverlosung (ungepuffert,
pH 2.0) bestimmt. Nach dieser Zeit wurde das Experiment gestoppt, da trotz 3-facher
Erhohung der treibenden Kraft und ausgedehnter Beprobungsintervalle nur eine &duflerst

geringe Penetration messbar war.
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3.5.4.5 Ausgewahlte Gegenionen oder Chelatoren

Um nachzupriifen, ob die Fe-bedingte Verringerung der Leitfdhigkeit von der Art des Anions
und der Anwesenheit von Chelatbildnern abhingig ist, wurde die Diffusion von FeCl; durch
ES aus SiBkirschenfriichten (cv. Sam) in Anwesenheit ausgewdhlter Gegenionen oder
Chelatoren gemessen. Das Experiment wurde in 2 Phasen gegliedert. In beiden Phasen wurde
als Donorlosung 10 mM nicht markiertes FeCls, Fe(NOs);, Fe)(SO4)s3, Fe(Il)-Citrat oder
EDTA-Fe(Ill)-Na plus *FeCl; eingesetzt (n =4 ES pro Salz). Als Receiver wurde in Phase I
(0 bis 47 h) entionisiertes Wasser mit pH 2 und in Phase II (47.5 bis 95.5 h) entionisiertes
Wasser mit pH 6 verwendet. Um die Wirkung des Gegenions oder Chelators in Abhédngigkeit
von dem pH-Wert im Receiver zu charakterisieren, wurde fiir jedes eingesetzte Salz das

Verhéltnis zwischen der Leitfahigkeit fiir 55FeCl3 aus Phase II und 1 (PdH/PdI) berechnet.

3.6 Auswertung und Darstellung der Daten

Die Daten wurden einer Varianzanalyse unterzogen. Varianzanalysen, multiple
Mittelwertvergleiche und Regressionsanalysen wurden mit dem Softwarepaket ,,Statistical
Analysis System* (SAS; Version 9.1; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefiihrt. In
Tabellen und Grafiken werden iiblicherweise Mittelwerte mit ihren Standardfehlern (SE) oder
Einzelbeobachtungen angegeben. Handelt es sich um Einzelbeobachtungen, dann wird an
entsprechender Stelle darauf hingewiesen. Ist der Standardfehler nicht sichtbar, ist er kleiner

als die Symbole in der Grafik.
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4 Ergebnisse

4.1 Wasseraufnahme in intakte Friichte

4.1.1 Einfluss von Viskositit und Molekiilgrofle

4.1.1.1 Viskositat

Die Wasseraufnahme in StiBkirschenftriichte (cv. Sam) nahm linear mit der Zeit zu (Abbildung

5 A). Die mit ansteigender Konzentration von Gummi arabicum erhohte Viskositdt der

Inkubationslosung reduzierte die Wasseraufnahme (Abbildung 5 A) und die osmotische

Wasserleitfahigkeit des Kirschfruchtexokarps (Abbildung 5 B). Zwischen der osmotischen

Wasserleitfahigkeit und dem Kehrwert der Viskositit bestand eine signifikante lineare

Beziehung bei vier der sechs untersuchten SiiBkirschensorten (Abbildung 5 C; Tabelle 2). Die

Viskositdt der Inkubationslosung hatte keinen Einfluss auf die Wasseraufnahme in

Kirschfriichte von cv. Adriana, die die geringste Anzahl an Stomata pro Frucht aufwies

(PESCHEL et al., 2003; Tabelle 2).
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Abbildung 5. Einfluss der Viskositdt auf die
Wasseraufnahme in Siikirschenfriichte (cv. Sam).
Dargestellt sind der Zeitverlauf der Wasseraufnahme
bei Inkubation der Kirschen in Losungen mit
unterschiedlicher Viskositdt (A) sowie osmotische
Wasserleitfahigkeit (Pf) des Kirschfruchtexokarps in
Abhidngigkeit von der dynamischen Viskositit (n; B)
und dem Kehrwert der dynamischen Viskositit (™
O).
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Tabelle 2. Beziehung zwischen der osmotischen Leitfahigkeit (Py) fiir die Wasseraufnahme in
SiiBkirschenfriichte ausgewihlter Sorten und dem Kehrwert der dynamischen Viskositit (n;
Abbildung 5 C). Das Regressionsmodell auf Basis der Mittelwerte pro Viskosititsstufe (n =6
Viskosititsstufen) lautet: Pr(ms™) =yo+axn™ (Pas)’. yo ist der Achsenabschnitt und a die

Steigung der Regressionsgeraden.

Sorte Stomata Regressionsparameter r P-Wert
yo £ SE a*SE
(Frucht))  (x10%ms™) (x 10" Pam)

Adriana 143 1.56 £ 0.38 1.29+0.70 0.46 0.14
Burlat 1679 ! 4.41+0.53 1.83 £0.97 0.47 0.13
Early Rivers 12682 2.08+0.13 1.22+0.24 0.87 0.007
Hedelfinger 2124 4.57+0.61 791+ 1.11 0.93 0.002
Regina 1427 2.62+0.15 2.70 +0.27 0.96 0.0006
Sam 779! 1.714£0.27 2.42+0.49 0.86 0.008

" aus PESCHEL et al. (2003)
2 KNOCHE unverdffentlicht

Es bestand keine signifikante Beziehung zwischen der Viskosititsabhidngigkeit der
Wasseraufnahme (Steigung aus der Beziehung zwischen osmotischer Wasserleitfahigkeit und
dem Kehrwert der Viskositit, entspricht dem Parameter a der Regressionsgleichungen aus
Tabelle 2) und der Stomatazahl pro Frucht iiber die eingesetzten SiiBkirschensorten

(Abbildung 6).
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Abbildung 6. Steigung aus der Beziehung

zwischen osmotischer Wasserleitfahigkeit (Pr) und

Pa m)

-11

dem Kehrwert der dynamischen Viskositit (n;
Abbildung 5 C; Tabelle 2) in Abhidngigkeit von

der Stomatazahl bei Frichten verschiedener

Steigung (x 10

StiBkirschensorten. Die Steigung ist ein Mal} der

0 500 1000 1500 2000

Viskosititsabhéngigkeit von Pr. Ein Symbol in der
Stomata (Frucht'l) . . ) . . .

Abbildung kennzeichnet jeweils eine Kirschsorte

(n=6 Sorten). Die Regressionsgleichung lautet: Steigung (Pa m) =

242 (+1.35) x 10" x Stomata (Frucht™) — 0.09 (+ 1.88) x 10" (¥ = 0.44, P = 0.15).

4.1.1.2 Molekulargewicht

Wurden SiBkirschenfriichte (cv. Adriana, Hedelfinger, Sam) in isotonischen Ldsungen
ausgewdhlter Osmotika inkubiert, war die Wasseraufnahme abhdngig von dem
Molekulargewicht des Osmotikums (Abbildung 7 A, C, E). Mit abnehmendem
Molekulargewicht des Osmotikums erhohte sich der Fluss der Wasseraufnahme (Abbildung
7 B, D, F). In isotonischen Lésungen von PEG 6000 fand dagegen keine Wasseraufnahme
statt. In analoger Weise zur Wasseraufnahme &nderte sich auch die Platzfestigkeit von

Kirschfriichten (cv. Sam; Abbildung 29, Anhang).
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Abbildung 7. Einfluss von Osmotika mit unterschiedlichem Molekulargewicht (MW) auf die
Wasseraufnahme durch das Exokarp von SiiBBkirschenfriichten verschiedener Sorten (A, B: cv.
Adriana; C, D: cv. Hedelfinger; E, F: cv. Sam). Die Inkubationslésungen waren isotonisch
zum Wasserpotential der Friichte (Wi = Wrment), das, wie im Kapitel 3.3.1.1 beschrieben,
durch Inkubation in PEG 6000 bestimmt wurde. Dargestellt sind Wasseraufnahme im
Zeitverlauf (A, C, E) sowie Fluss (J) in Abhédngigkeit von dem Molekulargewicht der
Osmotika (B, D, F). Entionisiertes Wasser fungierte als Kontrolle.
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4.1.1.3 Apparentes Wasserpotential

Bei allen eingesetzten Osmotika wurde mit abnehmendem osmotischem Potential der
Inkubationsldsung die Wasseraufnahmerate in Siilkirschenfriichte (cv. Sam) reduziert. Die
jeweils hochsten Konzentrationen, d.h. die niedrigsten osmotischen Potentiale, der
verwendeten Losungen verursachten negative Wasseraufnahmeraten. Das apparente
Wasserpotential (Y’ prene) der Friichte entspricht dem osmotischen Potential der Losung, bei
der keine Nettowasseraufnahme stattfindet (siche Pfeile in Abbildung 8 A bis F). Die aus der
Beziehung zwischen Wasseraufnahmerate und osmotischem Potential ermittelten apparenten

Wasserpotentiale waren abhidngig von dem Molekulargewicht der Osmotika (Abbildung 8).

B Abbildung 8. FEinfluss des

osmotischen Potentials (Wr)

,,,,, \¢\ S von Losungen aus Osmotika

mit unterschiedlichem

Molekulargewicht (MW) auf

D die Wasseraufnahmerate (F)

Y'euene IN Saccharose

J/ durch das Exokarp von
DS

StiBkirschenfriichten (cv.

F(x103ghl)

Sam). Die  eingesetzten

B Y I Osmotika waren (A) NaCl,

Frucht

T ¢ I ¢ Saccharose, (E) Polyethylen-
L &

O‘\ Ne . glykol (PEG) 1500 und (F)

PEG 6000. Die Pfeile

! -+ W' o IN PEG 1500 E -+ b d in PEG 6000 F (B) Glycerin, (C) PI‘OHI’I, (D)

- - - : : o - ' : : kennzeichnen das jeweilige
0 -2 -4 -6 -8 -10 0 -2 -4 -6 -8 -10
¥,, (MPa) apparente Wasserpotential der

Friichte (W’ prucnt) bei Inkubation in dem entsprechenden Osmotikum.

Das apparente Wasserpotential erhohte sich mit ansteigendem Molekulargewicht der
Osmotika bis zu einem Wert von 1500 g mol™. Ein weiterer Anstieg des Molekulargewichts

bis zu einem Wert von 6000 g mol" ergab keine weitere Erhohung (Abbildung 9 A). Die aus
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dieser Abhdngigkeit ermittelten Reflexionskoeffizienten (o) standen in enger Beziehung zu

den hydrodynamischen Radien (r) der Osmotika (Abbildung 9 B).

Abbildung 9. (A) Apparentes Wasserpotential

1r ’ (W’ Frucht) von SiiBkirschenfriichten (cv. Sam) in
g 2r 4 Abhéangigkeit vom Molekulargewicht (MW) des
i 3T Osmotikums. Die eingesetzten Osmotika waren
. -4+ NaCl, Glycerin, Prolin, Saccharose,
5h , , , , Polyethylenglykol (PEG) 1500 und PEG 6000.

0 500 1000 1500 6000

MW (g mol-d) (B) Reflexionskoeffizient (c) in Abhingigkeit

vom hydrodynamischen Radius (r) des
Osmotikums. Die fiir diese Analyse verwendeten

Osmotika waren NaCl (MW =58 g mol™,

Inas = 0.18 x 107 m), Glycerin (MW =

92¢g mol”, r=0.23x10"m), Prolin (MW =

0.00 - - - - - 115gmol’, r=028x10"m), Sacharose
00 05 10 15 20 25 ] 0

r (nm) (MW =342 g mol ", r=047 x 107 m),

PEG 1500 (MW =1500gmol”’, r=1.15x10"m) und PEG 6000 (MW = 6000 g mol’,
r=23x10"m). Wasser (MW =18 g mol’, r=0.11x10"m) wurde mit einem
Reflexionskoeffizienten von ,,0“ zusitzlich in diese Abbildung eingefiigt. Das
Regressionsmodell  lautet:  6=1.0 (£0.0)-10.9 (+0.9)x 10" r' (m") (*=097",
P =0.0001).

4.1.2 Einfluss ausgewéahlter Salze

4.1.2.1 Ausgewahlte Kationen

Die in Form von Chloridsalzen getesteten Kationen (mit Ausnahme von AgNOs) zeigten
unterschiedliche Wirkungen auf die Wasseraufnahme in Friichte der SiiBkirsche (cv. Sam;
Tabelle 3). Salze einwertiger Kationen hatten meist nur einen geringen Einfluss auf die
Wasseraufnahme, bis auf LiCl, dass die Wasseraufnahme erhohte sowie AgNOs; und NaCl
(nur im ersten Intervall), die die Wasseraufnahme verringerten. Chloride der zweiwertigen
Kationen Cd, Cu, Hg und Sr reduzierten die Wasseraufnahme konsistent in beiden Intervallen,

Ba und Zn dagegen nur in einem der beiden Intervalle. CaCl,, MgCl, und MnCl, iibten keine



Ergebnisse 43

Wirkung auf die Wasseraufnahme aus. Chloridsalze aller untersuchten dreiwertigen Kationen
(Al, Eu, Fe) reduzierten die Wasseraufnahme signifikant. Von allen getesteten Salzen

verursachten CuCl,, HgCl,, AlICI; und FeCl; die groBBte Reduktion der Wasseraufnahme.

Tabelle 3. Einfluss ausgewéhlter Salze (10 mM) auf die Wasseraufnahmerate (F) durch das
Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam). Der Salzeinfluss wurde charakterisiert durch

das Verhiltnis der Aufnahmeraten (F"/F' oder F"'/F"), nachdem Wasser als Donor (F', 0 bis

0.75 h) durch eine Salzlosung ersetzt wurde (F", 0.75 bis 1.5 h; F™, 1.5 bis 2.25 h).

Donor in Intervall n pH-Wert F'/F' + SE F"/F'+ SE
IT und III (Verhiltnis) (Verhiltnis)
H,0 50 5.4 0.87+0.02 a' 0.91+0.02a
AgNO; 9 52 0.65+0.03b 0.75+0.05b
KCI 7 5.4 0.82+£0.06 a 091+0.06a
LiCl 21 5.4 1.00+£0.03 b 1.03+0.04 b
NaCl 8 53 0.70+£0.07 b 0.82+0.09 a
NH4Cl 10 5.4 0.85+0.03 a 0.90+£0.04 a
BaCl, 7 5.4 0.67+0.03b 0.77+0.05a
CaCl, 20 5.5 0.75+0.03a 0.84+0.04 a
CdCl, 8 53 0.67+0.04 b 0.63+0.03b
CuCl, 7 4.8 0.42+0.03b 0.36 £0.04 b
HgCl, 7 4.7 0.58 £0.04 b 0.38+£0.04 b
MgCl, 18 53 0.88+£0.07 a 1.03+0.05a
MnCl, 16 54 0.81+£0.03a 0.79+0.04 a
SrCl, 14 53 0.69+0.03b 0.68+£0.03b
ZnCl, 8 5.5 0.72+0.03 a 0.75+0.03b
AlCl; 17 4.0 0.50+0.03b 0.50+0.03b
EuCls 12 4.9 0.58+0.04 b 0.62+0.03b
FeCls 54 23 0.49+0.01b 0.40+0.01b

! Werte innerhalb der Spalten, die von dem Buchstaben ,,b* gefolgt werden, unterscheiden
sich signifikant von der Wasserkontrolle, mit ,,a* gekennzeichnete Werte dagegen nicht
(DUNNETT-Test, P =0.05). Mittelwerte der Wasserkontrolle fir F', F' und F" betragen
26+0.1,23+0.1und2.4+02mgh™.
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4.1.2.2 Interaktionen zwischen Kationen

Der Einfluss von FeCl; auf die Wasseraufnahme von Siilkirschenfriichten (cv. Sam) war
unabhéngig von der Anwesenheit von KCl, CaCl,, CuCl,, AICl; und EuCl; (Tabelle 19 bis
23, Anhang). Eine sequentielle oder simultane Behandlung von FeCl; mit CaCl,, CuCl,,
AICl; oder EuCl; hatte keinen signifikanten Einfluss auf FY/F! und F'Y/F! verglichen mit der
Behandlung mit nur einem dieser Salze alleine. Dagegen verringerte eine sequentielle oder
simultane Inkubation in FeCl; und HgCl, die Verhiltnisse F'/F' und F"/F' in einem
geringfiigig hoheren Ausmal als jedes der beiden Salze alleine. Jedoch war diese Wirkung

klein und nur vereinzelt signifikant (Tabelle 4).

Tabelle 4. Interaktion von HgCl, mit FeCls auf die Wasseraufnahmerate (F) durch das
Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam). Der Salzeinfluss wurde durch das Verhéltnis
der Aufnahmeraten (F'/F', F"'/F") aus den Intervallen I (F', 0 bis 0.75 h), IT (F", 0.75 bis 1.5 h)
und III (F"™, 1.5 bis 2.25 h) beschrieben. Die Konzentration der Salzlosungen war 10 mM.
Wurden beide Salze simultan eingesetzt, betrug die Konzentration jedes einzelnen Salzes

5 mM.

Donorsequenz in n F'/F'+ SE F'/F'+ SE
Intervall I/II/ITT (Verhiltnis) (Verhiltnis)
H,O0/H,0/H,0 10 0.93+0.07 a' 0.98+0.04 a
H,0O/FeCls/FeCls 9 0.49 £ 0.06 bc 0.44 £ 0.04 be
H,0/FeCls/HgCl, 10 0.47 £0.05 be 0.36 £0.03 bed
H,0/HgCl,/HgCl, 10 0.67+0.04 b 0.47+0.05b
H,O/HgCly/FeCls 10 0.61 £ 0.06 bc 0.27 +£0.04 cd
H,0O/FeCl; + HgCly/ 8 0.42+0.06 ¢ 0.26+0.04d

F6C13 + HgClz

"Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P =0.05). Werte der
Wasserkontrolle fir F', F' und F"™ betragen durchschnittlich 2.7+0.2, 2.6+ 0.3 und
27+03mgh™.
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4.1.2.3 Fe-Salze

4.1.2.3.1 Ausgewahlte anorganische und organische Fe-Salze sowie -Chelate

Alle getesteten anorganischen Fe-Salze reduzierten die Wasseraufnahme in
StiBkirschenfriichte (cv. Sam) verglichen mit der Wasserkontrolle signifikant. Jedoch
verringerten dreiwertige Fe-Salze [FeCl;, Fe(NOs;)s;, Fe)(SO4);] die Wasseraufnahme
wesentlich effektiver als zweiwertige Fe-Salze (FeCl,, FeSOg; Tabelle 5).

Tabelle 5. Einfluss ausgewdhlter anorganischer Eisensalze (10 mM) auf die
Wasseraufnahmerate (F) durch das Exokarp reifer Siilkirschenfriichte (cv. Sam). Der
Salzeinfluss wurde beschrieben durch das Verhiltnis der Aufnahmeraten (F'/F' oder F"/F"),
nachdem Wasser als Donor (F', 0 bis 0.75 h) durch eine anorganische Eisensalzlosung ersetzt

wurde (F", 0.75 bis 1.5 h; F™", 1.5 bis 2.25 h).

Donor in Intervall n pH-Wert F'/F +SE F'/F +SE

IT und III (Verhéltnis) (Verhéltnis)

H,0 10 5.5 0.82+0.03a' 0.77+0.04a
FeCl, 10 4.2 0.68 +0.03 b 0.56+0.03b
FeCl; 10 2.6 0.47+0.02¢ 0.39+0.01¢
Fe(NOs)3 10 2.6 042+0.03¢ 0.39+£0.02¢
FeSO4 10 4.0 0.69 +0.04 ab 0.55+0.03b
Fe (SO4)3 10 24 0.41+0.03¢ 0.34+0.02¢

" Werte innerhalb der Spalten, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05). Mittelwerte der
Wasserkontrolle fiir F', F" und '™ betragen 2.5+ 0.2,2.0+ 0.1 und 2.0 + 0.2 mg h™".

Im Gegensatz zum Einfluss anorganischer Fe-Salze konnte bei organischen Fe-Salzen nicht
zwischen der Wirkung von zweiwertigen und dreiwertigen Salzen unterschieden werden.
Vielmehr war der Einfluss abhidngig vom organischen Anion des Fe-Salzes (Tabelle 6).
Fe(Il)-Ammonium-Citrat, Fe(Ill)-Citrat und Fe(Il)-Glucoheptonat iibten entweder keine
Wirkung aus oder reduzierten die Wasseraufnahme nur in einem der beiden Intervalle
signifikant im Vergleich zur Wasserkontrolle. Konsistent verringerten Fe(II)-Gluconat und
Fe(III)-Glucoheptonat die Wasseraufnahme, wobei Fe(III)-Glucoheptonat die grofite Wirkung

zeigte.
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Tabelle 6. Finfluss ausgewdhlter organischer Eisensalze (10 mM) auf die
Wasseraufnahmerate (F) durch das Exokarp reifer Siilkirschenfriichte (cv. Sam). Der
Salzeinfluss wurde beschrieben durch das Verhiltnis der Aufnahmeraten (F'/F' oder F"/F"),
nachdem Wasser als Donor (F', 0 bis 0.75 h) durch eine organische Eisensalzlosung ersetzt

wurde (F", 0.75 bis 1.5 h; F™, 1.5 bis 2.25 h).

Donor in Intervall Tund I n pH-Wert F/F +SE F'/F +SE
(Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,0 10 6.3 0.84+0.05a"  0.87+0.03 ab
Fe(IIT)-Ammonium-Citrat 8 5.8 0.87+0.06 a 1.01 +£0.08 a
Fe(II)-Citrat 9 2.8 0.73 £0.04 ab 0.67 £0.05 bc
Fe(I)-Gluconat 10 4.6 0.63+£0.04b 0.59+0.04 ¢
Fe(II)-Glucoheptonat 9 4.6 0.70 = 0.05 ab 0.72 £0.03 bc
Fe(IIT)-Glucoheptonat 9 2.6 0.35+0.04 ¢ 0.34+0.04d

" Werte innerhalb der Spalten, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05). Mittelwerte der
Wasserkontrolle fiir F', F" und F™ betragen 1.9+ 0.2, 1.6 £ 0.2 und 1.7+ 0.2 mg h™".

Keines der getesteten Fe-Chelate reduzierte die Wasseraufnahme in Siikirschenfriichte (cv.

Sam) konsistent im Vergleich zur Wasserkontrolle (Tabelle 7).

Tabelle 7. Einfluss ausgewihlter Eisenchelate (10 mM) auf die Wasserautnahmerate (F)
durch das Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam). Die Wirkung der Eisenchelate wurde
beschrieben durch das Verhiltnis der Aufnahmeraten (E"/F' oder F"/E"), nachdem Wasser als
Donor (FI, 0 bis 0.75 h) durch eine Eisenchelatlosung ersetzt wurde (FH, 0.75 bis 1.5 h; F™,
1.5 bis 2.25 h).

Donor in Intervall n pH-Wert F'/F' + SE F"/F'+ SE

IT und III (Verhiltnis) (Verhiltnis)
H,0 26 5.5 0.83 +£0.04 ab' 0.82+0.03 b
EDTA-Fe(Ill)-Na 39 5.0 0.98+0.06 a 1.05+0.06 a
FeCl; 28 2.2 0.52+0.02 ¢ 0.49+0.04c
Fe(Il)-IDHA 16 4.1 0.71 +0.04 bc 0.72+0.03 b
Fe(IIT)-IDHA 17 59 0.79 £ 0.06 ab 0.94 + 0.05 ab

' Werte innerhalb der Spalten, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05). Mittelwerte der
Wasserkontrolle fiir F', F" und F'™ betragen 2.2+ 0.1, 1.9+ 0.1 und 1.9+ 0.2 mg h™".
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4.1.2.3.2 Zeitabhangigkeit

Bei der Inkubation in Wasser, FeCl; oder Fe(III)-Glucoheptonat nahm die Wasseraufnahme in
StiBkirschenfriichte (cv. Sam) nahezu linear zu. Die Wasseraufnahmeraten in FeCl; und
Fe(I1I)-Glucoheptonat lagen signifikant unter dem Niveau der Wasserkontrolle, unterschieden

sich aber nicht voneinander (Abbildung 10).

ol Abbildung 10. Einfluss von FeCl; und Fe(Ill)-
o~ "t :% Glucoheptonat (10 mM) auf den Zeitverlauf von
é § et i Wasseraufnahme und Wasseraufnahmerate (F;
g;ﬁ 5P o Inset) durch das Exokarp reifer Siikirschen-
§ i ® Ho friichte (cv. Sam).

ol .

000 075 150 225  3.00
Zeit (h)

4.1.2.3.3 Konzentrationswirkung

FeCl; reduzierte ab einer Konzentration von 0.1 mM die Wasseraufhahme in
StiBkirschenfriichte (cv. Sam) im Vergleich zur Wasserkontrolle um ca. 50%. Hohere
Konzentrationen (bis 10 mM) hatten statistisch gesehen keine zusitzliche Wirkung
(Abbildung 11). Die bei 100 mM auftretende ,,Wirkungserh6hung* beruht wahrscheinlich auf
der groferen Verringerung des osmotischen Potentials der Fe-Losung und der damit
verbundenen Reduktion der treibenden Kraft fiir die Wasseraufnahme im Vergleich zu den
geringeren Fe-Konzentrationen (osmotische Potentiale betrugen -0.12, -0.18 und -0.70 MPa
fiir Konzentrationen von 0, 10 und 100 mM). Fe(III)-Glucoheptonat war ebenso wirksam wie

FeCl; (Tabelle 8).
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Abbildung 11. Einfluss der Konzentration von

% 10 m;“” z :x_om FeCl; auf die Wasseraufnahme durch das Exokarp

_f/ <o % 1 N reifer Siikirschenfriichte (cv. Sam). Die Wirkung

E; 05F % Iogfnzenmm(mw von FeCl; wurde ausgedriickt durch das

_% o i \6_—?0 Verhiltnis der Wasseraufnahmeraten (F'/F' oder

W 0oL . . F"/F"), nachdem Wasser als Donor (F', 0 bis
0 5 10 100

0.75h) durch eine  FeCl;-Losung  mit

Konzentration (mM)
unterschiedlicher Konzentration ersetzt wurde
(E", 0.75 bis 1.5 h; F", 1.5 bis 2.25 h). Inset: Absolute Aufnahmeraten (F) in Intervall IT und
III. Die durchgehende und unterbrochene Linie kennzeichnet F' bzw. F" der

Wasserkontrolle.

Tabelle 8. Einfluss der Konzentration von FeCl; und Fe(Ill)-Glucoheptonat auf die
Wasseraufnahmerate (F) durch das Exokarp reifer Siikirschenfriichte (cv. Sam). Die Fe-
Wirkung wurde durch das Verhiltnis der Aufnahmeraten (F'/F', F''/F', F"V/F") ausgedriickt,
nachdem der Wasserdonor (F', 0 bis 0.75 h) durch eine Fe-Losung mit unterschiedlicher

Konzentration ersetzt wurde (FH, 0.75 bis 1.5 h; F™ 1.5 bis 2.25 h; FIV, 2.25 bis 3 h).

Donor ab Konzentration n F'/F' + SE F'/F +SE F/F +SE
Intervall II (mM) (Verhéltnis) (Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,O - 8 1.00+£0.04a" 1.00+£0.04a 097+0.05a
FeCl; 1 9 0.71+0.04b  0.63+£0.05b  0.63+0.04b
10 10 0.64+£0.03b 0.60+0.03b  0.61+0.04b
100 10 0.39+0.02¢ 0.41+0.03¢ 0.45+0.03¢
Fe(IlI)-Gluco- 1 10 0.74+0.03b 0.73+£0.02b  0.73+0.01b
heptonat 10 10 065+003b  0.60+0.03b  0.61+0.03b
100 10 0.37+£0.02¢ 0.34+£0.02¢ 0.34+0.02¢

"Innerhalb der

Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte

unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05). F, F', F" und FVY
betrugen in der Wasserkontrolle 5.0 + 0.4, 4.9+ 0.4, 49+ 0.4 und 4.8 + 0.3 mgh™'.
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Reversibilitat

Die Wasseraufnahme in Siikirschenfriichte (cv. Sam) wurde durch Anwesenheit von FeCls

um ca. 45% verringert. Wurde nachfolgend FeCl; durch eine FeCls-freie Donorlosung

(Wasser mit einem pH-Wert von 5.5 oder 2.6) ersetzt, nahm die durch Fe reduzierte

Wasseraufnahme geringfiigig zu, blieb aber signifikant unter der Wasseraufnahme der

Kontrolle (Abbildung 12).

12

[ee]

N

Wasseraufnahme
(x 103 g Frucht_l)

N S
Fx103ghl

o

[ ] HZO/HZO/HZO/HZO

o) HZO/FeC\3/FECI3/FeC\3

v H, OlFeC\alHZOIHZO

2
7 H,OlFeCl /HCIHCI
1 1

0.00 0.75 1.50 2.25 3.00
Zeit (h)

Abbildung 12. Reversibilitdit der Wirkung von
FeCl; auf die Wasseraufnahme durch das
Exokarp reifer Siikirschenfriichte (cv. Sam).
Hauptgrafik:  Kumulative = Wasseraufnahme.
Inset: Wasseraufnahmerate (F) in Abhédngigkeit
von der Zeit. Der Donor war Wasser mit
unverdndertem pH-Wert (pH 5.5; ,,H,O%) in der

Zeit von 0 bis 0.75 h, FeCl; (10 mM, pH 2.5;

,»FeCl3*) von 0.75 bis 1.5 h und erneut Wasser mit unverédndertem pH-Wert (pH 5.5; ,,H,O%)
oder Wasser mit verdndertem pH-Wert (pH 2.6; ,,HCI*) von 1.5 bis 2.25 h sowie von 2.25 bis

3 h (Pfeile kennzeichnen Zeitpunkte der Donorwechsel, Donorfolge siche Legende).

41235

Inkubationsdauer

Eine Inkubationsdauer in FeCls von mindestens 0.02 h (1 min, cv. Sam) oder 0.08 h (5 min,

cv. Summit) war notwendig, um die Wasseraufnahme in Siikirschenfriichte nachweisbar zu

reduzieren. Um die reduzierte Aufhahmerate auch bei anschlieBender Inkubation in Wasser

weiter aufrecht zu erhalten, war eine minimale Inkubationsdauer von 0.25h (15 min, cv.

Summit) und 0.5 h (30 min, cv. Sam) erforderlich (Abbildung 13).
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Abbildung 13. Einfluss der Inkubationsdauer von
reifen SiiBkirschenfriichten (A: cv. Sam; B: cv.
Summit) in FeCls auf die Wasseraufnahmerate (F)
durch das Exokarp. Der Donor war Wasser im
ersten (F', 0 bis 0.75h) und im dritten Intervall
(F™, 1.5 bis 2.25 h). Im zweiten Intervall (F", 0.75
bis 1.5 h) wurden die Friichte fiir 0 und 45 min, 1
und 44 min, 5 und 40 min, 15 und 30 min, 30 und
15 min sowie 45 und 0 min in 10 mM FeCl; bzw.
Wasser inkubiert. Der Einfluss von FeCl; wurde
durch die Verhiltnisse F'"/F' und F"/F'
ausgedriickt. Dargestellt sind Verdnderung der

Wasseraufnahmerate wéhrend Phase II (F'/F') und

I1I (F"/E") sowie absolute Wasseraufnahmerate im betreffenden Intervall (Inset).

4.1.2.3.6 Bestandigkeit der Wirkung nach unterschiedlicher Trocknungsdauer

Eine Vorinkubation in FeCl; und Fe(III)-Glucoheptonat verringerte die Wasseraufnahme in

StiBkirschenfriichte (cv. Sam) bis zu einer Trocknungdauer von 36 h. Langer zurilickliegende

Fe-Vorbehandlungen (72 und 144 h) hatten dagegen keine Wirkung mehr (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Einfluss der Trocknungsdauer nach

@ keine Vorbehandlung
O HO .
v Fecly Fe-Vorbehandlung auf die Wasseraufnahmerate (F)
v

Fe(lll)-Glucoheptonat

durch das Exokarp reifer Stkirschenfriichte (cv.
ML Sam). Friichte wurden fiir 0.75h entweder in
2t g% 10 mM FeCls oder 10 mM Fe(IlI)-Glucoheptonat

vorinkubiert. In zwei Kontrollbehandlungen

Fx102gh
S
T

0 6 12 40 &0 120 wurden die Friichte entweder nicht oder fiir 0.75 h

Trocknungsdauer (h)
in Wasser vorbehandelt. Nach der Vorbehandlung
wurden die Friichte fiir 0, 1, 6, 14, 36, 72 oder 144 h unter Laborbedingungen (25 °C,
45% RH) aufbewahrt. AnschlieBend wurde die Wasseraufnahmerate (F) in Wasser bestimmt.

Der Pfeil in der Abbildung kennzeichnet eine Trocknungsdauer von 36 h.

4.1.2.3.7 Einfluss auf groRenselektive Transportwege

Eine Vorbehandlung in FeCls reduzierte die Wasseraufnahmerate (F) von
StiBkirschenfriichten (cv. Sam) bei nachfolgender Inkubation in isotonischen Ldsungen der
eingesetzten Osmotika mit Ausnahme von PEG 6000. In isotonischen Losungen von
PEG 6000 fand sowohl nach Vorbehandlung in Wasser wie auch in FeCl; keine
Wasseraufnahme statt (Abbildung 15 A). Die durch FeCl; verursachte absolute Verringerung
von F (AF in gh™) war abhingig vom hydrodynamischen Radius (r) des Osmotikums
(Abbildung 15 B). Relativ zur Aufnahmerate nach Vorbehandlung in Wasser war AF (in %)
bei Inkubation in einer isotonischen Losung von Saccharose (r=0.47 nm) am grofiten

(Abbildung 15 B, Inset).
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Al A Abbildung 15. (A) Einfluss von Osmotika mit
~ 3} unterschiedlichem Molekulargewicht (MW) auf
< Vorbehandlung die Wasseraufnahmerate (F) durch das Exokarp
C?E reifer StBkirschenfriichte (cv. Sam) nach Fe-
L Vorbehandlung. Die Friichte wurden in Wasser

n . . . . (22min) oder in 10mM FeCl; (45 min)

0 100 200 _3100 6000 vorbehandelt und anschlieBend in isotonischen
16 B — Losungen (Wi = Yrmuen) von Osmotika mit
o~ l2f s§§§ ) unterschiedlichem MW inkubiert. (B) Durch
;” 08 - %mgm':: . s FeCls verursachte Verringerung von F (AF) in
i o Abhiingigkeit vom hydrodynamischen Radius (r)
< 04T des Osmotikums. AF wurde berechnet, indem F
00 nach  Fe-Vorbehandlung von F  nach

0.0 0.2 0.4 0.6 2.4

o) Wasservorbehandlung subtrahiert wurde. Inset:

Prozentualer Anteil von AF an F nach
Vorbehandlung in Wasser. Die eingesetzten Osmotika waren NaCl (MW =58 g mol’,
et =0.18 x 10°m),  Glycerin ~ (MW=92gmol’, r=023x10"m),  Mannit
MW =182¢ mol™, r=0.36 x 10° m), Saccharose (MW = 342 g mol”, r=0.47 x 10° m)
und PEG 6000 (MW =6000 gmol”, r=2.3x 10°m). Wasser (MW =18 g mol™,

r=0.11 x 10” m) fungierte als Kontrolle.

4.1.2.3.8 Einfluss auf Locher und Risse

Im Allgemeinen hatte FeCl; keinen Einfluss auf die Wasseraufnahme durch induzierte Locher
im Exokarp (cv. Sam; sieche Wirkung auf die Penetrationswege ,,2 Locher* und ,,8 Locher in
Tabelle 9). Dagegen verringerte FeCl; die Wasseraufnahme durch kiinstlich erzeugte Risse in

der CM signifikant (cv. Sam; siche Einfluss auf Penetrationsweg ,,Risse* in Tabelle 10).
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Tabelle 9. Einfluss von FeCl; auf die Wasseraufnahmerate (F) durch Locher im Exokarp auf
der Seite ohne Naht reifer Siikirschenfriichte (cv. Sam). Friichte mit 0, 2 und 8 induzierten
Lochern wurden zunichst in Wasser (F', 0 bis 0.75 h) und in den 2 folgenden Intervallen
entweder in Wasser oder in 10 mM FeCls (FH, 0.75 bis 1.5 h; F™ 1.5 bis 2.25 h) inkubiert
(Donorfolge siehe Tabellenkopf; n =9 bis 10 Friichte pro Lochzahl und Donorfolge). F durch
Locher wurde durch Differenzbildung berechnet (Frscher = FemiLocher - Fom), da Locher einen
parallelen Transportweg zur CM darstellen. Der Einfluss von FeCl; auf jeden
Penetrationsweg (CM und/oder Locher) wird durch das Verhéltnis zwischen den
Aufnahmeraten entlang der jeweiligen Penetrationswege aus zweitem und ersten (F'/F')

sowie aus dritten und erstem Intervall (F""/F") ausgedriickt.

Penetrationswege F'/F' + SE (Verhiltnis) F/F' + SE (Verhiltnis)
H,O/H,O/H,O H,O/FeCl3/FeCl;  H,O/H,O/H,O  H,O/FeCls/FeCl;

CM 0.80+0.06a" 0.55+0.04b 0.85+0.04 a 044 +0.05b

CM + 2 Locher 0.84+0.03 a 0.67+0.03b 0.87+0.02 a 0.65+0.04b

CM + 8 Locher 0.84+0.03 a 0.72+0.04b 0.93+0.02 a 0.70£0.04 b

2 Locher 0.86+0.05a 0.75+0.05a 0.89+0.04 a 0.79+0.07 a

8 Locher 0.84+£0.03a 0.75+0.05a 0.94+0.03a 0.74+0.05b

"nnerhalb der Verhiltnisse nebeneinander stehende Werte, die mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range
Test, P =0.05). F' der Wasserkontrollen betrugen 2.0 0.1, 5.5+ 0.3 und 15.4+ 0.8 mgh™
fiir die Penetrationswege ,,CM*, ,,CM + 2 Locher” und ,,CM + 8 Locher®.
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Tabelle 10. Einfluss von FeCl; auf die Wasseraufnahmerate (F) durch Risse im Exokarp auf
der Seite ohne Naht reifer Siikirschenfriichte (cv. Sam). Friichte ohne und mit induzierten
Rissen wurden zunichst in Wasser (F', 0 bis 0.75h) und in den 2 folgenden Intervallen
entweder in Wasser oder in 10 mM FeCls (FH, 0.75 bis 1.5 h; F™ 1.5 bis 2.25 h) inkubiert
(Donorfolge siehe Tabellenkopf; n=9 bis 10 Friichte pro Donorfolge fiir Friichte mit und
ohne Risse). F durch Risse wurde durch Differenzbildung berechnet (Frisse = Femirisse - Fem),
da Risse einen parallelen Transportweg zur CM darstellen. Der Einfluss von FeCls auf jeden
Penetrationsweg (CM und/oder Risse) wird durch das Verhiltnis zwischen den
Aufnahmeraten entlang der jeweiligen Penetrationswege aus zweitem und ersten (F'/F')

sowie aus dritten und erstem Intervall (F""/F") ausgedriickt.

Penetrationswege  F /F + SE (Verhiltnis) F/F' + SE (Verhiltnis)
H,O/H,O/H,O  H,O/FeCls/FeCl; H,O/H,O/H,O H,O/FeCls/FeCls
CM 0.87 +0.05 a' 0.58+0.04 b 0.88+0.05a 047+0.04b
CM + Risse 0.68 £0.03 a 0.47+0.03b 0.62+0.02a 046+0.03b
Risse 0.65+0.03a 0.46+0.03b 0.59+0.02a 045+0.03b

"Innerhalb der Verhiltnisse nebeneinander stehende Werte, die mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range
Test, P=0.05). F' der Wasserkontrollen betrugen 2.7+ 0.6 und 26.0+ 1.8 mgh™ fiir die
Penetrationswege ,,CM*“ und ,,CM + Risse*.

4.1.2.3.9 Wirkung auf die Stiel/Fruchtverbindung

FeCl; 1ibte keinen signifikanten Einfluss auf die Wasseraufnahme entlang der

Stiel/Fruchtverbindung von SiiBBkirschenfriichten (cv. Sam) aus (Tabelle 11).
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Tabelle 11. Einfluss von FeCls; auf die Wasserautnahmerate (F) entlang der
Stiel/Fruchtverbindung reifer Siikirschenfriichte (cv. Sam). Die Wasseraufnahme wurde auf
die Stiel/Fruchtverbindung begrenzt, indem die ganze Frucht mit Ausnahme der
Stiel/Fruchtverbindung mit Silikon iiberzogen wurde. Der Salzeinfluss wurde charakterisiert
durch das Verhiltnis der Aufnahmeraten (F"/E' oder F"'/F') nachdem Wasser als Donor (F', 0
bis 0.75 h) durch 10 mM FeCl; ersetzt wurde (F", 0.75 bis 1.5 h; F'", 1.5 bis 2.25 h).

Donor in Intervall n FYF' + SE F/F' £ SE
IT und III (Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,0 20 0.76 £0.05 a' 0.76 £0.04 a
FeCls 20 0.62+0.04 a 0.66+0.05a

" Untereinander stehende Werte, die von gleichen Buchstaben gefolgt werden, unterscheiden
sich nicht signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05). F', F' und F"" betragen in
der Wasserkontrolle 10.9+1.2,8.4+1.0und 83+ 1.1 mgh™.

4.2 Einfluss von Fe-Salzen auf das Platzen von intakten Friichten

Wurden Siikirschenfriichte (cv. Hedelfinger, Summit, Van) direkt in Lésungen von FeCls
oder Fe(III)-Glucoheptonat inkubiert, dann erfolgte schon bei einer Konzentration von 1 mM
eine signifikante Reduktion der Platzanfilligkeit im Vergleich zur Wasserkontrolle. Dagegen
konnte nach einer Spritzapplikation von FeCl; oder Fe(Ill)-Glucoheptonat im Freiland bei
allen drei Sorten eine signifikante Reduktion des Platzens erst bei einer Konzentration von
100 mM nachgewiesen werden (Abbildung 16; Tabelle 12; Abbildung 30, Anhang). FeCls
und Fe(III)-Glucoheptonat unterschieden sich nicht in ihrer Wirkung auf das Platzen von

Kirschfriichten (Tabelle 12).
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Abbildung 16. Vergleich der Wirkung von FeCls bei direkter Inkubation der Friichte (A, C, E)
und nach Spritzapplikation im Freiland (B, D, F) auf die Platzhdufigkeit von reifen

StiBkirschenfriichten verschiedener Sorten (A, B: cv. Hedelfinger; C, D: cv. Summit; E, F: cv.

Van). Der Anteil geplatzter Friichte wurde entweder durch direkte Inkubation der Friichte in

eingesetzt.

FeCl; oder 12h nach erfolgter Spritzapplikation von FeCls in der Obstanlage durch

Inkubation in Wasser bestimmt. FeCl; wurde bei Konzentrationen von 1, 10 und 100 mM
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Tabelle 12. Einfluss von FeCl; und Fe(Ill)-Glucoheptonat auf den Platzindex von reifen
StiBkirschenfriichten ausgewéhlter Sorten (Abbildung 16; Abbildung 30, Anhang). Der
Platzindex wurde entweder durch direkte Inkubation der Friichte in den angegebenen Fe(III)-
Losungen oder 12 h nach erfolgter Spritzapplikation der Fe(IlI)-Losung in der Obstanlage

durch Inkubation in Wasser bestimmt.

Préaparat Konz.  Platzindex + SE bei Direktinkubation Platzindex + SE nach Spritzapplikation
(mM)  Hedelfinger Summit Van Hedelfinger Summit Van
H,O - 64.0+82a 374+5.1a 82.0+3.8a 86.0£35a 604+4.6a 844+1.8a
FeCls 1 15.6+£2.8b 10.8+2.0b 57.6+88b 71.2+5.6ab 57.6+48a 77.6+1.6a
10 6.0=£04b 0.0£00b 56+x24c¢ 56.8 + 8.8 abc 504+24a 704+56a
100 20+£2.0b 0.0=£0.0b 0.0+0.0c 252+12¢ 9.6+0.8b 36.8+3.2b
Fe(11D)- 1 19.6 £ 8.4 Db 40+1.6b 540+6.0b 724+6.0a 540+12a 824+32a
}?ell‘)‘foor;at 10 20+2.0b 0.0+0.0b 44+04c 528+160abc 468+60a  768+08a
100 08+0.8b 124120 00+0.0¢c 34.8 +0.4 be 132+52b 476+28b

" Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte unterscheiden sich signifikant (TUKEYS
Studentized Range Test, P = 0.05).

4.3 Diffusion von radioaktiv markierten Substanzen durch Exokarp-
segmente und isolierte Kutikulas

4.3.1 Einfluss von FeCl; auf die Diffusion von 3'H20

4.3.1.1 Zeitabhangigkeit

Die Penetration von 3H20 durch ES (cv. Sam) nahm in Abwesenheit von FeCl; nahezu linear
mit der Zeit zu, die Penetrationsrate blieb konstant (Abbildung 17). Wurde 27 h nach Beginn
des Experiments dagegen der Wasserdonor durch eine 10 mM FeCl;-Losung ersetzt,
reduzierte sich innerhalb von 26 h die Penetrationsrate um ca. 60%. Die Penetrationsrate blieb
verringert, wenn FeCls als Donor wieder durch Wasser ersetzt wurde. Da treibende Kraft und
Penetrationsquerschnitt im Verlauf des Experiments konstant waren, entsprach die Anderung

der Penetrationsrate einer Anderung der Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Py).
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Abbildung 17. Einfluss von FeCl; auf den

Zeitverlauf der Diffusion von °H,O durch

10FA M

Exokarpsegmente (ES) aus SiiBkirschenfriichten
5 -
M (cv. Sam, n=8ES). Dargestellt sind

/ kumulative Penetration (A) und

Penetration
(x 10° dpm Zzelle'd)

® H,0MH,0H,0

0 O M20FeclylO Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pg; B) von *H,0O

15+ B im Zeitverlauf. In Phase I des Experiments (0

oA bis 26 h) fungierte entionisiertes Wasser als
092 Lor w/' Donor. Fiir Phase I (27 bis 100 h) wurde
S; 05 - Wasser durch 10 mM FeCl; als Donor ersetzt.
R theting In Phase II (101.75 bis 165.75 h) wurde wieder

00— ” 100 150 Wasser als Donorldsung eingesetzt. In der

Zeit (h) Kontrollbehandlung wurde iiber die gesamte

Zeitdauer (0 bis 165.75 h) Wasser als Donor verwendet.

4.3.1.2 Spaltéffnungsdichte

Py fur 3H20 nahm in Abwesenheit von FeCls linear mit ansteigender Spaltéffnungsdichte zu
(Abbildung 18 A). Wurde FeCls als Donor angeboten, dann wurde P4 um so stirker reduziert,
je hoher die Spaltoffnungsdichte war (Abbildung 18 B). Zwischen der durch FeCl;
verursachten Verringerung von P4 und der Stomatadichte bestand eine positive lineare
Beziehung (Abbildung 18 C). Die Achsenabschnitte der Regressionslinien in Abbildung 18 A
und B beschreiben die Selbstdiffusionsleitfahigkeit einer hypothetischen astomatéren ES (cv.
Sam). Diese Achsenabschnitte unterschieden sich in Ab- (P4') und Anwesenheit von FeCls
(P4") nicht voneinander [Pg' = 0.53 (+ 0.16) x 10® m s™; P¢" = 0.52 (+ 0.08) x 10®* m s™']. Das
bedeutet, dass FeCls auf astomatidre ES (cv. Sam) keine Wirkung ausiibte. Auch die an
astomatidren ES von cv. Adriana bestimmten Leitfdhigkeiten in Ab- und Anwesenheit von

FeCl; bestitigten diese Schlussfolgerungen.
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Abbildung 18. Beziehung zwischen der

3 f sam . ) Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pg) von *H,0 und der
wg oL v * Spaltéffnungsdichte (dy,) von Exokarpsegmenten
i (ES) aus SiBkirschenfriichten in Ab- und
e 1 'é )y Anwesenheit von 10 mM FeCls. Dargestellt sind
ol .. . . . Einzelbeobachtungen (cv. Sam, n= 16 ES) und
sl B Mittelwerte (cv. Adriana, n=8 ES; Daten aus
Yo Tabelle 13) der Leitfahigkeiten in Ab- (Pg'; A) und
@; 2r Anwesenheit von FeCl; (P4"; B) sowie die durch
:\Z a o °® FeCls verursachte absolute Verringerung der
: ¢ ’ ® o Leitfahigkeit (Pg' - P¢"; C). Die Regressions-
OF Ic ' ' ' gleichungen lauteten: Pd (108 ms™) =
3r 0.53 (£ 0.16) + 0.68 (£ 0.08) x dy, (mm™),

?=0.83"",  P=0.0001; P 10*msh)=
0.52 (£ 0.08) + 0.12 (£ 0.04) x dg (mm™),
=037, P=001; Pd-P (10 msh)=
0.02 (£ 0.12) + 0.56 (£ 0.06) x dg, (mm™),

2 »=0.86,P=0.0001.

| 1] -8 -1
Pg -Pg (x10 "ms ™)
N
T

4.3.1.3 Astomatare Exokarpsegmente und isolierte Kutikulas

An astomatiren Systemen konnte (i) unabhingig von der Art (Vergleich zwischen
StiBkirsche, Tomate und Paprika) und (ii) unabhdngig von der Anwesenheit der Zellwand
(Vergleich zwischen ES und CM aus Siikirschen) keine Wirkung von FeCls auf die *H,O-
Leitfahigkeit nachgewiesen werden (Tabelle 13).
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Tabelle 13. Einfluss von FeCl; (10 mM) auf die Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pg) von *H,O
bei astomatdren Exokarpsegmenten (ES) oder isolierten Kutikulas (CM) aus Friichten der
StiBkirsche (cv. Adriana), Tomate (cv. unbekannt) und Paprika (cv. Jive). Die Donorlésung
war entionisiertes Wasser in Phase I und 10 mM FeCl; in Phase II. Dargestellt sind die
Leitfihigkeiten in der entsprechenden Phase (P4, P4") sowie die relative Verinderung der

Leitfihigkeit infolge des Donorwechsels (P4"/Pg').

Art Objekt n Py+ SE (x 10%ms™) P4'/P4' + SE

Py Py’ (Verhiltnis)
SiBkirsche ES 8 1.04+£023ab(a)) 094+0.16ab(a) 0.94+0.04a(a)
StuBkirsche CM 8 1.98 £0.42 a (a) 1.98£049a(a) 0.99%0.05a(a)
Tomate CM 8 0.40+0.09 b 0.41£0.09b 1.04+0.04 a
Paprika CM 8 0.74+0.22b 0.71+0.19b 1.01+0.03 a

! Untereinander stehende Werte, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05). Buchstaben in
Klammern kennzeichnen die Mittelwerttrennung innerhalb der SiiBlkirsche.

4.3.1.4 Positionierung von FeCls

Der Einfluss von FeCl; auf die *H,O-Leitfihigkeit von ES (cv. Sam) war abhingig von der
Positionierung von FeCl; (Fe in Donor vs. Receiver), jedoch unabhédngig von der Orientierung
der ES (AuBenseite zum Donor vs. Innenseite zum Donor, dadurch entgegengesetzte
Flussrichtung von “H,O; Tabelle 14). Die groBte Wirkung wurde erzielt, wenn FeCl; an der
morphologischen Aulenseite (Donorseite) der ES angeboten wurde. In diesem Fall wurde die
Leitfahigkeit um durchschnittlich 63% reduziert. Wurde dagegen FeCl; an der
morphologischen Innenseite (Receiverseite) der ES angeboten, betrug die Verringerung der
Leitfahigkeit im Mittel nur 16%. Bei einem gleichzeitigem Angebot von FeCl; an beiden
Seiten der ES konnte keine Verringerung der Leitfihigkeit fiir *H,O festgestellt werden.
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Tabelle 14. Einfluss der Positionierung von FeCls auf die Selbstdiffusionsleitfahigkeit (Py) fiir
‘H,0O von Exokarpsegmenten (ES) aus SiiBkirschenfriichten (cv. Sam). In Phase I des
Experiments wurde die Leitfahigkeit vor Induktion der Fe-Wirkung (P,') bestimmt. Wéhrend
Phase II wurde der Fe-Einfluss induziert, indem 10mM FeCl; an der Donorseite
(,,FeCl3/H,0%), Receiverseite (,,H,O/FeCl;*) oder beidseitig an Donor- und Receiverseite der
ES (,,FeCls/FeCl;*) angeboten wurde. In Phase III wurde die Leitfahigkeit nach Induktion der
Fe-Wirkung (P4") in Abhingigkeit von der Orientierung der ES ermittelt. Der Einfluss von
FeCl; wurde durch das Verhiltnis (Pg"/P") zwischen der Leitfihigkeit nach (P4™) und vor
Induktion der Fe-Wirkung (P4') dargestellt.

Donor/Receiver in P4"/P4' + SE bei folgender Orientierung
Phase 11 der ES in Phase 111
CM-Seite zum Zellwandseite zum Mittelwert
Donor Donor (Behandlung)
H,0O/H,0 0.93 +0.03 a' 1.06 +£0.03 a 1.02 a*
FeCl;/H,O 0.36 £0.04 b 0.39+£0.02 ¢ 0.37c¢
H,O/FeCl; 0.90+£0.04 a 0.73+£0.04 b 0.84b
FeCls/FeCl; 1.03+0.03 a 1.00+0.07 a 1.02a
Mittelwert 0.78 a° 0.80 a
(Flussrichtung)

'Die Mittelwerttrennung innerhalb der gleichen Orientierung erfolgte nach TUKEYS
Studentized Range Test (P = 0.05).

?Nach zweifaktorieller ~Varianzanalyse iibten Behandlung (P =0.0001) sowie
Wechselwirkung zwischen Behandlung und Orientierung (P = 0.01) signifikante Wirkung
aus. Dagegen besal} die Orientierung (P = 0.81) keinen signifikanten Einfluss. Die Trennung
der Mittelwerte wurde mit dem TUKEYs Studentized Range Test (P = 0.05) durchgefiihrt.

4.3.1.5 Receiver-pH und Citratpuffer

Wurde bei der Induktion der Fe-Wirkung auf ES (cv. Sam) entionisiertes Wasser als
Receiverlosung eingesetzt, verringerte FeCly die *H,O-Leitfdhigkeit bei pH-Werten >3 im
Receiver, nicht dagegen bei pH 2. (Abbildung 19). Jedoch hatte FeCls keinen Einfluss auf die
Leitfdhigkeit, wenn Citronensdure unabhédngig von dem eingestellten pH-Wert als

Receiverlosung verwendet wurde (Abbildung 19).
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Abbildung 19. Einfluss von FeCl; auf die
Selbstdiffusionsleitfahigkeit (Pg) von *H,O bei
Exokarpsegmenten aus Siilkirschenfriichten (cv.
Sam) in Abhédngigkeit von dem pH-Wert im
Receiver (n = 8 ES). Das Experiment bestand aus
3 Phasen mit entionisiertem Wasser als Donor
und Receiver in den Phasen I (P4') und IIT (P4™).
In Phase II wurde die Fe-Wirkung induziert,

indem 10 mM FeCls als Donor und entionisiertes Wasser oder 10 mM Citronensdure mit

unterschiedlich eingestelltem pH-Wert als Receiver eingesetzt wurden (siche Legende).

Dargestellt ist das Verhiltnis aus der Selbstdiffusionsleitfahigkeit (Pg"/P4') nach Induktion
der Fe-Wirkung (P4™) und der Leitfihigkeit davor (Pg').

Die nach Induktion der Fe-Wirkung reduzierte Leitfdhigkeit bei pH >3 im Wasserreceiver

(Abbildung 20, Intervall III) wurde wieder aufgehoben, wenn Wasser durch Citronenséure als

Donor- und Receiverlosung im Intervall IV ersetzt wurde.

Rec: H,0

[

Pq (X 108 m s'l)

Do: H,0 @ Do:FeCly

Rec: H,0 bei
pH 2.0

O Do: FeCly

Rec: H,0 bei
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Abbildung 20. Einfluss von FeCl; (10 mM) auf
die Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Py) von *H,O
bei Exokarpsegmenten aus SiiBBkirschfriichten (cv.
Sam) im Zeitverlauf. Phase I kennzeichnet P4 vor
Induktion der Fe-Wirkung (Do: H,O, Rec: H,0).
In Phase II wurde der Fe-Einfluss induziert [Do:
10 mM FeCl;, Rec: H,O bei pH 2.0 (n=4 ES)
oder H,O bei pH >3 (n =12 ES)]. Phase III (Do:

H,0, Rec: H,O) und Phase IV (Do: 10 mM Citronensdure, Rec: 10 mM Citronenséure)

beschreiben P4 nach Induktion der Fe-Wirkung.
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4.3.1.6 Temperaturabhéangigkeit

Die *H,O-Leitfihigkeit von ES (cv. Hedelfinger) nahm mit ansteigender Temperatur zu,
sowohl nach Vorbehandlung mit FeCl; wie auch in der Kontrolle (Abbildung 21 A). Die
Arrhenius-Plots waren zwischen 15 und 45°C linear (r* > 0.99; Abbildung 21 B). Durch die
Vorbehandlung mit FeCl; wurde die Steigung des Arrhenius-Plots, d.h. die
Temperaturabhéngigkeit des Wassertransportes (Aktivierungsenergie, E;), erhoht (Tabelle
15). Die {iiber alle untersuchten Sorten gemittelte Aktivierungsenergie fiir die Diffusion von
*H,0 war nach einer Vorbehandlung mit FeCl; signifikant héher als in der Kontrolle (Tabelle

15).

6 A Abbildung 21. Einfluss einer Vorbehandlung mit
~ Vorbehandiung FeCl; auf die Temperaturabhdngigkeit der
'\; T (20/ EZCC))/ Hp0 Diffusion von *H,O durch Exokarpsegmente (ES)
i o e aus StiBkirschenfriichten (cv. Hedelfinger). In der
o” I Vorbehandlung (Dauer 46 h) wurde 10 mM

o . : . . FeCls; an der morphologischen Auflenseite (Do)

° 10 20T (QC)30 0% und entionisiertes Wasser an der

5 B morphologischen Innenseite (Rec) der ES

o a1sh angeboten. Bei der Kontrollbehandlung wurde
é entionisiertes Wasser auf beiden Seiten der ES
g T eingesetzt. Dargestellt sind (A)
st Selbstdiffusionsleitfdhigkeit (P4) fiir *H,O in

a1 3f 3 3f 2 3i . .5  Abhingigkeit von der Temperatur sowie (B) der

UT (x10° K™ Arrhenius-Plot der in A dargestellten Daten.
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Tabelle 15. Einfluss einer Vorbehandlung mit FeCl; auf die Aktivierungsenergie (E,) der
Diffusion von *H,O durch Exokarpsegmente (ES) aus Siifkirschenfriichten verschiedener
Sorten (Abbildung 21). In der Vorbehandlung (Dauer 46 h) wurde 10 mM FeCl; an der
morphologischen AuBenseite (Do) und entionisiertes Wasser an der morphologischen
Innenseite (Rec) der ES angeboten. Bei der Kontrollbehandlung wurde entionisiertes Wasser
auf beiden Seiten der ES eingesetzt. Die Andemng der E, (AE,) wurde aus der Differenz

zwischen der E, nach Wasservorbehandlung und der E, nach Fe-Vorbehandlung berechnet.

Sorte dgo + SE' n’ E, + SE (kJ mol™) nach Mittelwert  AE,
(mm?) Vorbehandlung (Do/Rec)  (Sorte) (kJ mol™)
H,0/H,0  FeCly/H,0
Adriana 0.09+0.02  8/7 512+13  569+42 539a 5.7
Hedelfinger 1.57+0.12  8/8 49.1+£55 642+62 56.7a 15.1
Sam 0.80+0.07  8/8 393+2.1 413+27  403b 2.1
Mittelwert (Vorbehandlung) 46.5b° 54.0 a 7.6

' Die Bestimmung der mittleren Stomatadichte (dg,) erfolgte an 10 ES (cv. Adriana, cv.
Hedelfinger) oder 15 ES (cv. Sam).

2 Werte vor dem Schrégstrich kennzeichnen die Vorbehandlung ,,H,O/H,O%, Werte dahinter
die Vorbehandlung ,,FeCl;/H,O%.

>Nach zweifaktorieller Varianzanalyse iibten Sorte (P =0.0004) und Vorbehandlung
(P=0.03) signifikante Wirkungen aus. Die Wechselwirkung zwischen Sorte und
Vorbehandlung war nicht signifikant (P = 0.27).

4.3.2 Diffusion von radioaktiv markierten organischen Séuren (*C-NAA und
4C-2,4-D)

4.3.2.1 Temperaturabhéangigkeit

Die Leitfahigkeit (Pg) fiir '*C-NAA von ES (cv. Sam) war bei pH 2.2 (NAA undissoziiert) um
ungefdhr eine Zehnerpotenz hoher als bei pH 6.2 (NAA dissoziiert; Abbildung 22 A). Py flr
die dissoziierte NAA hatte eine dhnliche GroBenordnung wie fiir *H,O. Bei beiden pH-Werten
erhohte sich Py mit ansteigender Temperatur (Abbildung 22 A). Die Arrhenius Plots zeigten
sowohl bei pH 2.2 (> = 1.00) wie auch bei pH 6.2 (r* = 0.98) einen linearen Verlauf. Jedoch
waren die Anstiege der Arrhenius Plots bei pH 2.2 signifikant hoher als bei pH 6.2
(Abbildung 22 B). Damit war die Aktivierungsenergie (E,) fiir die Diffusion von
undissoziierter NAA groBer als diejenige von dissoziierter NAA (67.0+ 1.7 und
51.8+1.9kJmol’ fir pH22 und pHG6.2; Abbildung 22B). Zwischen den
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Aktivierungsenergien und der Spaltdffnungsdichte bestand bei pH 6.2 (NAA dissoziiert;
’=0.84"" P= 0.0001) eine engere Bezichung als bei pH 2.2 (NAA undissoziiert; r* = 0.30",
P=0.03).

25 A 25 Abbildung 22. Einfluss der Temperatur auf
W, 20t {20 ¥, die Diffusion von '“C-NAA durch
e ® pH22 p
®, 15f {115 %, Exokarpsegmente aus Siilkirschenfriichten
< ok {10 % (cv. Sam). (A) Einfluss der Temperatur auf
o o
. <l ° M| s o die Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pg) von
. , , , 0o "“C-NAA bei pH2.2 und pH6.2. (B)
0 10 T (2°OC) %0 40 Arrhenius Plot der in B dargestellten Daten.
1 5 Die aus dem Anstieg der Regressionslinien
er berechneten mittleren Aktivierungsenergien
< art
£ (Ea) betrugen 67.0+1.7 und
= 51.8+ 1.9 kJ mol” bei pH2.2 und pH 6.2.
T (C) E, fiir die Diffusion von "“C-NAA bei
20 . . . . pH 2.2 und pH 6.2 in Abhingigkeit von der
3.2 3.3 34 35 36 ) ' . .
UT x 103 kY Spaltéftnungsdichte (dy,). Die Regressions-
e c gleichungen lauteten: pH 2.2:
~ 6010280 o E, (kJ mol™) = -4.4 (+ 1.8) x dg (mm™) +
:3, ol o0 o 712(x23), =030, P=0.03 und
e pH6.2:  E,(kJmol™")=-82 (+ 1.0) x dgo
2r (mm?)+59.7(£12), r*=084"", P=
o+ ' ' ' ' 0.0001.
00 05 10 15 20 25
dsto (mm'z)

4.3.2.2 Einfluss von FeCl;

Eine Behandlung von stomatiren ES (cv. Sam) mit FeCl; reduzierte die Leitfahigkeit (Pg")
fiir NAA sowohl bei pH 2.2 (NAA undissoziiert) wie auch bei pH 6.2 (NAA dissoziiert)
Jedoch war die Fe-Wirkung (angegeben durch das Verhiltnis P4"/P4') bei pH 6.2 (NAA
dissoziiert) um das 2-fache groBer als bei pH 2.2 (NAA undissoziiert; Tabelle 16). Die
Verringerung der Leitfdhigkeit durch FeCl; hatte bei der dissoziierten NAA
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(P4"/P4' = 0.43 £ 0.03) eine dhnliche GroBenordnung wie bei *H,O. Diese Ergebnisse wurden

in einem analogen Experiment mit 2,4-D bestétigt.

Tabelle 16. Einfluss von FeCl; auf die Selbstdiffusionsleitfahigkeit (P4) fiir "“C-NAA und
'4C-2,4-D von Exokarpsegmenten (ES) aus Siikirschenfriichten (cv. Sam) in Abhingigkeit
von dem pH-Wert. In Phase I wurde die Leitfihigkeit vor Induktion der Fe-Wirkung (Pgd)
bestimmt. Wéhrend Phase II wurde der Fe-Einfluss induziert, indem der radioaktiv markierte
NAA- oder 2,4-D-Donor durch 10 mM FeCls ersetzt wurde. In Phase III wurde FeCl; als
Donor wieder durch NAA oder 2,4-D ersetzt und die Leitfahigkeit nach der Fe-Behandlung
(PdHI) ermittelt. Der Einfluss von FeCl; wurde durch das Verhéltnis (PdHI/PdI) zwischen der

Leitfahigkeit nach (P4") und vor Induktion der Fe-Wirkung (P4') dargestellt.

Saure pH Anteil n P+ SE (10'8 m s'l) Verhiltnis
dissoziiert
(% )1 Pdl Pdm PdIII /PdI +SE
MC-NAA 22 09 8 7.73+1.78a>  637+142a  0.83+0.02a
62 989 8 089+0.11b 0.38+0.06b  0.43+0.03b
“C24-D 22 266 8 56l+l1.1la 431+084a  0.78+0.03a
6.2  100.0 8 1.01+0.09b 047+0.04b  047+0.01b

" Werte wurden mit der HENDERSON-HASSELBALCH-Puffergleichung berechnet.

*Werte innerhalb der Spalten und Séiuren, die mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test,
P =0.05).

4.3.3 Diffusion von *FeCl;

4.3.3.1 Receiver-pH

Die Penetration von ““FeCl; aus einem FeCls-Donor (10 mM, pH 2.3) durch ES (cv. Sam)
nahm bei pH 2 im Wasserreceiver nahezu linear mit der Zeit zu. Wurde der Receiver-pH von
2 auf 6 erhdht, war eine *°FeCls-Penetration nicht mehr nachweisbar (Abbildung 23 A und B).
Generell war keine Penetration von >>FeCls messbar, wenn der pH-Wert im Receiver hoher

war als der pH des FeCls-Donors (Receiver-pH 3, 4.5 oder 6; Abbildung 23 C).
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4
! I Abbildung 23. Zeitverlauf von Penetration (A) und
. i Rec-pH 2 Rec-pH 6
Ty ° o Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pg; B) von FeCls durch
£ 3
% g 2r Exokarpsegmente (ES) aus SiiBBkirschenfriichten (cv.
* mﬁ 1r Sam, n=4 ES) in Abhédngigkeit vom pH-Wert im
0fe . . . . AI Receiver. Als Donorlésung wurde iiber die gesamte
B Zeit 10 mM FeCls eingesetzt. Der Receiver war in
‘_r\ 1'0 B q . . . . .
i Phase I (0 bis 47 h) entionisiertes Wasser mit pH 2 und
% .l wihrend Phase I (47.5 bis 95.5h) entionisiertes
o Wasser mit pH 6. (C) Py fiir FeCl; in Abhingigkeit
0.0k, . L | von dem pH-Wert im Receiver. Der Donor war 10 mM
0 20 40 60 80 100 ) o )
Zeit () FeCls und der Receiver entionisiertes Wasser mit pH 2,
o or ¢ 3, 4.5 oder 6 (n =4 ES pro pH-Wert).
E
'S 05Ff
5
0.0 . , . . ’
2 3 4 5 6
Receiver-pH

4.3.3.2 Positionierung von FeCl3

Die Diffusion von “FeCl; durch ES (cv. Sam) war abhingig von der Positionierung der
FeCl;-Donorlosung (10 mM) an AuBlen- oder/und Innenseite der ES. Eine Penetration von
>FeCl; war nur dann messbar, wenn FeCl; (10 mM) auf beiden Seiten des Exokarps, d.h. in

Abwesenheit eines pH-Gradienten, angeboten wurde (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Einfluss der Positionierung von

08 f
Positionierung von FeCl
P ®  AuBenseite der s FeCl; (10 mM) auf Penetration (A) und
'2 06F O Inljensle}te der ES
% i v beldseitig der £S Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pg; B) von *>FeCls
5 E 04t
C;L'cjmi durch Exokarpsegmente (ES) aus Siilkirschen-
% 02r friichten (cv. Sam). Als Donorldsung wurde
0.0 |- . ) —° 1I0mM FeCl; an der morphologischen
4r B AuBenseite oder/und Innenseite der ES
F"; 3t angeboten (n=5 bis 6ES). Bei einem
3,0 2k einseitigen Einsatz von FeCl; als Donor
< 1 fungierte entionisiertes Wasser (pH 5.5) als
[a
ol O\W/¢ Receiver. In der Abbildung sind die schwarz-

0 10 20 20 gefiillten Punkte (Behandlung ,,Auenseite der
zeit () ES*) teilweise durch die weiB-gefiillten Punkte

(Behandlung ,,Innenseite der ES*) verdeckt.

4.3.3.3 Spaltoffnungsdichte

Bei Receiver-pH2 nahm die Leitfihigkeit fir “FeCl; linear mit ansteigender
Spaltéffnungsdichte zu (Abbildung 25 A). Wurde dagegen der Receiver-pH 2 auf 6 erhoht,
dann wurde die Leitfdhigkeit um so stirker reduziert, je hoher die Spaltdffnungsdichte war
(Abbildung 25 B) Zwischen der durch die pH-Anderung im Receiver verursachten
Verringerung der Leitfdhigkeit und der Stomatadichte bestand eine positive lineare Beziehung
(Abbildung 25 C). Da die Achsenabschnitte der Regressionslinien in Abbildung 25 A und B
nicht signifikant von O verschieden waren [Pg'=0.55(x2.29)x10""ms' und
Pd"'=-0.17 (£ 0.27) x 10" m '], ist davon auszugehen, dass astomatire ES von cv. Sam fiir
>>Fe aus einem FeCls-haltigen Donor sowohl bei Receiver-pH 2 wie auch bei Receiver-pH 6
nahezu impermeabel sind. Dagegen konnte an astomatdren ES von cv. Adriana bei Receiver-

pH 2 eine geringe FeCls-Leitfihigkeit ermittelt werden (Abbildung 25 A).



Ergebnisse 69

3r a
® Sam

O Adriana
2 -

Pd' (x 102 m s'l)

Pd” (x 10%m s'l)

Pd' - Pd” x109ms?

-2
dSto (mm ™)

Abbildung 25. Einfluss der Spaltdffnungsdichte
(dsto) auf die Selbstdiffusionsleitfiahigkeit (P4) von
®FeCl; durch Exokarpsegmente (ES) aus
StBkirschenfriichten in Abhidngigkeit vom pH-
Wert im Receiver. Der Donor war 10 mM FeCls in
den Phasenl und II des Experiments. Die
Receiverlosung war Wasser mit pH 2 in Phase I (0
bis 48 h) und Wasser mit pH 6 in Phase II (49 bis
168 h). Dargestellt sind Einzelbeobachtungen (cv.
Sam, n=16 ES) und Mittelwerte (cv. Adriana,
n =8 ES; Wert aus Tabelle 17) der Leitfahigkeiten
in Phase I (P4'; A) und Phase II (P,"; B) sowie die
absolute Anderung der Leitfihigkeit zwischen den

Phasen (P4' - P"; C). Die Regressionsgleichungen

lauteten: P (10" ms™)=0.55 (+2.29) +
7.04 (£ 1.30) x dgo (mm™), 1°=068, P=
0.0001; P (10" ms?)=-0.17 (£ 0.27) +

0.55 (£ 0.16) x dgo (mm™), > =047, P =0.003;
P - P (10" ms™!)=0.72 (+2.06) +

6.49 (£ 1.17) x dgo (mm™), ¥ = 0.69" ", P = 0.0001.

4.3.3.4 Astomatare Exokarpsegmente und isolierte Kutikulas

Astomatidre ES und CM (cv. Adriana) hatten bei pH 2 im Wasserreceiver eine geringe

Leitfahigkeit fiir SFeCl;. Zwischen den Leitfahigkeiten der ES und CM bestand kein

signifikanter Unterschied (Tabelle 17). Dadurch wurde gezeigt, dass die Anwesenheit der

Zellwand keinen Einfluss auf die Diffusion von >>FeCl; durch das StiBkirschexokarp hat.
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Tabelle 17. Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pq) fiir *FeCls von astomatiren Exokarpsegmenten
(ES) und isolierten Kutikulas (CM) aus Siilkirschenfriichten (cv. Adriana). Im Experiment

wurde 10 mM FeCls als Donor und entionisiertes Wasser mit pH 2 als Receiver eingesetzt.

Objekt n P4+ SE

(x 10 ms™
ES 8 273+1.12a'
CM 7 2.01 +0.66 a

' Mit gleichen Buchstaben gekennzeichnete Werte unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05).

4.3.3.5 Ausgewahlte Gegenionen oder Chelatoren

Bei pH 2 im Wasserreceiver (Phase I) stieg die Penetration von Fe durch ES (cv. Sam) in
Anwesenheit aller getesteten Fe(III)-Donorsalze nahezu linear im Zeitverlauf an (Abbildung
26). Die Leitfihigkeit fir >>Fe (Py') war unabhingig vom Anion oder Chelator des
eingesetzten Fe-Salzes (Tabelle 18). Wurde der Wasserreceiver auf pH 6 umgestellt
(Phase II), wurde die Penetration und die Leitfahigkeit von *°Fe (P4") bei den eingesetzten Fe-
Salzen in unterschiedlichem AusmalBl reduziert (Abbildung 26; Tabelle 18). Durch die
Erhéhung des Receiver-pH wurde die Leitfihigkeit fiir *Fe bei den Salzen FeCls, Fe(NO3)s,
Fex(S04)s und Fe(IIl)-Citrat um mehr als 88% reduziert. Dagegen wurde die Leitfdhigkeit in
Anwesenheit von EDTA-Fe(IlI)-Na nur um ungefihr 30% verringert (Tabelle 18; siche
Verhiltnis PdH/PdI).
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Abbildung 26. Einfluss der Anwesenheit

e Fecl
e i ; E:(;sgﬁs verschiedener Gegenionen oder Chelatoren auf
% é j :Z EoTA Fe(Na Penetration (A) und Selbstdiffusionsleitfihigkeit
%m% (Pg; B) von °Fe durch Exokarpsegmente aus
- i 2r StiBkirschenfriichten (cv. Sam). Der Donor in
ore . . . Phase I und II des Experiments war eine 10 mM
Losung des entsprechenden  Fe(Ill)-Salzes
A (n=4 ES). Als Receiver wurde in Phase I (0 bis
°?§ 47 h) entionisiertes Wasser mit pH2 und in
::3 Phase II (47.5 bis 95.5 h) entionisiertes Wasser
} mit pH 6 eingesetzt.

100

Zeit (h)

Tabelle 18. Einfluss der Anwesenheit verschiedener Gegenionen oder Chelatoren auf die
Selbstdiffusionsleitfihigkeit (Pg) fir “Fe von Exokarpsegmenten aus SiiBkirschenfriichten
(cv. Sam; Abbildung 26). Der Donor in Phase I und II des Experiments war eine 10 mM
Losung des entsprechenden Fe(Ill)-Salzes. Als Receiver wurde in Phase I entionisiertes
Wasser mit pH 2 (P4) und in Phase II entionisiertes Wasser mit pH 6 (P") eingesetzt. Die
Wirkung der Erhhung des pH-Werts im Receiver wurde fiir jedes eingesetzte Salz durch das
Verhiltnis zwischen der Leitfihigkeit bei Receiver-pH 6 (Ps") und der Leitfihigkeit bei
Receiver-pH 2 (P,') ausgedriickt.

Donor n  pH-Wert Pg+SE (10" ms™) PP + SE
Py Py (Verhiltnis)
FeCls 4 26 8.64+236a"  024+0.09b 0.03+0.01b
Fe(NOs);3 4 26 1038+3.19a  0.33+0.14b 0.02+0.01 b
Fey(SO4)3 4 24 12.04+0.86a  0.41+0.19b 0.03+0.02 b
Fe(I1I)-Citrat 4 28 1448+1.88a  1.77+0.38b 0.12+0.02 b
EDTA-Fe(Ill)-Na 4 5.0 13.17+2.72a  9.06+1.43a 0.71+0.07 a

"Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P = 0.05).
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5 Diskussion

Die Diskussion behandelt folgende Aspekte (siche Kapitel 2.5 Ziele der Arbeit):
Polare Penetrationswege im Exokarp

Einfluss ausgewdhlter Salze auf die Wasseraufnahme

Wirkung von Fe-Salzen

Praxistauglichkeit von Fe-Salzen

Schlussfolgerungen

Ausblick.

AR e

5.1 Polare Penetrationswege im Exokarp

5.1.1 Beweise
Ergebnisse dieser Arbeit liefern den ersten Nachweis fiir die Existenz polarer
Penetrationswege im Exokarp der SiiBkirsche. Folgende Befunde konnen als Beweis fiir die
Existenz von polaren Wegen interpretiert werden:

(1) Viskositdtsabhéngigkeit der Wasseraufnahme

(i)  GroBenselektive Penetration polarer Substanzen

(ii1)  Unterschiedliche Penetrationscharakteristika polarer und lipophiler Substanzen.

(i) Viskosititsabhéingigkeit der Wasseraufnahme. Da die osmotische Wasserleitfahigkeit
(Py) des Exokarps abhidngig vom Kehrwert der Viskositdt war (Abbildung 5 C; Tabelle 2),
muss viskoser Fluss am Wassertransport beteiligt gewesen sein. Viskoser Fluss kann nur dann
stattfinden, wenn ein Wasserkontinuum durch das Exokarp existiert. Das Wasserkontinuum
bildet einen polaren Transportweg durch die CM (BEYER et al., 2005). Viskoser Fluss durch
einen polaren Weg kann mit dem Gesetz von HAGEN-POISEUILLE (Gleichung 10) beschrieben

werden.

rr' dp

Gleichung 10. F =—
8-n dx

Nach HAGEN-POISEUILLE ist die Transportrate (F) einer Fliissigkeit durch eine Rohre (hier:
polarer Transportweg) abhingig von dem Radius der Rohre (r), der Viskositidt der

penetrierenden Losung (1) und von dem hydrostatischen Druckgradienten entlang der Rohre
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(?). Das Gesetz von HAGEN-POISEUILLE (Gleichung 10) beschreibt aber nur den viskosen
X

Fluss durch eine einzige polare Pore. Fiir die Bestimmung des gesamten viskosen Flusses in
einem System mit mehreren polaren Poren (z.B. gesamte Fruchtoberflache, ES, CM) miissen
die Transportraten durch jede einzelne Pore addiert werden. Unter den Annahmen, dass alle
Poren den gleichen Radius aufweisen und die Druckverhéltnisse in allen Poren identisch sind,
ergibt sich die Gesamtflussrate, aus dem Produkt zwischen der Transportrate durch eine Pore
nach HAGEN-POISEUILLE und der Porenzahl (n; Gleichung 11).

z-r' dp

Gleichung 11. F =n-|-=—.
g gesamt [ 87 dX]

Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass alle polaren Poren im Fruchtexokarp gleich groB sind, so

dass in diesem Fall die Gesamtflussrate durch folgende Gleichung 12 beschrieben wird.

.yt
Gleichung 12. F .. =— 72 dp
8-n dx

Wird Gleichung 12 unter Annahme einer gegebenen Rohrengeometrie und treibenden Kraft

vereinfacht, dann ergibt sich, dass F abhidngig vom Kehrwert der Viskositét (l) ist und
n

demzufolge der viskose Fluss durch das Kirschexokarp mit dem Gesetz von HAGEN-
POISEUILLE beschrieben werden kann. In den Experimenten dieser Arbeit wurde Gummi
arabicum als Inkubationslosung verwendet, weil die Viskositit stark, das osmotische Potential
im Vergleich zum Wasserpotential der Frucht aber nur wenig verdndert wird. Um die
Ergebnisse von dem verbleibenden geringen Einfluss des osmotischen Potentials zu
bereinigen, wurde die osmotische Wasserleitfahigkeit (Pf) aus der gemessenen
Wasseraufnahmerate (F), der Fruchtoberfliche (A) und der treibenden Kraft (AY) berechnet
(siehe Kapitel 3.3.1.1). Zwischen Py und dem Kehrwert der Viskositit bestand eine
signifikante lineare Beziehung bei vier der sechs untersuchten Sii8kirschensorten (Abbildung
5 C; Tabelle 2). Die Abwesenheit einer signifikanten Beziehung bei Friichten von cv. Adriana
ist wahrscheinlich auf die geringe Anzahl von Stomata pro Frucht zuriickzufiihren (Tabelle 2;
PESCHEL et al, 2003), wodurch die Stomata nur einen geringen Beitrag zur
Gesamtwasseraufnahme der Frucht leisten (BEYER et al., 2005). Dagegen war die
ausbleibende Viskosititswirkung auf Friichte von cv. Burlat gemessen an der hohen Anzahl
von Stomata pro Frucht unerwartet (Tabelle 2). Die Ursache dieser Abweichung ist zur Zeit

unbekannt. Ist die fehlende Wirkung bei dieser Sorte reproduzierbar, konnte das abweichende
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Verhalten mit einer geringeren Anzahl und/oder Grof3e polarer Wege erklart werden. Eine
verringerte Anzahl und/oder Grof3e polarer Wege resultiert moglicherweise aus Unterschieden
in der Grofe des stomatdren Apparates (Schlie- und Nebenzellen) und/oder in der CM-
Beschaffenheit. Ebenfalls unerwartet war die Abwesenheit einer signifikanten Beziehung
zwischen der Viskosititsabhingigkeit der Wasseraufnahme (Steigung aus der Beziehung
zwischen Py und dem Kehrwert der Viskositit; sieche Tabelle 2) und der Stomatazahl pro
Frucht iiber die eingesetzten Sorten (Abbildung 6). Jedoch setzt diese Analyse die
Stomatazahl als einzigen relevanten Unterschied zwischen den Sorten voraus. Es gibt aber
sicherlich weitere Faktoren, die fiir einen Viskosititseinfluss auf die Wasseraufnahme
relevant sind und bei dieser Analyse komplett ignoriert werden. Dazu zdhlen z.B. die oben
genannten Unterschiede zwischen den Sorten hinsichtlich der Anzahl und GroBe polarer

Wege.

(ii) GroBenselektive Penetration polarer Substanzen. Bei der Inkubation der Friichte in
isotonischen Losungen ausgewihlter Osmotika (d.h. Losungen, deren osmotisches Potential
dem Wasserpotential der Friichte entspricht) sollte unabhidngig von der MolekiilgroBe des
Osmotikums theoretisch keine Wasseraufnahme messbar sein, wenn sich die Friichte wie ein
»ideales Osmometer* verhalten. Tatsdchlich nahm mit ansteigendem Molekulargewicht (MW)
des Osmotikums der Fluss (J) der Wasserauftnhahme ab (Abbildung 7) und das apparente
Wasserpotential der Friichte bis zu einem Wert von 1500 gmol” zu (Abbildung 9 A).
Folglich muss eine Penetration des Osmotikums durch die CM (SCHONHERR, 1976a) in die
Frucht stattgefunden haben, wodurch eine treibende Kraft fiir die Wasseraufnahme entstand,
die zur Wasseraufnahme fiihrte. Da die verwendeten Osmotika polare Substanzen darstellen,
muss die Penetration entlang eines polaren Transportwegs verlaufen, der aufgrund seines
pordsen Charakters offenbar groflenselektiv ist.

Es gibt drei Moglichkeiten den Radius der polaren Wege zu schitzen. Die erste Moglichkeit
ist die Bildung von Reflexionskoeffizienten. So  bestand zwischen dem
Reflexionskoeffizienten (6) und dem hydrodynamischen Radius (r) der eingesetzten Osmotika
eine signifikante Beziehung (Abbildung 9 B). Saccharose war das grofite penetrierende
Molekiil mit r=0.47 nm und ¢ =0.74, PEG 1500 das kleinste nicht-penetrierende Molekiil
mit r=1.15nm und o=1. Das bedeutet, dass die maximale Porengrofe der polaren
Transportwege in der Kirsch-CM zwischen 0.47 und 1.15 nm liegen muss und gréfere polare
Molekiile (r > 1.15 nm) von der Penetration ausgeschlossen sind. Mit der zweiten Moglichkeit

nach SCHONHERR (1976a) kann der Radius polarer Poren mit der empirischen Gleichung 13
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(aus NEVIS, 1958) aus den Wasserleitfahigkeiten in Ab- (P4) und Anwesenheit (Py) eines

Wasserpotentialgradienten durch die Membran berechnet werden.

w}i

d

Gleichung 13. r = 0.36-{

Werden ver6ffentlichte Daten fiir P4 und P¢ durch das Kirschexokarp (BEYER et al., 2005) in
Gleichung 13 eingesetzt, ergeben sich Porenradien zwischen 0.53 und 1.00 nm. In einer
dritten Variante kann der Porenradius aus der Abhingigkeit der Transpirationsleitfahigkeit
von der relativen Luftfeuchte (RH) ermittelt werden. Solche Daten wurden von BEYER et al.
(2005) an Kirsch-CM verdffentlicht. Die Zunahme der Transpirationsleitfahigkeit bei
RH > 95% kann mit kapillarer Kondensation in polaren Poren mit einem bestimmten Radius
erklart werden (CUSSLER, 2002). Bei einer in einem Transpirationssystem befindlichen
porosen Membran ist der Kapillardruck (p) in einer Pore entsprechend Gleichung 14
(SCHONHERR und SCHMIDT, 1979) abhéngig von der Oberflaichenspannung der Fliissigkeit (y),

dem Kontaktwinkel der Fliissigkeit an der Porenwand (0) und dem Porenradius (r).

y-cosf
2-r

Gleichung 14. p =

Legt man fir die Berechnung die Benetzungseigenschaften eines Wassertropfens auf der
Kirschfrucht (y=71 mN m™”, 6=94.2°, PESCHEL et al., 2003) und als Kapillardruck das
Wasserpotential einer Kirschfrucht (mittleres Wasserpotential {iber alle Sorten betrug
-2.8 MPa) zugrunde, dann ergibt sich aus Gleichung 14 ein Porenradius von 0.53 nm. In der
Literatur sind Porenradien fiir die CM anderer Pflanzenarten veroffentlicht. SCHONHERR
(1976a) bestimmte an Citrus-Blatt-CM Radien von polaren Poren zwischen 0.4 und 0.5 nm
durch direkte Messung der Penetration von Osmotika sowie durch den Vergleich zwischen Py
und P;. POPP et al. (2005) schitzten anhand von Penetrationsexperimenten durch Efeu-Blatt-
CM mit lipophilen und hydrophilen Substanzen einen mittleren Porenradius von 0.3 nm.
Durch direkte Messung der mittleren Abstinde zwischen den Polymerketten im Kutin von
Tomatenfriichten mittels Rontgenbeugungsanalyse erhielten LUQUE et al. (1995) Werte von
0.45 und 1.0 nm, woraus gefolgert werden kann, dass die GroB3e der polaren Penetrationswege
vom Abstand der Kutinketten des Kutinpolymers bestimmt wird. Diese Literaturangaben
verdeutlichen, dass die Grofe polarer Poren in der Kirschfrucht-CM &dhnlich ist wie in der CM
von Friichten und Bléttern anderer Arten. Die hier angegebenen Radien sind dabei als mittlere
Aquivalentradien der polaren Poren zu verstehen, da die Poren nicht unbedingt rund sein

miissen und einer Grofenverteilung unterliegen diirften. Die Porengrofe hangt wahrscheinlich
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von der Belegung der Sorptionsstellen mit Kationen, dem Hydratisierungszustand, dem
Vernetzungsgrad der Kutinketten und méglicherweise der Dehnung der CM ab (SCHONHERR,

1976a; SCHONHERR und SCHMIDT, 1979; BEYER et al., 2005).

(iii) Unterschiedliche Penetrationscharakteristika polarer und lipophiler Substanzen.
Diffusionsexperimente ergaben, dass die Leitfdhigkeiten und die Aktivierungsenergien fiir die
Penetration von undissoziierter (lipophiler) NAA (pH 2.2) hoher waren als diejenigen von
dissoziierter (polarer) NAA (pH 6.2; Abbildung 22). Die undissoziierte NAA ist lipophil und
penetriert die CM iiber den lipophilen Weg durch Sorption an, Diffusion durch und
Desorption von der CM (Verteilungskoeftizient Kceyvywasser = 189 fiir NAA bei pH 2.2 nach
SHAFER et al., 1988). Dagegen ist die dissoziierte Form vom lipophilen Weg aufgrund ihrer
Polaritdt ausgeschlossen (Kcwvywasser = 7 fiir NAA bei pH 6.2 nach SHAFER et al., 1988) und
muss die CM entlang eines parallelen, polaren Wegs penetrieren. Da in der lipophilen CM der
lipophile Weg dominiert, findet die Penetration lipophiler Substanzen bevorzugt statt
gegeniiber der Penetration polarer Substanzen und folglich ist die Leitfdhigkeit fiir lipophile
Substanzen hoher. Der groflere Temperatureinfluss (Aktivierungsenergie) auf den lipophilen
Transportweg (Diffusion entlang der lipophilen Kutin- und Wachsdomine) im Vergleich zum
polaren Weg (viskoser Fluss entlang eines Wasserkontinuums) kann mit einem direkten
Einfluss der Temperatur auf das freie Volumen im lipophilen Weg erklért werden (POPP et al.,
2005). Die steigende Temperatur erhoht die Beweglichkeit der Molekiilketten. Aufgrund
dieser verstdrkten Kettenbewegung entsteht zusdtzlicher Freiraum fiir die Diffusion lipophiler
Substanzen (,,free volume theory*; POpPP et al., 2005). Dagegen hat die Temperatur auf den
viskosen Fluss entlang eines Wasserkontinuums durch polare Wege nur einen indirekten (und
dementsprechend kleineren) Einfluss auf die Viskositit des Wassers (siehe Gleichung 10 fiir

viskosen Fluss nach HAGEN-POSEUILLE).

Die Ergebnisse (i), (i1) und (iii) belegen, zusammen mit den friiheren Erkenntnissen, dass die
osmotische Wasserleitfdhigkeit (Pf) die Diffusionsleitfdhigkeit fiir Wasser (P4) libersteigt
(BEYER et al., 2005) und die Temperaturabhéngigkeit der osmotischen Wasseraufnahme im
Vergleich zur Diffusion geringer ist (BEYER et al., 2005), die Existenz von polaren
Penetrationswegen im Kirschexokarp. Polare Wege ermdglichen polaren Substanzen,

inklusive Wasser, die CM zu penetrieren.
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5.1.2 Verteilung
Nach Literaturangaben sind polare Transportwege in der pflanzlichen CM iiber antiklinalen
Zellwanden (FRANKE, 1961; FRANKE 1964a), iiber SchlieBzellen, Nebenzellen und in den
Kutikularleisten der Stomata (FRANKE, 1964a; FRANKE, 1964b; JYUNG et al., 1965; FRANKE,
1967; NEUMANN und JACOB, 1968; SCHONHERR und BUKOVAC, 1970; SCHLEGEL et al., 2005)
sowie an der Basis und der Oberfliche von Trichomen (FRANKE, 1961; SCHLEGEL et al.,
2005; SCHREIBER, 2005) konzentriert. Kirschfriichte besitzen keine Trichome, so dass dieser
Weg auszuschlieBen ist. Dagegen belegen die Daten, dass polare Transportwege im
Kirschexokarp sowohl (i) an Stomata wie auch (ii) in der CM zwischen Stomata vorkommen.
(i) Polare Wege an Stomata. Zwischen der Aktivierungsenergie (E,) der NAA-Penetration
und der Spaltéffnungsdichte (ds,) bestand fiir die dissoziierte NAA eine engere Beziehung als
fiir die undissoziierte NAA (Abbildung 22 C). Die Steigung der Regressionslinie ist
proportional zur E, pro Spaltoffnung (negatives Vorzeichen). Diese Steigung war fiir die
dissoziierte NAA geringer als fiir die undissoziierte NAA. Das bedeutet, dass die Stomata fiir
die Penetration der polaren Form eine groflere Bedeutung besitzen als fiir die Penetration der
lipophilen Form.
Es ist derzeit noch unklar, wie polare Substanzen an Stomata penetrieren. Folgende
Moglichkeiten sind denkbar:

(a) Viskoser Fluss durch den gedffneten Spalt

(b) Fluss als Wasserfilm an den Winden der Stomatahohle

(c) Penetration entlang polarer Wege in der CM an Stomata.
(a) Viskoser Fluss nach HAGEN-POISEUILLE durch den gedffneten Spalt ist wegen der
Benetzbarkeit der Kirschfruchtoberfliche (Kontaktwinkel eines Wassertropfens 6 = 94.2°;
PESCHEL et al., 2003), der hohen Oberflichenspannung wissriger Losungen (y =71 mN m™;
PESCHEL et al., 2003; SCHONHERR und BUKOVAC, 1972) und der im Vergleich zu Wasser
geringen kritischen Oberflichenspannung der Fruchtoberfliche (i = 24.9 mN m™'; PESCHEL
et al., 2003) unwahrscheinlich. Hinzu kommt, dass Spaltéffnungen auf der Fruchtoberfldche
teilweise geschlossen [Untersuchung am Raster-Elektronenmikroskop (REM) von BUKOVAC,
unverdffentlicht] und auf reifen Kirschfriichten unbeweglich sind (PESCHEL et al., 2003).
(b) Eine Kondensation von Wasserdampf an den Winden der Stomatahdhle konnte einen
Fluss als Wasserfilm auf der Oberflache der Hohlenwand ermdglichen (EICHERT et al., 1998;
EICHERT und BURKHARDT, 2001). Diese Mdglichkeit wiirde zwar die Wirkung der Viskositdt
auf die Wasseraufnahme erkldren (Abbildung 5 C; Tabelle 2), nicht aber den Einfluss der
MolekiilgroBBe (Abbildung 7; Abbildung 9 A).
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(c) Eine hohere Dichte von polaren Transportwegen in der CM an Stomata (FRANKE, 1964a;
FRANKE, 1964b; JYUNG et al., 1965; FRANKE, 1967; NEUMANN und JACOB, 1968; SCHONHERR
und BUKOVAC, 1970; SCHLEGEL et al., 2005) wiirde dagegen eine Erkldrung liefern sowohl
fiir den Einfluss von Viskositit (Abbildung 5 C; Tabelle 2) und MolekiilgroBBe (Abbildung 7;
Abbildung 9 A) auf die Wasseraufnahme wie auch fiir die groere Bedeutung der Stomata bei
der Penetration der dissoziierten (polaren) NAA im Vergleich zur undissoziierten (lipophilen)
NAA (Abbildung 22 C). Auch die von BEYER et al. (2005) an SiiBkirsch-ES aufgestellte
positive Beziehung zwischen Prund dg, kann mit diesem Modell erklirt werden.

Diese Argumentation verdeutlicht ebenfalls, weshalb in den Analysen zum Einfluss der
Spaltéffnungen immer die Anzahl der Stomata pro mm® Fruchtoberfliche (dgo) oder pro
Frucht anstatt der Querschnittsfliche des stomatiren Spalts als BezugsgroBle genommen
wurde. (1) Nur in der Moglichkeit (a), die aber die unwahrscheinlichste der drei
Moglichkeiten der Penetration an Stomata darstellt, ist der Spalt mechanistisch involviert.
Dagegen sind die wahrscheinlicheren Moglichkeiten (b) und (c) nicht unmittelbar mit der
Flache des Spalts korreliert. (2) In REM-Studien wurde von BUKOVAC (unverdffentlicht)
nachgewiesen, dass Stomata oft mit Wachs verschlossen sind. Ebenso ist im REM erkennbar,
dass die Spaltoffnungen erhebliche Verengungen und Kriimmungen aufweisen (BUKOVAC
unveroffentlicht), so dass die an der Oberfliche messbare Weite des Spaltes keinesfalls dem
Transportquerschnitt fiir viskosen Fluss durch den Spalt entspricht oder diesem proportional
ist. (3) Auf Ganzfruchtebene ist die Bestimmung der Stomatafldche nahezu unmdglich. Dies
wire aber fiir Ganzfruchtexperimente notwendig, da sich die Grée der Stomata zwischen den
verschiedenen Regionen der Fruchtoberfldche unterscheidet (PESCHEL et al., 2003).

(ii) Polare Wege in der CM zwischen Stomata. Der Achsenabschnitt aus der Beziehung
zwischen E, der NAA-Penetration und dy, beschreibt die Temperaturabhingigkeit der NAA-
Penetration durch ein hypothetisches astomatéres ES. Dieser Achsenabschnitt war fiir die
Penetration undissoziierter NAA (71.2+2.3 kImol") hoher als fiir die Penetration
dissoziierter NAA (59.7 + 1.2 kJ mol™'; Abbildung 22 C). Folglich muss die dissoziierte Form
die CM auch zwischen den Stomata bevorzugt entlang des weniger temperaturabhédngigen,
polaren Weges penetriert haben. Die von BEYER et al. (2005) aufgestellte Beziehung
zwischen der osmotischen Wasserleitfiahigkeit (Py) und dg, hatte ebenfalls einen signifikanten
Achsenabschnitt. Dies wurde von den Autoren mit der Existenz eines Wasserkontinuums
durch die CM zwischen den Spaltoffnungen wihrend des Wasseraufnahmetests erklart.
Demnach ist davon auszugehen, dass polare Transportwege offenbar auch in der CM der

Kirsche zwischen Stomata vorkommen.
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Auf den ersten Blick betrachtet, konnten Mikrorisse in der CM ebenfalls als ,,polare
Transportwege* fungieren. Solche Risse kommen auf praktisch allen reifen Kirschfriichten
vor (PESCHEL und KNOCHE, 2005) und koénnen in Ganzfruchtexperimenten daher nie
ausgeschlossen werden. Jedoch scheiden sie aus folgenden Griinden als ,,Artefakt* oder als
Fehlerquelle fiir den Nachweis polarer Transportwege aus. (1) Zwar lieBe sich die
Viskosititsabhéngigkeit der Wasseraufnahme (Abbildung 5 C; Tabelle 2) mit Mikrorissen
erklédren, keinesfalls jedoch die MolekiilgroBenabhédngigkeit der Wasseraufnahme (Abbildung
7) bzw. die MolekiilgréBenabhéngigkeit des apparenten Wasserpotentials (Abbildung 9 A).
(2) Die in den Experimenten zur NAA-Penetration (Abbildung 22) verwendeten ES wurden
per Lichtmikroskopie bei 100-facher Vergroferung auf Mikrorisse untersucht und alle ES mit
Defekten eliminiert. Demnach konnen Mikrorisse als groBenselektive polare Transportwege

durch das Kirschexokarp ausgeschlossen werden.

Die Existenz polarer Penetrationswege im Exokarp hat fiir das Platzen von Kirschen eine
enorme Bedeutung, weil diese Wege und dieser Mechanismus eine schnelle Wasseraufnahme
in die Frucht durch viskosen Fluss (Syn. Massenfluss) ermoglichen, wihrend die
Wasseraufnahme entlang des parallelen Weges durch Diffusion langsam ist. Wenn es gelingt,
diese polaren Transportwege zu ,,verstopfen®, sollte die Platzfestigkeit von Kirschfriichten
verbessert werden konnen. Ergebnisse zu dieser Hypothese werden in den nachfolgenden

Kapiteln diskutiert.

5.2 Einfluss ausgewihlter Salze auf die Wasseraufnahme

Mit Kapitel 4.1.2.1 wurde nachgewiesen, dass einige Mineralsalze die Wasseraufnahme in
StBkirschenfriichte reduzieren (Tabelle 3). Die groBite Verringerung der Wasseraufnahme
wurde bei der Inkubation von Friichten in CuCl,, HgCl,, AlICI; und FeClj erzielt. CaCl,, das
in der Literatur hiufig als platzreduzierend beschrieben wird (BANGERTH, 1968; LIDSTER et
al., 1978; GLENN und POOVAIAH, 1989; LANG und FLORE, 1999), zeigte keine Wirkung auf
die Wasseraufnahme. Potentielle Erkldrungen fiir die Wirkung der Salze sind:

(1) Beeinflussung des Stoffwechsels

(11) Einfluss auf die treibende Kraft (AY) der Wasseraufhahme

(ii1))  Sorption von Kationen in der CM
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(iv)  Bildung von Ausfallungsprodukten in der CM.

(i) Hemmung des Stoffwechsels. Die wirksamsten Salze (Tabelle 3) waren entweder giftige
Stoffe (HgCl,, AICls) oder Salze von Mikrondhrstoffen (CuCl,, FeCls), die in groferen
Konzentrationen (10 mM) giftig wirken. WADE (1988) erklérte die reduzierte Aufnahmerate
von Kirschfriichten in Anwesenheit von HgCl, mit einem gehemmten Stoffwechsel. Demnach
ist es denkbar, dass eine solche Hemmung auch durch die wirksamen Salze verursacht wird.
Stoffwechselinhibitoren wie Carbonylcyanid-3-Chlorophenylhydrazon (CCCP) oder NaNj
hatten aber keinen Einfluss auf den Wassertransport durch das Kirschexokarp (KNOCHE et al.,
2000; BEYER und KNOCHE, 2002). Ebenfalls zeigte NaN; keine Wirkung auf die
Wasseraufnahme in intakte Kirschfriichte (WEICHERT, unverdffentlicht), so dass der
Wassertransport als physikalischer Prozess anzusehen ist. Interessanterweise hemmen Hg-
haltige Substanzen den Wassertransport durch Aquaporine’ in Plasmamembranen (TYERMAN
et al., 1999). Aquaporine sind jedoch Proteinstrukturen in den Plasmamembranen und wurden
bislang nicht in der pflanzlichen CM nachgewiesen. Da auflerdem die osmotische
Wasserleitfihigkeit des Kirschexokarps (10®* ms™) um mehrere GroBenordnungen geringer
ist als diejenige von Plasmamembranen (10'4 ms': NOBEL, 1999), muss die
geschwindigkeitsbestimmende Barriere in der CM und nicht in der Plasmamembran liegen.
Demzufolge kann die Verringerung der Wasseraufnahmerate durch das Exokarp nicht mit
einer Wirkung von HgCl, auf Aquaporine in den Plasmamembranen erklirt werden. Aus den
aufgefiihrten Griinden stellt eine Beeinflussung des Metabolismus keine Erkldrung fiir eine
veranderte Wasseraufnahme dar. Vielmehr kann die Wasseraufnahme als physikalischer
Prozess beschriecben werden, der von der Fruchtoberfliche (A), von dem
Wasserpotentialgradienten (AY) zwischen dem osmotischen Potential der Inkubationslésung
(1) und dem Wasserpotential der Frucht (Wenen) sowie von der osmotischen
Wasserleitfihigkeit (P;) des Fruchtexokarps abhingig ist (Gleichung 3). Eine Anderung der
Wasseraufnahmerate (ausgedriickt durch die Verhiltnisse F'/F' und F"/F") muss demnach
durch eine Anderung von A, A¥ und/oder Pt hervorgerufen worden sein. Da A innerhalb der
Laufzeit eines Experimentes ndaherungsweise konstant ist, miissen die getesteten Salze eine

Wirkung auf AY und/oder Py ausiiben.

> Wasserspezifische Kanalproteine in den Plasmamembranen (Transmembrankanile) mit einen Durchmesser von

0.4 nm (SITTE et al., 2002).
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(ii) Einfluss auf die treibende Kraft (A¥W) der Wasseraufnahme. Theoretisch kann bei der
Inkubation von Kirschfriichten in Salzlosungen die treibende Kraft der Wasserautnahme (AY)
verdndert werden, indem (a) das osmotische Potential der Donorlosung (W) und/oder (b) das
Wasserpotential der Frucht (Wercne) beeinflusst wird.

(a) Nach dem VAN’T HOFF’schen Gesetz (NOBEL, 1999) ist der osmotische Druck (IT) einer

wissrigen Losung direkt proportional zur Konzentration der darin geldsten Stoffe (Z:J_Cj ;
Gleichung 15).

Gleichung 15. [T=R-T -}’ ¢,

Die getesteten Salze haben daher das osmotische Potential (W = negativer Wert von I1) der
Donorlésung und damit die treibende Kraft der Wasserauthahme verringert. Die Hohe der
osmotischen Wirkung der Salze kann mit nachfolgender Berechnung geschétzt werden:
Nimmt man ein Chloridsalz eines dreiwertigen Kations an (,,worst case mit maximalem
Einfluss auf AW), entstehen bei vollstindiger Dissoziation 4 Ionen. Nach Gleichung 15 wiirde
sich fiir eine 10 mM Losung eines dreiwertigen Salzes bei vollstdndiger Dissoziation ein
osmotisches Potential von -0.10 MPa ergeben. Dieses osmotische Potential entspricht der
maximal moglichen Verringerung von AWY. Tatséchlich betrugen die mit einem
Wasserdampfdruck-Osmometer bestimmten osmotischen Potentiale der eingesetzten
Salzlosungen (10 mM) >-0.18 MPa. Dieser Wert entsprach lediglich 6.4% des iiber alle
Sorten gemittelten Wasserpotentials der Friichte (-2.8 MPa) und damit der maximal
moglichen Verringerung von AY infolge einer osmotischen Wirkung der Donorldsung. Die
Verhiltnisse F"/F' und F"/F' betrugen in der Wasserkontrolle dieser Experimente im Mittel
0.87 und 0.91 (Tabelle 3). Zieht man von diesen Verhiltnissen nun die 6.4%-ige Verringerung
der treibenden Kraft ab, dann ergeben sich Werte von 0.81 und 0.85. Salzeinfliisse auf die
Wasseraufnahme die groBer sind als 6.4% (F'/F' <0.81, F"/F'<0.85) konnen daher
keinesfalls auf eine osmotische Wirkung zuriickgefiihrt werden (Tabelle 3). Zudem wire ein
osmotischer FEinfluss unspezifisch und wiirde von jedem beliebigen Salz in Losung
hervorgerufen werden. Dies war aber eindeutig nicht der Fall (Tabelle 3).

(b) Das Wasserpotential der Frucht (Wrncht) kann bei der Inkubation in Salzlosungen nur
indirekt verdndert werden, indem Zellwandkomponenten im Exokarp durch mehrwertige
Kationen verknilipft werden. Diese Verkniipfung wiirde in einer verringerten Elastizitit der
Zellwiande im Exokarp resultieren, in deren Folge der Turgordruck einer Wasseraufnahme
(d.h. einer weiteren Ausdehnung der Fruchtoberfliche) entgegen wirkt. Positive Wirkungen

von CaCl, auf die Fruchtfestigkeit sind an Kirsch- (LIDSTER et al., 1978 und 1979) und auch



Diskussion 82

an Apfelfriichten (JOHNSTON et al., 2002) nachgewiesen worden. Auch WEICHERT et al.
(2004) postulierten eine Verringerung der Platzhdufigkeit in Anwesenheit von CaCl, und
FeCls aufgrund einer erhohten Zellwandfestigkeit. Ein Einfluss auf die Zellwandfestigkeit ist
sicherlich wahrscheinlich, stellt aber keine passende Erkldrung fiir die beobachteten
Wirkungen im Wasseraufnahmetest dar. So war bei wirksamen Salzen wie CuCl,, AlCI; oder
FeCl; die Wasseraufnahmerate bereits nach nur einem Inkubationsintervall von 0.75 h um
ungefihr 40% verglichen mit der Wasserkontrolle verringert (Tabelle 3). Da die Salze aber
erst durch die CM penetrieren miissen, um die Zellwandstabilitit erhdhen zu konnen, ist diese
Wirkung in so kurzer Zeit eher unwahrscheinlich.

Da die im Wasseraufnahmetest gewonnenen Ergebnisse nicht mit einem Einfluss auf AW
erklart werden konnen und auflerdem weder der pH-Wert der Donorlésung (Abbildung 28,
Anhang), noch die Konzentration des Cl’-lon (BEYER et al., 2002b) einen Einfluss ausiibten,
muss eine spezifische Wirkung des Kations fiir die Verringerung der Wasserleitfahigkeit des
Exokarps verantwortlich sein. Als Wirkungsmechanismus ist entweder eine mit der Sorption
von Kationen in der CM einhergehende Verringerung des freien Volumens im CM-Polymer
oder die Bildung einer zusétzlichen Penetrationsbarriere infolge von Ausfillungsprodukten in

der CM denkbar.

(iii) Sorption von Kationen in der CM. Kationen kdnnen an negativen Ladungen in der CM
sorbiert werden. Pflanzliche CM wurden von SCHONHERR und BUKOVAC (1973) sowie von
SCHONHERR und HUBER (1977) als Polyelektrolyte mit einem isoelektrischen Punkt (IEP) um
pH 3 beschrieben. Demnach entstehen in der CM erst bei pH > 3 durch Dissoziation polarer
funktioneller Gruppen mehr negative (Sorptionsstellen fiir Kationen) als positive Ladungen
(YAMADA et al., 1966; SCHONHERR und BUKOVAC, 1973; SCHONHERR, 1976a). Polare
funktionelle Gruppen in der CM sind beispielsweise Carboxylgruppen von Pektinen,
Proteinen und unveresterten Fettsduren des Kutinpolymers, sowie Hydroxylgruppen von
phenolischen Bestandteilen (SCHONHERR und BUKOVAC, 1973). Aus folgenden Griinden kann
davon ausgegangen werden, dass in den Experimenten in jedem Fall Sorptionsstellen fiir
Kationen existiert haben. (1) Alle getesteten Chloridsalze mit Ausnahme von FeCl; wiesen
einen pH-Wert liber dem IEP der CM auf (Tabelle 3). (2) Der pflanzliche Apoplast besitzt
einen pH von 5.5 (MARSCHNER, 1995) und der Zellsaft aus dem Mesokarp von
StiBkirschenfriichten einen pH von 4.3 (BEYER et al., 2002b). Eine Sorption von Kationen in
der CM kann folgende Konsequenzen haben:

(a) Schwellung der CM



Diskussion 83

(b) Vernetzung von Polymerketten (mehrwertige Kationen)
(©) Bindung der Kationen an den geladenen Wénden von polaren Transportwegen.

(a) Eine Schwellung der CM infolge der Sorption hydratisierter Kationen miisste theoretisch
zu einer erhohten Leitfahigkeit der CM fiihren, da das fiir den Wassertransport verfligbare
freie Volumen im Kutinpolymer erhoht wird. Analog erklarte SCHONHERR (1976a) die von
ithm beobachtete erhohte Leitfahigkeit der CM in Anwesenheit einwertiger Alkalimetall-
Ionen. Dies ist aber keine Erkldrung fiir eine verminderte Wasseraufnahme in Kirschftriichte,
wie sie in dieser Arbeit bei Anwesenheit bestimmter Salze nachgewiesen wurde (Tabelle 3).
Folglich scheidet die Schwellung der CM als Erklarungsmodell aus.

(b) Eine Verringerung des Wassertransports durch das Kirschexokarp konnte aber mit einer
besseren Vernetzung von Polymerketten infolge der Bindung von mehrwertigen Kationen in
der CM und einer daraus resultierenden Verkleinerung des freien Volumens im Kutinpolymer
einhergehen. Bei einer unspezifischen Sorption von Kationen im Kutinpolymer miisste eine
Verringerung der Wasseraufnahme bei der Inkubation von Kirschfriichten in sédmtlichen
Losungen mehrwertiger Kationen auftreten. Salze dreiwertiger Kationen (AICl;, EuCls,
FeCls) verringerten die Wasseraufnahme konsistent (Tabelle 3). Dagegen zeigten zweiwertige
Salze unterschiedliche Wirkungen. Wihrend CdCl,, CuCl,, HgCl, und SrCl, die
Wasseraufnahme konsistent verringerten, reduzierten BaCl, und ZnCl, die Wasseraufnahme
in Kirschfriichte nur in einem der beiden Intervalle (Tabelle 3). CaCl,, MgCl, und MnCl,
libten sogar tliberhaupt keinen Einfluss aus (Tabelle 3). Diese Wirkungsunterschiede zwischen
zweiwertigen Salzen konnten nur mit einer spezifischen Kationensorption in der CM erkléart
werden. Nach SCHONHERR (1976a; 1982) werden zweiwertige Kationen gegeniiber
einwertigen Kationen von der CM bevorzugt sorbiert, da die COOH-Gruppen im
Kutinpolymer hochselektiv fiir zweiwertige Kationen sind. Diese erhohte Selektivitit der CM
gegeniiber Kationen mit hoherer Wertigkeit wiirde wahrscheinlich auch auf dreiwertige
Kationen zutreffen, wiirde aber keinesfalls die unterschiedlichen Wirkungen zweiwertiger
Salze erkliren. Uber eventuelle Sorptionsunterschiede der CM gegeniiber Kationen mit
gleicher Wertigkeit gibt es nach meinem Kenntnisstand keine Angaben.

(c) Durch eine Bindung von Ionen an den geladenen Wanden von polaren Transportwegen in
der Kirsch-CM (siehe Kapitel 5.1) konnte der Querschnitt der polaren Transportwege und
dadurch auch der Wassertransport entlang dieser Wege verringert werden. Nach
Literaturangaben (SCHONHERR, 1976a; LUQUE et al., 1995; PopP et al., 2005) und eigenen
Daten (siehe Kapitel 5.1.1) liegt der Radius dieser Transportwege zwischen 0.3 und 1.15 nm.

Von den getesteten Kationen wiesen die Dreiwertigen die grof3ten hydrodynamischen Radien
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auf (nach Stokes-Einstein-Gleichung, siche Gleichung 7; r = 0.45, 0.41 und 0.41 nm fiir A,
Eu’” und Fe’"). Werden Kationen dieser GroBe in den polaren Transportwegen sorbiert, dann
sollte die Querschnittsfliche der polaren Wege deutlich verkleinert oder gar ganz ausgefiillt
sein. Demnach kann die Verringerung der Wasseraufnahme in Anwesenheit der dreiwertigen
Kationen mit dieser Hypothese erklart werden (Tabelle 3). Jedoch liefert diese Hypothese
keine Erklirung fiir die unterschiedlichen Wirkungen von zweiwertigen Kationen. Cd**
(r=0.34 nm), Cu®" (r=0.34 nm), Hg2+ (r=0.29 nm) und Sr** (r=0.31 nm) verringerten die
Wasseraufnahme konsistent (Tabelle 3). Demgegeniiber hatten Ca®" (r=0.31 nm), Mg**
(r=0.35nm) und Mn*" (r=0.34nm) mit dhnlichen Radien keinen Einfluss auf die
Wasseraufnahme (Tabelle 3). Bei einer vermeintlichen Bindung von Ca*", Mg*" oder Mn®" in
polaren Penetrationswegen miisste ihr Querschnitt und dementsprechend auch der
Wassertransport entlang dieser Wege ebenfalls deutlich verringert sein.

Diese Argumente belegen, dass eine Sorption von Kationen in der CM als potentieller
Wirkmechanismus fiir die Beeinflussung der Wasseraufnahme von Kirschfriichten

unwahrscheinlich ist.

(iv) Bildung von Ausfillungsprodukten in der CM. BEYER et al. (2002b) wiesen eine
reduzierte osmotische Wasserleitfdhigkeit des StiBkirschexokarps in Anwesenheit von AlCl3,
EuCl;s und FeCl; nach. Diese Wirkung wurde mit einer pH-abhédngigen Ausfillung von
AI(IIT)- und Fe(Ill)-Oxiden und —Hydroxiden im Exokarp erkldrt, in deren Folge
Penetrationswege durch das Exokarp verstopfen (BEYER et al., 2002b). Da solche
schwerldslichen Oxide und Hydroxide bei dem im Apoplast des Exokarps vorherrschenden
pH 5.5 (MARSCHNER, 1995) auch mit anderen Kationen gebildet werden konnen (BLUME;
personliche Mitteilung), ist dieser Wirkmechanismus auch fiir andere Kationen denkbar. In
dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass CuCl,, HgCl,, AICIl; und FeCl; eine vergleichbare
und konsistente Verringerung der Wasseraufnahme in Kirschfriichte verursachten (Tabelle 3).
Im Allgemeinen bestand keine additive Wirkung zwischen den Salzen, da der Einfluss von
FeCl; auf die Wasseraufnahme nicht durch die Anwesenheit von CuCl, und AICl; erhoht
wurde (Tabelle 21 und 22, Anhang). Lediglich HgCl, wirkte in geringem Maf3e additiv, wobei
die Wirkung nur vereinzelt signifikant war (Tabelle 4). Diese Ergebnisse belegen, dass der
Wirkungsmechanismus  der ,effektiven  Salze offenbar gleich war. Eine
Verstopfungsreaktion ist ndmlich auch fiir Hg wahrscheinlich, da in fritheren Arbeiten Hg-
haltige Prizipitate nach einer Behandlung von Bléttern mit HgCl, nachgewiesen wurden

(FRANKE, 1961 und 1964b) und HgCl, leicht zu schwer 16slichem HgCl reduziert wird
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(FRANKE, 1961). Weil unter den wirksamsten Kationen (Cu, Hg, Al, Fe) fiir einen potentiellen
Einsatz in der Obstanlage Fe aus Okologischen und toxikologischen Griinden am ehesten

geeignet ist, wurde an der Aufklirung der Fe-Wirkung auf den Wassertransport gearbeitet.

5.3 Wirkung von Fe-Salzen

Da der Test anorganischer Fe-Salze auf die Wasserautnhahme von Kirschfriichten ergab, dass
dreiwertige Fe-Salze stirker wirken als zweiwertige, und dreiwertige Fe-Salze unabhingig
vom Anion eine identische Wirkung ausiiben [FeCls, Fe(NOs)s, Fex(SOa)s; Tabelle 5], wurde
nachfolgend die Wirkung des Fe**-Kations auf den Wassertransport untersucht. Dies erfolgte
vorrangig mit Versuchen zur Penetration radioaktiv markierter Substanzen durch ES oder
CM. Dabei wurden folgende Schwerpunkte bearbeitet:

(1) Wirkmechanismus von Fe

(i)  Wirkort von Fe’*

(iii)  Einfluss komplexbildender Substanzen auf die Fe’"-Wirkung.

(i) Wirkmechanismus von Fe''. Es wurde gepriift, ob die von BEYER et al. (2002b)
postulierte Verstopfung von Penetrationswegen durch das Exokarp infolge einer pH-
abhédngigen Ausfillungsreaktion tatsidchlich stattfindet. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegten,
dass fiir die Fe-Wirkung ein pH-Gradient durch das Exokarp vorliegen muss. (1) In
Versuchen zum Einfluss des Receiver-pH reduzierte FeCl; die Leitfahigkeit von *H,O immer
dann, wenn der Wasserreceiver einen hoheren pH-Wert (pH 3, 4.5 oder 6) als die FeCls-
Donorlésung (pH 2.3) aufwies und damit ein pH-Gradient durch die ES vorlag (Abbildung
19). (2) Die Wirkung von FeCl; auf die Diffusion von *H,O war abhingig von der
Positionierung der FeCls-Donorlosung (FeCls in Donor oder/und Receiver). Eine
Verringerung der Leitfihigkeit von *H,0 konnte nur dann erzielt werden, wenn FeCls nur auf
einer Seite der ES (Donor oder Receiver), d.h. in Anwesenheit eines pH-Gradienten durch die
ES, eingesetzt wurde (Tabelle 14). Dagegen wurde die *H,O-Leitfihigkeit nicht beeinflusst,
wenn FeCls auf beiden Seiten der ES (Donor und Receiver), d.h. in Abwesenheit eines pH-
Gradienten durch die ES, angeboten wurde (Tabelle 14). (3) Die Experimente zur Fe-
Penetration lieferten das genaue Spiegelbild der Ergebnisse zum Einfluss von Fe auf die
*H,O-Penetration. So war unter Bedingungen, bei denen eine Fe-Wirkung auf den

Wassertransport vorlag (pH-Gradient existiert durch die ES), keine *°Fe-Penetration messbar
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(Abbildung 23). Dementsprechend war eine Penetration von *°Fe nur dann nachweisbar, wenn
entweder der pH im Wasserreceiver geringer war als der pH des FeCls-Donors (Receiver-
pH 2; Abbildung 23) oder wenn FeCls auf beiden Seiten der ES angeboten wurde (kein pH-
Gradient durch die ES; Abbildung 24).

Da FeCl; die Wasserpenetration durch das Kirschexokarp nachhaltig reduzierte (Abbildung
17) und die Aktivierungsenergie fiir die Wasserdiffusion signifikant erhdhte (+ 7.6 kJ mol™;
Tabelle 15), miissen die Fe-haltigen Ausfillungsprodukte eine zusétzliche Transportbarriere

im Exokarp gebildet haben.

(i) Wirkort von Fe**. Die Fe-Wirkung auf den Wassertransport war an die Anwesenheit von
Spaltéffnungen gebunden. (1) Es bestanden positive lineare Beziehungen zwischen der durch
FeCl; verursachten Verringerung der Diffusionsleitfahigkeit von *H,O (Pg; cv. Sam;
Abbildung 18) oder der osmotischen Wasserleitfiahigkeit (Py; BEYER et al., 2002b) und der
Spaltéffnungsdichte der ES. Die Achsenabschnitte der Regressionslinien waren nicht
signifikant von 0 verschieden. Dies deutete darauf hin, dass in hypothetischen astomatdren ES
(cv. Sam) keine Fe-Wirkung auftritt. Folgeuntersuchungen bestdtigten diese Vermutung, da
(2) an astomatiren ES und CM von Siikirschen- (cv. Adriana) aber auch von Tomaten- und
Paprikafriichten keine Wirkung von FeCls auf die *H,O-Leitfahigkeit nachgewiesen werden
konnte (Tabelle 13). (3) Experimente zum Einfluss der Spaltéffnungsdichte auf die
Penetration von *°Fe in Abhingigkeit vom Receiver-pH bestitigten die mit *H,O gewonnenen
Ergebnisse. So bestand zwischen der Verringerung der Leitfahigkeit von Fe durch FeCls
infolge einer Erhohung des Receiver-pH von 2 auf 6 (ein pH-Gradienten durch die ES wird
angelegt und induktive Bedingungen fiir die Fe-Wirkung entstehen) und der Stomatadichte
eine positive lineare Beziehung, die durch den Ursprung des Koordinatensystems verlief (cv.
Sam; Abbildung 25). Das bedeutete, dass auch SFe wie *H,0 bevorzugt an den Stomata
penetriert und diese Transportwege bei Vorliegen einer Fe-Wirkung verstopft sind.
Es ist zur Zeit noch unklar, warum die Ausféllungsreaktion von Fe auf die Stomata begrenzt
ist. Folgende Moglichkeiten sind denkbar:

(a) Der pH-Wert des Zellwandbereiches ist in Stomatandhe hoher als zwischen den

Stomata.
(b) Die CM im Stomatabereich ist im Vergleich zur CM zwischen Stomata leichter
benetzbar.

(c) Es kommt zu einer direkten Verstopfung des stomatiren Spalts.
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(d) An Stomata sind polare Penetrationswege konzentriert, die durch die
Ausféllungsreaktion verstopft werden.

(a) Da das Auftreten einer FeCl;-Wirkung an das Vorhandensein eines pH-Gradienten durch
das Exokarp gebunden ist, wire es denkbar, dass ein hoherer pH-Wert im Zellwandbereich in
der Nédhe von Stomata eine potentielle Ursache flir die ausschlieBliche Fe-Wirkung auf
Stomata ist. Nach Ergebnissen aus dieser Arbeit (Abbildung 19; Abbildung 23) miissten dann
im Bereich der antiklinalen und periklinalen Zellwénde der Epidermiszellen zwischen den
Stomata nicht-induktive Bedingungen (pH 2) vorliegen, dagegen an den SchlieBzellen
induktive Bedingungen (pH > 3). Solch ein pH-Unterschied im Zellwandbereich sollte aber
kaum {ber einen ldngeren Zeitraum erhalten bleiben, da es keine Penetrationsbarrieren im
Zellwandraum gibt. Demzufolge ist diese Mdglichkeit unwahrscheinlich.
(b) Alternativ konnte eine bevorzugte Fe-Wirkung an Stomata mit einer besseren
Benetzbarkeit der CM im Bereich der Stomata gegeniiber den Bereichen zwischen den
Stomata erkldart werden. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass sich die
Oberfldchenstruktur der CM tiiber Schlielzellen von der iibrigen CM unterscheidet (LEECE,
1976; KARABOURNIOTIS et al., 2001). Im Allgemeinen ist die Oberfliche von
StiBkirschenfriichten aber relativ leicht benetzbar (Kontaktwinkel eines Wassertropfens auf
der Kirschfruchtoberfldche betridgt 94.2° nach PESCHEL et al., 2003), so dass Unterschiede in
der Benetzbarkeit auch in Anbetracht der ausgedehnten Laufzeiten der Diffusionsexperimente
(minimale Dauer ca. 24 h) sicherlich keine Ursache darstellen.
(c) Eine direkte Verstopfung des stomatiren Spalts ist ebenfalls unwahrscheinlich, da dies
unter dem Mikroskop hitte sichtbar sein miissen. Jedoch konnten weder mittels REM noch
mittels Rontgenbeugungsanalyse Fe-haltige Prézipitate im Spalt oder an den SchlieBzellen
nachgewiesen werden (SCHROEDER, BUKOVAC und KNOCHE, unverdffentlicht).
(d) Viel wahrscheinlicher ist dagegen eine Verstopfung von polaren Transportwegen
(SCHREIBER et al., 20006), die an Stomata konzentriert sind (FRANKE, 1964a; FRANKE, 1964b;
JYUNG et al., 1965; FRANKE, 1967; NEUMANN und JACOB, 1968; SCHONHERR und BUKOVAC,
1970; SCHLEGEL et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden polare Wege in der CM von
Kirschfriichten nachgewiesen, die mit Stomata assoziiert sind, jedoch auch in der CM
zwischen Stomata existieren (siche Kapitel 5.1.2). Weil in Kirschfriichten polare Wege auch
in der CM zwischen den Stomata auftreten, sollte FeCl; theoretisch auch eine Wirkung auf
astomatidre Systeme ausiiben. Eine solche Wirkung konnte in den Experimenten aber
tiberraschenderweise nicht nachgewiesen werden (Tabelle 13). Die Ursache fiir diese

ausbleibende Wirkung ist derzeit unbekannt. Eine potentielle Erklarung dafiir wére, dass das
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Vorkommen polarer Penetrationswege in der CM zwischen Stomata mdglicherweise zu
gering ist, um eine nachweisbare Wirkung von FeCls auf diese Wege zu erzielen.

Dass FeCls; auf polare Transportwege wirkt, konnte in Diffusionsexperimenten mit den
organischen Sduren NAA und 2,4-D nachgewiesen werden. FeCl; hatte auf die Diffusion von
dissoziierter NAA oder 2,4-D (pH 6.2) einen signifikant groBeren Einfluss als auf die
Diffusion der undissoziierten Sduren (pH 2.2; Tabelle 16). Die undissoziierten, lipophilen
Sduren penetrieren die CM iiber den lipophilen Weg [siehe Kapitel 5.1.1 (ii1)]. Im Gegensatz
dazu penetrieren die dissoziierten, polaren Sduren die CM entlang des polaren Weges [siehe
Kapitel 5.1.1 (iii)], den sie aufgrund ihrer MolekiilgroBBe passieren konnen (r = 0.39 nm und
0.38 nm fiir NAA und 2,4-D, berechnet aus molaren Volumina aus BAUR, 1997; 6 = 0.72 und
0.71 fir NAA und 2,4-D, berechnet mit Regressionsgleichung aus Abbildung 9 B).
Interessanterweise hatte die Fe-Wirkung auf die Leitfahigkeit bei der dissoziierten NAA
(P"/P¢d'=0.43 £0.03; Tabelle 16) und 2,4-D (P4"/P4'=0.47+0.01; Tabelle 16) eine
ghnliche GroBenordnung wie bei *H,O (Abbildung 19; Tabelle 14), das auch ein polares
Molekiil darstellt.

Unter der Annahme, dass die Fe-Prézipitate einen seriellen Diffusionswiderstand im Exokarp
darstellen, kann der Diffusionswiderstand der Fe-Prizipitate nach Gleichung 16 (SCHONHERR,
1976b) aus den Leitfahigkeiten flir dissoziierte und undissoziierte NAA und 2,4-D in Ab- und
Anwesenheit von FeCls berechnet werden. Nach SCHONHERR (1976b) entspricht der
Gesamtdiffusionswiderstand (R®**™; R =Kehrwert der Leitfihigkeit Py in s/m) von
Membranen der Summe der in Reihe geschalteten Einzelwiderstinde (RE*°P, RPmeriat,

Gleichung 16).

1 1

Exokarp + Prézipitat
I::‘d I:)d

Gleichung 16. Rgesamt — RExokarp + RPréizipitat —

Der berechnete prozentuale Anteil des zusdtzlichen Widerstandes der Fe-Prazipitate am
Gesamtwiderstand betrug 57 und 53% fiir die dissoziierten Formen von NAA und 2,4-D, aber
nur 18 und 23% fiir die undissoziierten Formen von NAA und 2,4-D. Bei 3 H,O hatten die Fe-
Prizipitate einen Anteil zwischen 60 und 65% am Gesamtdiffusionswiderstand. Aus den
dhnlichen Diffusionswiderstinden der Fe-haltigen Prizipitate fiir die dissoziierten Formen
von NAA und 2,4-D sowie fiir "H,0 kann abgeleitet werden, dass diese 3 polaren Substanzen
die CM fdiber denselben polaren Transportweg penetrieren und Fe vor allem diesen
Transportweg beeinflusst. Eine Verringerung der Penetration durch polare Wege konnte mit
einer reduzierten Anzahl und/oder einem verkleinertem Radius der polaren Poren

einhergehen. Das Experiment zum Fe-Einfluss auf groBBenselektive Transportwege ergab, dass
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die Fe-Prézipitate die Grofe der polaren Wege verkleinern (Abbildung 15). FeCl; verringerte
ndmlich nur die groBenabhidngige Penetration, eliminierte sie aber nicht (Abbildung 15 A).
Dementsprechend war die prozentuale Reduktion der Wasseraufnahmerate bei Inkubation in
einer isotonischen Losung von Saccharose (r = 0.47 nm) am grofiten (Abbildung 15 B, Inset),
da der Molekiilradius von Saccharose an der Ausschlussgrenze des polaren Transportwegs im

Kirschexokarp (zwischen 0.47 und 1.15 nm; siehe Kapitel 5.1.1) liegt.

(iii) Einfluss komplexbildender Substanzen auf die Fe3+-Wirkung. Fiir eine Fe-Wirkung
auf den Transport polarer Substanzen durch das Exokarp ist das Vorliegen freier Fe**-Ionen
notwendig. Komplexbildende Substanzen wie Citronensdure, EDTA oder IDHA chelatisieren
das Fe’*-Ion, wodurch eine Ausfillung von Fe und damit eine Fe-Wirkung auf den
Wassertransport verhindert wird. Folgende Befunde lassen diese Schlussfolgerung zu: (1)
Fe(Il)-Ammonium-Citrat, Fe(IIl)-Citrat, EDTA-Fe(IlI)-Na und Fe(III)-IDHA hatten
entweder keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Wasseraufnahme in SiiBBkirschen
(Tabelle 6; Tabelle 7). (2) In Anwesenheit von Citronensdure in der Receiverlosung hatte
FeCl; unabhingig vom pH-Wert keinen Einfluss auf die *H,O-Leitfihigkeit der ES
(Abbildung 19; Abbildung 20). (3) Unter Bedingungen, bei denen eine Fe-Wirkung auf den
Wassertransport vorliegt (Existenz eines pH-Gradienten durch die ES bei Receiver pH 6),
konnte in Anwesenheit von EDTA nur eine kleine Verringerung der >*Fe-Leitfihigkeit der ES
nachgewiesen werden (Abbildung 26; Tabelle 18). Lediglich in Anwesenheit von Citrat-Ionen
trat unter gleichen Bedingungen eine starke Reduktion der Fe-Leitfihigkeit auf (Abbildung
26; Tabelle 18). Wihrend die geringe Verringerung der “*Fe-Penetration in Gegenwart von
EDTA zu erwarten war, iiberraschte die hohe Reduktion der 3>Fe-Penetration in Anwesenheit
von Citronensdure. Erwartet wurde, dass die anwesenden Citrat-lonen eine Fe-Wirkung auf
die *’Fe-Penetration analog zur *H,O-Penetration [siche vorheriger Befund (2)] verhindern.
Diese Abweichung kann aber darauf zuriickgefiihrt werden, dass Fe(III)-Citrat einen weniger
stabilen Komplex als EDTA-Fe(Ill)-Na darstellt. Die logarithmierten Stabilitidtskonstanten
von 14.2 fiir EDTA-Fe(Il)-Na (SCHONHERR et al., 2005) und 11.5 fiir Fe(III)-Citrat (DYE,
1995) belegen, dass der EDTA-Komplex um ca. 500-mal stabiler ist als der Citrat-Komplex.
Dadurch bleibt wahrscheinlich bei Verwendung von Citrat nicht der gesamte, sondern nur ein
Teil der Fe*"-Ionen in dem Citratkomplex gebunden, so dass noch eine ausreichend groBe Fe-
Wirkung von den freien Fe’"-Ionen auf die **Fe-Penetration ausgeiibt werden kann. Offenbar

war diese Wirkung fiir eine Verringerung des Wassertransports aber nicht ausreichend.
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Da polare Transportwege eine schnelle Wasseraufnahme in Kirschfriichte durch viskosen
Fluss ermdglichen, stellt die Verstopfung polarer Wege durch Fe-haltige Prizipitate ein
interessantes und moglicherweise geeignetes Werkzeug zur Verringerung der Platzanfélligkeit
von Kirschfriichten dar. Deshalb wurde in Folgeuntersuchungen die Praxistauglichkeit der Fe-

Wirkung auf die Wasseraufnahme und Platzfestigkeit von Kirschfriichten getestet.

5.4 Praxistauglichkeit von Fe-Salzen

Da Fe von den auf die Wasseraufnahme wirksamsten Kationen (Fe, Al, Hg, Cu; Tabelle 3) die
okotoxikologisch giinstigsten Eigenschaften besitzt, wurde untersucht, ob Fe-Salze fiir einen
moglichen Feldeinsatz geeignet sind. Dabei wurden folgende Aspekte bearbeitet:

(1) Praxisrelevante Wirkungen auf die Wasseraufnahme

(i1) Einfluss auf die Platzfestigkeit nach Tauch- oder Spritzapplikation

(iii))  Verfarbungen der Friichte.

(i) Praxisrelevante Wirkungen auf die Wasseraufnahme. In Laborversuchen zur
Wasseraufnahme in Kirschfriichte wurden praxisrelevante Eigenschaften ausgewihlter Fe-
Salze [FeCls;, Fe(Ill)-Glucoheptonat] untersucht. Ein Pridparat, das zum Feldeinsatz zur
Verbesserung der Platzfestigkeit geeignet ist, sollte folgende Eigenschaften aufweisen:
(a) Die Substanz sollte schon ab geringen Konzentrationen und bei kurzen
Inkubationszeiten wirksam sein.
(b) Die Wirkung der Substanz sollte nachhaltig sein.
(©) Das Préparat sollte die Wasseraufnahme auch entlang von Verletzungen der
Fruchthaut (Risse, Locher) und entlang der Stiel/Fruchtverbindung herabsetzen.
(a) In den Laborexperimenten erwiesen sich die getesteten Fe-Salze schon ab geringen
Konzentrationen und bei kurzen Inkubationszeiten als hoch wirksam. So waren FeCl; und
Fe(IIT)-Glucoheptonat schon bei Konzentrationen zwischen 0.1 und 1 mM wirksam
(Abbildung 11; Tabelle 8) und selbst Inkubationszeiten in FeCl; von 1 min (cv. Sam) oder
5min (cv. Summit) verursachten eine signifikante Verringerung der Wasseraufnahme
(Abbildung 13).
(b) Versuche zur Nachhaltigkeit der Fe-Wirkung ergaben, dass die durch FeCl; reduzierte
Wasseraufnahme nach Ersetzen des FeCls-Donors durch Fe-freie Losungen (neutrales und

stark angesduertes Wasser) weiter erhalten blieb (Abbildung 12). AuBlerdem reduzierten FeCl;



Diskussion 91

und Fe(II)-Glucoheptonat die Wasseraufnahme bis zu einer Trocknungsdauer von maximal
36 h signifikant (Abbildung 14). Nach ldngerer Trocknungsdauer war dagegen kein Einfluss
der Fe-Salze mehr nachweisbar (Abbildung 14). Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieBen,
dass die Fe-Wirkung im Labor zwar nachhaltig ist, aber nur fiir eine bestimmte Zeit andauert.
Es ist also denkbar, dass bei einer zwischenzeitlichen Trocknung die hydratisierte CM und
damit die polaren Transportwege mitsamt den gelatindsen (wasserhaltigen) Fe-Prizipitaten
(GREENWOOD und EARNSHAW, 1990) austrocknen und damit die Fe-Wirkung nach einer
bestimmten Zeitdauer authort.

(c) Die Wasseraufnahme in die Kirschfrucht erfolgt entlang des unbeschéddigten Exokarps
(CM und Stomata; BEYER und KNOCHE, 2002), entlang von Defekten im Exokarp (Risse,
Locher; BEYER und KNOCHE, 2002; PESCHEL und KNOCHE, 2005) und entlang der
Stiel/Fruchtverbindung (BEYER et al., 2002a). Risse, Locher und Stiel/Fruchtverbindung sind
Wege schneller Wasseraufnahme, da an diesen Stellen die Barrierefunktion der CM
umgangen wird (KNOCHE et al., 2000; BEYER et al., 2002a; BEYER und KNOCHE, 2002;
PESCHEL und KNOCHE, 2005). Demzufolge ist eine Fe-Wirkung auf diese schnellen
Transportwege fiir einen potentiellen Praxiseinsatz besonders wichtig. Von diesen schnellen
Penetrationswegen wurden lediglich die Risse durch FeCl; beeinflusst. Die Fe-Wirkung auf
die Wasseraufnahme durch Risse (Tabelle 10) ist vorteilhaft, da Mikrorisse in der CM auf
jeder reifen Frucht existieren (PESCHEL und KNOCHE, 2005). Die fehlende Wirkung von FeCls
auf die Wasseraufnahme durch Locher (Tabelle 9) und entlang der Stiel/Fruchtverbindung
(Tabelle 11) ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass es sich um Verletzungen
(Locher) bzw. Offnungen (Stiel/Fruchtverbindung) handelt, die bis ins Mesokarp der Frucht
hineinreichen und z.B. aufgrund ihrer groBBeren flichenmifigen Ausdehnung durch Fe-haltige
Ausfallungsprodukte nicht ausreichend verschlossen werden konnen. Die fehlende Wirkung
von Fe auf die Stiel/Fruchtverbindung ist aus Sicht eines Feldeinsatzes kritisch einzuschitzen,
da bei reifen Friichten ca. 50% der Wasseraufnahme entlang der Stiel/Fruchtverbindung
erfolgt und die Fruchtnidssedauer aufgrund der Geometrie der Frucht in der Region der

Stielgrube besonders lang ist (BEYER et al., 2002a).

(ii) Einfluss auf die Platzfestigkeit nach Tauch- oder Spritzapplikation. Platzversuche mit
FeCls und Fe(Ill)-Glucoheptonat an Kirschfriichten verschiedener Sorten ergaben, dass die
Wirkung auf die Platzanfélligkeit nach einer Spritzapplikation im Feld erheblich kleiner war
im Vergleich zur Tauchbehandlung im Labor (Abbildung 16; Abbildung 30, Anhang; Tabelle
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12). Fiir diesen Wirkungsverlust nach einer Spritzapplikation von Fe-Salzen gibt es folgende
Erklarungen:

(a) Abtropfen und Antrocknen der Spritzlosung und/oder

(b) Geringer Benetzungsgrad der Friichte.
(a) Nach einer Spritzapplikation von Fe-Salzen auf Kirschfriichten tropft die Spritzlosung ab
bzw. trocknet an. Demzufolge kann der Wirkungsverlust auf das Platzen ebenfalls mit dem im
vorherigen Abschnitt (i) bereits diskutierten Austrocknen der CM inklusive der Fe-haltigen
Prazipitate erklart werden. Dies erscheint auch deswegen naheliegend, weil es sich bei den
Fe-Niederschliagen um gelatinose, wasserreiche Prézipitate handelt (GREENWOOD und
EARNSHAW, 1990).
(b) Der Wirkmechanismus von Fe ist als Kontaktwirkung einzustufen. Aus diesem Grund
kann Fe nur an den Stellen der Fruchtoberfliche wirken, die von der Fe-haltigen Ldsung
benetzt sind. Da der Benetzungsgrad der Frucht nach einer Spritzapplikation aber nur gering
ist, tritt ein Wirkungsverlust gegeniiber der Tauchapplikation auf. Eine verbesserte Benetzung
durch den Einsatz oberflachenaktiver Substanzen (Tenside) wiirde zwar den Kontaktwinkel
eines Spritzmitteltropfens auf der Fruchtoberfliche und damit die Kontaktfliche vergrofern
(PESCHEL et al., 2003), gleichzeitig aber auch die Retention (Verweildauer) der Spritzlosung

auf der Frucht durch ein verstirktes Ablaufen verringern.

(iii) Verfirbungen der Friichte. Bei der Inkubation von Kirschfriichten in Fe-haltigen
Losungen entstanden schon nach kurzen Inkubationszeiten von 2 h schwarze Verfarbungen,
die mit der Inkubationszeit und der Fe-Konzentration an Intensitét und betroffener Flache
zunahmen und fiir eine Vermarktung der Friichte inakzeptabel sind. Diese Verfarbungen

traten vor allem im Bereich der Stielgrube und Narbenregion auf (Abbildung 27).

Abbildung 27. Stielgruben- (A) und Narbenregion (B) von SiiBkirschenfriichten (cv. Summit)
nach 6 h Inkubation in 10 mM FeCls.
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Theoretisch konnten die Verfarbungen durch Phytotoxizitit oder durch Fe-haltige
Ausféllungsprodukte, die fiir das Verstopfen schneller Penetrationswege durch das Exokarp
verantwortlich sind, verursacht werden. Literaturangaben zur Phytotoxizitdt beziehen sich
meist auf eine Uberversorgung mit Fe nach einer Aufnahme aus dem Boden (ALBANO und
MILLER, 1998; FISHER et al., 2003; BROSCHAT und MOORE, 2004). Uber phytotoxische
Reaktionen nach Blatt- oder Fruchtapplikation von Fe-haltigen Substanzen gibt es meines
Wissens keine Angaben. Jedoch beobachtete KIRR (2004) bei Kirschfriichten nach einer
Tauchbehandlung in Fe-Salzlosungen schwarze Verfiarbungen, die ausschlieflich auf den
oberflichennahen Bereich der Epidermis begrenzt waren. Selbst bei Platzrissen, die bis tief
ins Mesokarp hineinreichten, konnten von KIRR (2004) keine tiefer gehenden Verfarbungen
nachgewiesen werden. Bei einer vermeintlichen phytotoxischen Wirkung sollten aber alle
Bereiche der Verletzung betroffen sein. Da in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, dass Fe-
Prazipitate schnelle Penetrationswege im Exokarp (Fruchthaut!) verstopfen, ist es viel
wahrscheinlicher, dass es sich bei den Schwarzverfirbungen um die entsprechenden
Ausféllungsprodukte handelt. Solche Farbverdnderungen wiirden dann verstérkt in Bereichen
der Fruchtoberfliche in Erscheinung treten, bei denen Risse in der CM vermehrt vorkommen
(Stielgrube, Narbenregion; SEKSE, 1995b; PESCHEL und KNOCHE, 2005). Zumal Risse
einerseits von Fe beeinflusst werden (Tabelle 10) und andererseits im Gegensatz zu nm-
groBBen polaren Penetrationswegen mikroskopisch sichtbar sind. Diese Vermutung wurde von
WEICHERT et al. (2004) mittels REM an Fe-behandelten Kirschfriichten bestétigt. Weiterhin
wurde festgestellt, dass solche Schwarzverfarbungen auf den Friichten durch alle wirksamen
Fe-Salze hervorgerufen und auch durch die Anwesenheit anderer Kationen (Ca, Cu, Hg, Zn,
Al) oder anderer Substanzen (PEG 6000) nicht abgeschwicht werden (WEICHERT,
unverdffentlicht). Braun-schwarze Niederschlidge entstehen ebenfalls, wenn FeCl;-Losungen
mit NaOH titriert werden. Es erscheint daher wahrscheinlich, dass diese Verfarbungen durch
die Ausfillungsprodukte verursacht werden, die fiir die Wirkung von Fe auf die

Wasseraufnahme erforderlich und damit unvermeidbar sind.

Die mangelnde Wirksamkeit und die Schwarzverfarbung von Friichten sind jedoch nicht die
einzigen Probleme, die bei einer Spritzapplikation von Fe-Salzen in der Obstanlage entstehen.
Hinzu kommt, dass auf Bléttern und Friichten gelbe bis braune Riickstinde entstehen, die
eine Vermarktung der Friichte ebenfalls verhindern. Nachteilig fiir einen Praxiseinsatz von

Fe-Salzlosungen ist aulerdem die Korrosivitit der stark sauren Losungen wirksamer Fe-
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Salze, wodurch die Anwendersicherheit gefdhrdet ist und auBerdem die Spritztechnik

angegriffen wird.

5.5 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurden polare Penetrationswege im Kirschexokarp nachgewiesen, die eine
schnelle Wasserauftnahme (viskoser Fluss) in die Frucht erméglichen und damit einen
wichtigen Beitrag fiir das Platzen der Friichte liefern. Weiterfiihrende Experimente ergaben,
dass die Penetration polarer Substanzen (z.B. Wasser) durch das Kirschexokarp in
Anwesenheit bestimmter Fe(Il)-Salze verringert ist. Fiir diese Verringerung ist eine
Ausféllung von schwerldslichen Fe(Ill)-Oxiden und —Hydroxiden infolge eines pH-
Gradienten durch das Exokarp verantwortlich, in deren Konsequenz sich die Gréfe von
polaren Penetrationswegen verkleinert.

Allerdings ist der Einsatz von Fe-haltigen Substanzen zur Senkung des Platzrisikos unter
Feldbedingungen aufgrund folgender nachteiliger Eigenschaften unwahrscheinlich:

(a) Mangelnde Wirkung nach Spritzapplikationen

(b) Schwarzverfarbungen und Riickstdnde auf Friichten und Blittern

(©) Korrosivitit.

Trotz dieser Nachteile stellt der Wirkmechanismus von Fe aber eine erfolgversprechende
Strategie dar, um die Wasseraufnahme und dadurch auch das Platzen von Kirschftriichten zu
verringern. Folgende Argumente belegen die potentielle Nutzbarkeit dieses Mechanismus:

(a) Die schnelle Wasseraufnahme (viskoser Fluss) als primire Ursache fiir das
Kirschplatzen wird selektiv ausgeschaltet.

(b) Die Bildung der Prézipitate erfolgt im Exokarp und nicht auf der Fruchtoberflache,
wodurch eine Auswaschung der Prézipitate bei Niederschlédgen verhindert wird.

(c) Da die polaren Transportwege keine Bedeutung fiir den Gasaustausch der
Kirschfriichte haben, wird bei Verstopfung dieser Wege die Atmung der Friichte
nicht unterdriickt.

Weil der Wirkmechanismus von Fe potentiell nutzbar ist, erscheint es sinnvoll, nach
alternativen Substanzen zu suchen, die in Analogie zum Wirkmechanismus von Fe eine
platzreduzierende Wirkung unter Vermeidung der Nachteile von Fe (z.B. Verfarbungen,
Korrosivitdt) erwarten lassen. Insbesondere unbedenklich einsetzbare Substanzen mit

viskosem Charakter (z.B. wasserlosliche Gummisubstanzen), die aber trotzdem in der Lage
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sein miissen, das Exokarp zu penetrieren, sollten fiir diese Wirkung in Frage kommen. Es ist
jedoch zu beachten, dass bei Identifikation einer solchen Substanz folgende Probleme des Fe-
Mechanismus weiterhin bestehen bleiben:

(a) Die Wasseraufnahme entlang der Stiel/Fruchtverbindung, die bei reifen Friichten
ca. 50% der Gesamtwasseraufnahme betrdgt (BEYER et al., 2002a), wird nicht
beeinflusst.

(b) Da die Wirkung an das Vorhandensein von Stomata gebunden ist, wire eine
Applikation bei Kirschsorten mit geringer Stomatazahl (cv. Adriana; PESCHEL et
al., 2003) kaum wirksam.

(©) Weil nach dem Wirkmechanismus nur eine Kontaktwirkung vorliegt, miissen
Wirkungsverluste nach Spritzapplikationen einkalkuliert werden.

Das bedeutet, dass nur zusammen mit flankierenden Mafinahmen eine praxistaugliche

Verbesserung der Platzfestigkeit realisiert werden kann.

5.6 Ausblick

Wie bereits im Literaturteil erwéhnt, ist die Platzanfdlligkeit von Kirschfriichten von den
folgenden zwei Faktorenkomplexen abhingig:

(1) Wasseraufnahme in die Kirschfrucht

(i1) Mechanische Eigenschaften der Fruchthaut.
In diesem Abschnitt werden Moglichkeiten aufgefiihrt, wie in zukiinftigen Arbeiten weiter an

diesen zwei Komplexen gearbeitet und dadurch die Platzfestigkeit verbessert werden kann.

(i) Wasseraufnahme in die Kirschfrucht. Zur Beeinflussung der Wasseraufnahme sind u.a.
folgende Strategien denkbar:

(a) Applikation von Hiillsubstanzen

(b) Ziichterische MaBBnahmen.
(a) In der Literatur wird von der Anwendung von Hiillsubstanzen (Antitranspirantien, z.B.
Silikon) berichtet (CHRISTENSEN, 1996), die als zusétzliche Transportbarriere auf der CM die
Wasseraufnahme verhindern sollen. Zweifel an dem Erfolg dieser Strategie sind angebracht,
da bei Applikation dieser Substanzen der Gasaustausch der Kirschfrucht verhindert wird und
anaerobe Girung einsetzt. Zudem wire eine selektive Wirkung auf Friichte und nicht auf

Blitter (Gasaustausch durch Stomata) applikationstechnisch nicht zu realisieren.
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(b) Eine ziichterische Verringerung der Wasseraufnahme und damit auch der Platzanfalligkeit
ist dagegen denkbar. So sind polare Penetrationswege, die eine schnelle Wasseraufnahme
(viskoser Fluss) in die Frucht ermoglichen, an den Spaltéffnungen konzentriert. Da sich die
Stomatazahl der Friichte zwischen den Kirschsorten unterscheidet (PESCHEL et al., 2003), ist

in zukiinftigen Arbeiten zu priifen, ob die Stomatazahl ziichterisch beeinflussbar ist.

(ii) Mechanische Eigenschaften der Fruchthaut. Neben der Wasseraufnahme wird die
Platzanfdlligkeit auch von den mechanischen Eigenschaften der Fruchthaut beeinflusst
(GLENN und PoovAlAH, 1989; KNOCHE et al., 2004; PESCHEL und KNOCHE, 2005). So
verursacht die starke Dehnung der CM wihrend des Fruchtwachstums (KNOCHE et al., 2004)
eine Zugspannung, die bei Uberschreitung einer kritischen Grenze schlieBlich zu einem
Einreilen der CM fiihrt (PESCHEL und KNOCHE, 2005). Vermutlich resultiert die starke
Dehnung aus der fehlenden CM-Synthese wihrend der letzten Phase des Fruchtwachstums
(KNOCHE et al., 2004). Eine Stirkung des Exokarps durch Stirkung der CM und/oder der
Zellwiande wiirde demnach eine geringere Dehnung und dadurch auch eine Verbesserung der
Platzfestigkeit bewirken. Fiir die Umsetzung dieses Ziels sind folgende Maflnahmen denkbar:

(a) Applikation von Wachstumsregulatoren

(b)  Applikation von Salzlésungen aus mehrwertigen Kationen (Ca®")

(©) Ziichterische Eingriffe.
(a) Literaturangaben belegen, dass durch Applikation von Wachstumsregulatoren
(Gibberellinsdure) die Kutinsynthese am Spross von Erbsen- (BOWEN und WALTON, 1988)
und Tiefwasserreispflanzen (HOFFMANN-BENNING und KENDE, 1994) angeregt wurde. Auch
bei Tomatenfriichten konnte die Kutinsynthese mit einer Gibberellinbehandlung gesteigert
werden (KNOCHE und PESCHEL, unverdffentlicht). AuBerdem wird iiber eine erhohte
Fruchtfestigkeit nach einer Behandlung mit Gibberellinsdure berichtet (CHOI et al.; 2002).
Moglicherweise werden Zellwand abbauende Enzyme durch Gibberellinsdure beeinflusst.
(b) Theoretisch wiirden auch mehrwertige Kationen eine verbesserte Zellwandstabilitit durch
Verkniipfung von Zellwandbestandteilen bewirken Fiir CaCl, konnten solche Wirkungen
bereits an Kirsch- (LIDSTER et al., 1978 und 1979) und Apfelfriichten (JOHNSTON et al., 2002)
nachgewiesen werden. Da eine Wirkung von CaCl, auf die Platzfestigkeit von Kirschfriichten
sicherlich erst nach einem ldngeren Zeitraum einsetzen diirfte, ist es wahrscheinlich
notwendig, CaCl, ab frithen Entwicklungsstadien der Kirschfrucht in Analogie zur

Stippebekiampfung bei Apfeln (SCHLEGEL und SCHONHERR, 2002) regelmiBig zu applizieren.
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Zur Verbesserung der CaCl,-Penetration in die Frucht sollte aulerdem ein Zusatz von
Tensiden in Erwdgung gezogen werden (SCHONHERR, 2001).

(c) Es sollte aulerdem gepriift werden, ob sich die Dehnung der Kirschfrucht-CM zwischen
den Sorten unterscheidet. Dieses Merkmal wire fiir die ziichterische Entwicklung platzfester

Sorten nutzbar, wenn es zwischen den Sorten variabel ist.

Wabhrscheinlich fiihrt nur eine Kombination verschiedener Maflnahmen zu einer Verbesserung
der Platzfestigkeit von Kirschfriichten unter Praxisbedingungen. Aus diesem Grund sollten in
zukiinftigen Arbeiten verschiedene Strategien zur Verminderung des Platzrisikos verfolgt

werden.
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6 Zusammenfassung

Die Wasserautnahme iiber die Fruchtoberfliche ist ein entscheidender Faktor beim Platzen
von SiiBkirschfriichten (Prunus avium L.). Ein besseres Verstindnis der Mechanismen, Wege
und Einflussfaktoren auf die Wasseraufnahme kann Ansatzpunkte zur Verbesserung der
Platzfestigkeit von Kirschfriichten liefern. Mit der vorliegenden Arbeit sollten folgende
Aspekte bearbeitet werden:

1. Nachweis polarer Penetrationswege im Kirschexokarp

2. Einfluss ausgewdhlter Salze auf die Wasseraufnahme
3. Wirkung von Fe-Salzen
4

. Praxistauglichkeit von Fe-Salzen.

1. Polare Penetrationswege im Kirschexokarp. Die Wasseraufnahme durch das Exokarp
von intakten Kirschfriichten (Stiel entfernt, Stiel/Fruchtverbindung mit Silikon verschlossen)
wurde gravimetrisch in Immersionstests untersucht. Zwischen der osmotischen
Wasserleitfahigkeit (Pr) des Kirschexokarps und dem Kehrwert der Viskositidt der
Inkubationslésung (10 bis 300 g 1! Gummi arabicum, entspricht dynamischen Viskosititen
von 1.3x 107 bis 115.9 x 10° Pas) bestand eine lineare Bezichung. Demzufolge muss
viskoser Fluss an der Wasseraufnahme beteiligt gewesen sein. Viskoser Fluss stellt i.d.R. den
im Vergleich zur Diffusion schnelleren Transportmechanismus dar. Damit viskoser Fluss
stattfinden kann, muss ein Wasserkontinuum durch das Exokarp existieren, das als polarer
Transportweg fungiert. Bei der Inkubation von Kirschfriichten in isotonischen Losungen
ausgewahlter Osmotika nahm mit ansteigendem Molekulargewicht (MW) des Osmotikums
[MW = 58 bis 6000 g mol™ fiir NaCl bis Polyethylenglykol (PEG) 6000] die Wasseraufnahme
ab und das apparente Wasserpotential zu. Die molekiilgroBenabhingige Wasseraufnahme in
einem isotonischen System kann nur durch eine molekiilgroBenabhingige Penetration der
Osmotika erkldrt werden. Da die verwendeten Osmotika polare Substanzen sind, muss die
Penetration der Osmotika entlang des polaren Transportwegs verlaufen, der aufgrund seines
pordsen Charakters offenbar groBBenselektiv ist. Die aus der MolekulgroBenabhéngigkeit des
apparenten Wasserpotentials ermittelten Reflexionskoeffizienten (o) standen in enger
Beziehung zu den hydrodynamischen Radien (r) der Osmotika
[6=1.0(*0.0)-109(*09)x 10" r' (m"), *=097"", P=0.0001]. Nach dieser
Beziehung war Saccharose das grofte penetrierende Molekiil mit r = 0.47 nm und ¢ = 0.74,

PEG 1500 das kleinste nicht-penetrierende Molekiil mit r = 1.15 nm und ¢ = 1. Demnach liegt
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der maximale Porenradius der polaren Transportwege im Kirschexokarp zwischen 0.47 und
1.15nm. In einem Infinite-Dose-Diffusionszellensystem wurde die Selbstdiffusions-
leitfahigkeit (P4) von Exokarpsegmenten (ES) und isolierten Kutikulas (CM) fiir radioaktiv
markierte Substanzen bestimmt. Bei der Infinite-Dose-Technik erfolgt die Messung der
Penetrationsrate in einem FlieBgleichgewicht aus einer verdiinnten Donorlésung durch eine
eingebaute Membran (ES oder CM) in eine Receiverlosung. Die Py von Kirsch-ES fiir
1-Naphthyl[1-'*C]Essigsdure (NAA, pK,=4.2) und die Aktivierungsenergie (E,) der NAA-
Penetration war flir die iberwiegend undissoziierte (lipophile) NAA [pH 2.2,
Pi=102(+x08)x10°ms”', E,=67.0+1.7kImol’'] signifikant hoher als fiir die
vorwiegend  dissoziierte  (polare) NAA [pH6.2, Py=1.1(x02)x10%ms",
E.=51.8+19kJ mol'l]. Zwischen der E, der NAA-Penetration und der Spaltoffnungsdichte
(dsio) bestand fiir die dissoziierte NAA (r*=0.84"", P =0.0001) eine engere Beziehung als
fir die undissoziierte NAA (1> =0.30", P =0.03). Folglich sind polare Transportwege im

Kirschexokarp bevorzugt an Stomata lokalisiert.

2. Einfluss ausgewihlter Salze auf die Wasseraufnahme. In Immersionstests wurde die
Wasseraufnahmerate (F) in Kirschfriichte in Abwesenheit (F', 0 bis 0.75 h) und Anwesenheit
(F", 0.75 bis 1.5 h; F™, 1.5 bis 2.25 h) ausgewihlter Mineralsalze (10 mM) untersucht. Der
Salzeinfluss wurde durch das Verhiltnis der Aufnahmeraten (E"/E', E"/F") charakterisiert. Die
grofite Verringerung der Wasseraufnahme wurde bei Inkubation der Friichte in CuCl,
(F"/F' = 0.42), HgCl, (F"/F' = 0.58), AICl; (F"/F' = 0.50) und FeCl; (F"/F' = 0.49) erzielt. Im
Allgemeinen bestand keine additive Wirkung zwischen den Salzen, da der Einfluss von FeCl;
nicht durch die Anwesenheit von CuCl, und AICl; erhoht wurde. Diese Ergebnisse belegen,

dass der Wirkmechanismus der ,,effektiven* Salze offenbar gleich war.

3. Wirkung von Fe-Salzen. Versuche zur Aufklirung der Wirkung von FeCl; wurden
vorrangig im Infinite-Dose-System durchgefiihrt. Nach Zusatz von FeCl; (10 mM) zum
Donor verringerte sich die P4 von Kirsch-ES fiir 3HzO um ca. 60%. P4 blieb verringert, wenn
FeCls als Donor wieder durch Wasser ersetzt wurde. Fiir die Fe-Wirkung muss ein pH-
Gradient durch die ES vorliegen. FeCls reduzierte die P4 von ’H,O immer dann, wenn der
Wasserreceiver einen hoheren pH-Wert (pH 3, 4.5 oder 6) als die FeCls-Donorlosung
(pH 2.3) aufwies bzw. wenn FeCl; nur auf einer Seite der ES (Donor oder Receiver)
angeboten wurde. Zwischen der durch FeCl; verursachten Verringerung der Py fiir *H,0 und

der Spaltdffnungsdichte bestand eine positive lineare Beziehung, die durch den
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Koordinatenursprung verlief. FeCl; hatte keinen Einfluss auf die Py fiir 3H,0 in astomatiren
Systemen (ES und CM). Die Py fiir NAA und 2,4-Dichlor[*C]Phenoxyessigsdure (2,4-D,
pK.=2.6) wurde duch FeCl; in Anwesenheit von Stomata verringert. Das Ausmal3 der
Verringerung war abhéngig vom Dissoziationsgrad der Sduren und war fiir die iberwiegend
dissoziierten (polaren) Sduren (pH 6.2) groBer als fir die vorwiegend undissoziierten
(lipophilen) Sauren (pH 2.2). FeCl; reduzierte ebenfalls die Wasseraufnahme in Kirschfriichte
bei Inkubation in isotonischen Losungen ausgewihlter Osmotika. Dabei war die Verringerung
der Wasseraufnahme bei Inkubation in Saccharose (r=0.47 nm) am groBten. Diese Daten
belegen, dass FeCls den Transport von Wasser und anderen polaren Substanzen durch das
Exokarp aufgrund einer pH-abhidngigen Ausfillungsreaktion in den polaren Transportwegen

verringert, die an Spaltoffnungen konzentriert sind (siehe 1.).

4. Praxistauglichkeit von Fe-Salzen. In Laborversuchen zur Wasseraufnahme in
Kirschfriichte wurden praxisrelevante Eigenschaften ausgewihlter Fe-Salze [FeCls, Fe(IIl)-
Glucoheptonat] untersucht. Dabei waren die Fe-Salze schon bei geringen Konzentrationen
(zwischen 0.1 und 1 mM) wirksam. Bereits kurze Inkubationszeiten in FeCls (1 min bei cv.
Sam, S5min bei cv. Summit) verursachten eine signifikante Verringerung der
Wasseraufnahme. Die durch FeCl; reduzierte Wasseraufhahme blieb nach Ersetzen des FeCl;-
Donors durch Fe-freie Losungen erhalten. AufBlerdem verringerten FeCl; und Fe(III)-
Glucoheptonat die Wasseraufnahme bis zu einer simulierten Trocknungsdauer von 36 h
signifikant. Auch die Wasseraufhahme durch Risse im Exokarp wurde durch FeCl; signifikant
herabgesetzt, nicht aber die Wasseraufnahme durch Locher im Exokarp oder entlang der
Stiel/Fruchtverbindung. Versuche zum Platzen von Kirschfriichten mit FeCl; und Fe(III)-
Glucoheptonat ergaben, dass der Anteil geplatzter Friichte nach einer Spritzapplikation im
Feld erheblich grofler war im Vergleich zur Tauchbehandlung im Labor. Dariiber hinaus
entstanden bei der Inkubation in Fe-haltigen Losungen schwarze Verfiarbungen auf den
Kirschfriichten, die eine Vermarktung der Friichte verhindern. Wahrscheinlich werden diese
Verfarbungen durch die Fe-haltigen Ausfédllungsprodukte verursacht, die fiir die Wirkung von
Fe auf die Wasseraufnahme erforderlich sind. Damit scheidet der Einsatz Fe-haltiger
Substanzen zur Senkung des Platzrisikos in der Obstanlage aus. Dennoch bietet der am
Beispiel des Fe identifizierte Wirkungsmechanismus des Verstopfens polarer Transportwege
eine erfolgversprechende Strategie fiir die gerichtete Suche nach altenativen Substanzen, die

okotoxikolgisch unbedenklich und gleichzeitig pflanzenvertrdglich sein miissen.
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7 Summary

Water uptake through the fruit surface is an important factor in cracking of sweet cherry fruit
(Prunus avium L.). A better understanding of the mechanisms, pathways and factors that
affect water uptake is needed to develop strategies against rain cracking of sweet cherry fruit.
The objectives of this study were to

1. provide evidence for polar pathways across the sweet cherry exocarp,

2. investigate the effect of selected salts on water uptake,

3. establish the mechanism of Fe-salts in reducing water uptake, and

4

determine whether Fe-salts are suitable for applications under field conditions.

1. Polar pathways across the sweet cherry exocarp. Water uptake through the exocarp of
intact cherry fruit (pedicel removed, pedicel/fruit juncture sealed with silicone rubber) was
determined gravimetrically using an immersion assay. The osmotic water permeability (Ps) of
the exocarp was linearly related to the inverse of viscosity of the incubation solution (gum
Arabic at 10 to 300 g I'', equivalent to dynamic viscosities of 1.3 x 10~ to 115.9 x 10~ Pa s),
indicating that viscous flow must have contributed to water uptake. Viscous flow as a
mechanism of water uptake requires a liquid continuum across the exocarp that acts as a
“polar pathway”. When fruit were incubated in isotonic solutions of selected osmotica, water
uptake decreased and the apparent water potentials increased as molecular weight (MW) of
the osmotica increased [MW = 58 to 6000 g mol™ for NaCl to polyethylene glycol (PEG)
6000]. Since solutions were isotonic, the size dependent water uptake must be accounted for
by a size dependent penetration of the osmotica. Since the osmotica used were polar,
penetration must have occurred through a size selective, porous polar pathway. Reflection
coefficients (o) estimated from the relationship between MW and the apparent water potential
were closely related to the hydrodynamic radii (r) of the osmotica
[6=1.0(x0.0)-10.9 (£0.9) x 10" r' (m™"), *=0.97"", P=0.0001]. Sucrose was the
largest penetrating molecule with r=0.47 nm and o =0.74, PEG 1500 the smallest non-
penetrating molecule with r = 1.15 nm und ¢ = 1. Thus, the maximum pore radius of the polar
pathways in the cherry exocarp ranged from 0.47 to 1.15 nm.

The self diffusion permeability (P4) of exocarp segments (ES) and isolated cuticular
membranes (CM) for radio labeled substances was determined using an Infinite-Dose-
Diffusion system. In this system diffusion is monitored from a dilute donor through an
interfacing membrane (ES or CM) into a receiver solution under steady-state-conditions. The

P4 of sweet cherry ES for 1-naphthyl[1-'*C]acetic acid (NAA, pK, = 4.2) and the activation
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energy (E,) of NAA penetration was significantly higher for the predominantly undissociated
(lipophilic) NAA [pH 2.2, P4=10.2 (+ 0.8) x 10®* ms”, E, = 67.0 + 1.7 kJ mol'] than for the
predominantly  dissociated  (polar) NAA [pH6.2, Py=1.1(*0.2)x 108 ms™,
E.=51.8+1.9kJImol']. Furthermore, the E, for penetration of the dissociated NAA
(> =0.84"", P =0.0001) was more closely related to stomatal density (do) than that of the
non-dissociated NAA (r* = 0.30°, P= 0.03), indicating that polar pathways in sweet cherry

fruit are associated with the stomatal apparatus.

2. Effect of selected salts on water uptake. The rate of water uptake (F) in cherry fruit was
determined in immersion assays in the absence (F', 0 to 0.75 h) and, subsequently, in the
presence of selected mineral salts (10 mM; F", 0.75 to 1.5h; F™; 1.5 to 2.25 h). Effects of
salts were indexed by the ratio of rates of uptake (F"/F', F"/F"). The largest decrease in water
uptake was achieved, when fruit were incubated in CuCl, (F"/F' = 0.42), HgCL, (F"/F' = 0.58),
AICl; (F"/F'=0.50) and FeCl; (F"/F'=0.49). The effect of FeCl; on water uptake was
independent of the presence of CuCl, and AICls, indicating that there was no additive effect
between those salts that decreased water uptake. These findings demonstrate that the mode of

action of “effective” salts must have been the same.

3. Effect of Fe-salts. The mechanism of FeCls in decreasing water uptake was investigated
using the Infinite-Dose-Diffusion technique. Adding FeCls; (10 mM) to the donor decreased Py
of cherry ES for *H,O by about 60%. P4 remained at a decreased level when replacing the
FeCl; donor again by water. FeCl; reduced the P4 of 3H20, when the water receiver had a
higher pH (pH 3, 4.5 or 6) than the FeCl; containing donor (pH 2.3). Similar data were
obtained when FeCl; was added to the receiver instead. However, when FeCl; was added to
donor and receiver, there was no effect on the P4 of 3H,0. The FeCls-induced decrease in Py
for *H,O was positively and linearly related to stomatal density of the ES. FeCl; had no effect
on Py for 3 H,O in astomatous systems (ES and CM). FeCl; also decreased the P4 for NAA and
2,4-dichloro[*C]phenoxyacetic acid (2,4-D, pK, = 2.6) through stomatous ES. The magnitude
of the decrease depended on the degree of dissociation and was larger for the predominantly
dissociated (polar, pH 6.2) than for the undissociated (lipophilic, pH 2.2) acids. FeCls also
reduced water uptake into sweet cherry fruit, when fruit were incubated in isotonic solutions
of selected osmotica. The data suggest that FeCl; decreased transport of water and other polar
substances by a pH-dependent precipitation reaction that occurs in the polar pathways across

the sweet cherry fruit exocarp (see 1.).
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4. Suitability of Fe-salts for practical use. Characteristics that are relevant for spray
application of Fe-salts in the field were investigated using laboratory immersion assays and
cracking tests. The Fe-salts FeCl; and Fe(Ill)-glucoheptonate decreased water uptake at
concentrations as low as 0.1 to 1 mM. The minimum “contact” period necessary to reduce
permeability of the exocarp was 1 min in c¢v. Sam and 5 min in cv. Summit. The FeCl;-
induced decrease in water uptake persisted after replacing the FeCl; donor by water. After
exposure of FeCl; or Fe(Ill)-glucoheptonate treated fruit to atmospheric conditions for up to
36 h, water uptake remained at a decreased level. FeCl; also decreased water uptake through
microcracks in the exocarp, but had no significant effect on uptake through holes in the
exocarp or on uptake along the pedicel/fruit juncture. Percentage of cracked fruit after spray
application of FeCls in the field was lower than in the water control. However, the reduction
in fruit cracking obtained after spray application was markedly smaller than that after
incubating fruit in FeCl;. Unfortunately, spray application of FeCls or incubation of fruit in
FeCls resulted in severe black discoloration of fruit that is inacceptable from a marketing
point of view. These discolorations most likely represented Fe-oxides and —hydroxides
formed by the precipitation reaction in the exocarp. Since these precipitates are essential for
reducing water uptake, the use of Fe-salts is of limited usefulness for horticultural practice.
Nevertheless, the identified mechanism of decreasing water uptake by a precipitation reaction
that plugs polar pathways across the exocarp is a promising strategy. It allows the search for
alternative compounds that (1) avoid the disadvantages of the ferric salts and (2) have an

acceptable ecotoxicological profile.
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Abbildung 28. Beziehung zwischen relativer
Wasseraufnahmerate durch das Exokarp reifer
StiBkirschenfriichte (cv. Sam) und dem pH-Wert
der Donorlosung (A: Wasser; B: 10 mM CaCly).
Die relative Wasseraufnahmerate entspricht dem
Verhiltnis der Aufnahmeraten (F'/F' oder F"/F")
nachdem Wasser mit unverdndertem pH-Wert als
Donor (F', 0 bis 0.75 h) durch Wasser oder CaCl,
mit verdndertem pH-Wert (Zusatz von HCI oder
NaOH, ungepuffert) ersetzt wurde (F", 0.75 bis
1.5h; F™, 1.5 bis 2.25h). Die Regression war
weder bei Wasser (P=0.73 und 0.99 fir F'/F'
und F"/F") noch bei CaCl, (P =0.38 und 0.18 fiir

Abbildung 29. Einfluss von Osmotika mit
unterschiedlichem Molekulargewicht (MW) auf das
Platzen von SiBkirschenfriichten (cv. Sam). Die
Inkubationslésungen ~ waren  isotonisch  zum
Wasserpotential der StuiBkirschenftiichte
(P11 = Weruent), das, wie im Kapitel 3.3.1.1
beschrieben, durch Inkubation in PEG 6000
bestimmt wurde. Dargestellt sind (A) der
prozentuale Anteil geplatzter Friichte im
Zeitverlauf sowie (B) der Platzindex (siehe Kapitel
3.4) in Abhédngigkeit von dem Molekulargewicht
der Osmotika. Entionisiertes Wasser fungierte als

Kontrolle.
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Tabelle 19. Interaktion von KCl mit FeCl; auf die Wasseraufnahmerate (F) durch das Exokarp
reifer SiiBkirschenfriichte (cv. Sam). Der Salzeinfluss wurde durch das Verhéltnis der
Aufnahmeraten (F"/F', F"/F') aus den Intervallen I (F', 0 bis 0.75 h), II (F", 0.75 bis 1.5 h)
und 11T (F", 1.5 bis 2.25 h) beschrieben. Die Konzentration der Salzlosungen war 10 mM.
Wurden beide Salze simultan eingesetzt, betrug die Konzentration jedes einzelnen Salzes

5 mM.

Donorsequenz in n F'/F' + SE F"/F' + SE
Intervall I/II/IIT (Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,0/H,0/H,0 8 0.93+0.08 a' 0.87+0.06 a
H,0O/FeCl;/FeCls 10 0.54+0.03b 0.48+£0.03b
H,0/FeCl3/KCl 10 0.52+0.03b 0.47+0.02b
H,O/KCI/KCl 10 0.80+0.05a 0.88+0.04 a
H,O/KCl/FeCl; 10 0.82+0.05a 0.48+£0.03b
H,0/FeCl; + KCI/ 7 0.50+0.04b 0.34+£0.06 b
FeCl; + KCl1

"Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P =0.05). Werte der
Wasserkontrolle fir F', F' und F" betragen durchschnittlich 2.1 +0.2, 1.9+0.2 und
1.8+02mgh™.
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Tabelle 20. Interaktion von CaCl, mit FeCls auf die Wasseraufnahmerate (F) durch das
Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam). Der Salzeinfluss wurde durch das Verhéltnis
der Aufnahmeraten (F"/F', F"'/F") aus den Intervallen I (F', 0 bis 0.75 h), IT (E", 0.75 bis 1.5 h)
und 11T (F", 1.5 bis 2.25 h) beschrieben. Die Konzentration der Salzlosungen war 10 mM.
Wurden beide Salze simultan eingesetzt, betrug die Konzentration jedes einzelnen Salzes

5 mM.

Donorsequenz in n F'/F' + SE F"/F' + SE
Intervall I/II/IIT (Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,0/H,0/H,0 9 0.89+0.04 a' 0.94+£0.05a
H,0O/FeCls/FeCls 9 0.51£0.04b 0.48+0.05b
H,0/FeCls/CaCl, 9 0.53+£0.04b 0.52+0.04 b
H,0/CaCl,/CacCl, 9 0.78 +£0.04 a 0.82+0.02a
H,0/CaCl,/FeCls 8 0.78+0.08 a 0.37+0.05b
H,0O/FeCl; + CaCly/ 7 0.49+0.05b 0.34+0.05b

FeCl; + CaCl,

"Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P =0.05). Werte der
Wasserkontrolle fir F', F' und F™ betragen durchschnittlich 2.3 +0.4, 2.1 +£0.4 und
22+04mgh.
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Tabelle 21. Interaktion von CuCl, mit FeCl; auf die Wasseraufnahmerate (F) durch das
Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam). Der Salzeinfluss wurde durch das Verhéltnis
der Aufnahmeraten (F"/F', F"'/F") aus den Intervallen I (F', 0 bis 0.75 h), IT (E", 0.75 bis 1.5 h)
und 11T (F", 1.5 bis 2.25 h) beschrieben. Die Konzentration der Salzlosungen war 10 mM.
Wurden beide Salze simultan eingesetzt, betrug die Konzentration jedes einzelnen Salzes

5 mM.

Donorsequenz in n F'/F' + SE F"/F' + SE
Intervall I/II/IIT (Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,0/H,0/H,0 10 1.13+£0.05a’ 1.33+£0.05a
H,0O/FeCls/FeCls 10 0.46 + 0.05 be 0.37 £0.04 be
H,0/FeCls/CuCl, 10 0.38+0.05¢ 0.30+£0.04 ¢
H,0/CuCl,/CuCl, 10 0.52 +0.03 be 0.49+0.05b
H,0/CuCly/FeCl; 10 0.58+0.06b 0.41 +0.03 bc
H,O/FeCl; + CuCly/ 10 0.34+0.03¢c 0.33£0.02 be

FeCl; + CuCl,

"Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P =0.05). Werte der
Wasserkontrolle fir F', F' und F™ betragen durchschnittlich 3.5+ 0.3, 4.0£0.3 und
46+04mgh.
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Tabelle 22. Interaktion von AICI; mit FeCl; auf die Wasseraufnahmerate (F) durch das
Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam). Der Salzeinfluss wurde durch das Verhéltnis
der Aufnahmeraten (F"/F', F"'/F") aus den Intervallen I (F', 0 bis 0.75 h), IT (E", 0.75 bis 1.5 h)
und 11T (F", 1.5 bis 2.25 h) beschrieben. Die Konzentration der Salzlosungen war 10 mM.
Wurden beide Salze simultan eingesetzt, betrug die Konzentration jedes einzelnen Salzes

5 mM.

Donorsequenz in n F'/F' + SE F"/F' + SE
Intervall I/II/IIT (Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,0/H,0/H,0 9 0.83+0.02a' 0.84+£0.04 a
H,0O/FeCls/FeCls 9 0.44+£0.02b 0.35+0.03b
H,0O/FeCls/AlCl; 10 0.34+0.03b 0.24+0.04 b
H,O/AICI5/AICI; 10 0.39+0.03b 0.31+0.03b
H,0/AICl5/FeCls 10 0.35+0.03b 0.30+0.03b
H,0O/FeCl; + AICIy/ 10 0.40+0.02b 0.32+0.03b

FeCl; + AICl;

"Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P =0.05). Werte der
Wasserkontrolle fir F', F' und F™ betragen durchschnittlich 2.9 +0.4, 2.5+ 0.4 und
25+04mgh.
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Tabelle 23. Interaktion von EuCls mit FeCls auf die Wasseraufnahmerate (F) durch das
Exokarp reifer StiBkirschenfriichte (cv. Sam). Der Salzeinfluss wurde durch das Verhéltnis
der Aufnahmeraten (F"/F', F"'/F") aus den Intervallen I (F', 0 bis 0.75 h), IT (E", 0.75 bis 1.5 h)
und 11T (F", 1.5 bis 2.25 h) beschrieben. Die Konzentration der Salzlosungen war 10 mM.
Wurden beide Salze simultan eingesetzt, betrug die Konzentration jedes einzelnen Salzes

5 mM.

Donorsequenz in n F'/F' + SE F"/F' + SE
Intervall I/II/IIT (Verhéltnis) (Verhéltnis)
H,0/H,0/H,0 9 0.91+0.06 a' 0.88+0.05 a
H,0O/FeCl;/FeCls 10 0.47+0.04b 0.40+0.03b
H,0/FeCl3/EuCls 9 048 +0.05b 0.37+0.03b
H,O/EuCl;3/EuCls 10 0.53+0.03b 049+0.04b
H,O/EuCl;/FeCl; 9 0.63+0.03b 0.50+£0.04 b
H,0/FeCl; + EuCls/ 9 0.50+0.03b 0.38+0.02b

FeCl; + EuCls

"Innerhalb der Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte
unterscheiden sich signifikant (TUKEYs Studentized Range Test, P =0.05). Werte der
Wasserkontrolle fir F', F' und F™ betragen durchschnittlich 2.4+ 0.3, 2.2+0.4 und
22+04mgh.
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Abbildung 30. Vergleich der Wirkung von Fe(III)-Glucoheptonat bei direkter Inkubation der
Friichte (A, C, E) und nach Spritzapplikation im Freiland (B, D, F) auf die Platzhdufigkeit von
reifen SiiBkirschenfriichten verschiedener Sorten (A, B: cv. Hedelfinger; C, D: cv. Summit; E,
F: cv. Van). Der Anteil geplatzter Friichte wurde entweder durch direkte Inkubation der
Frichte in Fe(Ill)-Glucoheptonat oder 12h nach erfolgter Spritzapplikation von
Fe(II)-Glucoheptonat in der Obstanlage durch Inkubation in Wasser bestimmt.
Fe(I1I)-Glucoheptonat wurde bei Konzentrationen von 1, 10 und 100 mM eingesetzt.
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