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Kapitel 1

Einleitung

Das Jahr 1983 ging als das "Jahr des Waldsterbens" in die Geschichte dieses Landes ein.
Das Waldsterben war Tagesgesprach und die Medien waren voll davon. Heute
interessieren sich die Informationsmedien kaum noch dafir, "Waldsterben ist kein Thema",
welches "Leserquoten” ansteigen 1aRt! Auch wenn die in den 80er Jahren befiirchtete
Waldschadensentwicklung so nicht eingetroffen ist, ist trotzdem die aktuelle Situation
problematisch, und muf3 ernstgenommen werden.

Das "Neuartige Waldsterben" und seine Ursachen sind nicht neu, sondern sehr alt. Schon
die Romer nannten die Ursache der Waldschéaden, die bei der Metallgewinnung aus Sulfid-
Erzen angerichtet wurden "Immission von Imponderabilen” (WENTZEL, 1997). Dieser
klassische Stressor, SO,, spielt aufgrund der politisch ergriffenen MalRnahmen in
Deutschland (zumindest in den "alten" Bundeslandern, WENTZzEL, 1997), keine Hauptrolle
mehr (im Schwarzwald Jahresmittelwert: 1985 >20 ug SO, / m3; 1996 ca. 4 ug SO, / m3;
WALDSCHADENSBERICHT 1997 BADEN-WURTTEMBERG). Die Ursachen des "Neuartigen
Waldsterbens" in Deutschland und in anderen industrialisierten Landern sind heute in den
Stickstoffverbindungen, im Ozon und zuletzt auch in den SO,-Resten der bodennahen Luft
Zu suchen, also in altbekannten Immissionen. Was neu ist, ist ihre erhdhte und vermehrte
Prasenz. Erhdhte Saure- und Stickstoffeintrdge flhren zu Veranderungen im Boden, die
sich als Ungleichgewicht im N&hrstoffhaushalt ausdriicken. Naturlich vorkommende sowie
indirekt von Menschen verursachte Nahrstoffmangel schwachen die Baume und machen
sie empfindlich fur die Luftschadstoffe wie z. B. bodennahes Ozon.

Der WALDSCHADENSBERICHT 1997 fir Baden-Wirttemberg bestétigt, dal3 sich der Zustand
des Waldes in den letzten Jahren verbessert hat, und dies ist vor allem an dem Zustand der
Krone zu sehen. Trotzdem weist der Bericht daraufhin, dald weitere Risiken fur die Stabilitat
des Waldokosystems bestehen:

* "Trotz deutlichem Rickgang der Schwefeldioxydimmissionen, die hohen
Saure- und Stickstoffeintrage. Diese fiihren zu Veranderungen im Boden und
zur Auswaschung von Nahrstoffen (...) bzw. Makronahrelemeten wie
Magnesium". (WALDSCHADENSBERICHT 1997 BADEN-WURTTEMBERG).

e "Perioden mit hohen Ozonkonzentrationen im Sommer, vor allem in den
Hochlagen der Mittelgebirge". (WALDSCHADENSBERICHT 1997 BADEN-
WURTTEMBERG).



Pflanzenstress und Stressoren

1.1. Pflanzenstress und Stressoren

Die neuartigen Waldsché&den, die vor allem in der Bundesrepublik Deutschland, aber auch
in anderen Landern Europas und in Nordamerika untersucht worden sind, lassen sich nach
Ansicht der meisten Fachleute nicht einem einzelnen Strel3faktor zuschreiben
(WALDSCHADENSBERICHT 1997 BADEN- WOURTTEMBERG), sondern sie spiegeln die
synergistische Wirkung verschiedener Stressoren wider. D. h.: die Vitalitdt unserer
Waldokosysteme ist von einer Vielzahl natdrlicher und anthropogener Strel3faktoren
tiefgehend beeinfluRt. Der StreRbegriff wurde erstmals vom kanadischen Mediziner HANS
SEYLEY (1907-1982) biologisch-medizinisch formuliert (SEYLEY, 1936). Er wurde auch auf
Pflanzen Ubertragen und wird als "ungewdhnliche Belastung des Organismus, die bei
zeitlicher Begrenzung noch nicht lebensgefahrlich ist" bezeichnet (SCHUBERT und WAGNER,
1993). Wahrend LEVITT (1980) jeden Umweltparameter, der sich potenziell unvorteilhaft auf
die Pflanze auswirkt, als Stressfaktor flr Pflanzen definiert, versteht LARCHER (1987) unter

Tab. 1 Auf Pflanzen sich auswirkende natirlich vorkommende und anthropogen verursachte
Stressoren. Nach Lichtenthaler (1998), geéndert.

Natirlich vorkommende Stressoren Anthropogen verursachte Stressoren

* Hohe Lichtintensitét » Xenobiotica

. Lichtmangel » Gasformige Luftschadstoffe (z. B.:

SO-. NO.)
* Hohe Temperatur, Hitze e Ozon
¢ Niedere Temperatur, Frost » Bildung von Sauerstoffradikalen
e Wassermangel und Trockenheit *  Peroxyacylnitrate (PAN)
+ Uberflutung, Wasserstau e Saurer Regen, saurer Nebel...

« Natirlich vorkommender Mineral-
e Saurer Boden und Wasser

und Nahrstoffmanael
¢ Natirlich vorkommende hohe Salz- |« Mineralmangel wegen Auslaugung des

konzentrationen Bodens
» Biotische Stressoren (Viren, Bakterien,

N-Uberdiingung des Bodens
Pilze. Insekten...)

e Schwermetalle (Blei, Cadmium)

e Erhohte UV-Strahlung

» Erhohter CO,-Gehalt (Treibhauseffekt)
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Pflanzenstre? einen Zustand bzw. einen Beanspruchungszustand, der zuerst eine
Destabilisierung des Organismus bewirkt, aber dann zur Normalisierung und Resistenz
desselben fihrt, falls die Anpassungsfahigkeit der Pflanze nicht Uberschritten wird, und
dadurch die Pflanze oder Teile von ihr absterben. Fir LICHTENTHALER (1996) ist der Prozel3
der Regeneration, wenn sich der Stressor oder die Stressoren nicht mehr auf die Pflanze
auswirken bzw. beseitigt sind, auch in der Definition des Stressbegriffs beinhaltet. Die
Umweltparameter, die zu Stre3 fihren, kénnen nach ihrer Herkunft, als natirlich
vorkommend oder anthropogen verursacht, klassifiziert werden (Tab. 1). Wie diese Tabelle
zeigt, sind es eine Vielzahl natirlicher und anthropogener Einfliisse, die einzeln, aber haufig
auch miteinander in verstarkender oder abschwéachender Form auf den Baum einwirken.
Die Dynamik des Stressgeschehens ist in der Abbildung 1 dargestellt. In der Alarmphase
(a) ist die Resistenz der Pflanzen erniedrigt nun werden die Erholungsmechanismen
aktiviert. Diese bewirken in der Erholungsphase (b) eine Wiederherstellung des normalen
Resistenzniveaus. Ist die Pflanze durch die ausgepragte Einwirkung eines Stressors
geschadigt aber nicht getotet, konnen die Reparaturmechanismen der Reparaturphase (c)
den normalen Zustand wiederherstellen.
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Abb. 1 Veradnderung des Resistenzniveaus wahrend den Phasen des Stress (nach Brunol, 1996,
verandert). a, Alarmphase; b, Restitutionsphase; ¢, Hartungsphase; d, Phase erhdhter Resistenz; e,
Erschopfungsphase; f, hohe Intensitat des Stressors fiihrt zur Uberschreitung der Toleranz Schwelle
und damit zu chronischen Schadigungen oder Tod; g, Reparaturmechanismen koénnen bei
reduzierter Intensitat des Stressors zur Wiedererreichung des normalen Resistenzniveaus fiihren.
Weitere Erklarungen siehe Text.



Waldschaden im Schwarzwald

Die andauernde Einwirkung eines Stressors kann zu einer Abhartungsphase fihren,
wodurch die Pflanze eine Phase (d) erreicht, in welcher das Resistenzniveau erhoht ist. In
diesem Zustand bleibt die Pflanze, so lange keine Verdnderungen auftreten: Ist der
Stressor nicht mehr wirksam, kehrt die Pflanze Uber eine Enthartungsphase (e) zurtick zu
ihnrem urspriinglichen Resistenzniveau. Wenn zu der standigen Einwirkung eines Stressors
noch ein zuséatzlicher zweiter Stressor einwirkt, kann dies zu einer Erschopfungsphase (f)
fihren und dadurch zu chronischen Schadigungen und sogar zum Tod der Pflanze.
Stressoren, die eine Belastungssituation herrufen, bei der die Toleranzgrenze der Pflanze
nicht Uberschritten wird, werden Eustressoren genannt, sie verursachen "Eustress", im
Gegensatz hei3en die schadigenden Belastungssituationen "Disstress".

1.2. Waldschaden im Schwarzwald

Der Schwarzwald ist das Hauptschadensgebiet in Baden-Wirttemberg. 1987 betrug die
deutlich geschadigte Waldflache ca. 40%, seitdem ist eine Verbesserung des Waldes zu
verzeichnen und die deutlich geschadigte Waldflache betrug 1997 etwa 22%. Hierbei liegt
die Fichte mit 21% deutlich geschadigter Flache tber dem Landesschnitt dieser Baumart.
1997 war der Anteil der deutlichen Schaden bei der Fichte gegentber 1994 um 15%
gesunken, jedoch weitgehend auf den gleichem Niveau wie 1983 (WALDSCHADENSBERICHT
1997 BADEN- WURTTEMBERG). Der im Allgemeinen beobachtete Rickgang der
Waldschaden in Deutschland ist wie z. T. schon erwahnt, auf die Erniedrigung der
anthropogenen SO,-Emmission zurtickzufihren.

Es gibt grundsatzlich zwei verschiedene Methoden zur Erforschung der "Neuartigen
Waldschaden", namlich die Freilandstudien und die Kammer- oder Gewachshausversuche.
Bei den Freilandstudien werden Daten an geschadigten Waldbestédnden erhoben, die auf
die dort wirkenden Stressoren mit bestimmten Schadenserscheinungen reagieren. In
Gewachshaus- und in Kammerversuchen wird das Schadbild untersucht, das sich bei
Pflanzen unter kinstlich gesetztem Strel3 entwickelt. Die Freilandversuche geben, trotz der
komplexen Stref3situationen Informationen, die es erlauben, die Rahmenbedingungen fir
die Simulation realistischer Belastungen bei Kammerversuchen zu wahlen. Sie liefern auch
die Kriterien fir freilandrelevante Schadbildner. Mit den Kammerversuchen ist es mdglich,
die Wirkung eines einzigen Stressors abzuklaren. Dies wiederum ist von grof3er Wichtigkeit,
weil es gestattet, die Freilandversuche besser bewerten und verstehen zu kénnen. Fir
manche Fragen ist es vorteilhaft mit Klonen zu arbeiten, was in den Kammerversuchen
moglich ist. Im Gegensatz dazu bieten die Freilandversuche die Madoglichkeit,
ausgewachsene Baume in einer naturlich vorkommenden Waldgesellschaft zu untersuchen.
Beide Forschungsansatze komplementieren sich und sie ermdglichen zusammen, die fur
die Ursachenforschung wichtige Kausalkette, die einen Stressor in eindeutigen
Zusammenhang mit einem beobachteten Syndrom bringt, zu belegen. Allerdings kénnen
Kammerversuche ohne die Daten der Freilandversuche keine reale Belastung nachahmen,
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und die aus ihren Ergebnissen gezogenen Schlisse sind anschlielend bei
Freilandversuchen zu bestéatigen. Damit stellen die Freilandversuche den Anfang und das
Ende jeder Wald(ursachen)forschung dar.

1.2.1.Freudenstadt-Schollkopf: 1. Interdisziplinére Freilandstudie

Im Rahmen einer am Schollkopf (Freudenstadt, Nordschwarzwald, 840 m NN)
durchgefihrten interdisziplindren Langzeitstudie (BITTLINGMAIER et al., 1995) wurden in der
Zeitperiode 1989-1991 der Standort und die Schadsymptome der dort wachsenden Fichten
im Detail charakterisiert. Die Untersuchungen wurden an zwei Fichtenkollektiven, die 40 bis
60 Jahren alt waren und der Schadklasse 0 ("gesund”, 1. Kollektiv) bzw. 1-3 ("krank", 2.
Kollektiv) angehoérten, durchgefiihrt. 40 Mitarbeiter aus 17 verschiedenen Institutionen
untersuchten die Stref3situationen (Schadgasbelastung, Stoffeintrag, Nahrelement- und
Wasserversorgung), die am Schollkopf herrschen. Auch wurde der Beitrag biotischer
Faktoren, wie Nadelpilze, auf die Schadigung der Fichten erforscht. Die Unterschiede von
visuell gesunden und geschéadigten Fichtennadeln wurden anhand diverser biochemischer
und physiologischer Parameter dargestellt. Zuletzt wurde auch der Zusammenhang
zwischen den beobachteten Sch&den und dem Alter der Fichtennadeln untersucht.

Die Studien ergaben unter anderem folgende Ergebnisse. Nadelpilze oder andere biotische
Faktoren konnen nicht fir die Montane Vergilbung bzw. Neuartigen Waldschaden am
Schollkopf verantwortlich gemacht werden. Der Mykorrhizierungsgrad ist hoch und
unterscheidet sich nicht von anderen Schwarzwaldstandorten (KOTTKE und WOLLMER,
1995). Am Schollkopf stocken visuell gesunde und unterschiedlich geschadigte Fichten
nebeneinander, Grund dafur dirfte das Zusammenwirken verschiedener Stressoren,
ebenso wie genetisch bedingte Reaktionen der Fichten auf diese Stressoren sein
(KONNERT, 1995). Es wurden drei abiotische Faktoren identifiziert, die sich auf die Fichten
besonders negativ auswirken kdnnen. Diese sind eine starke Sonneneinstrahlung, ein
ausgepragter Magnesiummangel (SIEFERMANN-HARMS et al., 1995 a) und eine permanent
hohe Ozonkonzentration mit episodisch erhohten SO,- und NO,-Belastungen (WILD et
al.,1995).

Die Ergebnisse dieser ersten Studie, in der jeweils eine groRere Anzahl von Baumen im
Abstand von 2-3 Monaten beprobt wurde, erlaubte nicht die Beantwortung der Frage nach
einer zeitlichen Aufeinanderfolge der Anderungen der verschiedenen untersuchten
Parameter und ihre zeitlichen Beziehungen und Zusammenhange miteinander, die letztlich
zum Schadbild "vergilbte Nadeln" fiihren. Bei den in den letzten Jahren publizierten
Vertffentlichungen zur Auswirkung abiotischer Faktoren auf die Struktur von
Coniferennadeln wurden vorwiegend nur Auswertungen vor und nach ausgepragter
Schadigung der Nadeln beschrieben (ENDLER et al, 1990; FINK, 1992; FLAMMERSFELD und
WILD, 1992; HANNICK et al., 1993; SUTINEN, 1987 a, b und SUTINEN et al.,, 1998). In
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Kammerversuchen wurden die Wirkungen von Ozon oder von Magnesiummangel an
Fichtenkeimlingen, jungen B&aumen, und kleinen Klonfichten untersucht (MEHNE-JAKOBS,
1995; PUECH und MEHNE-JAKOBS, 1997; STEEGBORG, 1991; WELLBURN et al, 1997).
Untersuchungen mit beiden Stressoren gleichzeitig und mehreren Probenahmen innerhalb
einer Vegetationsperiode bzw. Gber mehrere Vegetationsperioden findet man jedoch weder
bei Freiland- noch bei Kammerversuchen.

1.2.2.Freudenstadt-Schollkopf: 2. Interdisziplindre Freilandstudie

Am Ort der 1989-1991 durchgefiihrten 1. Interdisziplindren Freilandstudie erfolgte 1993-
1996 eine zweite interdisziplindre Freilandstudie. In dieser Studie wurde bei einer Fichte
ohne Vergilbungs- und einer anderen mit typischen Vergilbungssymptomen die zeitliche
Aufeinanderfolge von Vorgédngen, die im Laufe der Vergilbungsprozesse auftreten,
charakterisiert. Weiterhin wurden die Auswirkung einer diagnostischen Magnesiumdingung
und einer definierten Beschattung auf die Vergilbungsvorgénge und die Reaktion der Fichte
auf Episoden erhohter Ozonbelastung untersucht.

Die Ergebnisse der 1. Interdisziplindren Freilandstudie lieferten die Grundlage fur diese 2.
Studie und ermdoglichten die Wahl von zwei reprasentativen Fichten, von denen eine zum
visuell kranken und eine zum gesunden Kollektiv gehorte. Dies erlaubte eine haufigere
Beprobung in zwei- bis dreiwdchigem Abstand. Dadurch konnte die zeitliche
Aufeinanderfolge von Anderungen in den Nadeln einer geschadigten Fichte des
Missenrandstandortes Freudenstadt-Schéllkopf detailliert untersucht werden. Dies geschah
anhand verschiedener biochemischer und physiologischer Parameter, unter anderen der
Photosynthese und des Kohlenhydratstoffwechsels (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 c).
Zum ersten Mal wurden in diese Studien zwischen 1994 und 1996 Untersuchungen zur
Struktur und Ultrastruktur der Chloroplasten und des Zentralzylinders einbezogen
(SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 d; SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 f;, BOXLER-BALDOMA et
al., 1997; BOXLER-BALDOMA und HEUMANN, 1997). Fir diese Zwecke wurden neue
morphometrische Mel3methoden entwickelt, mit denen graduelle Veréanderungen von
strukturellen Parametern in statistisch absicherbaren Daten erfal3bar waren.

Am Schollkopf traten die ersten visuellen Vergilbungssymptome der Fichten zumeist als
Vergilbungsschibe, verbunden mit einer starken Abnahme des Chlorophyligehalts auf
(SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 d; Anhang 6). Daneben lief eine Vielzahl von Anderungen
in den Nadeln ab, die langsam einsetzten und sich in den vergilbten Nadeln mehr und mehr
auspragten (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997c). Den im Vorjahr ausgetriebenen Nadeln, die
bei der geschadigten Fichte im Lauf der zweiten Vegetationsperiode in der schon
genannten fur den Standort Schoéllkopf typischen Weise vergilbten, galt hier das besondere
Interesse. Der Vergleich der Chloroplasten- und Leitbindelstruktur  von
lichtexponierten/beschatteten und griinen/vergilbenden Nadeln (SIEFERMANN-HARMS et al.,
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1997 d, SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 e; BOXLER-BALDOMA et al., 1997; BOXLER-BALDOMA
und HEUMANN, 1997) zeigt charakteristische Unterschiede im Jahresverlauf, die sich in den
vergleichbaren Vegetationsperioden &hneln und gut mit den erhobenen biochemischen und
physiologischen Daten korrelieren (EINIG und MEHNE-JAKOBS, 1997; GODDE, 1997,
SIEFERMANN-HARMS, 1997 a; Siefermann-Harms et al., 1997 d; Siefermann-Harms et al.,
1997 f).

1.3. Fragestellungen

Der Schéllkopf im Schwarzwald ist ein sogenanntes Reinluftgebiet, hier sind fur die
Vergilbung andere Stressoren als SO, verantwortlich. Der Magnesiumgehalt der Nadeln
liegt unter dem fiir eine ausreichende Magnesiumversorgung als erforderlich betrachteten
Schwellenwert (EINIG et al., 1995). Gezielte Kalkungen und Magnesiumdiingung in anderen
Waldgebieten haben eine Verbesserung der natirlich niedrigen vorkommenden
Basenkonzentration im Boden verursacht, welche sich in einer Gesundung des Waldes
ausdriickt (WALDSCHADENSBERICHT 1997 BADEN- WURTTEMBERG). Hohe Lichtintensitaten
gehdren auch zu den natirlich vorkommenden Stressoren (Tab. 1). Dies wird durch die
Beobachtung bestattigt, dal3 beschattete Nadeln weniger stark vergilben als lichtexponierte
Nadeln (LICHTENTHALER und BUSCHMANN, 1984). Ein weiterer Strel3faktor, der am
Schollkopf vorkommt, ist anthropogenes Ozon. In den mittleren Breiten der
Nordhemisphare wird die Zunahme der Ozonkonzentration der Troposphare auf 1% pro
Jahr geschatzt (RENNENBERG, 1996). Ozon wirkt auf der Erde bzw. in der Troposphéare als
starkes Oxydationsmittel und Pflanzengift. Es entsteht Uber Radikalreaktionen aus
Umwandlungsprodukten von Stickoxiden (NO,) und fliichtigen organischen Verbindungen
unter Einwirkung von UV-Strahlung, d. h., aus anthropogenen Emissionen, die bei der
Verbrennung fossiler Energietrager freigesetzt werden und mit energiereicher Strahlung
reagieren.

Die oben genannten Stressoren koénnen sich auf verschiedenen Ebenen der Nadeln
auswirken. Es sind vor allem Veranderungen der Chloroplastenultrastruktur bei
Luftschadstoffen (FINK, 1992; SENSER und BECK, 1982; SCHIFFGENS-GRUBER und LUTZ,
1992) bzw. des Zentralzylinders in Form von Phloemkollaps (FINK, 1992; FORSCHNER et al.,
1989; HANNICK et al., 1993) bei Mineralstoffmangel beschrieben worden. In den bisherigen
Arbeiten wurde nur ein Vergleich zwischen gesundem und kranken Zustand vorgenommen,
jedoch der Ubergang von einem in den anderen Zustand nicht dargestellt. Ziel und zentrale
Frage dieser Arbeit war es, die =zeitliche Aufeinanderfolge von morphologischen
Veranderungen zu untersuchen, die zum Vergilben bzw. zur Ergrinung der Nadeln einer
Fichte fihren und sie mit einer visuell gesunden Fichte zu vergleichen. Lichtmikroskopische
(hellfeld- und fluoreszenz-mikroskopisch) und elektronenmikroskopische Methoden wurden
zusammen mit der computerunterstitzten Morphometrie eingesetzt, um aufzuklaren,
welche Auswirkung eine diagnostische Magnesiumdingung und eine definierte
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Beschattung auf die Morphologie von Chloroplasten und Leitbindel wéahrend der
Vergilbungsvorgange haben, und welcher Zusammenhang zwischen diesen
morphologischen Veranderungen und der Reaktion der Fichtennadeln auf erhohte
Ozonbelastung besteht. Weitere Fragen, die aufgeklart werden sollten, sind folgende:

e Wie andert sich die Zahl und die Form der Chloroplasten innerhalb einer
Vegetationsperiode in der visuell kranken bzw. gesunden Fichte und im Vergleich
zwischen den beiden Fichten?

* Wie sind die zeitlichen Veranderungen der Ultrastruktur der Chloroplasten innerhalb
einer Vegetationsperiode?

 Wie sind die Thylakoide organisiert und wie wird die Organisation aufgrund der
Vergilbung verandert?

e Verursacht die Magnesiumdingung des Bodens unter der kranken Fichte ihre
Revitalisierung wie fir andere Fichten anderer Standorte schon beschrieben? Und
sind dann die Chloroplasten mit denen der gesunden Fichte vergleichbar?

« Welche Wirkung hat die Beschattung auf die Chloroplastenultrastruktur und auf die
Struktur des Zentralzylinders?

¢ Wann und wie findet eine Anhaufung der Assimilationstarke statt, und kdnnen
diagnostische Magnesiumdiingung oder Beschattung sie unterbinden?

« Wann findet der Phloemkollaps statt; Welche Veradnderungen treten bei dem
Phloemkollaps auf und wann, und welche Gewebe sind betroffen?

* Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Assimilatstau und dem Phloemkollaps?

e Ist dieser Phloemkollaps nur auf Magnesiummangel zurtckzufiihren oder kénnen
andere abiotische Stressoren ihn verursachen? Kann der Phloemkollaps durch das
Ausschalten einer der Stressoren verhindert werden?

Eine weitere wichtige Frage der 2. Schoéllkopfstudie war, ob die durch Mg-Diingung erzielte
Ergrinung der geschadigten Fichte eine echte — als Regeneration der Ultrastruktur
erkennbare Revitalisierung der Nadel darstelle, oder Magnesium nur in einzelne
biochemische bzw. physiologische Prozesse regenerierend eingreift. Ferner wird nach dem
Zusammenhang zwischen den beobachteten Strukturver&nderungen und den von anderen
Arbeitsgruppen festgestellten physiologischen und biochemischen Befunden gefragt. Am
Ende wird aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit zusammen mit den Befunden der anderen
Arbeitsgruppen nach einer maglichen Erklarung des Wirkungsmechanismus der Stressoren
gesucht, die bei den untersuchten Fichtennadeln zur Vergilbung fiihren.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1. Schollkopf

Die beiden untersuchten Fichten F33 und K3 stocken in einem fir den Mittleren
Schwarzwald typischen Fichtenbestand am Standort Schollkopf, Forstbezirk Freudenstadt
(Staatswald Abt. 111,12), zwischen Kinzig und SchwarzwaldhochstralRe, in Baden-
Wirttemberg.

2.1.1.Standort und Klima

Der Schollkopf befindet sich auf einer Héhe von rund 840 m Uber NN in der montanen
Hohenstufe des Mittleren Schwarzwaldes. Er liegt auf einem ebenen bis schwach nach
Siudwesten geneigten Plateau des Oberen Buntsandsteins. Die forstliche Feinkartierung
des Standorts (Abb. 2) weist mehr oder weniger lehmige Sandbtden mit unterschiedlich
intensiven Staundssemerkmalen, haufig mit tonigem Unterboden auf. Verschiedene
Humusformen, wie Mullmoder oder Rohhumus, kommen vor. Als urspriinglich natirliche
Waldgesellschaft wird ein Buchen-Tannen-Wald angenommen, in dem die Fichte
weitgehend fehlt (ALDINGER und HIRT, 1995), d. h. daf’ die (untersuchten) Fichten auf3erhalb
ihres naturlichen Vebreitungsgebietes stocken. Die Fichte beschrankte sich urspringlich auf
die hochmontane Héhenstufe im Nordschwarzwald. Erst im 14. bis 15. Jahrhundert wurde
die Fichte durch den Menschen auf die montane Hohenstufe eingebracht und stark
gefordert (JAHN et al., 1990).

Tab. 2 Temperatur: Langjahriges Mittel (1961-1990), Jahresmittel- und Monatsmittelwerte von
Januar, Mai, Juli und Oktober in den Jahren 1994-1996 in °C. In Klammern: Differenzen zwischen
Monatsmittel und langjahrigem Monatsmittel in °C. (+:lber, -: unter dem langjahrigen Mittel).

|Jahresmittel | Januar | Mai Juli | Oktober |
Langjahriges 6,63 1,5 9,8 15,2 7.9
Mittel (1961-1990)
woe b o4 | 106 | . 00 |74
(zu langj. Monatsmittel) | ' (+1,9) (+0,8) (+3,9) (-0,5)
wos | L, | a4 | 105 | 182 [ .. 115
(zu langj. Monatsmittel) || " (+0.1) (+0.7) (+3) (+3,6)
3 . a4 ] 92 | .. 13 |77
(zu langj. Monatsmittel) ' (+0,1) (-0,6) (-0,9) (-0,2)




Immissionen: Stoffdeposition und Schadgase

Die Jahresmitteltemperatur war 1994 (8,20 °C) und 1995 (7,29 °C) deutlich héher und 1996
(5,9 °C) deutlich niedriger als das langjahrige Mittel 1961-1990 (6,63 °C). (Der Wetterverlauf
in den Jahren 1994-1996 und ein Vergleich der Monatsmittelwerte sind in Anhang 1
dargestellt). Insbesondere das Jahr 1994 war milder und 1996 strenger als das langjéhrige
Mittel. Das Jahr 1995 war ebenfalls warmer als das langjahrige Mittel aber kélter als 1994.
Im Juli liegt der langjahrige Monatsmittelwert bei 15,2 °C und im Januar bei —1,5 °C. Die
Vegetationsperiode beginnt in Freudenstadt im Mai, im Jahr 1994 und 1995 war der Mai
0,8 °C bzw. 0,7 °C warmer und 1996 0,7 °C Kkalter als das langjahrige Mittel (s. Tab 2).

Tab. 3. Niederschlag: Langjahriges Mittel (1961-1990), Jahresmittelwerte in den Jahren 1994-
1996 in I/m3. Monatsmittelprozente im Vergleich zum langjéhrigen Monatsmittel von Januar,
Mai, Juli und Oktober.

|Jahresmittel Januar Mai Juli Oktober
O | |
L h
angjahriges 1681 Ims | 17371 128,0 | 115,01 1210
Mittel (1961 1990)
1994 1669 I/m3 152 % 107 % 78 % 100 %
1995 2049 |/m3 231 % 110 % 68 % 34 %
1996 ‘ 1413 I/m3 4% 194 % 136 % 105 %

Der jahrliche Niederschlag (Tab. 3) lag im Vergleich zum langjahrigen Mittel 1961-1990
(1681 I/m2) im Jahr 1995 (2049 I/m2) um etwa 20 % hdher, und 1996 (1413 I/m2)
um ca. 13 % niedriger. Das Jahr 1994 entsprach mit 1669 I/m? fast dem langjahrigen
Mittel. Die Monate Februar bis April von 1996 sind wegen ihrer extremen Trockenheit
hervorzuheben, genau so wie die Monate Januar und Marz 1995 wegen der hohen
Niederschlage (s. Anhang 1).

2.1.2.Immissionen: Stoffdeposition und Schadgase

Immissionen ist der Sammelbegriff fir alle atmospharischen Komponenten, die auf die
Umwelt einwirken. Im Rahmen des Niederschlagsmel3netzes der Forstlichen Versuchs- und
Forschungsanstalt Baden-Wirttemberg (FVA: Projekt UFO Il 55-89.2) wurden von
HOCHSTEIN (1995) (HOCHSTEIN und HILDEBRAND, 1992) im Versuchszeitraum 1989-1991 die
mit dem Niederschlag in die Fichtenbestande eingetragenen Stoffe (H, S0,%, NOg, NH,")
auf dem Schoéllkopf untersucht. Am Schdllkopf sind die Sulfat- und Stickstoffeintrage
geringer als am Westrand des Schwarzwaldes, sie liegen jedoch hoher als am Hirschkopf
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nordlich von Freudenstadt. Bei dem Stickstoffeintrag ist der Nitratanteil hoher als der
Ammoniumanteil. Im Vergleich zu anderen Schwarzwaldstandorten sind die Werte des
Protonenflusses auf dem Schollkopf bis zu ca. 3,5 mal geringer nur im Vergleich mit
Hirschkopf fallen sie gleich aus (Anhang 2). Der landesweit riicklaufige Trend bei der SO,*-
Deposition und in Verbindung damit der H*-FluR, ist auch am Schollkopf zu erkennen,
wahrend die landesweit beobachtete Zunahme der NH,"-Deposition im Versuchszeitraum
1989-1991 am Schdllkopf nicht nachgewiesen werden konnte (HOCHSTEIN, 1995).

Im Zeitraum von 1984 bis 1991 wurde die Schadstoffbelastung der Luft direkt in einer am
Schollkopf gelegenen Mel3station analysiert (BAUMBACH und BAUMANN, 1995) (Anhang 3).
Der Schollkopf ist aufgrund seiner Verkehrs- und Industrieferne ein sogenanntes
"Reinluftgebiet" mit niedriger SO,- und NO,-Belastung. Messungen ergaben Mittelwerte
von rund 12 pg SO,, 13 ug NO, und 2 ug NO pro m3 Luft. Die SO,-Belastung war im
allgemeinen niedrig und wurde vor allem durch episodenhaft auftretende Ferntransporte
aus oOstlichen Nachbarstaaten hervorgerufen (HEINZE und BAUMBACH, 1989). Sie trat auch
bei bestimmten winterlichen Wetterlagen wegen erhohter Heizaktivitat und intensivem
Energieverbrauch auf und flhrte zu kurzzeitigen Spitzenbelastungen. Die nordostllichen
Winde am Schollkopf (Richtung Freudenstadt) trugen zu einem Drittel zur NO,-Belastung
bei. Die NO,-Monats- und monatlich héchsten Halbstundenmittelwerte am Schoéllkopf fielen
niedriger als in einem sidlich von Stuttgart untersuchten Standort aus (BAUMBACH et al.,
1990).

Der Schollkopf zeichnet sich durch erhdhte Ozon-Konzentration aus. Der Ozon-Mittelwert
fur die Jahre von 1984 bis 1991 betrug 85 pg / m3 Luft, und damit Gberschritt er um 42 %
den Luftguteleitwert (60 pg/m3 Luft, WHO) zum Schutz der Vegetation vor
Langzeitwirkungen. In  den Sommermonaten dieses Zeitraumes lagen die
Monatsmittelwerte von Ozon Uberwiegend Uber 100 pg/m?3 Luft, wobei die maximalen
Halbstundenwerte an heil3en, sonnenscheinreichen Tagen 200 pg/m?3 Luft Gbertrafen
(Anhang 3). Von Oktober bis Marz hatte der Ozon-Mittelwert ebenfalls den erhdéhten Wert
von 68 p g/ m 3 Luft (BAUMBACH und BAUMANN, 1995).

Das hohere Ozonaufkommen am Schollkopf wird u. a. dadurch verursacht, dal3 die
nachtliche Ozonabsenkung in den Schwarzwaldhochlagen bei schénem Wetter kaum
auftritt (BAUMBACH U. BAUMANN, 1995). Unabhangig von der Jahreszeit betrug die
nachtliche Ozonkonzentration fir die Jahre 1984 bis 1991 ca. 92 % der am Tag
gemessenen Werte.

Im Rahmen des zweiten Schollkopf-Projektes wurden die Tagesmittelwerte der Ozon-
Konzentration in den Jahren 1993-1996 von der Gesellschaft fir Umweltmessungen und
Umwelterhebungen mbH (UMEG, Landesweites MeRRnetz) (Anhang 4) zur Verfliigung
gestellt . Die UMEG-Mefstelle befand sich am Nordrand von Freudenstadt. Wie in den
vorangegangenen Jahren erreichten die Sommermonate Werte von tber 100 pg / m? Lulft,
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oft sogar fir mehrere Wochen. Episoden mit Ozon-Tagesmittelwerten tber 180 pg / m? Luft
wurden 1994 und 1995 festgestellt. Im Jahr 1996 blieben sie etwas niedriger.

2.1.3.Nahrelement- und Wasserversorgung

Auf den PEF Untersuchungsflachen wurden eine forstliche Standortmarkierung (ALDINGER
und HIRT, 1995) und an zwei Stellen Profile angelegt. AuRerdem wurden bodenchemische
Untersuchungen (v. WILPERT und HILDEBRAND, 1995) durchgefiihrt (s. Abb. 2). Diese
Studien ergaben, dal} die Standorte der Fichten sich neben der Tongrundigkeit vor allem
hinsichtlich Wasserhaushalt und organischer Auflage unterscheiden. Die Bodden sind
basenarm und schlecht mit Nahrelementen ausgestattet. Die Vorrate an kurz- und
mittelfristig verfligbaren lonen (wasserlgsliche und austauschbare lonen) sind extrem
gering, dabei ist es die organische Auflage, die am meisten zu diesem mittelfristig
verfugbaren  N&hrelementpool  beitragt. Eine  Bedeutung als  mittelfristiger
Nahrelementspeicher wurde auch dem stationaren Bodenwasser des
Intraaggregatporensystems zugeschrieben.

Abb. 2 Der Schollkopf: Standdrtliche Verhaltnisse im Bereich der PEF-Untersuchungsflachen und
Standorte der in dieser Arbeit untersuchten Fichten F33 (geschadigt) und K3 (ohne
Schadsymptome). Die Karte der standortkundlichen Feinkartierung ist aus ALDINGER und HIRT
(1995) entnommen. F33 stockt auf stark saurem wechselfeuchtem lehmig-sandigem Boden (swflS)
am Rand einer nassen Misse (Mi), und K3 stockt auf stark saurem lehmigem Sand (slIS). Weitere
Abkurzungen vergl. ALDINGER und HIRT (1995).
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Von den als austauschbar qualifizierten Kationen ist ein sehr grof3er Teil bereits
wasserloslich. Dies trifft vor allem fir Magnesium zu: bis zu 60 % des austauschbaren
Magnesiums ist im Bodenwasser geldst. D. h.: Der tatsachlich verfigbare Magnesium-Pool
wird daher weniger durch Losungsgleichgewichte zwischen Festphase und Bodenlésung,
sondern vielmehr durch Menge und Transport der Bodenlésung bestimmt. Dies erkléart
moglicherweise die labile Mg-Ernéhrung der dort wachsenden Fichten, welche in engem
Zusammenhang mit dem Wasserhaushalt stehen soll.

Der Wasserhaushalt beider untersuchten Profile unterscheidet sich deutlich. In dem
Bodenprofil am MoosstralRchen (K3, Abb. 2) trat nur in geringem Mal3 Stauwasser auf (eine
Beobachtung wahrend der Vegetationszeit bei 60 cm unter Flur). In dem Bodenprofil am
StadtstraRchen (F33, Abb. 2) war Uber die Halfte der Vegetationsperiode Stauwasser,
wobei der hodchste Stauwasserstand bei 25 cm unter Flur lag. Aul3erhalb der
Vegetationsperiode betrug die Differenz der Stauwasserstande zwischen beiden Standorten
10 — 20 cm (v. WILPERT und HILDEBRAND, 1995). Die durch den kleinraumigen
Stauwasserzustand bestimmte physiologische Begrenzung des Wurzelraumes ist die
entscheidende Variable der Nahrstoffversorgung: die Nahrelemente kénnen durch die
Baumwurzeln nicht abgeschopft werden (SIEFERMANN-HARMS, 1995).

2.2. Charakterisierung visuell gesunder und geschadigter Fichten
am Schollkopf

Die Fichten der PEF-Untersuchungsflachen wurden mehrmals von D. Seemann (Forstliche
Versuchsanstalt  Baden-Wirttemberg)  wahrend  der  beiden interdisziplinaren
Langzeitstudien am Schdllkopf (1.Studie: 1989-1991 —BITTLINGMEIER et al. 1995- und 2.
Studie: 1993-1996 -SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 c¢-) bonitiert.

Fichte F33 ist ein Baum mit deutlichen Vergilbungssymptomen bei den vorjahrigen Nadeln
(2. Nadeljahrgang) und mit einem Nadelverlust von 25%. Er wurde bei der Bonitierung der
Schadstufe 2 zugeordnet (Abb. 3, rechts). Bis 1995 &ndert sich dieser Zustand nicht, erst
ab 1996 blieben auch die 1-jahrigen Nadel griin. Die Fichte K3 ist ein visuell gesunder
Baum (Abb. 3, links). Diese Fichte wurde im Sommer 1993 als Kontrollbaum ausgewahilt.
Wahrend der ganzen Zeit der 2. PEF Langzeitstudie von 1993 bis 1996 waren an dieser
Fichte keinerlei Vergilbungssyptome zu verzeichnen. K3 war immer mit 4 — 5
Nadeljahrgangen dicht benadelt (Schadstufe 0).

Fruktifikationen wurden zwischen 1992 und 1996 an beiden Baumen nicht beobachtet
(SIEFERMANN-HARMS, 1997 b). Das Alter beider Fichten wurde 1993 zwischen 30 — 35
Jahren geschéatzt und sie durften wie die anderen Baume der PEF-Untersuchungsflachen
aus Naturverjingung stammen (UNTHEIM, 1995).
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Abb. 3 Fichte K3 (links) und Fichte F33 (rechts) am 14.06.1994. Die vorjahrigen Nadeln der Fichte
F33 zeigen eine plotzliche Vergilbung.

Am Schollkopf befanden sich beide untersuchten Fichten 170 m voneinander entfernt,
stockten jedoch auf unterschiedlichen Bdden: Die Fichte K3 auf einer schwach konvexen
Flache aus stark saurem lehmigem Sand und die Fichte F33 auf stark saurem
wechselfeuchtem lehmig-sandigem Boden im Bereich einer Flachmulde mit verstarkter
Wasserfuhrung (Abb. 2). Fir beide Fichten ist Rohhumus die Humusform.

F33 stockt am Rand einer Misse und der durchschnittliche Grundwasserstand war wahrend
der 2. Schollkopfstudie um 10-20 cm hoher als bei K3. Damit sollte die physiologische
Untergrenze des Wurzelraums von F33 bei ca. 30 cm, und von K3 bei 40-50 cm Tiefe
liegen.

Die Studie zur Nahrelemente-Situation in den Bdden von beiden Fichten wurde von HOCH
et al., (1997) realisiert. Der Vergleich der bodenchemischen Verhéltnisse an den Standorten
(Anhang 5; ungedingte Bdden im Winter: Spalten 2 und 5) zeigt, dal3 in einer Bodentiefe
von 0-5 cm unter F33 eine wesentlich geringere Basensattigung als unter K3 vorliegt.
Insbesondere die Mg**-Séttigung betragt unter F33 vor der diagnostischen Diingung (s. 2.4)
nur die Halfte von der Mg?'-Séttigung unter K3. Dagegen sind die Mn*- und APP*-
Sattigungen und der pH-Wert unter F33 gegenitber den Werten unter K3 erhéht. In einer
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Bodentiefe von 5-10 cm gleichen sich die Basensattigung unter beiden Fichten an. Die
Mn?*-Sattigung und die pH-Werte blieben unter F33 unverandert hoch.

Tab. 4 Entwicklung des Neuaustriebs bei

Vegetationsperioden von 1994 — 1996. Verandert nach SIEFERMANN-HARMS, 1997 b.

den Fichten F33 und K3 am Anfang der

Anfang Mai Mitte Mai Ende Mai | Anfang Juni | Mitte Juni
3.05 24.05 14.06
. Austrieb hat
Knospen im Austrieb volle Lange
F33 winterlichen -ang
Zustand. klein 1-2 cm lang erreicht
1994 SR SRRSO SOUOUPPPRORY AU (6:8cm) |
Knospen n Knospenhtille Austrieb
K3 winterlichem abgeworfen 1-3cm Lan
Zustand, klein g g
16.05 30.05 13.06
Austrieb hat
Knospenhtille Austrieb 80 % der
F33 w
abgeworfen 1-2 cm lang vollen Lange
1995 erreicht
K3 Knospen Knospenhtille Austrieb
verdickt abgeworfen 1-1,5 cm lang
7.05 21.05 3.06 18.06
Knospen Knospenhiille Austrieb Austne? hat
F33 ; volle Lange
verdickt abgeworfen 1-2 cm Lang erreicht
196 |
Knospen im Knospenhiille Austrieb hat
. ) Knospen 70 % der
K3 winterlichen . z.T. i
. verdickt vollen Lénge
Zustand, klein abgeworfen .
erreicht

Wie alle am Schollkopf stockenden Fichten sind die beiden hier untersuchten Baume in

ihrer

genetischen Konstitution mit Fichten an anderen suddeutschen Standorten

vergleichbar (KONNERT, 1990). Es besteht aber eine beachtliche genetische Variabilitat
zwischen den einzelnen Individuen (KONNERT, 1995). F33 und K3 unterscheiden sich im
Neuaustriebszeitpunkt: die Fichte F33 treibt etwa 10 bis 20 Tage friher als die Fichte K3
aus (Tab. 4).
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In der Studie von HocH et al, (1997) wurden auch die Elementgehalte der Nadeln
untersucht. Bevor die diagnostische Diingung (s. 2.4) stattfand, lagen fur Phosphor mittlere
(F33) bzw. geringere bis mittlere (K3) Gehalte, fur Stickstoff und Kalium mittlere Gehalte, fur
Calcium gering bis mittlere und gering bis sehr geringe Magnesium-Gehalte vor. Aluminium-
und Mangangehalte waren bei den Nadeln der Fichte F33 hoch aber nicht toxisch, und bei
den Nadeln von K3 mittelhoch.

2.3.Beschattung

Im Jahr 1994, vom 24.05 1994 bis 25.10.1994, wurde ein Drittel des 12. Wirtels der Fichte
F33 und des 9. Wirtels der Fichte K3 mit drei Lagen eines grauen regenduchlassigen
Nylonnetzes Uberdacht, das die Lichtintensitét auf 15 % des Umgebungslichtes reduzierte.
2.4. Diagnostische Dingung

Der Boden unter der Fichte F33 wurde mit Bittersalz (NOVOSANL: Fa. Merholz, Bedburg;
49 % Mg-Sulfat, 51 % Wasser) gedingt. Die Diingungen fanden am 24.05. und 6.07.1994

sowie 30.05., und 27.06.1995 statt. Jedesmal wurden auf 16 m? Bodenflache jeweils 3,2 kg
Bittersalz gleichmaRig verteilt, was einer MgSO,-Gabe von 400 g/m? entspricht.

Mg-Dungung

1994 1995 1996
MgSO,: je 100 g/ m?
24.05. 6.07.94 30.05. 27.06.95

L v | w ] |
| | t |

CaCOg: 800 g/m?

Abb. 4 Schema der durchgefiihrten Mg-Diingungen in den Jahren 1994 und 1995 und Kalkung im
Jahr 1995. Es wurden insgesamt 400 g/m2 MgSO, bzw. 800 g/m2 naturreiner Kalk pro Diingung auf
dem Boden unter der Fichte F33 ausgebracht.
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Im Herbst 1995 wurde auRerdem mit naturreinem Kalk (NORDWEISS-PERLEL: Vereinigte
Kreidewerke Dammann KG, Sohlde; Geperltes staubfreies Granulat mit 80 % Ca-Carbonat,
5 % Mg-Carbonat) gediingt. Auf 50 m? Bodenflache wurde 1 kg / m? Granulat ausgebracht,
d.h. eine Gabe von 800 g CaCO; / m*.

2.5.Probenahme

Der Zeitpunkt der Probenahmen am Schollkopf wurde um die Mittagszeit (11 — 13 Uhr)
gewahlt, um mdogliche Einflisse des Tagesganges zu vermeiden. Zweige mit 2-3
Nadeljahrgangen wurden entnommen und die Anschnitte sofort in Wasser gestellt.
AnschlieBend wurden die feuchtgehaltenen Proben-Zweige zum Botanischen Institut | der
Universitat Karlsruhe gebracht, wo die Nadeln gegen 16 Uhr sofort prapariert und fixiert
wurden.

Fur die Probenahme wurden die Kronen beider Fichten mittels U-férmiger Gerlste
zuganglich gemacht (Ausfihrung: Fa. Feig Gerlstbau GmbH, 72297 Seewald,
Freudenstadt). Die Gerliste waren bei der Fichte K3 10 m und bei der Fichte F33 12 m
hoch.

Es wurde am 9. Wirtel der Fichte K3 und am 12. Wirtel bei der Fichte F33 beprobt, dabei
wurden Aste der 2. Ordnung gewahlt. Die Probetermine sind in Tabelle 5 gezeigt.

Tab. 5 Termine der Probenahme in den Jahren 1994-1996.

1994: | 12.04 | 3.05 24.05 | 14.06 - 6.07 26.07 | 16.08 | 20.09 | 25.10

1995: | 25.04 | 16.05 30.05 | 13.06 27.06 | 11.07 25.07 | 16.08 | 19.09 | 17.10

1996: | 23.04 | 7.05 21.05 | 3.06 18.06 | 2.0/ 11.07 | 12.08 | 10.09 | 22.10

2.6. Auswahl der Nadeln

Die Nadeln wurden unter Beachtung des angegebenen Jahrgangs nach festgelegten
Kriterien gepfltckt:

* Von einem Zweig wurden nur Nadeln aus der mittleren Linie enthommen (Abb. 5),
d.h. nur Nadeln, die von ihren Nachbarnadeln nicht beschattet wurden.
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 Ein Nadeltyp wurde Uber den Nadeljahrgang (2. Jahrgang) und die Licht-
verhaltnisse (Licht- oder Schattennadel) definiert. Die lichtexponierten Nadeln
waren zur Sonne gerichtet.
* Von einem Nadeltyp wurden vier einzelne Nadeln entnommen.
« Die entnommenen Nadeln muf3ten flr den jeweiligen Nadeltyp reprasentativ sein.
Mittelrippe =

gewlinschte Nadelposition
zur Nadelentnahme

Abb. 5 Schema zur Auswahl
der Nadeln: Aus Asten der 2.

Ordnung wurden vier Nadeln N

des 2. Jahrgangs aus der ! H A

mittleren  Linie  (schwarz) = = ! = N

entnommen. & NS N 7

Die  entnommenen licht- N E‘ S ——
. -l D —

exponierten Nadeln waren [~ g —

zur Sonne gerichtet.

2.7.Elektronenmikroskopische Methoden

2.7.1.Fixierung und Einbettung

Die Methodik fur die Fixierung baute sich auf der Arbeit von SUTINEN et al. (1990) auf. Als
Einbettungsmittel wurde die Kunstharzmischung (Epoxydharz) nach SPURR (1969) in der
Variante hart und langsam polymerisierend verwendet. Dieses Einbettungsgemisch eignet
sich fur schwer infiltrierbare Gewebe.

Die ausgewdahlte Nadel wurde in einer auf Eis gehaltenen Wachspetrischale, die mit einigen
Tropfen Fixierlésung versehen ist, gebracht. Die Nadelenden wurden abgetrennt und
weggeworfen. Das Zentralstiick der Nadel wurde in diinne Scheiben von ca. 0,5 mm Dicke
geschnitten und in das mit der Primarfixierlosung (Cacodylat: 0,1 M; Glutaraldehyd: 1,5 %;
Formaldehyd: 1,5 %; Coffein: 0,4 %; Saccharose: 0,15 M) geflllte Eppendorf-Réhrchen
Uberfihrt. Nach Entliften der Préparate wurden sie tber Nacht bei 0 °C fixiert. Am
folgenden Morgen wurden die fixierten Nadelstlickchen mit Waschpuffer-1 zwei mal, je
15 min. (Cacodylat Puffer 0,1 M; 2 mM CaCIZ; 0,4% Coffein; 0,15 M Saccharose)
gewaschen und anschlieRend folgte eine zweite Fixierung mit Osmium (sekundére

18



Material und Methoden

Fixierung: Cacodylatpuffer: 0,1 M; OsQ,: 2 %) flr 2 h bei 0 °C. Nach dem Waschen mit dem
Waschpuffer-2 (Cacodylatpuffer 0,1 M; 2 mM CacCl,) wurden die Praparate Uber eine
Ethanolreihe entwassert (50 %, 70 %, 90 % jeweils 10 min bei 0 °C, und 95 %, 100% je 10
min bei Raumtemperatur (RT).

AnschlieRend erfolgte die Vorbereitung zur Einbettung: Die Stiicke wurden 20 min bei RT in
1,2-Epoxypropan inkubiert, dann in einer Mischung von 1,2-Epoxypropan und steigender
Menge an Harz (ERL (Vinylcyclohexane dioxide) 80 g; DER 736: 32 g; NSA
(Nonenylsuccinic Anhydre): 208 g; DMAE (Dimethylaminoethanol) 1,6 g) mehrmals
inkubiert (Verhaltnis Epoxypropan : Harz: 3 : 1, 30 min bei RT; 1 : 1, 60 min bei RT; und
1: 3 Uber Nacht bei RT). AnschlieRend wurden die Nadelstiickchen mit reinem Harz bei RT
24 h infiltriert. Am vierten Tag wurden die fixierten Nadelstticke in je eine Silikonform, die
mit Harz gefillt war, tberfuhrt. Die eine Schnittflache der Nadelsttiickchen wurde nach vorne
ausgerichtet und die Silikonform mit Harz nachtraglich noch mal aufgefillt. Die beschrifteten
und mit den Praparaten bestuckten Silikonformen wurden in einem nicht vorgewarmten
Ofen gebracht. Die Polymerisation fand bei 70 °C wahrend 72 h statt. Nach Abkihlen
wurden die Kunstharzblockchen weiter verarbeitet.

2.7.2.Befilmung der Grids

Die Kupfergrids (Netzmasche: 100ter und Slots: 2 x 0,6 mm) wurden mit Chloroform 5 min
im Ultraschallbad gewaschen. AnschlieRend wurden die Grids auf fusselfreiem Papier und
staubgeschiitzt getrocknet. Ein einfacher Objekttrager wurde gereinigt und mit fusselfreiem
Papier poliert, bis das Glas frei von Fett und Staub war. Ein Ablauftrichter mit 2-Wegehahn
wurde mit Chloroform gewaschen und nachher mit 1,4 % Pioloformlésung gefillt; Der
Objekttrager wurde hineingelegt und wenn der FlUssigkeitsspiegel vollig ruhig war, lie3 man
—erschitterungsfrei- die Pioloformldsung ablaufen. Auf dem Objekttrager bildete sich ein
Film. Der Objekttrager wurde aus dem Trichter entnommen und in eine mit
Austauscherwasser gefiillte Petrischale langsam eingetaucht, so daf ein Pioloformfilm
aufschwamm. Dieser Film wurde rasch mit Grids belegt und mittels eines Stucks Parafilm in
ObjekttragergroRe wurden die befilimten Grids aus dem Wasser geholt und staubfrei
aufbewahrt.

2.7.3.Ultramikrotomie

Das Praparat in dem Kunstharzblock wurde getrimmt. Dies geschah mit einer entfetteten
Rasierklinge oder durch eine Diamantfrase (Fa. LKB, Schweden). Die verwendeten
Ultramikrotomgerate waren Om U2 (Fa. Reichert, Osterreich) und Ultracut R (Fa. Leica,
Deutschland). Die ersten groben Schnitte, bis die Schnittflache des Blockchens spiegelglatt
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angeschnitten war, wurden mit einem selbst geschnittenen Glasmesser (Knife maker 7801
B, LKB, Schweden) oder mit einem Histo-Diamantmesser (Fa. Diatome, Schweiz)
angefertigt. Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem Diamantmesser oder mit einem Semi-
Diamantmesser geschnitten. Das Letztere wurde auch benutzt, um 1 pum dicke Schnitte fur
die Lichtmikroskopie herzustellen (s. Kap. 2.8.). Ein Strecken der Schnitten erfolgte mit
Chloroform-Xylol-Dampfen (Mischung 1 : 1). Nur die Schnitte, die durch das reflektierte
Licht grau (<60 nm), oder silbrig (von 60 bis 90 nm) gléanzten, wurden auf ein befilmtes Grid
gebracht und nach dem Trocknen weiter behandelt bzw. staubfrei aufbewahrt.

2.7.4.Kontrastierung

Um die Elektronenstreuung bzw. den Kontrast der Proben zu erhthen, wurden diese mit
Kontrastierungslosungen aus Schwermetallen behandelt. Erst wurden die mit Schnitten
versehenen Grids in eine 10 %ige methanolische Uranylacetat-Losung eingetaucht und
nach funf Minuten mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen.

Gleich danach wurden die Schnitten mit Bleicitrat (REYNOLS, 1963) nachkontrastiert. Diese
fand in einer Kammer, in der das CO, mit Natriumhydroxidplatzchen entfernt wird, statt.
Nach finf Minuten Kontrastierung, wurden die Grids in einer sehr schwachen Laugenlésung
(0,02 M NaOH) gewaschen und noch mehrmals mit gekochtem destilliertem Wasser
gespult. Nach dem Trocken wurden die nun fertigen Praparate am TEM (Transmissions-
elektronenmikroskop) mikroskopiert.

2.7.5.Mikroskopie (TEM), Fotografieren, Entwicklung,
Videoaufnahme

Die fertig vorbereiteten Proben wurden an einem ZEIS EM 900 (ZEISS, Oberkochen,
Deutschland) Transmissionselektronenmikroskop am Botanischen Institut | der Universitat
Karlsruhe untersucht. Die verwendete Beschleunigungsspannung betrug 80 kV.

Zur Dokumentation wurden photographische Planfiime Agfa Scientia (8,3 x 10,2 cm,
Filmflache ca. 8 x 8 cm ) verwendet Die Negative flr die Messungen an den
Chloroplastenschnitten wurden nur bei 12.000-facher VergrofRerung exponiert. Fir die
morphologischen Untersuchungen am Zentralzylinder wurden dagegen mehrere
VergroRerungen verwendet. Die exponierten Negative wurden mit Gp5-Arbeitslosung (Agfa
for B & W Film) entwickelt und mit Acidofix-Arbeitsldsung (Agfa Acidofix rapid fixing salt for
B & W films and papers ) fixiert.
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Die entwickelten Negative der Chloroplasten wurden von einer Videokamera (CCD B/W TV
Camera, Tokyo Electronic Industry Co., Itd.) digitalisiert (s. Kap. 2.10.2.2.). Die
digitalisierten Bilder hatten eine raumliche Aufldsung von 768 x 576 Pixel, eine Bildtiefe von
8 Bit und 256 Graustufen. Damit war die im digitalisierten Bild gespeicherte Information
kleiner als die Information, die das elektronenmikroskopische Negativ mit ca. 6 x10°
Bildpunkten (ROBENEK, 1995) enthielt. Dies machte die Negative unentbehrlich, um die
elektronischen Messungen zu sichern. Die elektronenmikroskopisch digitalisierten
Aufnahmen wurden in TIF-Format (Tag Image File Format, TIFF) in Streamer-Bander (DC-
2120) fur die Aufbewahrung gespeichert.

2.8.Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Licht- und Fluoreszenzmikroskopie wurden 1 pm dicken Schnitte, die mit einem
Histo-Messer oder mit einem Semi-Messer gewonnen werden, verwendet (Kap. 2.7.3.). Mit
einer Nylondése wurden die im Trog schwimmenden Schnitte auf den Objekttrager
transferiert. Danach wurden die auf einem Tropfen Wasser schwimmenden Schnitte mit
Warme behandelt, um die Kompressionsartefakte zu beheben. Beim Abdampfen des
Wassers hafteten die gestreckten Schnitte auf dem mit Hauptskleber (1 g Gelatine, 100 ml
destilliertem Wasser, 15 ml Glycerin und 2 g Phenol) behandelten Objekttrager fest. Vor
weiteren Behandlungen ruhten die Praparate mindestens 24 h. Alle Préaparate wurden im
Dunkeln und bei 4 °C aufbewahrt.

2.8.1.Entharzung

Die sauren Farblosungen dringen nur schwer durch das Harz. Deshalb war es nétig, das
Kunstharz aus den Schnitten zu I6sen. Dies geschah mit der 1-2 stiindigen Inkubation der
Schnitte in einer gesattigten ethanolischen Natronlauge. Bevor diese gesattigte
ethanolische Natronlauge verwendet werden konnte, muf3te sie einige Tage ruhen und
reifen, dabei wechselte sie ihre Farbe von transparent zu karamelbraun. Nach dem Lésen
des Epoxidharzes mit Natronlauge-Alkohol wurden die Schnitte in einer absteigenden
Alkohol-Reihe (100%, 95 %, 70 %, 50 %, 30 %) und destilliertem Wasser gewassert.
Nachdem die Praparate trocken waren, wurden sie entweder bei 4 °C und im Dunkeln
aufbewahrt oder weiter bearbeitet.
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2.8.2.Farbungen

Fur die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Nadeln und speziell die anatomischen
Untersuchungen des Zentralzylinders wurde die Toluidinblaufarbung gewahlt, welche einen
Blick in die Details der Zellen erleichtert. Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden die beiden
Doppelfarbungen Primulin-Calcofluor und Rhodamin-Astrablau eingesetzt, um die
Veranderungen im Zentralzylinder zu untersuchen.

2.8.2.1. Toluidinblau O

Dieser basische Thiazinfarbstoff (C. 1. 52040) eignete sich aufgrund seiner
metachromatischen  Eigenschaften zur Differenzierung von lignifizierten und nicht-
lignifizierten Elementen. Zum Beispiel farben sich mit Toluidinblau die lignifizierten
sekundaren Zellwande der Transfusionstracheiden ,grunlich-blau”, wéahrend die
unlignifizierten Zellwande ,rotviolett* gefarbt werden. Starke wird nicht gefarbt, Zellkerne
erscheinen lila-purpur® und die Nucleoli ,dunkel-lila“(Abb. 9 und ff).

Es wurde nach der veranderten Methode von TRUMP et al., (1961) mit einer fast gesattigten
Toluidinlésung (0,1 %, w/v) in einer 2,5 % wassrigen Natriumcarbonatldsung gefarbt. Die
Inkubationszeit betrug funf Minuten. Nach dem Absplilen und Trocknen wurden die
Préaparate mit Entellan” (Merck Darmstadt, Deutschland.) eingedeckt.

2.8.2.2. Rhodamin B-Astrablau

Diese Doppelfarbung eignet sich fur die Licht- und Fluoreszenzmikroskopie. Das basische
Rhodamin B (C. I. 45170) fluoresziert rot mit blauer oder griner Anregung (max. Absorption
ca. 555 nm) (RosT, 1995) und farbt lipophile Substanzen (RoMEls, 1989) und Verholzungen
an den sekundaren Wanden (AUFSER, 1973). Die Praparate wurden mit einer 0,01 %igen
Rhodamin B-L&sung in Leitungswasser (w/v) fur zehn Minuten gefarbt (GERLACH,1984).

Astrablau zeigt eine grofl3e Affinitat fir Cellulose. Die grofRen Molekile dieses Farbstoffs
fullen die intermicellaren Hohlrdume der Cellulosewadnde und farben sie blau. Als
Farblésung wurde eine 0,5 %ige wassrige Astrablauldsung (w/v) in 5 %iger Essigsaure
verwendet, die Inkubationszeit betrug fuinf Minuten.
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2.8.2.3. Primulin-Calcofluor

Primulin (C. I. 49000) sowie Calcofluor (C. I: 40622) sind Fluoreszenzfarbstoffe. Wahrend
bei der Farbung mit Toluidinblau O nicht nur die Zellwande sondern auch der Zellinhalt zu
beobachten sind, werden mit dieser Doppelféarbung nur die Zellwande gefarbt.

Das saure Fluorochrom Primulin ist ein Thiazolderivat, welches ,leuchtend gelb” fluoresziert
(Ex 340 nm, Em 425 nm) (RosT, 1995). Primulin hat verschiedene Verwendungen bei der
Untersuchung pflanzlicher Gewebe, z. B. der Farbstoff verstarkt die Farbung vom Lignin der
Zellwande (O’BRIEN U. McCuLLy, 1981). Fur die Farbung der Préparate wurde eine
wassrige 0,5 %ige Primulinlésung in Leitungswasser (w/v) (GERLACH, 1984) verwendet und
fir zehn Minuten inkubiert.

Calcofluor ist ein optischer Aufheller. Als Fluorochrom (Ex 437 nm, Em 490 nm) fluoresziert
er ,leuchtend-hellblau“ (RosT, 1995). Dieser basische Farbstoff hat eine breite
Anwendung fur die Farbung pflanzlicher Zellwande: Er féarbt Cellulose, Chitin und
insbesondere R,1-3 glykosidische Verbindungen (HUGES und McCuLLY, 1975). Als
Arbeitslésung wurde eine 0,01 % ige Calcofluorlésung (w/v) in 1/15 M H,PO, pH 8,0
verwendet (verandert nach FISCHER et al., 1985), die Inkubationzeit betrug drei Minuten.

2.8.3.Mikroskopie und Mikrofotografie

Fur die Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie wurde ein ZEISS-Mikroskop Standard 18
(ZEISS, Oberkochen, Deutschland) mit Plan Objektiven (2,5x bis 100x) und Einbauleuchte
(Osram, 15W) eingesetzt. Die angewendeten Filter fir die Auflichtfluoreszenz waren: fir die
Primulin-Calcofluor-Farbung (s. Kap. 2.8.2.3.) der Hochleistungs-Breitbandfilter
(Interferenzfilter) "UV-Violett" 395-425 (Bandpal¥filter (BP) 395-420 nm, Farbteiler
(FT) 425 nm, Sperr- oder Langpassfilter (LP) 450 nm); und fir Rhodamin B (s. Kap.
2.8.2.2)) der Interferenzfilter "Grin" 510-560 (BP 510-560, FT 580, LP 590). Als Lichtquelle
fur die Fluoreszenzmikroskopie diente eine Quecksilber-Hochstdrucklampe (Osram: HBO
50 W/AC).

Der Diafilm Agfa RSX-200 wurde fir das Mikrofotografieren verwendet. Fir jede Farbung
wurde die optimale Belichtungszeit empirisch nach einer Belichtungsreihe gepriift und die
eingestellte Zeit durch die semi-automatische Belichtungssteuerung (ZEISS, Oberkochen,
Deutschland) kontrolliert. Fur die Hellfeldaufnahmen wurden zusétzlich einfache Farbglass-
Blaufilter und Graufilter verwendet. Die Kamera ist eine Mikroskop-Aufsatzkamera M35 von
ZEISS (ZEISS, Oberkochen, Deutschland).
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2.8.4.Einscannen von Dias

Die Aufnahmen der mit Primulin-Calcofluor (s. Kap. 2.8.2.3) gefarbten Praparate fur die
morphometrischen Messungen und andere Aufnahmen von hier dargestellten Bilder wurden
mittels des Dia-Scanners Polaroid 35 LE (Polaroid, Cambridge, Mass. USA) digitalisiert (s.
Kap. 2.10.2.2.).

Fir die Farbaufnahmen wurden die fur das jeweilige Bild optimalen Einlese-Parameter im
RGB-Modus verwendet. Die fir die Morphometrie vorgesehenen Dias wurden bei einer
raumlichen Auflosung von 1500 dpi und im 256-Grauwerte-Modus (8 Bit Bildtiefe) als
Negative eingelesen, so dal3 die Aufnahmen direkt in schwarz-weiss erschienen. Die
eingescannten Bilder wurden vorerst in TIF-Format in ZIP-Medien (100 MB) aufbewabhrt.

2.9.Die Struktur verschiedener Nadelabschnitte

Die Nadeln der Fichten und anderer Coniferen (Pinidae) weisen anatomische Unterschiede
zwischen Blattspitze, —basis und mittlerem Nadelbereich auf. Um die Vergleichbarkeit der
verschiedenen Nadelschnitte des mittleren Bereichs zu sichern, wurde je eine Nadel der
Fichte F33 und der Kontrollfichte K3 nach den oben genannten Kriterien (s. Kap. 2.6.)
ausgewahlt. Die distalen Nadelspitzen und die proximalen Nadelbasen wurden entfernt und
der mittlere Bereich in zehn kleine Stiickchen von etwa 0,5 mm Breite, mit einer entfetteten,
scharfen Rasierklinge, sauber geschnitten (Abb. 6). Jedes Fragment wurde einzeln fixiert
(s. Kap. 2.7.1.)) und fir die Lichtmikroskopie (s. Kap. 2.8.) weiter verarbeitet. Nach dem
Entharzen wurden die Semidinnschnitte mit Toluidinblau O gefarbt und anschliel3end
mikroskopiert und fotografiert.

Jedes Fragment des mittleren
Bereiches wurde einzeln
behandelt

Abb. 6 Der mittlere Bereich einer Nadel wurde in zehn Fragmente (ca. 0,5 mm) geschnitten. Jedes
Fragment wurde einzeln fixiert und fir die Lichtmikroskopie weiter verarbeitet. Die aus dem
eingebetteten Fragment geschnittenen Semidunnschnitte wurden mit Toluidinblau O geférbt und
anschlieBend mikroskopiert.
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2.10. Morphometrische Messungen

Die Morphometrie ist eine Methode zur quantitativen Analyse makroskopischer und
mikroskopischer Objekte, welche Korper-, Organ-, und Zellkompartimente umfassen kann.
In dieser Arbeit sind visuelle und automatische MelRverfahren angewendet worden, deren
Einsatz die Veradnderungen der Ultrastruktur der Chloroplasten und der Struktur des
Nadelleitbiindels innerhalb einer Vegetationsperiode unter Einwirkung einer diagnostischen
Mg-Dungung und Beschattung aufklaren helfen soll.

2.10.1. Visuelle Mel3verfahren

Bei diesen MeRmethoden werden keine elektronischen Medien verwendet, um die
Primardaten zu gewinnen. Eine anschlieRende elektronische Bearbeitung dieser
Primardaten ist nicht ausgeschlossen.

2.10.1.1. Chloroplastenzahlen in Mesophyllzellen

Aus den 1.700-fach vergroRerten Aufnahmen der abaxialen Seite (morphologische
Unterseite) der Nadeln beider Fichten wurden die Chloroplasten aus drei Mesophyllzellen
pro Nadel gezahlt. Pro Probenahme und Fichte wurde die Chloroplastenzahl von insgesamt
zwoOlf Zellguerschnitten bestimmt.

2.10.1.2. Test-Raster-Verfahren: Verdnderung der Thylakoid-
organisation

Die Verteilung der Thylakoidstapel und Stromathylakoide in den Schnittflachen der
Chloroplasten wurde in 36.000-fach vergréf3erten Chloroplastenaufnahmen untersucht.
Dafir wurde ein Test-Raster als Melverfahren eingesetzt (Abb. 7). Das Linienraster
bestand aus drei Linien, die jeweils 4 cm voneinander getrennt waren. Diese drei
Schnittgeraden wurden senkrecht zur Langsachse der Chloroplastenschnittflache gelegt. Es
wurde die Schnittlange im Chloroplasten (ohne Starkekornlange) (S1-S3) gemessen, die
von den Schnittgeraden S1-S3 getroffenen Thylakoidstapel und Stromathylakoide
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ausgezahlt und die Zahl der Thylakoide pro Stapel bestimmt. Pro Fichte und Probenahme
wurden fir die Messungen die funf Chloroplasten ausgewahlt, die dem Mittelwert des
jeweiligen Probenahmetermins am nachsten kamen.

Starkekorn S1

Parameter:

e Lange der Schnitte S1 -
S3im Chloroplasten
ohne Starkekornlange

—1— iStroma

* Anzahl der
Thylakoidstapel und
Stromathylakoide, die
von S1-S3 getroffen
werden

Plastoglobuli < tviakoid Zahl der Thylakoide pro
Stapel aus 3 romathylakol Stapel
Thylakoiden

Abb. 7 Schnitt durch einen Chloroplasten mit Stérkekorn, Thylakoidstapeln und Stromathylakoiden
(ungestapelte Thylakoide bzw. ungestapelte Thylakoidbereiche): Schema und Liste der untersuchten
Parameter. S1-S3: senkrecht zur Ladngsachse des Chloroplastenschnittes aufgelegtes Linienraster.
Im Schema trifft S1 auf ein Starkekorn und S3 auf zwei Stromathylakoide und zwei Thylakoidstapel
jeweils aus drei Thylakoiden.

2.10.2. Computerunterstiitzte Morphometrie

Dank der computerunterstitzten Bildanalyse konnten mit relativ geringem Zeitaufwand
grolle Datenmengen gesammelt werden. Dadurch wurde es ermdglicht, statistisch
abgesicherte morphometrische Daten auch aus stark streuenden Einzeldaten zu gewinnen.

2.10.2.1. Computer und Software

Zu Beginn dieser Arbeit diente ein 486-Rechner (80486 Prozessor) mit 33 MHz, 8 RAM und
Local-ISA-Bus unter dem Betriebssystem Windows 3.1, mit einer Video-Grafikkarte 1P-8/AT
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(schwarz/weis; 512 480 Pixel; Matrox) mit einer Bildwechselfrequenz von nur 50 Hz und
zwei Bildmonitoren, einer mit 15 Zoll fur die Darstellung der Programmoberflachen und der
Werte, der andere mit 17 Zoll fur die Bilddarstellung. Dieses System war relativ langsam
und anfallig fur die Bildanalyse gré3erer Dateien und wurde durch einen Pentium-Rechner
mit 90 MHz und 32 RAM, PCI-Bussystem, GrabBit PCI (Video-Grafikkarte, 640 x480 Pixel,
Diamond) ersetzt. Der zweite Monitor fur die Darstellung der Bilder wurde durch einen
besseren 17 Zoll Monitor ersetzt.

Fir die Bildanalyse wurde das Bildverarbeitungsprogramm analySIS”, Version 2.0 u. 2.1
(SIS, Minster, Deutschland) eingesetzt. Fir die Chloroplasten-Parameter wurde die von
WEINMANN UND HEUMANN (1993) angepaflite MelBmethode angewendet. Fir die
Auswertungen am Zentralzylinder wurde das gleiche Bildverarbeitungsprogramm neu
angepaldt und mit neuen Arbeitsmakros geschrieben. Verschiedene Parameter wurden im
analySIS” erfaRt. Die Werte wurden automatisch, halbautomatisch und manuell gewonnen
(s. u.).

2.10.2.2. Digitalisierung

Die heute Ubliche Abstufung liegt bei 255, d.h. der Mel3bereich der CCD-Sensorelemente
von 0 bis 1 Volt wird in 255 Abstufungen geteilt, damit betragt das Auflosungsvermégen
1/255 des maximalen Wertes und es kdénnen 256 (0-255 O 256) Grauwerten dargestellt
werden (SCHLICHT, 1995). In dieser Arbeit wurden alle fir die morphometrische Auswertung
vorgesehenen Bilder so (0: schwarz, 255: weil3) digitalisiert.

Das Verfahren der Digitalisierung wurde fir die Bildverarbeitung und Scanner
standardisiert. Wahrend der Digitalisierung wurden fir jedes Bild die optimalen Helligkeits-
und Kontrasteinstellungen manuell gewéhlt. Am Anfang und am Ende einer
Digitalisierungsreihe wurde ein Maf3stab digitalisiert, um die richtige Gréfienkonversion von
Pixel in um zu sichern.

2.10.2.3. Bildverarbeitung und -analyse

Nach der Digitalisierung des Bildes wurde es weiter verarbeitet, um ein binares Bild zu
bekommen, an welchem die Bild- bzw. MeRRanalyse durchgefiihrt werden konnte (Abb. 8).
Als erstes wurde der zu messende Bereich (ROI, Region Of Interest) durch Mausaktionen
definiert (manuelle Auswertung). Die weitere Vorbereitung des Bildes erfolgte durch selbst
erstellte Makros (automatische Auswertung).
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Abb. 8 Computerunterstiitzte Morphometrie. Die Vorbereitung eines Bildes, die zu der Erzeugung
eines Binarbildes fuhrt, beinhaltet verschiedene Schritte wie z. B: die Auswahl eines ROI, die
Spreizung der Helligkeitswerte, Grauwertveranderungen, usw. An dem Binarbild (nur aus schwarz
(=0) und wei3 (= 1)) kdnnen die Messungen durchgefihrt werden. Die Melwerte erscheinen
tabellarisch am Arbeitsbildschirm. (Weitere Erklarungen siehe Text).
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Diese automatische Auswertung beinhaltet Funktionen wie Overlayeinbrennen oder
Anpassung eines ausgewahlten Fensters an die BildschirmgréRe, Beleuchtungs- (Shading
Korrektur) und Kontrastausgleich, Kontrastmaximierung, Binarisierung des Bildes,
Einsetzen gewulnschter Filter (morphologischer Filter wie Erosion und Dilatation), Detektion
und Klassifikation der gewlnschten Objekte (Flache, Umfang, Anzahl...) und Ausgabe der
MelRRergebnisse. Die Operationen wie Grauwertdnderung bzw. Spreizung der
Helligkeitsbereiche oder die Festlegung der Schwellenwerte fiir die Erstellung des
Binarbildes wurden bei jedem Bild individuell festgelegt (halbautomatische Auswertung).
Nach der Binarisierung und Flachendetektion waren wegen unterschiedlicher Bildqualitaten
Korrekturen notwendig. Die Erfassung mancher Strukturen, z. B. die Plastoglobuli als
Kigelchen zu erkennen, war wegen unterschiedlicher Helligkeitsverteilung nicht immer
vollautomatisierbar. Die nicht automatisch erfaBten Plastoglobuli wurden manuell einzeln
gemessen (s. Kap. 2.10.3.4).

2.10.3. Gemessene Parameter mit der computerunterstitzten
Morphometrie

Fir die Chloroplastenparameter wurden aus den vier Nadeln (s. Kap. 2.6.) jeweils funf
Chloroplasten aus den oberen zwei Zellschichten der abaxial zur Sonne gerichteten Seite
gemessen, d. h. pro Probenahme und Baum wurden an zwanzig verschiedenen
Chloroplastenschnitten die Parameter bestimmt. Die gemessenen Aufnahmen stellten
12.000-fach vergroRerte Chloroplastenschnitte dar. Fir die Auswertungen am
Zentralzylinder wurden aus den gleichen Nadeln, die fur die Chloroplastenmessungen
verwendet wurden, Querschnitte hergestellt, d. h. pro Probenahme und Baum wurden vier
verschiedene Leitbiindel 250-fach vergréf3ert gemessen.

2.10.3.1. Schnittflache der Chloroplasten

Durch Mausaktionen wurde der Umri3 eines Chloroplasten markiert. Die markierte ROI
entsprach der Flache des Chloroplasten.

2.10.3.2. Starkekornflache

Die Flache eines Starkekorns wurde wie die Flache des Chloroplasten per Mausaktionen
markiert und bestimmt. Wenn mehr als ein Starkekorn pro Chloroplast vorhanden war,
wurden alle Starkekdérner einzeln gemessen.
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2.10.3.3. Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts

Fur die Bestimmung der Thylakoidflache eines Chloroplastenschnittes wurden mehrere
Schritte (s. 2.10.2.3.) durch Makros automatisiert, deren Endergebnis ein Binarbild (s. Abb
8) war. Das Bild wurde durch Kontrastausgleich, Grauwertanderung, Shading Korrektur und
zwei morphologische Filter (Erosion und Dilatation) fur die Binarisierung und Detektion
vorbereitet. Die Schwellenwerte fur die Erstellung des Binarbildes wurden fir jedes Bild
individuell festgesetzt. An dem Binarbild wurde die Messung der Thylakoidflache
durchgefihrt.

2.10.3.4. Plastoglobuliflache

Fir die Berechnung der Plastoglobuliflache wurden zwei Vorgehensweisen angesetzt.
Solitare, kleine Gruppen und die nicht automatisch zu erfassenden Plastoglobuli wurden
nach Vorbereitung des Bildes mit einem Kontrastfilter und der VergréRerung des
interessierenden Ausschnittes einzeln bestimmt. Bei der automatisierten Arbeitsweise
wurde erst der gesamte Plastoglobulibereich als ROI bestimmt und durch Shading-
Korrektur, Kontrastausgleich und morphologische Filter das Bild flr die Binarisierung
vorbereitet. Entsprechend der Qualitat des Bildes wurden die Schwellenwerte so gewahlt,
dal im Binarbild entweder die Plastoglobuli identifiziert wurden (Plastoglobuli: weil3;
Plastoglobuli-Zwischenflache: schwarz), oder die Pastoglobuli-Zwischenraume erkannt
wurden (Pastoglobuli-Zwischenrdume: weil3; Plastoglobuli: schwarz). Wenn die
Pastoglobuli-Zwischenrdume bestimmt wurden, wurde ihre Flache vom Plastoglobulibereich
(ROI) abgezogen, und damit die Plastoglobuliflache berechnet.

2.10.3.5. Chloroplastenschnittflache ohne Starkekornflache

Durch selbst geschriebene Makros wurden die an den Chloroplasten gemessenen Werte
von analySIS” nach Excel (Tabellenkalkulationsprogramm, Microsoft) transferiert und hier
an der Flache des Chloroplastenschnittes die jeweilige Flache des Starkekorns bzw. der
Starkekdrner abgezogen.
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2.10.3.6. Stromaflache

Die Stromaflache wurde auch in Excel durch Abzug der gemessenen Starkekorn-,
Thylakoid- und Plastoglobuliflache aus der entsprechenden Chloroplastenschnittflache
errechnet.

2.10.3.7. Anteil der Thylakoidflache an der Chloroplastenflache
ohne Starkekornflache

Der prozentuale Anteil der Thylakoidflache an der Chloroplastenflache ohne Starkekorn (s.
2.10.3.5) wurde durch Makros automatisiert im Excel errechnet.

2.10.3.8. Flache des Kambiums und des Phloems eines
Nadelleitbindels

Das einzige offen kollaterale Leitbundel der Fichtennadeln wird durch einen medianen
Strahl in zwei Halften zerteilt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Halfte des Kambiums
bzw. des Phloems als MalReinheit definiert. D. h. in jedem Leitbiindelquerschnitt wurden
zwei verschiedene Messungen durchgefuhrt: die der linken Halfte und die der rechten
Halfte des Kambiums bzw. des Phloems. Damit ergaben sich aus den Leitblindeln der vier
Nadeln jeder Fichte acht verschiedene MeRwerte pro Kambium bzw. pro Phloem. Die
einzelnen als ROIs definierte Flachen wurden durch Mausaktionen markiert und ihre Flache
von analySIS" berechnet.

2.10.3.9. Anzahl von Zellen mit offenen Lumen in Kambium und
Phloem eines Nadelleitbiindels. Klassenverteilung der
GrofRe der Lumina.

Die Anzahl von Zellen mit offenen Lumen wurde an den beiden Halften des Kambiums bzw.
des Phloems bestimmt. Aufgrund der unterschiedlichen Zellgré3e wurden Kambium und
Phloem nach der gleichen Arbeitsweise immer getrennt verarbeitet. Nach Anpassung des
Bildes an die BildschirmgroRe, Grauwertdnderung und Schwellenwertsetzen wurde ein
Binarbild erzeugt, an dem morphologische Filter angewendet wurden. analySIS” erkannte
das Lumen einer Zelle als einzelnen Partikel. Das Programm erkannte alle einzelnen
Partikel der angegebenen ROI, numerierte sie und Kklassifizierte sie nach den
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vorprogrammierten Grof8en in verschiedene Klassen. Die Partikel (offene Lumina der
Zellen) des Kambiums wurden in 15 Klassen geteilt, jede Klasse entsprach einer Grol3e von
6 um2. Fur das Phloem wurden die Partikel in 16 Klassen a 3 um? eingeteilt. Die
detektierten Partikel waren grof3er als finf Pixel ( 0,01 um?2).

2.10.4. Datenauswertung und Statistik

Die mit den verschiedenen Verfahren gewonnenen MelRergebnisse wurden mit Excel 5.0
und  Excel-Office 97  (Microsoft) tabellarisch  und  statistisch  (Mittelwert,
Standardabweichung) weiter verarbeitet. Die Normalverteilung der Daten der Chloroplasten
wurde mittels Lilliefors-Diagramm (IMAN, 1982) gepriift. Die Signifikanz aller Messungen
wurde mit dem Mann-Whitney-Test getestet (LIENERT, 1973). Dieser Test wird auch U-Test
genannt. Es handelt sich um einen Rang-Test, d. h. die Daten liegen in Form von
Rangreihen vor. Es ist ein verteilungsunabhdngiges Verfahren und geeignet fir Proben
kleineren Umfangs. Die Nullhypothese in dieser Arbeit lautete H,: die gemessenen und zu
vergleichenden Parameter beider Fichten unterscheiden sich nicht. Die Alternativhypothese
H, lautet: die gemessenen und zu vergleichenden Parameter beider Fichten unterscheiden
sich. Die Summe der Rangwerte einer Melreihne war U; bzw. der zu vergleichenden
MeRreihe U, . Eine starke Diskrepanz zwischen U; und U, ist nach diesem Test ein
deutlicher Hinweis fur die Gdultigkeit der Alternativhypothese. Liegen U; und U, eng
beieinander, spricht dies fir die Nullhypothese. U wird definiert als der kleinste berechnete
U,-Wert: U (U = min (Uy , U,)). Er ist die PrifgréRe des Mann-Whitney-Tests. Je kleiner U
ist, desto mehr spricht das Ergebnis gegen die Nullhypothese. U wird gegen die kritischen
Werte (U*) verglichen, welche in den entsprechenden Tabellen zu finden sind (LORENZ,
1988).
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1. Anatomie der Nadel von Picea abies.

Die Nadeln der Coniferen (Pinidae) im allgemeinen und insbesondere die der Fichten
weisen anatomische Unterschiede zwischen Blattspitze und —basis auf, auch wenn sie
aulerlich uniform erscheinen (NAPP-ZINN, 1966). Anatomische Unterschiede gibt es vor
allem an der Spitze der Nadel und an der Basis nahe der Abscissionszone. Um die
Variabilitdt verschiedener Blattabschnitte in dieser Arbeit auszuschlieBen und nur
vergleichbare Schnitte bzw. Proben zu untersuchen, wurden die distalen Nadelspitzen und
die proximalen Nadelbasen entfernt und nur der mittlere Bereich fixiert und weiter
verarbeitet. Zudem wurde er auf die Vergleichbarkeit seiner Querschnittsebenen
untersucht. Die in den verschiedenen Ebenen aufgenommenen Mikrofotografien zeigten
keine sichtbaren Unterschiede (vergleiche Abb. 10).

Die Epidermis und Hypodermis von Fichte K3 und Fichte F33 zeigen in allen drei
untersuchten Jahren einen vergleichbaren Aufbau (Abb. 9-11). Die Epidermis und
Hypodermis bilden bei Picea abies zwei kontinuierliche Zellschichten, die nur von an den
oberen und unteren Flanken vorkommenden Stomata unterbrochen sind. Die
Epidermiszellen der untersuchten Fichten K3 und F33 sind meist mehr oder weniger
rechteckig und in L&ngsreihen angeordnet. Die Langsachse der Epidermiszellen fallt
gewdhnlich mit der des Blattes zusammen. lhre (antikline) Lateral-, (perikline) Quer-, und
die Innenwand sind gleichmé&Rig verdickt. Die AuBRenwand ist gewdlbt: in der Mitte dicker
und an den Randern genau so dunn wie die Seitenwéande (Abb. 10). Die antiklinen Wande
der Epidermiszellen sind gewellt (Abb. 12). Durch solche Ausbuchtungen verzahnen sie
sich miteinander. Die Lateral-, Quer-, und Innenwéande besitzen einfache Tupfel (unbehofte
Tapfel, Abb. 12), die die Epidermiszellen unter sich und mit den Hypodermiszellen in
Verbindung bringen. Die Zellen enthalten groRe Nuclei und einen schmalen
Cytoplasmaschlauch. Die Vakuole nimmt den gréfiten Raum ein und kann mit Tanninen
(Gerbstoffen) geflllt sein (Abb. 10). Die Cuticulae beider Fichten zeigen keine
Besonderheiten. Unterschiede an den Wachsschichten konnten mit den angewendeten
Methoden nicht gefunden werden.

Unterhalb der Epidermis befindet sich die Hypodermis (Abb. 9 und 10). Es handelt sich um
eine fast geschlossene Schicht von dickwandigen verholzten Fasern (sklerotisches
Festigungsgewebe). An den abaxialen und adaxialen Kanten der Nadeln von K3 und F33
ist sehr oft eine zweischichtige Hypodermis zu sehen. Die Hypodermis ist bei den
untersuchten Fichten nur an den Stomata und Harzkanalen unterbrochen (Abb. 9, 14, 15).
Die Hypodermiszellen besitzen zahlreiche einfache Tupfel und sehr kleine Lumina. Diese
Tupfel verbinden die Hypodermiszellen mit dem Mesophyll und mit der Epidermis. Die von
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anderen Autoren (FINK, 1991 b, 1992) beschriebenen Einlagerungen von Calciumoxalat
wurden nicht beobachtet.

Bei den amphistomatischen Fichtennadeln sind die Spaltéffnungen in parallelen Reihen
angeordnet und der Spalt der Stomata liegt parallel zur Langsachse des Blattes bzw. der
Nadeln (Abb. 12). Die Stomata sind bei beiden untersuchten Fichten bis zum
Assimilationsgewebe versenkt, was typisch xerophytisch ist, und sie 6ffnen sich in K3 und
F33 an ahnlich aufgebauten Luftkammern. Zusammen mit den Schlie3zellen sind die
Nebenzellen eingesenkt. Im Querschnitt befinden sich die Schlie3zellen der untersuchten
Fichten unterhalb der Nebenzellen. Sie sind im tangentialen Schnitt bohnenférmig (Abb. 11)
und im Querschnitt etwa dreieckig bis zu trapezoid (Abb. 11). Die Wande der Schliel3zellen
sind unregelmaRig verdickt, zum Zentralspalt hin besitzen sie Cuticularleisten bzw.
Cutikularhérnchen. Die Schlief3zellen sind von vier Nebenzellen begleitet (Abb.11): im
tangentialen Schnitt sieht man zwei nierenférmige laterale Nebenzellen, die in der
Langsrichtung gerichtet sind und an ihren Enden durch jeweils eine polare Nebenzelle
voneinander getrennt sind. Die AulRenwand der Nebenzellen ist dicker als die anderen
Wwande. Die Atemhohlen sind bei beiden Fichten unregelmafig und von verschiedener
Grol3e. Sie kbnnen grol3ere Areale des Mesophylls einnehmen.

TAFEL 1

Abb. 9 Nadelquerschnitte von zwei Arten der Gattung Picea. Links: Picea excelsa: Nadel eines
Seitentriebes (nach Kirchner, Loew und Scrotter, 1908. In NAPP-ZINN, 1966). Rechts: Vorjahrige (2.
Nadeljahrgang) lichtexponierte Nadel der Fichte K3.. E, Endodermis; Ep, Epidermis; HK, Harzkanal;
Hy, Hypodermis; iAH, innere Atemhdhle; M, Mesophyll; MS, Markstrahl; ScK, Sklerenchymkappe des
Phloems; O, Spaltdéffnung, Stoma; TT, Transfusionstracheiden. Farbung: Toluidinblau. Verholzt: blau
bis granlich blau. Unverholzt: rotviolett, purpur. Starke: ungefarbt, Tannine: grin-schwarz.
Nadelmaterial: vorjahrige Nadeln, Probenahme am 19.09.1995, (Jahrgang, 1994).Pfeil verweist auf
das in Abb. 10 dargestellte Detail.

Abb. 10Nadelquerschnitt: Abaxialer Bereich des Nadelsquerschnitts von grunen (links, K3) und
vergilbten (rechts, F33) Nadeln. Bei den Epidermiszellen (Ep) ist die AuBenwand gewdlbt. Grol3e
Nuclei und Vakuolen mit Taninen gehéren zur Austattung dieser Zellen. Darunter befindet sich die
Hypodermis (Hy). Dieses aus dickwandigen Zellen bestehende und verholzte Gewebe ist an den
adaxialen und abaxialen Enden zweischichtig. M, Mesophyll. (Farbung und Nadelmaterial wie
Abb. 9).

Abb.11 Tangentialer Langsschnitt (links) und Querschnitt durch eine Spaltéffnung. Weder im Langs-
noch im Querschnitt wurden Unterschiede zwischen den Nadeln beider Fichten beobachtet. Links:
Fichte K3: Die Wande der Schliel3zellen (SchZ) sind unregelmafig verdickt. Die Wande zur
Spalt6ffnung (O) sind zu ihrem Zentrum hin am wenigstens verholzt. SchlieRzellen wie Nebenzellen
(NZ) besitzen groRe Nuclei und Chloroplasten mit Stéarke. Rechts: Fichte F33. Der
Spaltéffnungsapparat mit ihrer Spaltéffnung (O) ist in Mesophyll eingesenkt. Die SchlieRzellen
befinden sich unterhalb der Nebenzellen (NZ). (Farbung und Nadelmaterial wie Abb. 9)
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Abb. 10

Abb. 11






Ergebnisse

An den seitlichen Winkeln der Fichtennadeln und in Langsrichtung kdénnen Harzkanale
vorhanden sein (Abb. 9, 14 und 15). Durchschnittlich sind sie 2 mm lang (MARcCO, 1939).
Ein einzelner Kanal erstreckt sich nicht durch die ganze Nadellange sondern ist mehrfach
unterbrochen. Es gibt einen Harzkanal pro Seite, so dal3 maximal zwei Harzkanéle pro
Querschnitt zu sehen sind. Der Harzkanal ist peripher angelegt: Er befindet sich im
Mesophyll unterhalb der Epidermis. Dabei unterbricht er die Hypodermis. Zwischen zwei
Kanalabschnitten ist Mesophyllgewebe vorhanden. Der Durchmesser des Harzkanals
variiert mit der Schnittebene. Er ist von Driisenepithel umgeben, welches von einer
Gewebescheide gegen das Mesophyll abgegrenzt ist (Abb. 15). Die Harzkanéale der Fichte
F33 zeigen einen mit K3 vergleichbaren Aufbau. Allerdings wurden bei F33 mehr
Nadelquerschnitte mit einem oder zwei Harzkandalen als bei K3 gefunden.

Die dinnwandigen Mesophylizellen zeigen im Querschnitt einen polygonalen Umri3 und
den typischen zellularen Aufbau einer Assimilationsparenchymzelle. Im Querschnitt
scheinen die Mesophylizellen unregelmafiig verteilt und sie schlieRen lickenlos ohne
Interzellularen aneinander (Abb. 9). In Langsschnitten zeigen die Mesophylizellen (Abb.12-
14) einen ovalen bis rundlichen Umril3 und sie bilden Zellketten, die sich von der
Hypodermis bis zur Endodermis erstrecken. Hier kann man sehen, dal’ der im Querschnitt
beobachtete Mangel an Interzellularen nur scheinbar ist: Jede Zellkette ist durch
Interzellularspalten verschiedener Gréf3e von den benachbarten Zellketten getrennt. Grol3e
Interzellularraume entsprechen den verschiedenen Atemhohlen der Stomata. Eine
Ausdifferenzierung zwischen Palisaden- und Schwammparenchym ist nicht vorhanden. Die
Nadeln sind aquifazial (Abb. 9): Es gibt im Assimilationsparenchym keinen Unterschied
zwischen der morphologischen Oberseite und der morphologischen Unterseite. Die
morphologische Unterseite ist die Seite der Nadel, die zur Sonne gerichtet ist, wenn die
Nadel sich am Baum befindet. Die Zellen des Mesophylls kommunizieren durch einfache
Tupfel miteinander, diese befinden sich Uberwiegend an den Querwanden der Zellen (Abb.
13). Sie besitzen einen gut ausgebildeten Kern mit Nucleoli und eine grof3e Zentralvakuole,
die mit Gerbstoffen gefullt sein kann.

Die Chloroplasten sind an der Zellmembran angeordnet. Mit Beginn der Vergilbung treten
signifikante Unterschiede zwischen den Chloroplasten der griinen Nadeln von K3 und den
der vergilbten Nadeln von F33 auf. Im Herbst sind die Chloroplasten von F33 kleiner und
runder als die von K3. Es findet u. a. ein Abbau ihres Membransystems und Aufhellung des
Stromas statt. Die in den Chloroplasten auftretenden Veranderungen werden im Kapitel 3.2
genauer dargestellt. Anders als im Fall der Chloroplasten zeigen weder Mitochondrien noch
andere Organellen von F33 Veranderungen wahrend oder nach der Vergilbung. Sie sind mit
den Organellen von K3 vergleichbar. Bei F33 zeichnet sich, am Ende der
Vegetationsperioden 1994 und 1995, eine starkere Lignifizierung der Zellwande gegentber
K3 ab. Nur gelegentlich wurden degenerierte Mesophylizellen in den Nadeln beider Fichten
beobachtet.
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Der Zentralzylinder (Abb. 9 und 17) ist von der einschichtigen ringférmigen Endodermis
umgeben. Sie ist ein inneres AbschluRgewebe, welches zwei Gewebekomplexe mit
unterschiedlicher Funktion voneinander abgrenzt und als physiologische Trennscheide
wirkt. Sie stellt aufgrund ihrer Lage eine Trennung zwischen dem photosynthetischen
Gewebe und dem Leitblindel dar (CARDE, 1978). Im Querschnitt sind die Endodermiszellen
bohnenférmig wahrend sie im Langsschnitt langlich und rechteckig erscheinen, und in einer
Reihe angeordnet sind: Sie bilden eine fest geschlossene Mauer bei K3 wie bei F33. Die
Endodermiszellen sind miteinander durch einfache Tipfelung bzw. Tupfelfelder verbunden
(Abb. 18). Diese sind in den radidaren Wanden und an den tangentialen Wanden, d. h.,
nach aulen zu den Mesophylizellen und nach innen zu den lebendigen
Parenchymzellen des Transfusionsgewebes hin zu beobachten.

Tafel 2

Abb. 12 Tangentialer Langsschnitt durch eine vorjahrige lichtexponierte Nadel von K3. Die antiklinen
Wande der Epidermiszellen (Ep) sind miteinander verzahnt. Sie besitzen einfache Tupfel (TU), um
mit anderen Zellen zu kommunizieren. Die runden bis ovale Zellen des Mesophylls (M) bilden
Zellketten. Unterschiede zu Fichte F33 wurden nicht beobachtet (Farbung und Nadelmaterial wie
Abb. 9).

Abb. 13Tangentialer Langsschnitt durch eine vorjahrige lichtexponierte Nadel von K3, Detail des
Mesophylls (M). Die Mesophyllzellen besitzen gut ausgebildete Nuclei (N) mit Nucleoli (n) eine grol3e
Zentralvakuole (V), die mehr oder weniger mit Tanninen gefillt ist. An den Querwénden der Zellen
befinden sich einfache Tupfel (TU). (Farbung und Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 14 Tangentialer Langsschnitt durch eine vorjahrige lichtexponierte Nadel von F33. Die Zellketten
des Mesophylls (M) sind durch Interzellularen verschiedener Gro3e getrennt. Sie erstrecken sich im
tangentialen Schnitt von der Epidermis (Ep) zu Epidermis im radialen Schnitt von Epidermis zu
Endodermis (nicht gezeigt). Der Harzkanal (HK) ist peripher zwischen Epidermis und
Assimilationsgewebe angelegt. Die Harzkanédle kdénnen eine Lange von ca. 2 mm erreichen.
(Farbung und Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 15Harzkanal einer Nadel von F33 im Querschnitt. Der Harzkanal (HK) ist innen von
Drusenepithel (D) umgeben und vom Mesophyll durch eine Gewebescheide (Sch) getrennt. Ep,
Epidermis; Hy, Hypodermis. (Farbung und Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 16 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chloroplasten der vorjahrigen grinen Nadeln
von K3 (links) und vergilbten Nadeln von F33 (rechts) am 19.09.1995. Links: Die Chloroplasten von
K3 sind im Herbst mit einem gut ausgebildeten, aus Grana- und Stromathylakoiden bestehendem
Membransystem ausgestattet. Rechts: Das Membransystem der Chloroplasten von F33 ist sehr
reduziert. Es besteht Gberwiegend aus Stromathylakoiden. Die Grana bestehen aus zwei Stapeln.
Photoassimilate in Form von Stérke sind noch im Stroma gespeichert. G, Granathylakoide; Pg,
Plastoglobuli; T, Stromathylakoide. Kontrastierung: Uranylacetat, Bleicitrat.
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Ergebnisse

Es ist keine TUpfelung an den Endwanden und zu den Tracheiden hin zu erkennen. Die
Endodermiszellen beider Fichten (Abb. 19) besitzen eine grol3e Zentralvakuole,
Mitochondrien und langliche Chloroplasten mit relativ gut entwickeltem Thylakoidsystem mit
einigen Granastapeln. Starkekorner konnten im Frihjahr beobachtet werden (Abb. 19). Der
Golgi-Apparat ist wenig entwickelt. Diese Befunde gelten sowohl fir die Fichte K3 als auch
fur die Fichte F33.

Im Zentralzylinder befindet sich das Leitblindel und das Transfusionsgewebe. Das einzige,
offen kollaterale Leitbundel der Fichtennadeln ist durch einen medianen Markstrahl
zweigeteilt (Abb. 17). Die eine Halfte ist nicht Spiegelbild der anderen. Das Xylem befindet
sich an der morphologischen Oberseite des Leitbiindels, adaxial, wahrend sich das Phloem
an der morphologischen Unterseite, abaxial befindet. Die Anordnung der GeféalRe in Reihen
geht aus der Tatigkeit des Leitbundel-Kambiums (sek. Kambium) hervor, d. h. in den
Aufnahmen ist nur sekundares Xylem bzw. sekundares Phloem zu sehen (Esau, 1977).

Das sekundare Xylem besteht aus Hoftlpfeltracheiden, die eine dicke Wand mit
verschiedenen Wandverstarkungen aufweisen. Bei den mehrjahrigen Nadeln von Picea
abies entsteht das Xylem in der ersten Vegetationsperiode. Nach Abschlu3 des ersten
Jahres wird normalerweise keine Neubildung von Xylem beobachtet. Zu keinem Zeitpunkt
wahrend der untersuchten Vegetationsperioden sind bei der Kontrollfichte neue
XylemgefaRe aus dem Kambium abgegliedert worden. Im Gegensatz dazu werden in den
Herbstproben der vergilbten Nadel von Fichte F33 in den Jahren 1994 und 1995 im
Kambium neue Gefalie identifiziert, welche aufgrund der Farbung mit Rhodamin B —
Astrablau als Xylemgefal3e gelten kbnnen (Abb. 22 b, c, e, f).

Das Kambium ist das Gewebe, aus welchem durch Teilung und Differenzierung die
sekundéaren Leitbindelelemente entstehen. Nach dem ersten Jahr bildet das Kambium nur
Phloem (JUrziTzA, 1987) und Strasburgerzellen. Es befindet sich zwischen Xylem und
Phloem. Bei Picea abies besteht das Kambium im Querschnitt aus zwei bis drei Reihen
von rechteckigen dinnwandigen Zellen, die immer ihr meristematisches Aussehen behalten
(Abb.23 links und 24 rechts). Sie besitzen in der Interphase einen sehr groRen Kern,
welcher die gesamte Zellbreite fillt und gut ausgebildete Nucleoli aufweist. Die
Kambiumzellen der griinen Nadeln sind mit zahlreichen Mitochondrien und Ribosomen
ausgestattet und sie zeigen Plastiden mit Starkekdrnern und kaum entwickelte Thylakoide.
Sie besitzen mehrere Vakuolen. Plasmodesmata sind an den radialen und tangentialen
Wanden angeordnet (NEUBERGER und EVERT, 1974).

Dieses Bild &nderte sich, als die Nadeln von F33 in den Jahren 1994 und 1995 vergilbten
(Abb.23 rechts und 24 rechts): Das Kambium wurde hyperplastisch und die Kambiumzellen
wurden hypertroph. Ihre Form im Querschnitt ist rundlich (Abb. 23 rechts) und im
Langsschnitt von unregelmafiig rund bis langlich oval (Abb. 24 rechts, und 25). Diese Zellen
teilen sich inaqual (Abb. 25 a) und bilden unvollstandige Zellwande (Abb. 25 b). Sie
besitzen grof3e Kerne mit Euchromatin, Plastiden mit wenig entwickeltem Membransystem
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und oft mit Starkekodrnern, dazu zahlreiche Mitochondrien, Golgi-Apparate und viele
Ribosomen am endoplasmatischen Retikulum. Manche von ihnen zeigen in ihrem
Cytoplasma gegen Ende der Vegetationsperiode Vesikel mit einem elektronendichten,
klumpigen Inhalt (Abb. 25 c). Die Gestaltdnderung wird im Kapitel 3.3. ndher untersucht.

TAFEL 3

Abb. 17 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten durch den Zentralzylinder von
vorjahrigen Fichtennadeln. Links: Grine Nadel der Kontrollfichte K3 im Herbst 1996. Rechts:
Vergilbte Nadel der Fichte F33 mit kollabiertem Phloem in Sommer 1995. E, Endodermis; K,
Kambium; Ph, Phloem; St, Strasburger Zellen; TP  Transfusionsparenchym; TT,
Transfusionstracheiden; X, Xylem. Kontrastierung: Uranylacetat, Bleicitrat.

Abb. 18 Sagitaler Langsschnitt durch eine vorjéhrige Nadel der Fichte K3 im Bereich der Endodermis.
Auf dem Bild sind zwei Reihen Endodermiszellen zu sehen. Bei der oberen Endodermiszellreihe
verlauft der Schnitt durch eine der tangentialen Wénde. Die Ausparungen stellen Tupfelfelder (Ti)
dar, welche den transversalen Transport der Photoassimilate sichern. (Farbung und Nadelmaterial
wie Abb. 9).

Abb. 19 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Endodermiszellen-Ausschnitts. Sie besitzt eine
zentrale Vakuole und weitere kleinere, die mit osmiophilen Granula (0G) gefullt sind, zahlreiche
Mitochondrien (M) und Chloroplasten mit Stroma- und Granathylakoiden. Vergleichbar zu den
Chloroplasten (Ch) des Mesophylls sehen die Chloroplasten der Endodermiszellen auch am Anfang
der Vegetationsperiode (April - Mai) wie Amylochloroplasten aus. Tupfelfelder (Tl) sind an den
tangentialen und radialen Wanden der Zelle vorhanden jedoch nie an den Endwénden. Zw,
Zellwand. Kontrastierung: Uranylacetat, Bleicitrat. (Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 20 Transfusiongewebe einer vorjahrigen Nadel der Fichte K3. Es besteht aus plasmaarmen
Transfusionsparenchymzellen (TP) und toten Transfusionstracheiden (TT). Transfusions-
parenchymzellen sind rund und besitzen eine grol3e zentrale Vakuole mit elektronendichtem
Material. Die Wande der Transfusionstracheiden weisen Hoftipfel auf. (Farbung und
Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb.21 Elektronmikroskopische Aufnahme der XylemgefafRe einer vorjahrigen Nadel der
Kontrollfichte K3. Die Tracheiden sind durch Hoftripfel mit den benachbarten Zellen
verbunden. Pfeil: Hoftipfel mit Torus. Kontrastierung: Uranylacetat, Bleicitrat. (Nadelmaterial wie
Abb. 9)

TAFEL 4

Abb. 22 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Zentralzylinders. Im Herbst sind im Kambium
der vergilbten Nadeln von Fichte F33 (b, c, e, f) Gefal3e mit verholzten Wanden nachweisbar. Bei der
Kontrollfichte K3 (a,d) trat zu keinem Zeitpunkt eine derartige Verholzung auf. Farbung: Rhodamin B,
Astrablau. Nadelmaterial: vorjahrige Nadeln.
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Ergebnisse

Das Phloem der Nadeln von Picea abies besteht in der ersten Vegetationsperiode aus zwei
bis drei Reihen von sekundaren Siebzellen (PARAMESWARAN et al., 1985). Bei den
vorjahrigen Nadeln (2. Vegetationsperiode) bestehen die sagital angeordneten Siebzellen
des Phloems aus sechs bis zehn Zellreihen (Abb. 26). Schon die jingsten funktionsfahigen
Siebzellen weisen eine lamellierte Wand, die sogenannte "nacré"-Wand, auf. Es handelt
sich um eine fortlaufende Wandmaterialauflagerung (Cellulosefibrillen) auf die Zellwand, so
daR die Siebzellen in den folgenden Zellreihen dicker werden. Ab der zweiten Zellreihe ist
bei den grinen Nadeln die Ausdifferenzierung von meristematischen Zellen zu Siebzellen
erkennbar. Mit fortschreitender Entwicklung sind weniger Organellen zu sehen. In den
alteren Siebzellen werden die Zellwande wieder dinner und das Zelllumen wirkt
dementsprechend groRRer. In den unteren Zellreihen sind die Siebzellen leer und kollabiert
(Abb. 26). Bei den Nadeln der Fichte F33 treten nach Einsetzen der Vergilbung die ersten
Anderungen im Phloem ein. Diese setzen sich im Verlauf der Vegetationsperiode fort, bis
das Phloem vollkommen kollabiert erscheint (Abb. 27 und 28). Weitere Darstellungen siehe
Kapitel 3.3.

Die Strasburger Zellen (Abb. 29) ordnen sich direkt an den Flanken des Kambiums und der
Siebzellen an. Sie bilden eine Ubergangsbriicke zwischen den Transfusions-
parenchymzellen und den Siebzellen (Abb. 17 links). Es sind sehr plasmareiche Zellen mit
einem grofRen, runden Kern. Sie besitzen kleine, langliche Chloroplasten mit einem gut
entwickelten Membransystem. Die sehr selten auftretenden Stéarkekorner sind vor allem am
Anfang der Vegetationsperiode bei beiden Fichten vorhanden. Die Strasburger Zellen sind
mit ihresgleichen sowie mit den Transfusionsparenchym- und Siebzellen bei beiden Fichten
durch Plasmodesmenfelder verbunden. Diese erscheinen an verdickten Stellen der
Zellwand und werden als "globe pits" bezeichnet (BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER, 1989) (Abb.
30). Bei hoheren VergréRerungen weisen diese Plasmodesmen einen Callosering,
Verzweigungen bei ihrem Verlauf durch die Zellwand, und Verknotungen in der Héhe der
Mittellamelle auf. Bei den vergilbten Nadeln der Fichte F33 werden die Strasburger Zellen
durch die hypertrophen Kambiumzellen zu den Flanken hin verschoben und zum Teil auch
wie beim Phloem zerdruckt (Abb. 17) (Vergleich Kap. 3.3.).

Der Raum des Zentralzylinders zwischen Endodermis und Strasburger Zellen wird durch
die Transfusionsparenchymzellen und die Transfusionstracheiden gefullt (Abb. 17 und 20).
Die Zellen des Transfusionsparenchyms sind plasmaarme Zellen mit elektronendichtem
Material in der grof3en zentralen Vakuole, die mit gro3en Mengen Gerbstoffen gefillt ist. Sie
besitzen eine rundliche Form. Sie sind nur gegen ihresgleichen und mit der Endodermis
getipfelt (HUBER, 1947). lhre Wande sind dicker als die der Transfusionstracheiden. Es
handelt sich hierbei um Zellulosewénde, wie die positive Farbung mit Calcofluor bei beiden
Fichten zeigt. Die Transfusionstracheiden sind tote Zellen mit dinnen Wéanden. Alle
Wande weisen Hoftupfel auf. Diese verbinden die Tranfusionstracheiden
untereinander (HEIMERDINGEN, 1951) und mit dem Xylem. Die Wande sind lignifiziert,
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sie zeigen bei K3 wie bei F33 in lichtmikroskopischen Préaparaten eine positive
Farbung mit Primulin.

TAFELS5

Abb. 23 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts des Kambiums von Nadeln der
Kontrollfichte K3 (links) im Frihsommer 1996 und von einer vergilbten Nadel von F33 (rechts) im
Herbst 1995. Die Kambiumzellen sind bei K3 in den drei untersuchten Vegetationsperioden
rechteckig und in drei Lagen angeordnet. Die Plastiden enthalten Starkekdrner und kaum entwickelte
Thylakoide. Die Kambiumzellen von F33 zeigten sich mit einsetzender Vergilbung in den
Vegetationperioden 1994 und 1995 hypertrophiert und drangen ins Phloem ein. Kontrastierung:
Uranylacetat, Bleicitrat. (Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 24 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von L&ngschnitten des Kambiums von vorjahrigen
Nadeln der Fichte K3 (links) und F33 (rechts) im Herbst 1995. Kontrastierung: Uranylacetat,
Bleicitrat. (Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 25Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Langschnitten des Kambiums von vorjahrigen
Nadeln der Fichte F33 im Herbst 1995. Wéahrend der Vergilbung wird das Kambium hyperplastisch
und seine Zellen hypertroph. Dies geht mit Verdnderungen der Form von langlich bis rund (B) (s.
auch Abb. 24, rechts), indqualen Teilungen (A), und Bildung unvollstandigen Zellwanden (B). Diese
Zellen besitzen nur einfachen Tupfelfelder (A) und Vesikel mit elektronendichtem Inhalt (C).
Kontrastierung: Uranylacetat, Bleicitrat. (Nadelmaterial wie Abb. 9).

TAFEL 6

Abb. 26 Elektronenmikroskopische Aufnahme des Phloems der Kontrollfichte K3 im Herbst (24.
09.1996). Die aktiven Siebzellen besitzen eine dicke lamellierte Zellwand und ein Zelllumen mit
Zellorganellen. Altere nicht aktive Zellen haben nur diinne Zellwande und kollabieren. Unten links
(Pfeil) ist eine Strasburger Zelle zu sehen.

Abb. 27 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts von kollabierten Siebzellen der
Fichte 33 am 25.07.1995. Die Zellen besitzen noch eine dicke lamellierte Zellwand aber kaum oder
kein Zelllumen.

Abb. 28Fichte 33 im Herbst 1995. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnittes von
hypertrophierten Kambiumzellen, welche zwischen die kollabierten Siebzellen dringen.
(Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 29 Ausschnitt aus dem Phloem mit Strasburger Zellen von K3. Charakteristisch fur diese Zellen
sind die verdickten Plasmodesmen. Der Pfeil zeigt ein verdicktes Plasmodesmen-Feld ("globe
pit").(Nadelmaterial wie Abb. 9).

Abb. 30Ultrastruktur der Plasmodesmen "globe pits" zwischen Strasburger Zellen. Links: Im
Querschnitt (a) zeigen sie Verzweigungen in ihrem Verlauf durch die Zellwand und Verknotungen auf
der Hohe der Mittellamelle (m). Rechts: Im Langschnitt (b) sind gréRere freie R&ume vorhanden.
Callose (weil3) liegt um die Plasmodesmen, die von einer dunkel kontrastierten Membran umgeben
sind. (Nadelmaterial wie Abb. 9).
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Ergebnisse

3.2. Morphologische  Anderungen der  Chloroplasten  von
ergrinenden und vergilbenden Nadeln

3.2.1. Einfihrung

Die Chloroplasten sind die Organellen, an welchen sich, wie in keiner anderen Zellstruktur,
die Zusammenhange zwischen dem physiologischen Zustand und den morphologischen
Veranderungen innerhalb einer Vegetationsperiode &ul3ern. Sie reagieren am
empfindlichsten auf schadigende Einflisse, die zu unterschiedlichen Schadensmustern
bzw. Anderungen in ihrer Morphologie im Vergleich zum Normalzustand fiihren. Sie sind
auch die einzigen Organellen, an denen Schaden beobachtet wurden.

Im Folgenden werden die ultrastrukturellen Veranderungen dargestellt, die wahrend einer
Vegetationsperiode in den Chloroplasten der Nadeln des 2. Jahrgangs der Fichte F33 mit
deutlichen Vergilbungssymptomen und der Fichte K3 ohne Schadsymptome auftreten. Es
wird gezeigt, dal diese Veradnderungen in engem Zusammenhang mit den visuellen
Befunden des Ergriinens bzw. Vergilbens stehen. Ferner wird die Wirkung von Beschattung
und von Dingung auf diese Veranderungen verglichen (Abb. 31). Die an beiden Fichten
zwischen 1994-1996 gemessenen Werte wurden je Baum und Probenahme an vier
vorjahrigen Nadeln erhoben. Pro Nadel wurden funf Chloroplasten ausgewahlt, die auf der
zum Licht orientierten Seite der Nadel in einer der ersten drei Zellschichten unterhalb der
Epidermis lagen. In der Vegetationsperiode von 1994 wurden zusatzlich MelRRergebnisse
aus mit grauen regendurchlassigen Nylonnetzen beschatteten Nadeln gewonnen.

3.2.2. Zahl der Chloroplasten pro Zellquerschnitt

Um mogliche Variationen der Chloroplastenzahlen, die eine Mesophylizelle enthalt, zu
erkennen, wurde die Anzahl der Chloroplasten an 70 nm dicken Schnitten bestimmt.Die
Zahl der in einer Mesophylizelle des 70 nm Schnitts vorhandenen Chloroplasten variiert
kaum innerhalb einer Vegetationsperiode (Abb. 32) und zeigt in den drei untersuchten
Jahren keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen dem Kontrollbaum K3 und der
Fichte F33.

Tafel 7

Abb. 31 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chloroplasten von vorjahrigen Nadeln. Die
spindelférmigen Chloroplasten der griinen Nadel von K3 (links, a - c) verfligen in den drei
untersuchten Vegetationsperioden Uber ein aus Grana- und Stromathylakoiden aufgebautes
Membransystem. Starkerkdrner sind klein und selten zu finden. Die Chloroplasten der vergilbten
Nadeln F33 (rechts, d und e) besitzen ein reduziertes Membransystem, Uberwiegend aus
Stromathylakoiden. Starkerkdrner bestimmen die Form der Chloroplasten. Nach der Mg-Diingung
von F33 bleiben die Nadeln 1996 grin (wie bei K3) und die Chloroplasten (f) beider Fichten zeigen
keinen signifikanten Unterschied. (s. Legende Abb. 16, Tafel 2) (a, b, d, e: Sommer 1994; c und f:
Herbst 1996).

41



Zahl der Chloroplasten pro Zellquerschnitt

—O0—K3 --O--F33

0 r—T—T—T1— —r 1 1 1 T
1994
30 | § T -
<
S 2f s a) -
c — <. e
< \\b,/’/ \‘Q __________
10 F ]
O 1 L L 1 nil 1 1 L L 1 1 1
April Juni Aug Okt
40 71— —r r r r r r 1 1 r r 1 1
1995 j
30 + 3 T .
Z% S
20 - 0 .
= . s
- oo .
< _ p _____ o _
10 3 i
0 | 1 1 | | 1 | | 1 1 | | |
April Juni Aug. Okt
Or——T— T T T T T T T
| 1996 ]
30 T .
:'__U I \i 0 e
N 20 4 ° _
c L ~O- - - - j
< [ | ] TTT==- T\\ - ]
10 | - 1 —
O 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

Abb. 32 Anzahl an Chloroplasten pro Mesophylizelle in einem 70 nm dicken Schnitt von vorjahrigen,
lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (Kreis) und K3 (Quadrat) in den Vegetationsperioden 1994
(oben), 1995 (Mitte) und 1996 (unten). Pro Probenahme und Fichte wurden die Chloroplasten aus 4
Nadeln von jeweils 3 Zellen der obersten Zellschichten ausgezahlt. Die gestrichelte Linie markiert
den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell
erkennbaren Vergilbungssymptome zeigten. (n = 12).
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3.2.3. Morphometrie zu Veranderungen der Chloroplastengréf3e

Die Veranderungen der Chloroplastengréf3e innerhalb einer Vegetationsperiode wurden
anhand folgender Mel3parameter untersucht:

« Schnittflache eines Chloroplasten : Die Anderung der Schnittflache der Chloroplasten
von vorjahrigen Nadeln der Fichte F33 (vergilbende Fichte) und der Fichte K3
(Kontrollfichte) wurde anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen an jeweils
zwanzig Chloroplastenschnitten jeder Fichte gemessen

» Chloroplastenschnittflache ohne Starkekornflache : Um die Anderungen der GroRe
des Chloroplastenschnitts unabhéngig von der saisonalen bzw. momentanen Starke-
Akkumulation in Form von Stérkekornern zu untersuchen, wurde die Flache des
gemessenen Starkekorns von der entsprechenden Chloroplastenschnittflache
abgezogen.

» Stromaflache : Als Stromaflache wird die Flache des Chloroplastenschnitts nach
Abziehen der in den Chloroplastenschnitten gemessenen Flachen der Thylakoide, der
Plastoglobuli und der Starkekérner definiert. Die Stromaflache soll im Vergleich mit den
oben genannten Messungen Aufklarung Uber mogliche Zusammenhdnge zwischen
einer VergroRerung bzw. Verringerung der Flache des Chloroplastenschnitts und der
Flache von Thylakoiden, Plastoglobuli bzw. Starkekérnern innerhalb einer
Vegetationsperiode bieten.

3.2.3.1. Schnittflache eines Chloroplasten

Die Anderungen der durchschnittlichen Schnittflaiche der Chloroplasten von vorjahrigen,
lichtexponierten Nadeln der Fichte F33 (vergilbende Fichte) und der Fichte K3
(Kontrollfichte) sind in der Abbildung 33 dargestellt.

Nachdem die durchschnittliche Schnittflache der Chloroplasten im Frihjahr in beiden
Baumen zunimmt, beginnt sie bis Ende der Vegetationsperiode in beiden abzunehmen.
Diese signifikanten (p < 0,01) Variationen der durchschnittlichen Schnittflache der
Chloroplasten von beiden Baumen im Fruhjahr stehen in Zusammenhang mit der Grol3e der
Starkekdrner (Kap. 3.2.6.): Im Frihjahr sind die Starkekdrner grof3 und reichlich in beiden
Fichten vorhanden. Im Fruhjahr erreicht auch die durchschnittliche Schnittflache der
Chloroplasten in den drei untersuchten Vegetationsperioden ihr Maximum. Diese Werte
variieren in beiden Fichten zwischen 13 pm2 und 21 pm2, Werte, die schon eine
Verschiedenheit der Grol3e der Starkekdrner ahnen lassen. Ein direkter Zusammenhang

43



Schnittflache eines Chloroplasten

zwischen diesen Variationen der Schnittflache der Chloroplasten im Frihjahr und dem
Beginn der Vergilbung bei der Fichte F33 ist nicht zu beobachten.

In der zweiten Halfte der Vegetationsperiode -ab Juli- nimmt die durchschnittliche
Schnittflache der Chloroplasten der Fichte K3 bis zum Ende der Vegetationsperiode nur
leicht ab, und erreicht Werte von 11 pum?2 bis 12 um? am Ende der Vegetationsperiode. Bei
der Fichte F33 ist diese Abnahme in den Vegetationsperioden 1994 (Abb. 33 oben) und
1995 (Abb. 33 Mitte) deutlicher. Im Herbst variiert die durchschnittliche Schnittflache der
Chloroplasten zwischen 6 um2 und 8um2. In der zweiten Halfte dieser beiden
Vegetationsperioden bestehen signifikante (p < 0,01) Unterschiede zwischen der
durchschnittlichen Schnittflache der Chloroplasten der vergilbende Fichte F33 und der
Kontrollfichte K3.

In der Vegetationsperiode 1996 (Abb. 33 unten), nachdem die Magnesiumdingung gewirkt
hatte, ist die Abnahme der durchschnittlichen Schnittflache der Chloroplasten der Fichte
F33 vergleichbar mit der der Fichte K3. Trotzdem sind die Chloroplasten der Fichte F33 wie
in den Jahren zuvor stets kleiner als die der Fichte K3. Allerdings sind im Jahr 1996 die
Unterschiede in der zweiten Halfte der Vegetationsperiode nicht signifikant. Die
Schnittflache der Chloroplasten beider Fichten am Ende der Vegetationsperiode 1996
variiert zwischen 10 pm? und 13 pm2.

Ende Mai in der Vegetationsperiode 1994 wurden beide Fichten teilweise mit
regendurchlassigen Nylonnetzen Uberdacht und damit die Lichtintensitat, die die B&dume
erreichte, auf 15 % des Umgebungslichtes herabgesetzt, ohne dabei die spektrale
Zusammensetzung des sichtbaren Lichtes zu andern. Die Beschattung bei K3 (Abb. 34,
oben) bewirkt im Hochsommer (27.07.1994) eine signifikante (p < 0,01) Verringerung der
durchschnittlichen Schnittflache der Chloroplasten. Aber am Ende der Vegetationsperiode
zeigt sie in beschatteten und lichtexponierten Nadeln der Fichte K3 &hnliche Werte
(Durchschnittswerte: 11,13 + 2,1 um? bei K3-Licht und 10,58 + 2,23 um?2 bei K3-Schatten).

Bei den beschatteten Nadeln der Fichte F33 (Abb. 34, unten) ist am 27.07.1994 auch eine
signifikante (p < 0,01) Verringerung der durchschnittlichen Schnittflache der Chloroplasten
zu beobachten. AnschlieRend beginnen die Werte anzusteigen. Ab Herbst (20.09.1994) ist
die durchschnittliche Schnittflache der Chloroplasten der beschatteten Nadeln der Fichte
F33 signifikant (p < 0,01 am 20.09.1994 und p < 0,05 am 25.10.1994) grol3er als die der
lichtexponierten Nadeln (Durchschnittswerte: 6,81 + 2,13 um? bei F33-Licht und 8,66 + 1,93
pmz2 bei F33-Schatten).

Durch die Beschattung néhern sich die Parameter beider Fichten an. Allerdings zeigen nur
die Werte der Proben vom Hochsommmer (16.08.1994) und Anfang Herbst (20.09.1994)
keine signifikanten Unterschiede. Die Chloroplasten der beschatteten Nadeln der Fichte
F33 sind immer kleiner als die Chloroplasten der beschatteten Nadeln der Fichte K3. Die
Unterschiede sind aber nicht signifikant.
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Abb. 33 Anderungen der Schnittflache der Chloroplasten (um2) von vorjahrigen, lichtexponierten
Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3 (Kontrollfichte, ) in den Vegetationsperioden
1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995 (Nadeljahrgang 1994, Mitte) und 1996 (Nadeljahrgang 1995,
unten). Die gestrichelte Linie markiert den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjéhrigen Nadeln
von Fichte F33 noch keine visuell erkennbaren Vergilbungssymptome zeigten. (n = 20).
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Abb. 34 Anderungen der Schnittflache der Chloroplasten (um?) von beschatteten Nadeln der Fichten
F33 (e ) und K3 (m) in Vergleich mit den lichtexponierten Nadeln von F33 (o) und K3 (O) wéahrend der
Vegetationsperiode 1994 (Nadeljahrgang 1993). Die gestrichelte Linie markiert den letzten
Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch grin waren. (n = 20).
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3.2.3.2. Chloroplastenschnittflache ohne Starkekornflache

Um die Anderungen der GréRe des Chloroplastenschnitts unabhangig von der saisonalen
Starke-Akkumulation im Chloroplasten zu untersuchen, wurde die Flache des Starkekorns
von der entsprechenden Chloroplastenschnittfliche abgezogen. Diese Anderungen der
Grole des Chloroplastenschnitts sind in den Abbildungen 35 und 36 dargestellt.

Am Anfang aller drei untersuchten Vegetationsperioden ist eine leichte Abnahme der
Chloroplastenschnittflache ohne Stérkekorn (0. S.) zu erkennen. Kurz bevor der neue
Nadeljahrgang zu treiben beginnt (s. Tabelle 4), fangt die Chloroplastenschnittflache o. S.
der vorjahrigen Nadeln an, sich zu vergréf3ern. Dies geschieht bei der Fichte K3 in allen drei
untersuchten Vegetationsperioden, wobei in den Jahren 1995 (Abb. 35, Mitte) und 1996
(Abb. 35, unten) die Grof3enzunahme der Chloroplastenschnittflache o. S. im Fruhjahr
signifikant (p < 0,01) ist. Am Ende der Vegetationsperiode 1994 (Abb. 35, oben) und 1995
(Abb. 35 Mitte) nimmt die Chloroplastenschnittflache o. S. bei der Fichte K3 leicht ab
(Signifikanz: p < 0,05). In der Vegetationsperiode 1996 (Abb. 35, unten) findet eine
Verzégerung der Neutriebe statt (s. Tabelle 4), damit ist der jahreszeitliche Verlauf der
Entwicklung verschoben. Dies wird auch der Grund sein, weshalb bei der Fichte K3 im
Gegensatz zu den vorausgegangenen Vegetationsperioden keine Abnahme der
Chloroplastenschnittfliche 0. S. am Ende der Vegetationsperiode 1996 beobachtet werden
konnte. Die Werte der Chloroplastenschnittflache o. S. der vorjahrigen Nadeln der Fichte K3
in den drei untersuchten Vegetationsperioden liegen zwischen 8 um2 am Anfang der
Vegetationsperiode und 13,7um? bei der vorletzten Probenahme im Herbst.

Am  Anfang aller drei Vegetationsperioden zeigt die  Entwicklung der
Chloroplastenschnittfliche o. S. der Fichte F33 einen ahnlichen Verlauf wie die der Fichte
K3. Sie nimmt allerdings, sobald die Vergilbung in den Jahren 1994 (Abb. 35, oben) und
1995 (Abb. 35, Mitte) einsetzt, abrupt ab. Diese Abnahme ist in beiden Vegetationsperioden
signifikant (1994: p < 0,01; 1995: p < 0,05). Vor der Vergilbung besitzt die Fichte F33 den
grodten durchschnittlichen Wert der Chloroplastenschnittflache o. S. (1994: 10,15 + 2,19
pumz, 1995: 9,65 £+ 2,82 pm?). Im Herbst erreicht sie dagegen ihre minimalen
durchschnittlichen Werte (1994: 6,8 + 2,11 pm? und 1995: 6,57 + 2,77 um?2). Nach der
Vergilbung in den Vegetationsperioden 1994 und 1995 ist der Unterschied zwischen den
Chloroplastenschnittflachen o. S. der Fichten F33 und K3 signifikant (p < 0,01). Die
Chloroplastenschnittflaiche o. S. der Fichte F33 ist etwa ein Drittel kleiner als die der Fichte
KS3.

In der Vegetationsperiode 1996 (Abb. 35 unten), nachdem die Magnesiumdingung gewirkt
hatte, verhalt sich die Chloroplastenschnittflache o. S. der Fichte F33 bis zum Hochsommer
ahnlich wie die der Fichte K3. Ab August 1996 nimmt sie in der Fichte F33 ab, und auch
wenn sie im Vergleich mit den vorigen Vegetationsperioden eine Grélienzunahme von 35%
aufweist, bleibt sie stets signifikant kleiner als die von Fichte K3 (p < 0,01 am 12.08.1996
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Abb. 35 Anderungen der Chloroplastenschnittfliche ohne Starkekornschnittflache (um2) von
vorjahrigen, lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3 (Kontrollfichte,
) in den Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995 (Nadeljahrgang 1994, Mitte)
und 1996 (Nadeljahrgang 1995, unten). Die gestrichelte Linie markiert den letzten
Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell erkennbaren
Vergilbungssymptome zeigten. (n = 20).
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Abb. 36 Anderungen der Chloroplastenflache ohne Starkekornflache (um2) von beschatteten Nadeln
der Fichten F33 (e ) und K3 (m) in Vergleich mit den lichtexponierten Nadeln von F33 (o) und K3 (O)
wahrend der Vegetationsperiode 1994 (Nadeljahrgang 1993). Die gestrichelte Linie markiert den
letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch grin waren.

(n = 20).

O 1 |

und 10.09.1996; p < 0,05 am 22.10.1996). Am Ende der Vegetationsperiode 1996 zeigen
die Chloroplasten der nicht-vergilbten Nadeln von F33 bei der durchschnittlichen
Chloroplastenschnittflache o. S. einen Wert von 10,31 = 2,2 pm?, wahrend bei den
Chloroplasten der Kontrollfichte K3 dieser Wert 12,76 £ 1,92 um2 betragt.

Die Beschattung der vorjahrigen Nadeln im Jahr 1994 zeigt im Fall von Fichte F33 (Abb. 36
unten) zuerst eine Abnahme der Chloroplastenschnittflache o. S. im Vergleich mit den
Werten der lichtexponierten Nadeln derselben Fichte. Dieser Abnahme folgt eine
GroRRenzunahme, die ab Spatsommer signifikant ist (p < 0,01 am 20.09.1994; p < 0,05 am
16.08.1994 und am 25.10.1994). Bei der Kontrollfichte K3 (Abb. 36 oben) ist die
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Chloroplastenschnittflache ohne Starkekorn spéatestens]zwei Monate nach Anbringen der
beschattenden Nylonfolie stets signifikant kleiner (p < 0,01 am 26.07.1994 und 20.09.1994;
p < 0,05 am 16.08.1994) als die der lichtexponierten Nadeln desselben Baumes. Im Herbst
gleichen sich die beiden Werte von lichtexponierten und beschatteten Nadeln der Fichte K3
an. Die Beschattung der Nadeln beider Baume verursacht keine Verringerung der
Chloroplastenschnittflaiche o. S. bei den vorjahrigen Nadeln der Fichte F33, wohl aber bei
denen der Fichte K3. Damit erreichen die Chloroplastenschnittflachen ohne Starkekorn bei
beiden Baumen vergleichbare Werte, die keine signifikanten Unterschiede von August bis
Ende September 1994 aufweisen. Im Herbst gehen die Werte wieder signifikant (p < 0,01)
auseinander.

3.2.3.3. Stromaflache

Messungen der Stromaflache (Abb. 37) sollen Auskunft Gber mdgliche Zusammenhange
zwischen einer VergroBerung bzw. Verringerung der Chloroplastenschnittflache und der
Flache von Thylakoiden, Plastoglobuli und  Starkekérnern innerhalb  einer
Vegetationsperiode geben. Als Stromaflache wird die Flache eines Chloroplastenschnitts
nach Abziehen der im demselben Chloroplastenschnitt gemessenen Flachen der
Thylakoide, Plastoglobuli und Starkekdrner definiert.

Die Stromaflache zeigt in den drei untersuchten Vegetationsperioden einen vergleichbaren
Kurvenverlauf wie die Chlorplastenschnittflache o. S. der lichtexponierten Nadeln beider
Fichten. Wahrend der Vegetationsperiode 1994 (Abb. 37, oben) steigt die Stromaflache der
Fichte K3 bis zum Herbst stetig, nimmt aber am Ende der Vegetationsperiode deutlich ab
(Signifikanz p < 0,01). Bei der Fichte F33 findet gleich nach der Vergilbung ein signifikanter
Verlust (p < 0,01) an Stromaflache statt. Der aus den durchschnittlichen
Stromaflachenwerten berechnete Stromaverlust ist mit 36,26 % gréf3er als der berechnete
Verlust der Chloroplastenschnittflache ohne Starkekornflache (31,13 %) (Abb. 35), oder der
Verlust an Thylakoidflache (33,08 %) (Abb. 39). Dieser Verlust an Stromaflache andert
sich bis zum Ende der Vegetationsperiode kaum.

In der Vegetationsperiode 1995 (Abb. 37, Mitte) tritt im Mai eine Zunahme (Signifikanz p <
0,05). der Stromaflache beider Fichten auf. Diese Zunahme setzt sich bei der Fichte K3 bis
Mitte Juli fort, worauf eine transiente Abnahme foglt. Die Abnahme der Stromaflache
(zwischen 11.07.95 und 25.07.95) betragt 18,28 %, wahrend die Abnahme der
Chloroplastenschnittfliche o. S im gleichen Zeitraum (Abb. 35) 10,8 % und die der
Thylakoidflache (Abb. 39) nur 9,1 % ausmacht. Am Ende der Vegetationsperiode
(17.10.1995) nimmt die Stromaflache bei der Fichte K3 wie im Jahr zuvor ab.

O Die Werte der beschatteten Fichte K3 konnten am 6.07.1994 nicht erhoben werden.
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Abb. 37 Anderungen der Stromaflache der Chloroplasten (um2) von vorjahrigen, lichtexponierten
Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3 (Kontrollfichte, ) in den Vegetationsperioden
1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995 (Nadeljahrgang 1994, Mitte) und 1996 (Nadeljahrgang 1995,
unten). Die gestrichelte Linie markiert den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln
von Fichte F33 noch keine visuell erkennbaren Vergilbungssymptome zeigten. (n = 20).
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Abb. 38 Anderungen der Stromaflache eines Chloroplastenschnitts (um?2) von beschatteten Nadeln
der Fichten F33 (e ) und K3 (m) in Vergleich mit den lichtexponierten Nadeln von F33 (o) und K3 (O)
wahrend der Vegetationsperiode 1994 (Nadeljahrgang 1993). Die gestrichelte Linie markiert den
letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch grin waren.
(n = 20).

Auch bei der vergilbenden Fichte F33 findet eine Zunahme der Stromaflache am Anfang
der Vegetationsperiode statt. Im Gegensatz zu 1994 erfolgt die Abnahme der Stromaflache
nicht gleichzeitig mit dem Einsetzen der Vergilbung, sondern erst zwei Wochen danach. Bei
der Fichte F33 setzt auch die Abnahme der Stromaflache friher ein als die Abnahme der
Chloroplastenschnittflache o. S. (Abb. 35), nicht aber die Abnahme der Thylakoidflache
(Abb. 39). Sobald die Vergilbung der Nadel der Fichte F33 beginnt, sind die Unterschiede
der Stromaflachen beider Baume stets signifikant (p < 0,01) unterschiedlich.
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In der Vegetationsperiode 1996 (Abb. 37 unten), nachdem die Magnesiumdiingung bei der
Fichte F33 gewirkt hatte, zeigen beide Fichten vergleichbare Stromaflachen bis Mitte Juli.
Wahrend bei K3 eine VergréRerung der Stromaflache bis Mitte August stattfindet, nimmt im
gleichen Zeitraum die Stromaflache der Chloroplasten der griin gebliebenen Nadeln der
Fichte F33 signifikant (p < 0,01) ab. Hier geht wiederum die Abnahme der Stromaflache der
Abnahme der Chloroplastenschnittflache ohne Starkekornflache (Abb. 35), und der
Abnahme der Thylakoidflache (Abb. 39) voraus. Bis September nimmt bei F33 die
Stromaflache der Chloroplasten wieder zu und zeigt dann bis Ende der Vegetationsperiode
keinen signifikanten Unterschied zu der Stromaflache der Chloroplasten von K3. Hier
bestétigt sich, dal’ die Chloroplasten der Fichte F33 stets kleiner sind als die der Fichte K3,
wenn auch der Unterschied zwischen den griin gebliebenen Nadeln von F33 und den
Nadeln von K3 nicht signifikant ist.

Die im Jahr 1994 durchgefiihrte kinstliche Beschattung der Fichten (Abb. 38) beeinflu3t die
Grolie der Stromaflache beider Fichten auf unterschiedliche Weise. Bei der Kontrollfichte
K3 (Abb. 38, oben) sind die Unterschiede zwischen den Stromaflachen in beschatteten und
lichtexponierten Nadeln deutlicher als bei den Chloroplastenschnittflachen o. S. derselben
Nadeln (Abb. 36). Die Beschattung verursacht zunachst eine signifikante Vergré3erung (p <
0,01) der Stromaflache der Chloroplasten, gefolgt von einer signifikanten Verringerung (p <
0,01) derselben. Nur am Ende der Vegetationsperiode gleichen sich beide Werte an. Bei
den beschatteten Nadeln der Fichte F33 (Abb. 38, unten) schwankt die Stromaflache
wahrend der ganzen Vegetationsperiode. Der Stromaflachenzunahme im August geht eine
Zunahme der Thylakoidflache der Chloroplasten voraus (vgl. Abb. 40). Der Vergleich der
beschatteten Nadeln beider Fichten zeigt, dal3 keine starke Anndherung der Stromaflache
sowie der Chloroplastenschnittflache o. S stattfindet.

3.2.4. Morphometrie der Thylakoidflache im Chloroplastenschnitt

Veranderungen von Zellorganellen kénnen als Ausdruck des natlrlichen Wandels einer
Zelle oder als Ausdruck von Schadigungen auftreten. Schadliche Veranderungen betreffen
innerhalb  der Pflanzenzelle insbesondere die Membransysteme wie das
Photosynthesemembransystem, welches aus den Stromathylakoiden und den
Granathylakoiden  besteht. Im folgenden werden die Veranderungen des
Thylakoidmembransystems, die innerhalb einer Vegetationsperiode auftreten, in
ergrinenden und vergilbenden Fichtennadeln dargestellt.
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» Die Thylakoidflache eines Chloroplasten soll Auskunft geben uber die jahrliche
Entwicklung des gesamten photosynthetischen Membransystems in ergriinenden und
vergilbenden Nadeln der untersuchten Fichten.

* Mit dem Anteil der Thylakoidflache an der Chloroplastenflache ohne
Starkekornflache wird dargestellt, in welcher Beziehung die Flache der gesamten
Thylakoidmembranen zu der des jeweiligen Chloroplasten steht.

3.2.4.1. Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts

Die Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts (Abb. 39) verandert sich bei den
lichtexponierten Nadeln von Fichte K3 in den drei untersuchten Jahrgéangen nur geringfigig.
Eine deutliche Zunahme am Anfang der Vegetationsperiode ist nicht zu verzeichnen. Sie
nimmt gleich vor dem Beginn des Neutriebes, im Hochsommer und im Herbst ab, um
anschlielend wieder zuzunehmen. Die niedrigsten Werte an Thylakoidflache eines
Chloroplastenschnitts sind im Monat Juli zu beobachten, wenn sie zwischen 75 % (1994)
bis 80 % (1996) der zu Beginn der Vegetationsperiode vorhandenen Thylakoidflache
ausmachen. Die hochsten Werte werden vor und nach der Juli-Abnahme gemessen. Diese
Zunahme bewegt sich zwischen 3,4 % (25.05.1994) und 8,8 % (10.09.96). Am Ende der
Vegetationsperiode betragt die Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts 89 % (1994),
98,6 % (1995) und 97,4 % (1996) der am Anfang gemessenen Thylakoidflache.

Wahrend die Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts sich bei der Fichte K3 in den drei
untersuchten Jahrgangen nur geringfigig verandert, nimmt sie bei der Fichte F33 ab
(Signifikanz: p < 0,01), sobald die Vergilbung einsetzt (Abb. 39, oben und Mitte). Die
Abnahme setzt sich wahrend der ganzen Vegetationsperiode weiter fort und die
durchschnittliche Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts von F33 erreicht im Herbst ihr
Minimum mit 51,2 % (25.10 1994) und 35,5 % (1995) der Ausgangswerte.

Im Jahr 1996 verhalt sich die Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts (Abb. 39, unten)
der nicht-vergilbten Nadel von Fichte F33 wie bei der Kontrollfichte K3. Sie ist bei F33 am
Ende der Vegetationsperiode 4 % gréRer als am Anfang und erreicht damit Werte wie bei
der Kontrollfichte. Wie bei K3 findet die maximale Abnahme der Thylakoidflache der grin
gebliebenen Nadeln im Hochsommer statt. Dieser Verlust betragt 22,3 % , welcher dem von
K3 in den drei untersuchten Jahren gleicht.
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Abb. 39 Anderungen der Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts (um2) von vorjahrigen,
lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3 (Kontrollfichte, [J) in den
Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995 (Nadeljahrgang 1994, Mitte) und in der
Vegetationsperiode 1996 (Nadeljahrgang 1995, unten). Die gestrichelte Linie markiert den letzten
Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell erkennbaren
Vergilbungssymptome zeigen. (n = 20).
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Abb. 40 Anderungen der Thylakoidflache (Stromathylakoid und Granathylakoid) eines
Chloroplastenschnitts (um?) von beschatteten Nadeln der Fichten F33 (e ) und K3 (m) in Vergleich
mit den lichtexponierten Nadeln von F33 (o) und K3 (O) wahrend der Vegetationsperiode 1994
(Nadeljahrgang 1993). Die gestrichelte Linie markiert den letzten Probenahmetermin, an dem die
vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch griin waren. (n = 20).

Die Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts von Fichte K3 (Abb. 40, oben) wird durch
die kunstliche Beschattung nicht beeinflut. Die Thylakoidflachen von belichteten wie
beschatteten Nadeln zeigen einen parallelen Verlauf und weisen keinen signifikanten
Unterschied auf. Bei den beschatteten Nadeln der Fichte F33 ist gegeniber den belichteten
Nadeln eine signifikante (p < 0,01) VergroRerung der Thylakoidflache (Abb. 40, unten) nur
in der Probe von August, zwei Monate nach Anbringen der regendurchlassigen Nylonfolie
zu sehen. Der Vergleich von beschatteten Nadeln beider Fichten zeigt auch, daf? nur in
dieser Probe vom August die durchschnittliche Thylakoidflache der Chloroplasten von F33
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gleiche Werte aufweisen wie die von K3. Sonst zeigt die Thylakoidflache eines
Chloroplastenschnitts der beschatteten Nadeln beider Baumen immer signifikante
Unterschiede.

3.2.4.2. Anteil der Thylakoidflache an der Chloroplastenflache o. S.

Der Anteil der Thylakoidflache an der Chloroplastenflache o. S. (ohne Starkekornflache)
verhalt sich 1996 bei den beiden untersuchten Fichten sehr &hnlich (Abb. 41, unten). Am
Ende der Vegetationsperiode 1996 ist der Anteil der Thylakoidflache an der
Chloroplastenflache 0. S. um 3 % bei F33 bzw. 6 % bei K3 geringer als zu Beginn des
selben Zeitraumes. In den zwei Jahren zuvor, wenn die Nadeln von Fichte F33 vergilben,
werden ab dem Sommer die Unterschiede zwischen beiden Fichten deutlicher (p < 0,01;
am: 26.07.1994, 16.08.1994, 25.10.1994, 13.06.1995, 25.07.1995, 16.08.1995,
17.10.1995). Im Jahr 1995 betragt die Abnahme des Anteils der Thylakoidflache an der
Chloroplastenflache o. S. (Abb. 41, Mitte) 19 % bei F33 und 7% bei der Kontrollfichte K3. Im
Jahr 1994 (Abb. 41, oben) sank er zwischen Mai und Oktober von ca. 26 % auf ca. 16 %
bei der vergilbenden Fichte F33 und von 27 % auf ca. 22 % bei K3.

Diese Befunde belegen, dafl} sich die Stromaflache -und damit die Chloroplastenflache
0. S.- innerhalb einer Vegetationsperiode vergroRert. Diese Vergrof3erung der eigentlichen
thylakoidfreien Stromaflache der Chloroplasten bei ergriinenden Fichten zum Herbst hin ist
nicht von einer VergroBerung der Thylakoidflache begleitet. Bei vergilbenden Nadeln ist
dagegen eine gleichzeitige Abnahme von thylakoidfreier Stromaflache und Thylakoidflache
zu verzeichnen. Verlaufen beide Abnahmen proportional, dann ist eine Kurvendynamik wie
1994 von Mai bis Juli zu erwarten. Verlauft die Stroma-Abnahme schneller als die der
Thylakoide, dann entspricht dies den Monaten Juli, August und September 1994. Wird im
Chloroplast der Thylakoidabbau rascher als der des Stromas, entspricht dies dem
Kurvenverlauf von 1995.
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Abb. 41 Anteil der Thylakoidflache an der Chloroplastenflache o. S. eines Chloroplastenschnitts (%)
von vorjahrigen, lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3
(Kontrollfichte, ) in den Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995
(Nadeljahrgang 1994, Mitte) und 1996 (Nadeljahrgang 1995, unten). Die gestrichelte Linie markiert
den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell
erkennbaren Vergilbungssymptome zeigten. (n = 20).
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3.2.5. Veradnderungen der Thylakoidorganisation

Die Veranderung der Thylakoidorganisation in den Chloroplasten der Fichten F33 und K3
ist anhand folgenden von Parametern untersucht worden:

« Variationen in der Lange der Schnitte S1-S3  sollen die Anderungen der
ChloroplastengroRe o. S. (ohne Starkekorn) widerspiegeln genauso wie Anderungen
der Form der Chloroplasten.

* Veranderungen an der Gesamtzahl der Thylakoidstapel i. w. S. (im weiteren Sinne)
wurden mittels der Anzahl der von den Schnitten S1-S3 getroffenen Thylakoidstapeln i.
w. S. eines Chloroplastenschnitts bestimmt.

e Der prozentuale Anteil von Stroma- und Granathylakoiden mit zunehmender
Stapelzahl an der Gesamtzahl von Thylakoiden (Stroma- plus Granathylakoid)
charakterisiert die Anderungen der Thylakoidorganisation sowohl im Jahrgang als auch
zwischen den beiden Fichten.

Die zwei letztgenannten Parameter spiegeln den morphologischen Aufbau des
photosynthetischen Membransystems wider, indem sie die Information tber Stroma- und
Granathylakoide und ihr Verhaltnis darstellen, und welche Photosysteme vorkommen
kénnten.

Das Charakterisieren der Chloroplastengréf3e durch die Schnittlange ist von der Form des
zu messenden Chloroplasten abhangig. Die Schnittlinge S1-S3 durch einen
Chloroplastenschnitt (Abb. 42) andert sich in den drei untersuchten Vegetationsperioden
gleichsinnig mit den Anderungen der Chloroplastenflache o. S. Bei der Kontrollfichte K3
steigt sie bis zum Herbst an. Bei F33 findet im Jahr 1994 eine pl6tzliche Abnahme der
Schnittlange mit Einsetzen der Vergilbung statt (Abb. 42 oben). Im Jahr 1995 trat diese
plétzliche Abnahme etwa vier Wochen nach Eintreten der Vergilbung auf (Abb. 42 Mitte).
AnschlieRend ist in den beiden Vegetationsperioden eine Erholung zu beobachten. Diese
ist bei den Anderungen der Chloroplastenfliche o. S. nicht zu sehen, weil bei diesem
Parameter die Flache per se betrachtet wird. Die Wiederzunahme der Schnittlange geht mit
einer Veranderung der Chloroplastenform einher. Die Chloroplasten der vergilbten Nadel
andern mit langer dauernder Schadigung ihre Spindelform in eine abgerundete Form (Abb.
16 und 31). Nachdem 1996 die Magnesiumdiingung auf F33 gewirkt hatte, verhalt sich die
Schnittlange S1-S3 (Abb. 42, unten) von der Fichte F33 &hnlich wie die von K3, und nur im
September zeigen beide Schnittlangen einen signifikanten Unterschied (p < 0,01).

59
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Abb. 42 Lange der Schnitte S1-S3 durch einen Chloroplastenschnitt (um) von vorjahrigen,
lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3 (Kontrollfichte, O) in den
Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995 (Nadeljahrgang 1994, Mitte) und 1996
(Nadeljahrgang 1995, unten). Die gestrichelte Linie markiert den letzten Probenahmetermin, an dem
die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell erkennbaren Vergilbungssymptome
zeigten. (n = 20).
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Abb. 43 Anzahl der von den Schnitten S1-S3 getroffenen Thylakoide i. w. S. einem
Chloroplastenschnitt von vorjahrigen, lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o)
und K3 (Kontrollfichte, O) in den Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995
(Nadeljahrgang 1994, Mitte) und 1996 (Nadeljahrgang 1995, unten). Die gestrichelte Linie markiert
den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell
erkennbaren Vergilbungssymptome zeigten. (n = 20).
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Thylakoidorganisation: Gesamtzahl der Thylakoidstapel

Die Gesamtzahl der Thylakoidstapel i.w.S. (im weiteren Sinne, d. h. Stapel- plus
Stromathylakoide) (Abb. 43), die pro um von den Linien S1-S3 getroffen wird, verhalt sich
bei beiden Fichten sehr &hnlich trotz betréachtlicher Streuung innerhalb der Probenkollektive.
In den zwei ersten Untersuchungsjahren (Abb. 43, oben und Mitte) werden signifikante
Unterschiede (p < 0,01) im Herbst (am 20.09.1994, 25.10.1994 und 17.10.1995) gemessen.
1996 zeigt nur die Septembermessung einen signifikanten Unterschied (Abb. 43, unten) (p
< 0,05). Die Gesamtzahl der Thylakoidstapel i.w.S. beider Fichten nimmt in der ersten
Halfte der drei Vegetationsperioden leicht ab: wahrend sie im Mai zwischen etwa 4,5 - 6,5
liegt, geht sie bis August auf Werte von ca. 4 zurlick. In diesem Zeitraum nimmt bei den
grinen Nadeln der Fichte K3 die Linienlange von S1-S3 von 4,5 - 5,5 um auf 7 - 9 um (Abb.
42) bzw. bei den 1996 griin gebliebenen Nadel von F33 (Abb. 42, unten) von 4 um auf 6 pum
zu. In den Chloroplasten der grinen Nadeln dndert sich kaum die Zahl der Thylakoidstapel
i.w.S. Bei den vergilbten Nadeln der Fichte F33 dagegen belegt die gleichzeitig
abnehmende Zahl der Thylakoidstapel pro um bei abnehmender Schnittlange S1-S3
zwischen Mai und August, daf? die Chloroplasten weniger Thylakoidstapel i.w.S. enthalten.
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(Abb. 44 Prozentualer Anteil von Stromathylakoiden (1) und Thylakoidstapeln (2 bis =6)
zunehmender Thylakoidzahl an der Gesamtzahl des Membranthylakoidsystems. Siehe folgende
Seite).
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Ergebnisse

Die beschriebenen Anderungen werden von Modifikationen in der Organisation der
Thylakoidstapel begleitet. Wie in Abbildung 44 dargestellt, variiert diese sowohl im
Jahrgang als auch zwischen den griinen und vergilbten Nadeln beider Fichten.

Bei den ab Ende Mai ergriinenden Nadeln von beiden Fichten (F33: 1996; K3: 1994-1996)
nimmt die Zahl der Thylakoide, die in gréReren Granastapeln organisiert sind (Abb. 44),
zwischen Mai und Juli deutlich zu. Anfang Mai bestehen etwa 50 - 60 % der von S1-S3
getroffenen Thylakoidstapel i.w.S. aus nur zwei Thylakoiden, und Stapel mit finf oder mehr
Thylakoiden werden kaum beobachtet. In den folgenden Monaten sinkt der Anteil der aus
zwei Thylakoiden bestehenden Stapel auf 30 — 40 %, wahrend ab Anfang Juli ca. 20 % der
Stapel aus finf und mehr Thylakoiden bestehen. Auch der Anteil der aus drei bis vier
Thylakoiden bestehenden Grana, der Anfang Mai bei etwa 30 % liegt, nimmt im Lauf des
Jahres deutlich zu. Weit geringeren Schwankungen sind die Stromathylakoide unterworfen,
deren Anteil wahrend der gesamten drei untersuchten Vegetationsperioden bei ca. 20 %
liegt. Bei den ab Mai der Vegetationsperioden 1994 und 1995 vergilbenden Nadeln der
Fichte F33 stimmt die Verteilung der Stapelklassen bis Juni weitgehend mit den griinen
Nadeln von K3 und F33 (im Jahr 1996) Uiberein. Ab Anfang Juli ist der Anteil der Stroma-
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Morphometrie der Starkekornflache im Chloroplastenschnitt

thylakoide bei den vergilbten Nadeln mit Werten um 30 — 40 % durchweg hoher als bei den
griin gebliebenen Nadeln beider Fichten. Ab August im Jahr 1994 und im Juli und Oktober
des Jahres 1995 ist der Anteil der aus zwei Thylakoiden bestehenden Stapel gegenlber
den grinen Nadeln der Fichte K3 und der Fichte F33 erhdht. Die Entwicklung von
Granastapeln mit vier und funf Thylakoiden ist bis Juni bei beiden Fichten &hnlich, [&Rt aber
bei den vergilboten Nadeln von F33 anschlieBend nach. Ausgedehnte Stapelsysteme mit
sechs oder mehr Granathylakoiden sind in den Vegetationsperioden 1994 und 1995 bei der
Fichte F33 sehr selten zu beobachten, und ab September sind auch die Stapel aus vier und
funf Granathylakoiden kaum mehr nachweisbar.

Diese Ergebnisse belegen, dal? wahrend der Ergriinung der Nadeln der Fichte K3 in allen
drei Jahren und der Fichte F33 im Jahr 1996 eine Umorganisation des photosynthetischen
Membransystems stattfindet, indem sich die Zahl der Granathylakoide in den Granastapeln
erhoht. Dabei entwickelt sich ein zwar ausgedehnteres, aber dichter gepacktes
Membransystem. Die Anderungen der Thylakoidflache eines Chloroplastenschnitts bei den
vergilbten Nadeln von F33 (Vegetationsperiode 1994 und 1995) sind auch von einer
Umorganisation der Thylakoiden begleitet, welche aber der Abbau der Granathylakoide mit
sich bringt.

3.2.6. Morphometrie der Starkekornflache im Chloroplastenschnitt

Die Anreicherung von Kohlenhydraten in Blattern, insbesondere von Stérke in Form von
Starkekdrnern, ist haufig mit einer Vergiloung verbunden. Die Starkekornflaiche im
Chloroplasten der sonnenexponierten Nadeln beider Fichten &ndert sich mit dem
Jahresverlauf  (Abb. 46). Sie nimmt im Frihjahr zu, wund bei manchen
Chloroplastenschnitten wird tber 50% ihrer Flache vom Starkekorn eingenommen (s. Tab.
6). Trotzdem enthalten diese fast wie Amyloplasten aussehenden Chloroplasten ein gut
ausgebautes Thylakoidmembransystem aus Stromathylakoiden und aus zwei bis drei
Granathylakoiden bestehenden Stapeln. GréRRere Stapel sind nur selten zu beobachten
(Abb. 44).

Tab. 6 Anteil der Starkekornfliche an der Flache eines Chloroplastenschnitts von vorjahrigen,
lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 und K3 im Frihjahr der Vegetationsperioden 1994
(Nadeljahrgang 1993), 1995 (Nadeljahrgang 1994) und 1996 (Nadeljahrgang 1995).

‘ 3.05.1994 25.04.1995 23.04.1996

F33 25,01 +12,7 39,4 +15,6 36,5+ 15,9

K3 36,6 + 20,3 52,67 +17,3 44,2 + 10,2
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Nach den hohen Frihjahrswerten vermindert sich die Starkekornflache in den folgenden
Wochen. Wahrend die Starkekorner bei Fichte K3 in den Jahren 1994 (Abb. 46, oben) und
1995 (Abb. 46, Mitte) bis Anfang Juli vollstandig verschwinden, gehen sie bei der Fichte
F33 in dieser Zeit zwar zurtick, steigen Mitte Juli aber noch einmal an. Nach diesem 2.
Maximum im Juli/August nehmen sie erst zum Herbst hin wieder ab. In der
Vegetationsperiode 1995 findet man bei F33 zwischen dem Eintreten der Vergilbung und
dem 2. Maximum und nach diesem keinen vollstdndigen Abbau des Starkekornes, so daf}
die Starkekornflache von Fichte F33 gegeniber K3 signifikant (p < 0,05 am 11.07.1995
sonst p < 0,01) erhéht bleibt.

In der Vegetationsperiode 1996 (Abb. 46, unten), nach dem die Magnesiumdingung bei
F33 ihrer Wirkung entfaltet hatte, verhalt sich die Starkekornflache beider Fichten sehr
ahnlich , und sie nimmt bei beiden Fichten spater als in den Jahren zuvor ab: Erst ab
Anfang September sind in den Chloroplasten elektronenmikroskopisch keine Starkekdrner
mehrnachweisbar. Diese Verzdgerung in der Abnahme der Starkekornflache steht mit dem
verspateten Beginn der Vegetationsperiode in Einklang. Wie in den vorigen Jahren verlauft
der Starkeabbau (Abb. 46) in der Fichte F33 schneller als bei K3.

Am Beginn der kinstlichen Beschattung (24.05.1994) enthalten die Chloroplasten der
beschatteten und der lichtexponierten Nadeln von K3 (Abb. 47, oben) eine noch
betrachliche Menge an Starkekdrnern. In den drei folgenden Wochen nimmt die
Starkekornflache beider Nadelsorten in gleichem Mal3 ab. Diese Beobachtung Uberrascht,
da in den Schattennadeln von einer Reduktion der Photosyntheseleistung ausgegangen
werden kann, und damit von einem schnelleren Verbrauch der Nahrungsreserven.

Bei den Chloroplasten der Nadeln von F33 wird drei Wochen nach Beginn der Beschattung
(Abb. 47, unten) ein fast vollstandiges Verschwinden der Starkerkorner beobachtet.
Allerdings ist ein leichter Wiederanstieg am 6.07.1994 zu verzeichnen. Der Vergleich der
Starkekornflachen der beschatteten Nadeln von F33 und K3 zeigt, dal ab Mitte Juli kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Proben besteht. Diese Befunde kdnnen auf den
Zustand des Transportmechanismus der Assimilate hindeuten: Der Abtransport der
Assimilate ist bei den lichtexponierten, vergilboten Nadeln gestort, die Beschattung der
Nadeln kann die Stérung entweder nicht vollkommen oder nur verzogert aufheben.

Tafel 8

Abb. 45 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chloroplasten von vorjahrigen Nadeln von K3
(oben) und von F33 (unten) am 6.07.1994. Die Chloroplasten von K3 verfliigen in den drei
untersuchten Vegetationsperioden Uber ein aus Grana- und Stromathylakoiden aufgebautes
Membransystem. Die Chloroplasten der vergilbten Nadeln F33 akkumulieren Starkerkdrner in ihrem
Stroma.
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Morphometrie der Starkekornflache im Chloroplastenschnitt

—0—K3 - -0- -F33

AL

- N

I ANEEIPS. N -"I'\ ]
0 T ? T \i - o
. T =
1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | 1

o
1

15

-
o
!

Starkekornflache
(um 2] Chloroplast)
(¢]
—

April Juni Aug. Okt.

15'I"”I':'I"I"I"I"I"I

/[

Starkekornflache
(um 2] Chloroplast)
(6]
T
O ~N
o—
|

LT T 7T T T T

Starkekornflache
2

(um “ / Chloroplast)
o o
LI L |
o) E\D
=0
L/
S
b
{
P [ T T TR

April Juni Aug. Okt.

Abb. 46 Anderungen der Starkekornflaiche eines Chloroplastenschnitts (um2) von vorjahrigen,
lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3 (Kontrollfichte, [J) in den
Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995 (Nadeljahrgang 1994, Mitte) und 1996
(Nadeljahrgang 1995, unten). Die gestrichelte Linie markiert den letzten Probenahmetermin, an dem
die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell erkennbaren Vergilbungssymptome
zeigten. (n = 20).
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Abb. 47 Anderungen der Starkekornfliche eines Chloroplastenschnitts (um2) von beschatteten
Nadeln der Fichten F33 (e ) und K3 (m) in Vergleich mit den lichtexponierten Nadeln von F33 (o) und
K3 (O) wahrend der Vegetationsperiode 1994 (Nadeljahrgang 1993). Die gestrichelte Linie markiert
den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch griin waren.

(n = 20).
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3.2.7. Morphometrie der Plastoglobuliflache im
Chloroplastenschnitt

Eine gréRere Anhaufung der transluzenten Plastoglobuli in Chloroplasten ist ein Zeichen
allgemeiner Seneszenz. Manche schadigenden Einflisse kdnnen eine frihzeitige Alterung
hervorrufen.

Die Chloroplasten der beiden Fichten in den drei untersuchten Jahren zeigen die gleiche
Tendenz: mit fortschreitender Vegetationsperiode und zunehmendem Alter nimmt die
absolute Flache (Abb. 48) der Plastoglobuli zu, ohne dal® sich Unterschiede zwischen den
Baumen abzeichnen. Im Jahresverlauf nimmt die Stromaflache eines Chloroplastenschnitts
bei den vergilbenden Nadeln der Fichte F33 ab (Abb. 37), wahrend sie bei den ergriinenden
Nadeln zunimmt. Damit erhéht sich innerhalb einer Vegetationsperiode der Anteil der
Plastoglobuliflache an der Stromaflache bzw. Chloroplastengréf3e der vergilbenden Nadeln
von F33. Da die Grol3e der Plastoglobuli mit 10 — 20 nm? in allen drei Jahren gleich bleibt,
kann man auf eine Erhéhung der Plastoglobulizahl schlieRen. Anderungen im Kontrast und
damit Anderungen in ihrer chemischen Zusammensetzung werden nicht beobachtet.

Die Beschattung der Nadeln verursacht im Sommer eine signifikante Abnahme der
Plastoglobuliflache der Chloroplasten der Fichte K3 (Abb. 49, oben) gegenlber der
Plastoglobuliflache bei ihren lichtexponierten Nadeln (p < 0,05 am 26.07.1994 und
16.08.1994; p < 0,01 am 20.09.1994), im Oktober erreicht sie wieder die vorherigen Werten.
Auch bei den beschatteten Nadeln der Fichte F33 (Abb. 49, unten) ist im Sommer eine
Abnahme zu beobachten (p < 0,05 am 14.06.1994 und 16.08.1994; p < 0,01 am 6.07.1994),
um im September die hochsten Werten zu erreichen. Am Ende der Vegetationsperioden
haben die beschatteten wie die lichtexponierten Nadeln von F33 die gleiche
Plastoglobuliflache. Der Vergleich der Werte beider beschatteten Nadeln zeigt, mit
Ausnahme der Septemberprobe, eine Annédherung beider Kollektive.
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Abb. 48 Anderungen der Plastoglobuli eines Chloroplastenschnitts (um2) von vorjahrigen,
lichtexponierten Nadeln der Fichten F33 (vergilbende Fichte, o) und K3 (Kontrollfichte, O) in den
Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993, oben), 1995 (Nadeljahrgang 1994, Mitte) und 1996
(Nadeljahrgang 1995, unten). Die gestrichelte Linie markiert den letzten Probenahmetermin, an dem
die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch keine visuell erkennbaren Vergilbungssymptome
zeigten. (n = 20).
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Abb. 49 Anderungen der Plastoglobuliflaiche eines Chloroplastenschnitts (um2) von beschatteten
Nadeln der Fichten F33 (e ) und K3 (m) im Vergleich mit den lichtexponierten Nadeln von F33 (o) und
K3 (O) wahrend der Vegetationsperiode 1994 (Nadeljahrgang 1993). Die gestrichelte Linie markiert
den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 noch griin waren.
(n=20)
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3.3 Morphologische  Veranderungen im  Leitbindel von
ergrinenden und vergilbenden Nadeln

3.3.1. Einflhrung

Die Entwicklung eines Baumes hangt nicht nur mit der Produktion von Photoassimilaten
und damit mit dem morphologischen und physiologischen Zustand der Chloroplasten
zusammen sondern auch mit der Translokation dieser Assimilate aus den photosynthetisch
aktiven Produzenten, den "Sourcen" (Nadeln), zu den nicht-griinen Verbrauchern, auch
"Sink"-Organe (Wurzeln, Bluten) genannt. Der Ferntransport der Assimilate findet durch das
Phloem des Leitblindels statt, daher die Notwendigkeit eines funktionstiichtigen Phloems
bzw. intakten Leitbindels. Bei Fichten, die unter Magnesiummangel leiden, ist ein
frihzeitiger nicht-reversibler Kollaps des Phloems beschrieben worden (FINK, 1986,
HANNICK, 1993).

Im Rahmen dieser Studie wurden die strukturellen Anderungen der Leitbuindel untersucht.
Veranderungen traten insbesondere beim Kambium und Phloem auf. Ziel dieser
Untersuchungen war es, den zeitlichen Verlauf der strukturellen Veranderungen wéhrend
der Ergrinung und Vergilbung des Leitbindels der Nadeln des 2. Jahrgangs, sowie die
Auswirkungen einer kinstlichen Beschattung und einer diagnostischen Dingung mit
Magnesium auf die Leitbindel der untersuchten Fichten abzukléaren. Die Daten dieser
Langzeitstudie wurden zwischen 1994-1996 erhoben.

3.3.2. Vorgange im Kambium

Die Nadel der Fichte F33 zeigte 1995 -bevor die Vergilbung auftrat- eine normale Struktur
des Zentralzylinders (25.04.1995, Abb. 501). Das Kambium weist keine gesteigerte
Teilungsaktivitat auf. Die Strasburger Zellen sind zwischen den Flanken der Siebzellen und
den Transfusionsparenchymzellen regelmafig verteilt. Die Siebzellen besitzen gut
ausgebildete lamellierte dicke Wé&nde und ein grof3es Zelllumen. Starkekodrner sind in
groRer Anzahl in der Endodermis und im Transfusionsparenchym vorhanden und nur
gelegentlich in Strasburger Zellen und Siebzellen zu finden. Dieses Bild des Kambiums
bleibt bis zum Eintreten der Vergilbung (1994 und 1995 ab Ende Mai) bestehen. Diese
Befunde wurden in der Vegetationsperiode 1994 morphometrisch bestétigt. Am Anfang der
Vegetationsperiode von 1994 (Abb. 51, oben) sind die Flachen des Kambiums beider
Fichten mit etwa 300 umz gleich grof3 und vergleichbar: Die Anzahl von Zellen im Kambium
mit offenen Lumina (Abb. 52, oben), so wie die Grollenklassenverteilung ihrer Zelllumina
(Abb. 53, links, 1. und 2. Histogramme von oben) weisen keine signifikanten Unterschiede
auf.
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Am 30.05.1995 waren visuell und anhand des Chlorophyll-Gehalts (SIEFERMANN-HARMS, et
al., 1997 e, s. Anhang 7) in Nadeln der Fichte 33 die ersten Vergilbungssymptome
nachweisbar. lhre Siebzellen und Strasburger Zellen scheinen noch intakt zu sein. Die
Kambiumzellen nehmen teilweise eine abgerundete Form an (Abb. 50 I).

Am 13.06.1995 traten im Leitbindel der Nadeln der Fichte F33 erste Veréanderungen
gegenuber der Nadeln der Fichte K3 auf (Abb. 50 II). Die Kambiumzellen von F33 sind nicht
mehr rechteckig sondern erscheinen in verschiedenen Formen. Es sind bei F33 vermehrte
Zellteilungen mit anomalen Differenzierungen zu beobachten. Am 27.06.1995 sind die
zuvor im Kambiumbereich festgestellten Anomalien bei den vergilbenden Nadeln der Fichte
F33 verstarkt (Abb. 50 II): Die Ausdehnung des Kambiums hat stark zugenommen. Am
25.07.1995 ( Abb. 50 IlI) sind bei den Kambiumzellen von F33 sehr ausgepragte anormale
Wachstums-, Proliferations- und Differenzierungsvorgdnge zu beobachten. Im Gegensatz
zur Kontrollfichte K3 sind die Kambiumzellen desorganisiert und nehmen den grof3ten
Bereich des Leitbindels ein. Diese hypertrophen Zellen sehen hinsichtlich ihrer
Cytoplasma- und Organellenaustattung den Strasburger Zellen &hnlich. Aber ihre
Zellwéande sind dunner und gut ausgebildete Plasmodesmenfelder ("Globe-Pits") werden
nicht beobachtet. Dieser Zustand bleibt in den folgenden Monaten bis Ende der
Vegetationsperiode erhalten (Abb. 50 III). Am Ende der Vegetationsperiode sind zahlreiche
Mitochondrien und Vesikel mit elektronendichtem Inhalt (Abb. 25) in den anomalen,
undifferenzierten und aus dem Kambium stammenden Zellen zu sehen (Abb. 50 III). Im
Herbst 1994 und 1995 findet man in den vergiloten Nadeln der Fichte F33 neue,
ungeordnete Gefal3e im Kambiumbereich, die sich wie Xylemgefal3e mit Rhodamin
anfarben. Ihre Lage &Rt annehmen, dal} sie aus dem anomalen Kambium stammen (Abb.
22, Tafel 4).

TAFEL 9

Abb. 50 Leitbundelstrukturen von Kontrollfichte K3 (oben) und geschadigter Fichte F33 wahrend der
Vergilbung (Mitte) und nach der Mg-Diingung (unten) im Verlauf einer Vegetationsperiode. Die obere
schwarze Linie grenzt das Kambium vom Xylem ab, die untere schwarze Linie trennt das Phloem
vom Kambium.

I: Im April sind die Leitblindelstrukturen in den drei Nadeln sehr &hnlich. Am 30.05.1995 zeigen die
Kambiumzellen von Fichte F33 (Mitte) erste Veranderungen und beginnen sich abzurunden.

II: Am 13.06.1995 beginnen die Siebzellen von Fichte F33 (Mitte) zu kollabieren. Die Kambiumzellen
sind vermehrt und weisen Diefferenzierungsanomalien auf.

ll: Am 25.07.1995 ist der Phloemkollaps bei Fichte F33 (Mitte) sehr ausgepragt. Der Anteil
an Siebzellen im Leitbindel wird durch die Vermehrung und VergréRerung von
Kambiumzellen stark zurtickgedréngt. Die Strukturen der Leitbindel von F33 (unten)
bleiben nach erfolgreicher Einwirkung der Mg-Dingung bis zum Herbst mit denen der
Kontrollfichte K3 (oben) identisch.
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Ergebnisse

Diese nach der Vergilbung auftretenden Veranderungen wurden in der Vegetationsperiode
1994 mit den morphometrischen Messungen bestatigt: Am 6.07.1994 zeigt die
GroRenklassenverteilung der Zellen im Kambium (Abb. 53, links) eine erste deutliche
Verschiebung zu den groBeren Klassen, die bis zum Ende der Vegetationsperiode anhalt
und sich sogar verstarkt. Wahrend sich am Anfang der untersuchten Vegetationsperioden
zwischen 75 % und 90 % der Zelllumina der Kambiumzellen von F33 und K3 in der 2. bis 7.
Klasse befinden, sind am Ende der Vegetationsperiode 1994 nur noch um 50 % der
Zelllumina der Kambiumzellen von F33 in diesen Klassen vorhanden. Bei der Fichte K3 gibt
es diese Veranderung nicht. Da gleichzeitig die kleinste Klassengréf3e in keiner der beiden
Fichten grol3e Schwankungen aufweist, bedeutet dies, dal® sich die Querschnittflache der
Kambiumzellen von F33 zu den grofBeren Klassen bewegt, d. h. die Zellen werden
hypertroph (Abb. 50 Il und IlI, Mitte).

Parallel zu der beschriebenen Flachenzunahme bzw. Hypertrophie wurde in der
Vegetationsperiode 1994 eine Abweichung der Zellzahl im Kambium gemessen (Abb. 52).
Das Kambium der Fichtennadel besteht in jeder seiner Halften aus etwa drei Reihen mit
jeweils ca. drei Zellen pro Reihe. Damit kann eine Zellzahl von sechs bis zwolf Zellen pro
Hélfte des Kambiums als normal angesehen werden. Trotz der Abnahme der Anzahl der
Kambiumzellen bei der Fichte F33 im Vergleich mit der Fichte K3 am Anfang der
Vegetationsperiode bleibt die Zellzahl von F33 innerhalb des normalen Bereichs. Ab dem
6.07.1994 findet eine signifikante Erhdhung (p < 0,01) der Anzahl der undifferenzierten, aus
dem Kambium stammenden Zellen statt, was fur eine erhghte Zellteilung spricht: Wahrend
bei der Fichte K3 die Anzahl an Kambiumzellen Uber die ganze Vegetationsperiode
konstant bleibt, steigt die Anzahl der Zellen in F33 in einer Kambiumhalfte auf 21 Zellen, d.
h. auf etwa das Doppelte des normalen Wertes an. Auch die gesamte Flache des
Kambiums im Zentralzylinder vervierfacht sich bis Ende der Vegetationsperiode 1994
gegeniuber K3 (Abb 51, oben). Dabei vergroRert sich das Kambium von ca. 300 umz2 auf
Uber 1.200 pm2,
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Abb. 51 Flache (um?) von einer Halfte des Kambiums des Leitbiindels von Fichtennadeln. Es
wurden acht Kambiumhélften aus vier Leitbiindeln pro Fichte und Probenahme gemessen.
Untersucht wurden die Nadeln der Vegetationsperioden 1994 (Jahrgang 1993) und 1996 (Jahrgang
1995). Die Nadeln waren lichtexponiert (1994 und 1996) bzw. beschattet (1994). Die gestrichelte
Linie markiert oben den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33
noch grin waren und unten den Beginn der Beschattung. (n = 8).

74



Ergebnisse

—0—K3 --0--F33
V77T T T 7

| 1994

w
o
T
1

N
o
T
\
1
\
\
1

H
o
T
\
O
N
N
|

Anzahl der Zellen
mit offenen Lumina
pro Kambiumflache

V7777 T 7

N w
o o
T T
1 1

pro Kambiumflache
o
T
\

Anzahl der Zellen
mit offenen Lumina

April Juni Aug. OKkt.
—m—K3-S --e--F33-S
0T —1r 1 1 1 1T 1

w
o
T
1

Anzahl der Zellen
mit offenen Lumina
pro Kambiumflache
N
o
T
*—
\I
1
1
]
1

H
o
T
om
N
N
\,
/
/
/
om
A\
i
1
!
1
!
1
/
o
|

April

Abb. 52 Anzahl von Kambiumzellen mit offenen Lumina pro Kambiumhalfte des Leitbundels von
Fichtennadeln. Untersucht wurden die Nadeln der Vegetationsperioden 1994 (Jahrgang 1993) und
1996 (Jahrgang 1995). Die Nadeln waren lichtexponiert (1994 und 1996) bzw. beschattet (1994). Die
gestrichelte Linie markiert oben den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von
Fichte F33 noch griin waren und unten den Beginn der Beschattung. (n = 8).
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Abb. 53 Klassenverteilung (6 pms2)
der GroRe der Lumina von einer
Halfte des Kambiums des
Leitbiindels von Fichtennadeln. Es
wurden acht Kambiumhalften aus
vier Leitbindeln pro Fichte und
Probenahme gemessen.

Untersucht wurden die Nadeln der
Vegetationsperioden 1994 (Jahrgang
1993) und 1996 (Jahrgang 1995).
Die Nadeln waren lichtexponiert
(1994 und 1996) (vorige Seite) bzw.
beschattet (1994) (diese Seite).
(n =8).
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Vorgange im Phloem

3.3.3. Vorgénge im Phloem

In der Vegetationsperiode 1995 wurde das Leitbiindel der Nadeln elektronenmikroskopisch
untersucht. Die Nadeln der Fichte F33 zeigen 1995 -bevor die Vergilbung auftritt- eine
normale Struktur des Zentralzylinders (25.04.1995, Abb. 50 I). Das Phloem, abaxial an das
Kambium angeschlossen, besteht aus zwei bis drei Reihen gut geordneter Zelllagen. Die
ausdifferenzierten Siebzellen besitzen Zelllumina und eine dick lamellierte Nacré-Wand.

Am 13.06.1995 (Abb. 50 II) treten im Phloem erste Veranderungen auf. Einige der
Siebzellen beginnen zu kollabieren. Wahrend die jungsten Zellen teilweise noch intakt
aussehen, erscheinen die Zellen im Phloembereich ab der dritten Reihe zusammengeprel3t.
Manche von ihnen weisen anstelle des hellen Zelllumens dunkel kontrastierte Bereiche mit
einer amorphen Substanz auf. Weiterhin treten einzelne Siebzellen auf, die nicht
ausdifferenziert sind. Sie sind grof3er und abgerundet und nur von dinnen Zellwanden
umgeben. Nekrotische Zellen sind schon zu sehen. Am 27.06.1995 erscheinen die
Zellwénde der Siebzellen sehr elektronendicht. Die meisten Siebzellen sind kollabiert, und
damit ist entweder nur ein sehr kleines Lumen oder keines mehr vorhanden. Dieser
Zustand &ndert sich kaum bis zum Ende der Vegetationsperiode (Abb. 27 und 28).

Vergleichbare Befunde wurden in der Vegetationsperiode 1994 gemessen. Am Anfang der
Vegetationsperiode 1994 (Abb. 54, oben) betragen die Flachen des Phloems beider Fichten
um 500 umz2 und sind gleich gro3. Veranderungen zwischen den Phloemflachen von F33
und K3 treten erst nach der Vergilbung der Nadeln von F33 (ab Ende Mai) auf. In den
Sommermonaten ist die Flache des Phloems der Nadeln von Fichte F33 signifikant kleiner
(p < 0,01) als die der Fichte K3. Am Ende der Vegetationsperiode 1994 nahern sich die
Werte wieder an. Auch ist die Zahl der Siebzellen mit offenen Lumina bei den vergilbten
Nadeln von F33 signifikant (p<0,01) reduziert (Abb. 56, oben). In der
GroRRenklassenverteilung des Lumens der Siebzellen (Abb. 55) zeigt sich bei F33 auch eine
Verschiebung zu den kleineren Klassen. Die Lumenflache der Siebzellen wird schon am
Anfang der Vegetationsperiode bei den vergilbenden Nadeln von Fichte F33 Uberwiegend
von den kleineren Klassen (1. bis 3. Klasse: 0 - 9 um?) reprasentiert, wahrend sich bei K3
der grofite Teil der Lumina in den Klassen 2 bis 6 (3 - 18 um?) befindet. Trotzdem besitzt
das Phloem beider Fichten bis Anfang Juli Siebzellen, die den Klassen 7 und hdher
(> 21 um?) angehéren. Ab 6.07.1994 wurde bei der Fichte F33 keine Siebzelle mehr
gemessen, deren Lumen zu den groReren Klassen gehorte, d. h. eine Reduktion der
Lumina findet nach der Vergilbung der Nadeln und vor der im Sommer auftretenden 2.
Starkeakkumulation in den Chloroplasten (Abb. 47 oben und Mitte) statt.
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Abb. 54 Flache (um?) von einer Halfte des Phloems des Leitbiindels von Fichtennadeln. Untersucht
wurden die Nadeln der Vegetationsperioden 1994 (Jahrgang 1993) und 1996 (Jahrgang 1995). Die
Nadeln waren lichtexponiert (1994 und 1996) bzw. beschattet (1994). Die gestrichelte Linie markiert
oben den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von Fichte F33 keine visuell
erkennbaren Vergilbungssymptome zeigten und unten den Beginn der Beschattung. (n = 8).
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Abb. 55 Klassenverteilung (3 pm?)
der GroRe der Lumina von einer
Halfte des Phloems des Leitbiindels
von Fichtennadeln. Untersucht
wurden die Nadeln der
Vegetationsperioden 1994 (Jahrgang
1993) und 1996 (Jahrgang 1995).
Die Nadeln waren lichtexponiert
(1994 und 1996) (vorige Seite) bzw.
beschattet (1994) (diese Seite).
(n =8).
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Abb. 56 Anzahl von Zellen mit offenen Lumina von einer Hélfte des Phloems des Leitblindels von
Fichtennadeln. Untersucht wurden die Nadeln der Vegetationsperioden 1994 (Jahrgang 1993) und
1996 (Jahrgang 1995). Die Nadeln waren lichtexponiert (1994 und 1996) bzw. beschattet (1994). Die
gestrichelte Linie markiert oben den letzten Probenahmetermin, an dem die vorjahrigen Nadeln von
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Fichte F33 noch griin waren und unten den Beginn der Beschattung. (n = 8).
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3.3.4. Zusammenschau der Veranderungen im Leitblndel

Wahrend der drei untersuchten Vegetationsperioden verflgten die Nadeln der Fichte K3
Uber einen gut ausgebildeten Zentralzylinder mit einem Phloem, dessen Siebzellen ein
viereckiges bis rundliches, weit offenes Lumen besalRen. Im Gegensatz dazu wurden in den
Leitbindeln der vergilbenden Nadeln der Fichte F33 schwerwiegende Veranderungen
beobachtet. Die im Kapitel 3.3.2 und 3.3.3 beschriebenen Veradnderungen sind in der
Abbildung 57 dargestellt und kénnen wie folgt zusammengefal3t werden:

« Die vom Kambium stammenden Zellen sind hypertrophiert; sie teilen sich sehr
unregelmaRig und differenzieren sich nicht. Dabei nehmen sie den grof3ten Teil
des Platzes ein, der normalerweise den Siebzellen zur Verfiigung stehen wiirde.

» Die Strasburger Zellen werden seitlich verschoben.

« Die Siebzellen kollabieren, sie sind nicht mehr in geordneten Reihen und Lagen
strukturiert und sie besitzen entweder nur sehr kleine Lumina, die sich nicht tber
die volle Lange des Gefal3es erstrecken, oder gar keine.

« Das Xylem verandert sich nicht. Allerdings liegen zwischen den hypertrophen
Kambiumzellen undifferenzierte Zellen, die sich wie Xylemgefalie mit Rhodamin

B farben.
Vegetationsperiode
Anfang Ende
Vergilbung 4 B
I . o

Xylem; g Kambium; |:| Siebzellen, Phloem; Eﬂ Strasburger ZeIIen,. neues Xylem.

Abb. 57 Veranderungen am Leitbindel wahrend der Vergilbung. Weitere Erklarungen im Text.
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Auswirkung der Magnesiumdiingung auf das Leitbliindel von Fichte F33

3.3.5. Auswirkung der Magnesiumdtngung auf das Leitblndel von
Fichte F33

In den Jahren 1994 und 1995 wurde die Fichte F33 mit Bittersalz (NOVOSAN") gediingt.
Erst im Jahr 1996 jedoch erhOhte sich der Magnesiumgehalt der vorjahrigen Nadeln
(2.Jahrgang) (HocH et al., 1997). Im Jahr 1996 blieb der 2. Nadeljahrgang bei Fichte F33
wahrend der gesamten Vegetationsperiode grin. Es zeigten sich  keine
Vergilbungserscheinungen in den Chloroplasten (Abb 31, vgl. cundf, Tafel 7) oder
Veranderungen im Zentralzylinder (Abb. 50 I - 1ll, unten).

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 50 | — I, unten) der Leitbiindel und die
morphometrischen Untersuchungen aus der Vegetationsperiode 1996 zeigen (Abb. 51-55
Mitte), dafd die Leitblindel von Fichte 33 und Fichte K3 in ihrer Struktur weitgehend Uberein-
stimmen. Unkontrollierte Teilungsaktivitaten des Kambiums und der Kollaps der Siebzellen,
wie sie wahrend der Vergilbung in der Vegetationsperiode 1994 und 1995 beobachtet
wurden, treten 1996 nicht mehr auf.

Die Kambiumzellen bilden 1996 drei Lagen und behalten ihre rechteckige (Abb. 50 | — I,
unten). Zu keinem Zeitpunkt war in dieser Vegetationsperiode ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Flache oder der Anzahl an Zellen im Kambium der Leitbtundel
beider Fichten (Abb. 51 und 52, Mitte) zu sehen. Die Klassenverteilung der Grolie des
Lumens der Kambiumzellen (Abb. 53, Mitte) von beiden Fichten sind am Ende der
Vegetationsperiode weitgehend vergleichbar. Das Phloem schliel3t abaxial an das Kambium
an und zeigt gut ausgebildete Zellreihen aus differenzierten Siebzellen mit lamellierter
Nacré-Wand und offenem Zelllumen (Abb. 50 1—1ll, unten). Die morphometrische
Auswertung der Phloemflache demonstriert, dal’ trotz grofRer Streuung am Anfang und
Ende der Vegetationsperiode der Kurvenverlauf von F33 dem von K3 entspricht (Abb. 54,
Mitte). Wie bei K3 weisen die Siebzellen wéhrend der ganzen Vegetationsperiode weit
offene Lumina auf (Abb. 56, Mitte), die sich in verschiedene Grof3enklassen einteilen lassen
(Abb. 55, Mitte).

3.3.6 Auswirkung der kinstlichen Beschattung auf das Leitbtindel
von Fichte K3 und Fichte F33

In der Vegetationsperiode 1994 von 24.05 bis 25.10 wurde ein Drittel des 12. Wirtels der
Fichte F33 und des 9. Wirtels der Fichte K3 mit drei Lagen eines grauen
regendurchlassigen Nylonnetzes Uberdacht, das die Lichtintensitat auf 15% des
Umgebungslichtes herabgesetzte, ohne dabei die spektrale Zusammensetzung des
sichtbaren Lichtes zu verandern.
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Ergebnisse

Die Beschattung bewirkt bei K3 keine morphometrisch melR3bare signifikante Veranderung
im Kambium (Abb. 51 und 52 unten, 53 rechts) oder im Phloem (Abb. 54 und 56 unten, 55
rechts). Auch ist bei den Fluoreszensaufnahmen (Abb. 58I,I) wie bei den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen kein Unterschied im Kambium beider Fichten zu
beobachten.

Bei den beschatteten Nadeln der Fichte F33 ist in der ersten Probenahme nach der
Beschattung am 14.06.1994 eine allgemeine Veschlechterung des Zustands des
Leitbindels festzustellen (Abb. 58 | C), die sich bis Anfang Juli (06.07.1994, Abb. 58 | E)
fortsetzt. Die Flache des Kambiums vergrofR3ert sich (Abb. 51 unten) signifikant (p < 0,01 am
06.07.1994) gegeniber den lichtexponierten Nadeln von F33 und von Kontrollfichte K3. Die
GroRenklassenverteilung des Lumens der Kambiumzellen zeigt zu diesem Zeitpunkt ein
Verteilungsmuster, welches dem des Kambiums von lichtexponierten Nadeln von F33 zum
Ende der Vegetationsperiode entspricht (Abb. 52 unten). Obwohl manche Siebzellen noch
ein offenes Lumen besitzen, ist das Phloem zum Teil kollabiert. Die Anzahl der Zellen mit
offenen Lumina verringert sich und ist gegentiber dem der lichtexponierten Nadeln von F33
signifikant (p < 0,05 am 14.06.1994, Abb. 58 | B und C). Das Aussehen des Leitbiindels der
beschatteten Nadeln von F33 Anfang Juli entspricht auch dem Aussehen des kollabierten
LeitbUndels der lichtexponierten Nadeln von F33 im Herbst von September bis Oktober
(Vergleich 58 | E mit 58 Il G und K). Trotzdem waren die beschatteten Nadeln von F33
griin, ohne Anzeichen von Chlorose.

Nach dieser ersten Verschlechterung des Zustandes des Leitbiindels der beschatteten
Nadeln von F33 wurde ab Ende Juli (26.07.1994, Abb. 581 F) bis Ende der
Vegetationsperiode eine Verbesserung beobachtet. Phloemflache (Abb. 54 unten) wie
Anzahl an Siebzellen mit offenem Lumen (Abb. 56 unten) gleichen sich denen der
Kontrollfichte K3 an. Die GrofRenklassenverteilung des Lumens der Siebzellen zeigt (Abb.
55 rechts), dafl} diese Zellen normal offene Lumina aufweisen, und damit ihre Funktion
austiben kdnnen. Von Juli bis Ende der Vegetationsperiode werden die Schaden im Phloem
der beschatteten Nadeln von F33 aufgehoben.

TAFEL 10

Abb. 58 Fluoreszenzaufnahmen des Leitbindels von lichtexponierten (oben) und beschatteten
Nadeln (obere und untere Mitte) der Fichte F33 und lichtexponierten Nadeln von K3 (unten).

I. Drei Wochen nach Beginn der Beschattung, (14.06.1994) sind die ersten Unterschiede zwischen
lichtexponierten und beschatteten Nadeln von F33 zu sehen. Am 6.07.1994 ist ihr Phloemkollaps am
ausgepréagtesten. Trotzdem sind die beschatteten Nadeln von F33 grin.

Il. Bis Ende der Vegetationsperiode verbessert sich der Zustand der Siebzellen im Leitbundel.

Phloemkollaps wie bei den lichtexponierten Nadeln von F33 ist nicht zu beobachten. Lediglich das
Kambium zeigt weitgehende Veranderungen.
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Auswirkung der kiinstlichen Beschattung auf das Leitblindel von
Fichte K3 und Fichte F33

Die Verbesserungen im Kambium sind nicht so deutlich. Die Kambiumflache zeigt in der
erste Phase (bis 6.07.1994) der Beschattung die gleichen Verédnderungen wie in den
lichtexponierten Nadeln ab Juli bis August (Abb. 51 unten und oben) (Vergleich Abb. 58 | C
und E mit 58 Il G und K): Am Anfang Juli betragt bei den beschatteten Nadeln wie Mitte
August bei den lichtexponierten die Flache des Kambiums das Dreifache der Flache des
Kambiums der Kontrollfichte (Abb. 51 oben und unten). AnschlieBend, wéahrend sich die
Kambiumflache der lichtexponierten Nadeln vergrof3ert (im Herbst vervierfacht), nimmt die
Kambiumflache der beschatteten Nadeln ab. Sie bleibt allerdings ab dem 16.08.1994 bis
zum Ende der Vegetationsperiode doppelt so gro3 wie die Flache des Kambiums der
beschatteten Nadeln der Kontrollifichte K3 (p < 0,05 am 16.08.1994, p < 0,01 am
25.10.1994; Abb. 51 unten). Die Anzahl an Zellen in der gemessenen Kambiumflache der
beschatteten Nadeln von F33 (Abb. 52 oben und unten) zeigt zu der der Kontrollfichte
keinen Unterschied, aber zu der Anzahl in den lichtexponierten Nadeln von F33 einen
signifikanten Unterschied (p < 0,01 am 25.10.1994). Diese beiden Befunde bedeuten, daf3
die Zellen der beschatteten Nadeln, die von Kambium abstammen, sich nicht teilen, aber
doch vergréRern bzw. sie werden hypertroph, so wie die der lichtexponierten Nadelnh von
F33 im Jahr 1994 und 1995. Dies ist auch der Groflenklassenverteilung zu entnehmen
(Abb. 53 rechts), wo trotz anfanglicher Verschiebung zu grol3eren Klassen nach der
Beschattung sich die Verteilung bis Ende der Vegetationsperiode gleicht, wobei die grof3en
Klassen gegeniiber K3 tiberproportional reprasentiert sind.
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Kapitel 4

DISKUSSION

Die Nadeln der Fichte (Picea abies (L.) Karst.) haben eine Lebensdauer von bis zu 10
Jahren. Sie erreichen ihre volle Entwicklung in der 2. Vegetationsperiode (HANSEN, et al.
1997), und ab ihrem 4. Lebensjahr sind die ersten Alterungserscheinungen zu beobachten
(SUTINEN, 1987 a). Deutliche Alterungsprozesse setzen ab dem 7. Lebensjahr ein
(seneszente Nadeln), (RUETZE und SCcHMITT, 1988). Dieser Lebensspanne ist, im Vergleich
mit der von Kiefernnadeln (2-4 Jahren) oder den im Herbst abfallenden Blattern der
Laubb&aume (eine Vegetationsperiode) sehr lang. Es ist deshalb fir die Fichte wichtig, dal
ihre Nadeln funktionsfahig bleiben und keine friihzeitige Seneszenz auftritt.

Die Fichten am Schollkopf leiden unter anhaltender Ozon- und episodisch auftretender
Schwefeldioxid-Belastung sowie an chronischem Magnesiummangel. Der Ozon-Wert ist um
42 % Uber den Luftglteleitwert erhdht (Luftgiteleitwert 60 pg / m3, WHO. Ozon-Mittelwert
von 1984-1991: 85 ug / m3 Luft), die SO,-Belastung tritt vorwiegend im Winter auf. Der
Gehalt an Néahrelementen des Bodens und insbesondere an Magnesium ist niedrig. Dies
spiegelt sich im Magnesiumgehalt der Fichtennadeln wider. So lag die
Magnesiumkonzentration des 2. Nadeljahrgangs bei der Kontrollfichte K3 unter 0,5 mg /g
TS und bei den vergilbenden Nadeln der Fichte F33 unter 0,3 mg / g TS (SIEFERMANN-
HARMS et al.,, 1997 f), wahrend die optimale Mg-Konzentration mit 0,9 — 1,7 mg / g TS
angegeben wird (INGESTAD, 1979; BERGMANN, 1988).

Immissionen und Nahrelementmangel sind abiotische Faktoren, die die Lebenserwartung
der Fichten verringern. Sie wirken auf die Nadeln in unterschiedlicher Weise. SUTINEN
(1987 a, b) und ENDLER et al. (1990) fanden, dal® bei der Einwirkung von Luftschadstoffen
wie Ozon oder Schwefeldioxid strukturelle Veranderungen zuerst im Mesophyll und dann in
der Endodermis auftreten, bevor die Strukturen des Zentralzylinder betroffen werden. Bei
Mangel an Mineralstoffen fand FINK (1992), dal3 die Leitblindel der erste Ort sind, wo der
Mangel in Erscheinung tritt (Abb. 59). Feinere Unterscheidungen, die aufgrund
cytologischer Verdnderungen eine genauere Diagnostik der Schadensursache erlauben,
sind nicht immer mdglich (SCHIFFGENS-GRUBER, LUTZ, 1992).

Bildung, Wachstum und Form der neu austreibenden Nadeln werden von diesen
abiotischen Faktoren nicht beeinflut. Entsprechende Ergebnisse sind auch fir die Blatter
der Birke (Betula pendula) beschrieben worden (MAURER, et al., 1997). Im Gegensatz dazu
werden die Blatter vom Lorbeer (Laurus nobilis) unter der Einwirkung vom Luftschadstoffen
xeromorpher (CHRISTODOULAKIS und FASSEAS, 1990). Die Nadeln von Fichte F33 waren
zwar in den drei untersuchten Vegetationsperioden immer dinner und l&nger als die der
Fichte K3. Dies ist aber nicht auf die Einwirkung von Luftschadstoffen (MASUCH et al.,
1992), sondern auf die genetische Variabilitit zwischen den einzelnen Individuen am



Einwirkungsort von Schadstoffen

Standort Schoéllkopf (KONNERT, 1995) zurtickzufiihren. Tatsachlich waren Lange und Dicke
der Nadeln beider Fichten unabhangig von Ergriinung oder Vergilbung immer gleich.

Auf das Oberflachegewebe,
von hier nach innen:

erst zum Mesophyll

dann zum Zentralzylinder

SO,
Durch die Stomata ins Mesophyll
Von Mesophyll in den Zentralzylinder
O3
Vom Zentralzylinder nach auf3en,
zum Mesophyll
Mg-Mangel

Abb. 59 Schematische Darstellung der Schédigungsfolge an Nadeln nach Einwirkung
unterschiedlicher abiotischer Faktoren. Verandert nach FINK (1992).
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Mit der Lichtmikroskopie koénnen nur Zuordnungen von (z. B. pathologische)
Veranderungen einzelner Zellen in einem Gewebe nachgewiesen werden, d. h. die
Veranderungen, die beobachtet werden konnen, betreffen die ganze Zelle (Anderung der
ZellgroRe und Zellform) oder den gesamten Gewebeverband (ungeordnetes oder
kollabiertes Gewebe). Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigten im Bereich der
Epidermis und Hypodermis keine Unterschiede im Zellaufbau der Nadeln beider Fichten
(Abb. 10). Im Mesophyll wiesen die Chloroplasten Unterschiede im Starkegehalt auf (Abb.
31 und 47, vergl. auch JUNG und WILD, 1988; MEYBERG et al. 1988, SCHIFFGENS-
GRUBER und LUTZ, 1992). Vergleichbare Befunde sind bei Kiefernadeln (Pinus sylvestris L.)
beobachtet worden (SUTINEN et al. 1998). Im Zentralzylinder der Nadeln konnten
lichtmikroskopisch Veréanderungen an den Gewebeverbénden des Leitbliindels festgestellt
werden: wahrend die Zellen des Kambiums hypertroph wurden, zeigte sich das Phloem
kollabiert. Endodermis, Transfusionsparenchym und Transfusionstracheiden blieben
wahrend der Vegetationsperiode unveréandert (Kap. 3.2).

Ein anderes Bild bietet die Elektronenmikroskopie. Mit ihr ist ein Blick in die Ultrastruktur der
Zellen und ihrer Organellen moglich. Anderungen ihrer Ultrastruktur konnen auf
Veranderungen im physiologischen Zustand hinweisen und damit auch die Wirkung
abiotischer Stressoren dokumentieren. Im Mesophyll der untersuchten Fichten waren die
Chloroplasten das einzige Organell, in dem wahrend der Ergrinung und der Vergilbung
Anderungen in der Ultrastruktur zu sehen waren (Kap. 3.2, vergl. auch SENSER et al., 1975,
SUTINEN, 1987 b, MEYBERG et al. 1988, SCHIFFGENS-GRUBER und LUTZ, 1992). Die
Ultrastruktur von anderen Organellen, wie des Kerns oder der Mitochondrien, blieben intakt.
Im Zentralzylinder waren es die Zellen des Kambiums, die die gro3ten ultrastrukturellen
Veréanderungen aufwiesen (Abb. 22 - 25 und 50).

4.1. Auswirkung abiotischer Stressoren auf die Nadeloberflache

Von den Nadelgeweben treten Epidermis, Cuticula und ihre Wachse mit Schadgasen zuerst
in Kontakt. Schadigungen an diesen kommen in den Coniferennadeln unter anderem bei
sauren Depositionen wie SO, und NOy vor (BACK et al., 1994), aber mdglicherweise auch
bei Ozon. Die Cuticula und die Epicuticularwachsschichten der Gymnospermenblatter sind
selbst bei nah verwandten Species und oft auch auf Ober- und Unterseite ein und
desselben Blattes von unterschiedlicher Stéarke (NAPP-zINN, 1966). Eine dicke Cuticula gilt
als eine ausgesprochen xeromorphe Einrichtung, die "der Pflanze einen besonders
wirksamen Schutz gegen klimatische Unbilden verleiht" (NOACK, 1887). Ein weiterer Schutz
wird durch die Adhasions- und Absorptionsvorgédnge von Schadstoffen (saure Depositionen,
Salzkristalle, gasfoérmige Schadstoffe, Staubpartikel, Sporen von Pilzen, Pollen...) an das
Epicuticularwachs erzielt (FINK, 1992). Immissionsbelastete Fichtennadeln wie die von
Velmerstot (Eggegebirge, NRW: MASUCH et al., 1992) oder vom Erzgebirge zeigen in ihrem
Epicuticularwachs eine starkere Verkrustung des Wachsschutzgeflechtes und tragen
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Auswirkung abiotischer Stressoren im Mesophyll: Die Chloroplasten

vereinzelt Gipskristalle (NEBE et al,, 1988) bzw. eine modifizierte (BUSSOTTI et al., 1997)
oder kaum entwickelte Cuticula (TURUNEN und HUTTUNEN, 1991) im Vergleich zu Nadeln
unbelasteter Gebiete. BOscH et al. (1983) und NEBE et al. (1988) sahen in Ozon und
saurem Regen die Ursachen fir die cuticuldre Auslaugung von Mineralelementen, die zu
Mangelerscheinungen bzw. Mineralmangel und letztlich zu Vergilbung und Nadelverlust
fuhren. WELLBURN et al. (1997) zeigten jedoch, dal Ozon die Ultrastruktur der
Wachsschicht nicht beeinfludt und seine schadigende Wirkung nicht an den
Oberflachengeweben entfaltet. BLANK und LUTz (1990) veroffentlichten Ergebnisse einer
zweijahrigen Behandlung von jungen Klonfichten mit Ozon (50 pug m= mit Episoden von 65-
180 pg m3; Kontrolle: 25 pug m3) und saurem Regen (pH 3.0; Kontrolle: 5,6) in zwei
verschiedenen Bdden (saurer und kalkartig). Auch sie fanden keine signifikante Wirkung
von Ozon auf die epicuticularen Wachse oder cuticuldre Auslaugung von Mineralelementen.
Schlie8lich scheinen auch Calcium- und Magnesiummangel keinen Einflu auf die
Mikromorphologie der epicuticularen Wachse von Picea abies zu haben (ScHwAB et al.,
1994).

Der Wachszustand wird zwischen 0 (Ausgangszustand) und 5 (degradiert) klassifiziert. Die
REM-Untersuchungen zum Wachszustand der Nadeln der hier untersuchten Fichten K3
und F33 ergaben mittlere Werte von 1,5 bis 2,5 (BAUCKERT, 1997 unverdtffentliches
Manuskript). Einlagerungen von auskristallisiertem Gips in den Nadeln der beiden Fichten
waren nicht feststellbar. Veranderungen an den Stomata wurden weder bei der Fichte F33
noch bei K3 beobachtet. Trotz erhohten Ozonkonzentrationen und winterlicher Episoden
von SO, am Schollkopf waren weder Nekrosen in der Epidermis noch Veranderungen der
Wachse festzustellen. Damit spielt die Einwirkung von Luftschadstoffen oder
Magnesiummangel auf die Oberflichengewebe bei dem Vergilben der Fichtennadeln von
F33 keine Rolle.

4.2. Auswirkung  abiotischer  Stressoren im  Mesophyll:
Die Chloroplasten

Bei den Coniferen findet man Chloroplasten nicht nur im Mesophyll der Blatter sondern
auch in der Endodermis und im Leitblndel (ScHuULz, 1990; BUNS et al. 1993), bei der Eibe
(Taxus baccata) sogar im Stamm (BUNS et al. 1993). Die Chloroplasten der Coniferen sind
sehr bemerkenswert, sie konnen nicht nur als Photosyntheseorgan sondern auch
gleichzeitig als Speicherorgane dienen. Der Wechsel von einer zu beiden Funktionen kann
im Fall der Fichte bis zehn mal stattfinden, da die Nadeln eine Lebensdauer von zehn
Jahren haben koénnen. Die Untersuchung der Morphologie dieser Organellen im engen
zeitlichen Abstand sollte deshalb zum Verstandnis des physiologischen Zustandes des
Chloroplasten beitragen.
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4.2.1. Die Kohlenhydrate bei Chloroplasten grtiner Nadeln

Bei Fichten wie bei anderen immergrinen Coniferen sind die Chloroplasten einem im
Jahresablauf wiederkehrenden Zyklus von Anderungen unterworfen. Man kann zwischen
Winter- und Sommerchloroplasten unterscheiden. Bei den Winterchloroplasten sind der
Chlorophyligehalt und das Thylakoidsystem reduziert (SENSER et al., 1975) und der
Reservestoff Fruktose und seine Galaktoside wie Raffinose oder Stachyose treten an Stelle
der im Sommer vorhandenen Starke (HANSEN et al., 1997).

Im Frihjahr ersetzt der Chloroplast seinen Winter- durch den Frihjahrsstoffwechsel. Mit
beginnender Vegetationsperiode findet in den vorjdhrigen und alteren Nadeln eine
Akkumulation von Kohlenhydraten in Form von Stérke statt, die etwa drei Wochen anhalt
(Abb. 45). Die Akkumulation von neu synthetisierter Starke fuhrt am Anfang der
Vegetationsperiode zu einer VergroRerung der Plastiden: Zur dieser Zeit zeigen die
Chloroplasten der vorjahrigen Nadeln beider untersuchter Fichten die groRten Starkekdrner
und auch ihre maximale GroRe. Ein bis mehrere groRe Starkekorner lassen die
Chloroplasten fast wie Amyloplasten mit Thylakoiden aussehen, so dall man von
"Amylochloroplasten” (HANSEN et al., 1997) sprechen kdnnte.

Im Frihjahr fungiert der Neuaustrieb als "Haupt-Sink" Organ. LITTLE (1970) fand bei Picea
balsamea, dal3 es zunachst einen starken Export von Stoffen aus den vorjahrigen Nadeln
zum Neuaustrieb gibt. Die Starke-Akkumulation in alteren, insbesondere in vorjahrigen
Nadeln, sowie die Mobilisation und der akropetale Transport von photosynthetischen
Assimilaten zum neuen Austrieb im Frihjahr ist ein typisches Merkmal der Coniferen
(KozLoskIl und WIGNET, 1964; LITTLE, 1970; SENSER et al., 1975; FORSCHNER et al, 1989;
FISCHER und HOLL, 1991; HANSEN und BECK, 1994, BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER et al., 1997).
Die beim neuen Austrieb ankommenden Assimilate werden fir die Produktion neuer
Gewebe bzw. fir das Wachstum verwendet (HANSEN und BECK, 1994). So lange die neu
ausgetriebenen Nadeln nicht vollkommen entwickelt sind und ihre volle photosynthetische
Kapazitat austiben kénnen, werden sie vor allem von den vorjahrigen Nadeln versorgt.
Dabei verringert sich die Menge an akkumulierter Stéarke in den Chloroplasten der
vorjahrigen Nadeln beider Fichten und die Grol3e der Chloroplasten geht zurtick (Abb. 33
und 45). Die Dauer dieser Phase hangt vom Individuum, von den klimatischen Bedingungen
und der Photoperiode ab (SENSER und BECK, 1979).

Die klimatischen Bedingungen sind fur den Beginn des Neuaustriebes und die weitere
Entwicklung des Baumes ausschlaggebend (DE MARTONE, 1926). Aber auch die
genetischen Individualitdten sind maRgebend fiir den Beginn des Neuaustriebes eines
Baumes. Fichte K3 trieb immer einige Wochen spater aus als Fichte F33: Wahrend die
neuen Triebe von F33 ihre volle Lange (6-8 cm) gegen Mitte Juni erreicht (1994 und 1996)
oder fast erreicht (80 % in 1995) hatten, waren die Triebe von K3 etwa 30 % (1996) bis
60 % (1995) kleiner. Der Winter von 1995 war kélter als der von 1994; und 1996 war es von
Februar bis April extrem trocken und anschlieend nasser als die zwei Jahre zuvor. Die
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durchschnittliche Monatstemperatur lag unter dem Wert des entsprechenden langjéahrigen
Monatmittels. Dies erklart, daf3 1995 die Starke-Akkumulation verzdgert stattfand und daf3
die Vegetationsperiode 1996 etwa zwei Wochen hinter den Vegetationsperioden von 1994
und 1995 zuriick war.

Im Sommer erhéht sich die photosynthetische Kapazitat der jungsten Nadeln und sie
beginnen selbst photosynthetische Assimilate zu exportieren (GORDON und LARSON, 1970).
Die jungen Nadeln stellen nun nicht mehr ein Sink-Organ, sondern ein Source-Organ dar.
Die Assimilate aller Nadeln werden nun basipetal transportiert (HANSEN und BECK, 1994).
Bis zum Herbst war in den griinen Nadeln der untersuchten Fichten keine Starke mehr zu
sehen (Abb. 31 cund f, vergl. auch LITTLE, 1970; SOIKKELI, 1977 und 1980; SENSER und
BECK, 1979; ENDLER et al., 1990).

Untersuchungen mit radioaktiven Pulsmarkierungen haben gezeigt, dal3 die Verringerung
des Starkegehalts damit zusammenhangt, dall der Starkeabbau schneller als die
Starkesynthese ablauft (HANSEN, 1992). Beim Starkeabbau werden Hexosen produziert.
Der Gehalt an Hexosen (Glucose und Fructose) in den hier untersuchten Fichten wurde von
EINIG und MEHNE-JAKOBS (1997) untersucht: Er war im Frihjahr gering und stieg zum
Herbst hin an. Glucose- und Starkegehalt sind also eng miteinander verknipft: der eine
verhélt sich invers zum anderen.

Mit Beginn der Kaltezeit (Oktober) stellen sich Morphologie und Stoffwechsel der
Chloroplasten auf den Winter um, d. h. von Starke als Reservestoff auf Saccharose und
Galaktoside. Auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen waren Starkekdrner nicht
mehr oder nur noch sehr selten zu sehen.

4.2.2 Die Kohlenhydrate bei Chloroplasten vergilbender Nadeln

4.2.2.1. Zusatzliche Starke-Akkumulation im Sommer

Wahrend die vorjahrigen Nadeln der Kontrollfichte K3 griin blieben, vergilbten sie 1994 und
1995 bei der Fichte F33 schubartig innerhalb weniger Wochen. Diese Vergilbung erstreckte
sich relativ homogen Uber die gesamte Lange der Nadel. Bei Fichte F33 folgte dem
Frihjahrsmaximum der Stéarke bis im Sommer ein Abbau und danach ein Wiederanstieg. Er
setzte wahrend des Vergilbungsvorgangs ein und erreichte im August sein Maximum. Diese
zweite Starke-Akkumulation war transient und erreichte nie das Ausmal3 der
Friihjahrsakkumulation (Abb. 31d, e und 47). In Ubereinstimmung mit diesem Befund
beobachteten EINIG et al. (1995) und EINIG und MEHNE-JAKOBS (1997), dal’ im Spatsommer
der Starkegehalt der geschadigten Fichte im Vergleich zur Kontrollfichte erhéht war. Ein
Starkeminimum im Frihsommer mit anschlieBendem Wiederanstieg wurde bei der
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Kontrollfichte nicht beobachtet. Da bei Fichten eine Translokation der tagstiber assimilierten
Starke wahrend der Nacht nicht stattfindet (EINIG et al. 1990, 1995), wie bei anderen
Pflanzen bekannt ist (PREIS und LEvI, 1979), ist die zweite Akkumulation nicht mit einer
(partiell) inhibierten néchtlichen Starketranslokation zu erklaren, wie von LUETHY-KRAUSE
und LANDOLT (1990) vorgeschlagen wurde.

In Kammerversuchen bewirkten die Behandlungen von Fichten mit Ozon und mit
Luftgasmischungen aus Os;, NO, und SO, in hohen Konzentrationen signifikante
Anderungen in der Ultrastruktur der Chloroplasten. Insbesondere wurde auch eine
Akkumulation von Starke im Sommer beobachtet (LUETHY-KRAUSE und LANDOLT, 1990;
SCHIFFGENS-GRUBER und LUTZ, 1992; HOLOPAINEN et al., 1996). In Feldversuchen reagieren
die Fichten auf die Ozonbehandlung ebenfalls mit einer sommerlichen Starke-Akkumulation
(FORSCHNER et al, 1989). Auch bei der Birke ist von Starke-Akkumulation nach
Ozonbehandlung berichtet worden (Glnthardt-Goreg et al., 1993)

Mit Beginn der Vegetationsperiode werden die Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels
aktiviert. Das Ozon als Elicitor (PELL et al.,1997; SANDERMANN et al., 1998) kann
verschiedene Mechanismen in Gang setzen, welche sich letztlich auf den
Zuckerstoffwechsel auswirken konnten. Dabei ist es denkbar, dal3 eine Starke-
Akkumulation  durch  Reduzierung der Starkehydrolyse bzw. Erhdéhung der
Zuckerpolymerisation gesteuert wird. Gleich nach Beginn der Vergilbung der Nadeln von
F33 wurde von EINIG und MEHNE-JAKOBS (1997) eine Erhéhung der Werte von Fructose-
2,6-bisphosphat gemessen. Dieses Zuckerphosphat ist ein Inhibitor der Fructose-1,6-
bisphosphatase und damit der Saccharosesynthese (KrRAPP und STITT, 1995). Dadurch wird
der Starkeaufbau gefordert. Auch der Aktivierungszustand der Saccharose-P-Synthase war
bei F33 gegeniiber K3 vermindert. Dieses Enzym spielt eine wichtige Rolle bei der
Synthese von Saccharose. Vergleichbare Befunde wurden fiir die Fichte (Picea abies) am
Standort Kalbelescheuer (Schwarzwald) (EINIG und HAMPP, 1990), fir Kiefern und Fichten
in GroRbritannien (PEACE, et al., 1995; WELLBURN et al., 1997) und auch fur Birken (Betula
pendula) (EINIG et al., 1997) erhoben.

EINIG und MEHNE-JAKOBS (1997) fanden heraus, dal3 mit Einsetzen der Vergilbung die
Aktivitat der PEP-Carboxylase der Nadeln von F33 kontinuierlich steigt. Eine Erhéhung der
PEP-Carboxylase ist auch bei der Birke (LANDOLT et al. (1997)) und der Kiefer (LUETHY-
KRAUSE et al., 1990b), die mit Ozon behandelt wurden, beobachtet worden. Aber auch bei
kontrollierten Magnesium-Mangel-Versuchen (EINIG und MEHNE-JAKOBS, 1997) oder
Stickstoff-Dingung (WINGLER et al., 1996) wird von einer Erh6hung der Aktivitat dieses
Enzyms berichtet, was als Indikator flir den Schadigungsgrad verwendet worden ist (WILD
und ScHMITT, 1995). Die Stimulation der PEP-Carboxylase wird als Teil eines
anaplerotischen Weges angesehen, der aus Phosphoenolpyruvat durch Fixierung von CO,
zur Bildung von Oxalacetat im Cytoplasma filhrt. Oxalacetat ist eine Schlisselverbindung
des Krebs-Zyklus, und die Fixierung des CO, durch die PEP-Carboxylase bei Cs-Pflanzen
kann sich negativ auf die Fixierung von CO, durch die Rubisco auswirken. Immerhin wirkt
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sich ein teilweise gehemmter Assimilatabtransport aus den Blattern heraus negativ auf die
CO,-Fixierung im Licht aus (OsswALD und ELTSNER, 1985). Oxalacetat kann in Oxoglutarat
Uberfuhrt werden, welches als Vorstufe fur die Synthese mancher Aminosduren dient. Eine
Erhéhung des Gehaltes an l6slichen Aminosauren in vergilbten Nadeln ist von WILD et al.
(1995) an anderen Fichten am Schéllkopf gemessen worden.

Parallel zur Vergilbung der Nadeln von F33 und in Gegensatz zu K3 bildete sich ein
Saccharosegradient mit erhdhtem Saccharosegehalt im Zentralzylinder (EINIG und MEHNE-
JAKOBS, 1997), was auf einen verminderten Export von Saccharose aus den Nadeln bzw.
verminderte Phloembeladung hindeutet. Bei Birken wird nach Ozonbehandlung der
Assimilattransport durch Kollaps der Mesophylizellen und Stérungen in der Beladung des
Phloems verhindert, was zu einer Erhéhung von l6slichen Kohlenhydraten und Starke-
Akkumulation fuhrt (MATYSSEK et al., 1992). Bei Fichten, die unter Magnesiummangel
leiden, ist auch ein friihzeitiger Phloemkollaps beobachtet worden (FINK, 1991; FORSCHNER
et al., 1989, HANNICK et al., 1993; PUECH und MEHNE-JAKOBS, 1997).

4.2.2.2. Magnesiummangel und die Vergilbung

Bei Fichten, die unter Magnesiummangel wuchsen, erhdhte sich der Kohlenhydratgehalt
der vergilbten Nadeln (MEHNE-JAKOBS, 1995). Der Mindestgehalt von Magnesium, dessen
Unterschreiten zur Vergilbung fihrt, wird in der Literatur mit 0,35 mg/g TS angegeben
(ZECH, 1968). Wahrend die Kontrollfichte K3 diesen Wert tberschritt, und wéhrend der drei
untersuchten Vegetationperioden griin und ohne sichtbare Schaden blieb, erreichten die
Nadeln der Fichte F33 in den Vegetationsperioden 1994 und 1995 diesen Wert nicht; Die
Nadeln vergilbten, akkumulierten Stéarke und zeigten einen Phloemkollaps. MEHNE-JAKOBS
(1997) unterscheidet in ihren Magnhesiummangelversuchen zwischen moderatem und
schwerem Magnesiummangel. Der Magnesiumgehalt der Nadeln von K3 (> 0,44 mg /g TS)
entspricht dem Gehalt der Nadeln mit moderatem Magnesiummangel, wahrend der
Magnesiumgehalt der Nadeln von F33 (<0,3 mg /g TS) dem Gehalt der Nadeln mit
schwerem Magnesiummangel entspricht. Im Gegensatz zu den Versuchen Uber
Magnesiummangel-Erscheinungen von MEHNE-JAKOBS (1995 und 1997) zeigten die Nadeln
der Fichte K3 mit ihrem moderatem Magnesiummangel keinerlei Vergilbungen. Der Abbau
von Chlorophyll in den Nadeln von F33 verlief abrupt und nicht langsam wie in Nadeln aus
reinen Magnesium-Mangelversuchen. Hier vergilben die Nadeln fleckenartig und nicht
homogen wie die Nadeln von F33. Diese Unterschiede lassen das Magnesium nicht als
einzige Ursache der Vergilbung der Fichte F33 erscheinen, und die Akkumulation von
Starke in den Chloroplasten ist nicht allein auf einen Nahrstoffmangel zurtckzufiihren, wie
ihn FINK (1989 und 1992) oder MEHNE-JAKOBS (1995) beschrieben haben. Die Fichten am
Schollkopf haben sich an extreme Lebensbedingungen angepalit. Sie sind in der Lage, wie
Fichte K3 zeigt, hohe Ozonkonzentrationen und schlechte Mineralversorgung zu ertragen.
Verschlechtern sich diese unginstigen Lebensbedingungen zuséatzlich wie bei weiterer
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Abnahme der Magnesium-Versorgung, dann vergilben die Nadeln der Fichten, wie die
Fichte F33 zeigt.

Der sehr niedrige Magnesiumgehalt der Nadeln von Fichte F33 ist auf eine schlechte
Magnesiumversorgung im Boden zuriickzufihren. Die Nahrelementvorréate des Bodens am
Schollkopf sind als labil anzusehen (v. WILPERT und HILDEBRAND, 1995). Da aber die Fichte
F33 auf einem Boden mit starker Hydromorphie stockt (v. WILPERT und HILDEBRAND, 1995),
ware durchaus vorstellbar, dal3 die Nahrstoffaufnahme Uber das Wurzelsystem gestort ist.
Im Jahr 1994 und 1995 wurde der Boden unter der Fichte F33 mit Bittersalz (MgSQO,,
400 g / m?) gedingt. 1995 konnten in den Nadeln der Fichte F33 erste Reaktionen auf die
Magnesiumdingung gemessen werden. Der Magnesiumgehalt der Nadeln des 1.
Jahrgangs stieg gegenliber den Magnesiumgehalt der gleichaltrigen Nadeln in den Jahren
zuvor an (HocH et al., 1997). Bei den vorjahrigen Nadeln (2. Nadeljahrgang) verringerte
sich 1995 dieser Wert sogar. Die Abnahme des Magnesiumgehalts in den vorjahrigen
Nadeln laf3t sich damit erklaren, dal’ die Translokation von Magnesium zu den Nadeln des
Neuaustriebes auf die vorjahrigen Nadeln beschrankt ist (WEIKERT et al., 1989). 1996 war
nicht nur der Magnesiumspiegel des 1. Nadeljahrgangs erhéht, sondern auch der der
vorjahrigen Nadeln (2. Jahrgang), und diese Nadeln blieben grin wie die des
Neuaustriebes (SIEFERMANN-HARMS et al.,, 1997 a). Damit ist klar, daf3 trotz erhthtem
Grundwasserstand, langeren Stauwasserphasen und verringertem Wurzelraum die Wurzel
der Fichte F33 nicht so beschadigt waren, dal ihre Aufnahmefunktion schwer beeintrachtigt
gewesen ware. Damit ist der niedrige Magnesiumgehalt der Nadeln auf eine schlechte
Magnesiumversorgung im Boden zurtickzufiihren und nicht auf den Zustand der Wurzel.
1996 blieben die Nadeln des 2. Jahrgangs von F33 griin, wie die von K3. Auch die Werte
des Kohlenhydratstoffwechsels der vorjdhrigen Nadeln von F33 erreichten vergleichbare
Werte mit denen von K3. Dies bestatigt, dal3 sich die Fichte an harte Bedingungen
anpassen kann, dal3 aber eine zusatzliche Belastung, wie der Magnesiummangel bei F33
ihre Empfindlichkeit erhéht.

4.2.2.3. Beschattung und Starke-Akkumulation

Ein weiterer abiotischer Stressor, welcher zur Vergilbung der Nadeln flihren kann, ist eine
hohe Lichtintensitat. OSswALD und ELSTNER (1985) schrieben, dal3 lichtexponierte Nadeln
starkere homogene Vergilbungserscheinungen zeigen als beschattete. Die Vergilbung stellt
damit eine der makroskopischen Erscheinungen dar, auf welche physiologische
Veranderungen, wie die Starke-Akkumulation im Sommer, zurtickzufiihren sein kdnnten. In
der vorliegende Studie wurde 1994 ein Teil der Nadeln beider Fichten mit einem
regendurchlassigen Nylonnetz beschattet (Standortslicht: auf 15 % reduziert). Die
Anpassung der Nadeln an eine Verringerung der Lichtintensitat wird von Verdnderungen
der Photosynthesekapazitat der Chloroplasten begleitet (LICHTENTHALER et al. 1981),
welche zu einer Reduktion der Kohlenhydrate in den Pflanzen fihrt. Bei Fichte F33 blieb die
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Starke-Akkumulation im Sommer aus. Nach drei Wochen Beschattung waren fast alle
Starkekdrner verschwunden. Der leichte Wiederanstieg der Starkekornflache im Juli belegt
moglicherweise, dal’ der Abtransport von Assimilaten nicht nur in den Licht- sondern auch
in den Schattennadeln teilweise gestort war.

MANDRE et al. (1998) stellten durch die Variation der Lichtintensitat ebenfalls
Veranderungen in den morphometrischen Parametern und in dem Kohlenhydratgehalten
von Zitterpappelblattern (Populus tremola L.) fest. Bei den Blattern von Soja (Glycine max
cv. Young) ist eine Umstellung von den Kohlenhydratreserven zu den Lipidreserven
beobachtet worden (BURKEY et al., 1997). Eine Lipidanreicherung in Form von Plastoglobuli
konnte in den Chloroplasten vergilbter Nadeln von F33 in Vergleich zu denen von K3 nicht
festgestellt werden.

Der Kohlenhydratstoffwechsel wird durch einen zeitlichen und ré&umlichen Ablauf
charakterisiert, der vom physiologischen Zustand und den strukturellen Eigenschaften der
Pflanze abhangt. Auf diese wirken sich die abiotischen Stressoren aus.

4.2.3. Das Thylakoidsystem bei Chloroplasten griiner Nadeln

Anders als bei Kammerversuchen sind die hier untersuchten Baume den natirlichen
klimatischen Schwankungen des Freilandes unterworfen, was zu einer betrachlichen
Streuung der Daten fiihrt. Trotzdem ist ein "typisches" Verhalten der Fichte K3 wahrend der
gesamten Versuchszeit, ein in "typischer" Weise abweichendes Verhalten von Fichte 33 in
den Jahren 1994 und 1995 und eine Annaherung an die Fichte K3 im Jahr 1996
festzustellen. Morphologisch und morphometrisch ist dies besonders am Membransystem
der Chloroplastenthylakoide zu erkennen.

So wie die Kohlenhydrate einen periodischen Ablauf aufweisen, sind auch die Thylakoide
jahreszeitlichen Anderungen unterworfen. Diese Arbeit behandelt den Jahresablauf von
vorjghrigen Nadeln. Dieser ist auf &ltere Nadeln Ubertragbar, nicht aber auf
neuaustreibende Nadeln, deren Chloroplasten im Frihjahr Prolamellarkdrper besitzen
kobnnen (SENSER et al, 1975), oder auf seneszente Nadeln, bei denen die
Alterungsprozesse in einem fortgeschrittenen Stadium sind.

Die ersten Probenahmen fanden Ende April statt. Um diese Zeit waren die Chloroplasten
der Nadeln der Kontrollfichte K3, wie auch von SENSER et al., (1975) beschrieben, schon an
der Peripherie der Mesophylizellen angeordnet, und sie besalRen grof3e Starkekérner,
welche sie wie "Amylochloroplasten" aussehen lieRen (HANSEN et al, 1997). Das
Membransystem bestand aus Stroma- und Granathylakoiden und ein Verschwinden oder
eine Desintegration der Membranen wurde im Gegensatz zu Beobachtungen anderer
Autoren (KUFNER et al., 1978; BUNS et al., 1993) nicht festgestellt. In dieser Frithjahrsphase
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erreichten die Amylochloroplasten ihre maximale Grof3e, wobei das Starkekorn mit bis etwa
53 % den groliten Anteil ausmachte, ohne Starkekorn waren die Chloroplasten in dieser
Phase am kleinsten. Die Chloroplastenchnittflache ohne Starkekorn (0. S.) spiegelt die
wahre GroR3e, d, h. die GroRe des photosynthetisch aktiven Chloroplasten wéahrend der
ganzen Vegetationsperiode wider. Dagegen stellt die Schnittflache des Chloroplasten im
Frihjahr die doppelte Funktion des Plastids als Chloroplast und Amyloplast dar. Die Grol3e
der Starkekdrner bestimmte am Anfang der Vegetationsperiode die anderen
morphometrischen Parameter, z. B. die Abnahme der Chloroplastenschnittflache o.S.,
welche hervorgerufen wurde, welil das Starkekorn die verschiedenen
Chloroplastenelemente zusammendriickte (SENSER und BECK,1979; SOIKKELI, 1977). Auch
die Chloroplastenform war von der Form des Starkekornes geprégt (ZELLNIG und
GAILHOFER, 1989), obwohl im Bereich der Thylakoide immer die urspriingliche Spindelform
zu erkennen war. Mit Beginn des Abbaus der Starkekdrner nahmen die GroRe der
Chloroplastenschnittflaiche o. S., und die Stromaflache bis zum Herbst zu. Die Zunahme der
Stromaflache war nicht von einer vergleichbaren Zunahme der Thylakoidschnittflache
begleitet. Die Zunahme der Stromaflache im Frihjahr kénnte mit der Adaptation des
Chloroplasten vom langsamen Winter- zum  aktiveren  Sommerstoffwechsel
zusammenhangen. Fir den Rest der Vegetationsperiode verliefen die Verdnderungen der
Chloroplastenschnittflaiche o. S. und der Stromaflache mehr oder weniger parallel.

Die Thylakoidschnittflache schwankte bei den Nadeln der Kontrollfichte K3 im Jahresgang
nur geringfigig. Sie betrug in den untersuchten Jahren etwa 3 um?2. Dieses Ergebnis ist
sehr uberraschend: Die Thylakoidquerschnittsflache verandert sich kaum, obwohl der
Chlorophylligehalt der Nadeln wahrend der Ergriinungsphase im Fruhjahr auf das Doppelte
ansteigt: Der Chlorophyligehalt beider Fichten lag Ende April bei 2 — 2,5 mg Chl/ g TS, und
erhodhte sich bis August auf 4 =5 mg Chl / g TS, worauf ein leichter Abfall folgen konnte
(SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 d).

Auf struktureller Ebene kdnnten diesen Beobachtungen verschiedene Vorgange zugrunde
liegen (s. Abb. 60):

* Neu synthetisierte Chlorophyll-Protein-Komplexe werden in vorhandene
Membranen eingebaut,

« Es entwickelt sich ein zwar ausgedehnteres, aber dichter gepacktes
Membransystem (die Thylakoidmembranen werden umorganisiert).

* Pro Mesophylizelle werden mehr Chloroplasten gebildet.
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In vorhandene Ausgedehnteres, dichter Neue Chloroplasten
Membranen eingebaut verpacktes
Membransystem

Abb. 60 Mdgliche Anderungen der Chloroplasten wéhrend der Ergriinung. Im Frithjahr erhéhte sich
der Chlorophyligehalt der Nadeln von K3 auf das Doppelte, ein Befund, der verschiedenartige
strukturelle Anderungen anzeigen konnte: Die neu synthetisierten Chlorophyll-Protein-Komplexe
(schematisch als schwarze Stabchen dargestellt) werden: a) in vorhandene Membranen (links); b) in
ein sich ausdehnendes, dichter gepacktes Membransystem (Mitte); oder c¢) in neue Chloroplasten
(rechts) integriert.

Die Zahl der Chloroplasten anderte sich innerhalb einer Vegetationsperiode, wie die
Abbildung 32 zeigt, nicht. Damit kann die dritte Mobglichkeit (Abb. 60, rechts)
ausgegeschlossen werden. Anderungen in der Chloroplastenzahl werden jedoch bei
senescenten Blattern beschrieben. Wahrend sich bei Fichtennadeln die Zahl erhéht
(SUTINEN, 1987 a), nimmt sie bei Reis ab (KURA-HOTTA et al., 1990).

Die Gesamtzahl der Thylakoidstapel i. w. S. (d. h. Stapel plus Stromathylakoide) anderte
sich bei Fichte K3 innerhalb der Vegetationsperiode kaum (Abb. 43). Jedoch fand wahrend
der Ergrinung eine Umorganisation der Grana statt: es erhohte sich die Anzahl der
Thylakoide in den Stapeln. Enthielten Anfang Mai etwa 30 % der Stapel drei oder mehr
Thylakoide, so verdoppelte sich dieser Wert ab dem Hochsommer bis zum Ende der
Vegetationsperiode (Abb. 44). Im Sommer sind Chloroplasten mit gut entwickeltem
Membransystem aus Stromathylakoiden und Grana mit 7 bis 8 gestapelten Thylakoiden
beschrieben (SOIKKELI, 1977, 1980), wie bei den Chloroplasten von K3 ebenfalls gefunden
wurde (Abb. 47). Diese Befunde belegen, dal? wahrend der Ergrinung eine Neusynthese
von Thylakoidmembranen erfolgt, welche in vorhandene Stapel integriert werden. Diese
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Integration geschieht als dichtere Packung der Thylakoide in den gré3eren Stapeln. Die neu
synthetisierten Chlorophyll-Protein-Komplexe werden in das z. T. neu synthetisierte und
umorganisierte Membransystem eingebaut, wie in Abb. 60 (Mitte) schematisch dargestellt.

Die an Fichtennadeln von K3 durchgefihrten Fluoreszenzmessungen von SIEFERMANN-
HARMS et al. (1997 d) zeigen, dal? die Fluoreszenzeigenschaften der Nadeln durch die
Anderungen ihrer Thylakoidorganisation nicht beeinfluRt werden. Im Gegensatz hierzu
wurden Erbsenpflanzen, deren Chloroplasten durch Anzucht der Pflanzen in schwachem
bis maRig starkem Licht mehr oder weniger groRe Thylakoidstapel entwickelten, im
Starklicht um so mehr photoinhibiert, je grof3er ihre Thylakoidstapel waren (ANDERSON und
ARO, 1994). Dieses unterschiedliche Verhalten ist wahrscheinlich auf die unterschiedlichen
Versuchsbedingungen zurickzufihren. Bei Fichte K3 wurde die VergroRerung der
Thylakoidstapel in den Chloroplasten nicht durch Schwachlicht hervorgerufen, sondern
entwickelte sich in sonnenexponierten Nadeln im Verlauf des Jahres. Die Umorganisierung
des Membransystems der Chloroplasten wahrend der Ergrinung fand in allen
Chloroplasten des Mesophylls von K3 statt, wie eine Zunahme des Chlorphyll-b/100
Chlorophyll-a Verhaltnisses und damit indirekt eine Zunahme des Anteils an Photosystem Il
(PS 1, im Innern der Granastapel lokalisiert) gegeniber Photosystem | (PS 1, vor allem in
den Stromathylakoiden lokalisiert) zeigt (BOXLER-BALDOMA et al., 1997). Diese Befunde
zeigen, dal3 die grof3en ultrastrukturellen Veranderungen, die in der Thylakoidorganisation
innerhalb einer Vegetationsperiode stattfinden, sich nicht negativ auf die Funktion des
Chloroplasten auswirken.

Im Lauf der Vegetationsperiode hahm bei K3 die Flache und Zahl der Plastoglobuli zu. Eine
Erhdhung der Plastoglobulizahl bei alternden Nadeln ist fur die Fichte von RUETZE und
SCHMITT, (1988), SOIKKELI (1977) und fur die Kiefer von SOIKKELI (1980) oder bei
Angiospermen wie Spinat (LICHTENTHALER, 1969) oder auch bei Baumwolle (BONDADA und
OOSTERHUIS, 1998) berichtet worden. Die Zunahme der Plastoglobuli wird mit der
Seneszenz und mit dem Thylakoidmembranabbau in Beziehung gebracht (LICHTENTHALER,
1967, SENSER et al, 1975; ZELLNIG und GAILHOFER, 1989 BONDADA und OOSTERHUIS,
1998). Die vorjahrigen Nadeln von K3 waren noch jung und zeigten kein Merkmal von
Seneszenz. Die Erhéhung der Plastoglobuliflache in jungen Nadeln kann damit erklart
werden, dal3 sich die Chloroplasten und letzlich die Pflanze auf den Winter vorbereiteten.
Untersuchungen an der Kiefer (VOGG et al.,, 1998) haben gezeigt, dal} die frostfesten
Kiefern die Fluiditat ihrer Thylakoidmembranen und damit das Uberleben bei niedrigen
Temperaturen durch eine Anderung der Protein- und Lipidzusammensetzung der
Thylakoide sichern. Schon LICHTENTHALER und PEVELING (1967) sahen in den Plastoglobuli
den Speicherort von neu synthetisierten Lipiden, die mit Membranbildungsprozessen
zusammenhangen, und SUTINEN (1987 a) erklarte diese Plastoglobulizunahme im Herbst
bei jungen Nadeln mit einer Schutzfunktion im Winter und nicht als Seneszenzerscheinung.
Damit wirden die Plastoglobuli bei jungen Nadeln u. a. die flr die neue Lebensphase neu
synthetisierten und noch nicht in die Thylakoide eingebauten Lipide enthalten, die auch
teilweise zur Energiegewinnung katabolisiert werden koénnten. Dies wirde auch die

99



Das Thylakoidsystem bei Chloroplasten vergilbender Nadeln

Erhohung der Lipidmenge in den Thylakoiden im Winter (SENSER und BECK, 1982), und das
Verschwinden der Plastoglobuli im Laufe des Winters erklaren.

In den drei untersuchten Vegetationsperioden war in den Chloroplasten der Kontrollfichte
K3 im Oktober das Membransystem immer vorhanden und gut entwickelt (Abb. 31 c, f,
vergl. SOIKKELI, 1977). Kleine Anschwellungen mancher Thylakoide wurden gelegentlich
beobachtet, aber Verformungen oder sogar Membranabbau wurden entgegen den
Beobachtungen anderer Autoren (SENSER et al., 1975) zu diesem Zeitpunkt nicht
festgestellt.

4.2.4. Das Thylakoidsystem bei Chloroplasten
vergilbender Nadeln

4.2.4.1. Anderungen wahrend des Vergilbungsvorgangs

Vergilbung ist bei den geschadigten Fichten am Schollkopf ein durch intensive
Sonneneinstrahlung geforderter Prozel3 (SIEFERMANN-HARMS, 1995 b). Dabei sind die
Photopigmente gegen die destruktive Wirkung von Sonnenlicht nicht mehr geschiitzt. Der
Zeitpunkt, an dem die Vergilbung bei Fichte F33 einsetzte, anderte sich von Jahr zu Jahr.
Er war nicht voraussagbar. Vergilbungsschiibe, bei denen innerhalb von drei bis funf
Wochen der Chlorophyligehalt der Nadeln um 50% zurtickging, wurden 1994 und 1995
beobachtet. Bei F33 fand ein Anstieg des Chlorophyligehalts der vorjahrigen Nadeln am
Anfang der Vegetationsperiode, wie er bei K3 beobachtet wurde, nicht statt. 1994 nahm der
Chlorophyllgehalt schon ab Ende Mai stark ab, bevor eine Ergriinungsphase wie bei K3
eingesetzt hatte, und 1995 begann der Abfall des Chlorophyllgehalts Mitte Mai etwas
weniger ausgepragt als ein Jahr zuvor (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 d).

Es stellte sich die Frage, welchen Zusammenhang es zwischen der Chlorophyllabnahme
und Veranderungen der Chloroplastenzahl geben kdnnte (s. Abb. 61 a). Wie schon erwahnt
blieb die Anzahl an Chloroplasten in den drei untersuchten Vegetationsperioden bei F33
(genau so wie bei K3) unverdndert. Damit ist die Mdglichkeit, eine Verringerung der
Chloroplastenzahl fur die Chlorophyllabnahme verantwortlich zu machen, ausgeschlossen.
In den Chloroplasten der Fichte F33 verringerte sich mit Einsetzen der Vergilbung die
Thylakoidschnittflache, um innerhalb weniger Wochen auf ca. 50% ihrer Ausgangswerte
abzusinken. Damit stellten sich weitere Fragen: Was geschieht mit den Chloroplasten und
ihrem Membransystem wéahrend der Vergilbung? Veringert sich die Flache der Thylakoide
proportional mit der Grole der Chloroplasten oder ist diese Thylakoidflachenabnahme
davon unabhangig (s. Abb. 61 b-d). Und wie sind die Thylakoide dann in den Chloroplasten
der vergilbten Nadeln organisiert?
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a) Die Zahl der Chloroplasten verringert sich
b) Proportionale Abnahme der Chloroplastengréf3e
und Thylakoidmembranen

c) Verstarkte Abnahme der Thyl
Chloroplasten bleiben unverandert

0
0
0

d) Verstarkte Abnahme der Chloroplastengrofe
und der Thylakoidmembranen

Abb. 61 Wahrend der Vergilbung kénnte (a) ein Teil der Chloroplasten ganz verschwinden.
Andersseits kdnnten die Chloroplassten (b) in gleicher Proportion wie ihre Thylakoidmembranen an
GroRe abnehmen;oder bei starkem Membranabbau (c) ihre Gro3e beibehalten oder (d) weniger
stark andern.

Mit der Abnahme des Chlorophyllgehalts wurde die Vergilbung sichtbar. Als diese einsetzte,
begannen die Chloroplasten kleiner zu werden. Das heildt, eine Verringerung der
Schnittflache der Chloroplasten fand nicht vor der Vergilbung statt. Damit war eine
Reduktion der GrolRe der Chloroplasten von F33 nicht Voraussetzung fur den
Chlorophyllabbau. Eine Verringerung der Chloroplastengrofle ist in ,open-top”
Kammerversuchen von Fichten (SUTINEN et al., 1990), die mit Luftschadstoffen behandelt
wurden und auch bei Kiefern (MCQUATTIE und SCHIER, 1992; BACK et al. 1994) beobachtet
worden.

Die plotzliche Abnahme des Chlorophyligehalts der Nadeln von F33 war von
physiologischen Veranderungen des photosynthetischen Apparates begleitet: Die Saure-
und Photostabilitaét des peripheren Antennenkomplexes von PS Il (LHC Il) nahm ab
(SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 d). Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der
Saurelabilitat und der Photolabilitdt des LHC's: Je mehr saurelabiles Chlorophyll-a im LHC
vorhanden ist, desto weniger sind die LHC-gebundenen Pigmente vor Photooxidation
geschitzt (SIEFERMANN-HARMS 1995 b). Durch erhdhten Zutritt von Sauerstoff oder von
hoch reaktiven Sauerstoffspezies (ROS; reactive oxygen species) unterliegen die
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lichtempfindlichen Chlorophylle einer verstarkten lichtabhdngigen Zerstérung. Chlorophyll-b,
Gesamt-Carotin und Neoxanthin nahmen wahrend der Vergilbung in gleicher Verhaltnis wie
Chlorophyll-a ab (SIEFERMANN-HARMS, 1995 b). Sind die Pigmente beschadigt, dann
werden LHC-Proteine schneller abgebaut (THOMA,1997). Der Abbau spielt sich im Stroma
durch Proteasen ab (ANDERSON und ARO, 1997), was moglicherweise mit dem Aussehen
des Stromas zusammenhangt (s. Abb. 16), welches bei F33 "korniger® und
elektronendichter erschien (vergl. MCQUATTIE und SCHIER, 1992; SELLDEN et al., 1997). Der
Abbau kann aber auch durch eine thylakoidgebundene Endopeptidase erfolgen (CASANO et
al., 1994). Diese Autoren haben nach ihren Befunden in Avena sativa vorgeschlagen, dal3
hohe Lichtintensitaten die Bildung von Hydroxylradikalen ("OH) begilnstigen, welche die
Proteine so modifizieren, dal3 sie von der Endopeptidase erkannt werden und damit
hydrolysiert werden kénnen. Nicht nur die Antennenkomplexe wurden schneller abgebaut,
sondern auch die Reaktionzentren waren davon betroffen: Das D1 Protein begann schon
vor der Vergilbung Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Fichten zu zeigen.
Obwohl die Syntheserate des D1-Proteins unter Stre3bedingungen deutlich zunahm, wurde
es schneller abgebaut (GoDDE, 1997). PS Il ist ohne das D1-Reaktionszentrumspolypeptid
nicht stabil und zerfallt.

Wenn die erwdhnten Proteine, Pigmente und Proteinkomplexe als Teil der
Thylakoidmembranen abgebaut werden, dann ware zu erwarten, daf’ die Membranen auch
abgebaut wirden. Dies war der Fall in den vergilbenden Nadeln von F33. Deshalb kann der
Abbau der Thylakoidmembranen als Folge des Abbaus der Komponenten des
Photosyntheseapparates angesehen werden. Hier erfolgte der Chlorophyll-Abbau,
proportional und zeitlich parallel zu der Abnahme der Chloroplastenflache 0.S., der
Stromaflache und der Thylakoidflache (Abb. 35, 37 und 39).

Die proportionale Abnahme der genannten Parameter war nicht von einem Verschwinden
der Granathylakoide begleitet. Bis Juli waren trotz Starke-Akkumulation noch Granastapel
zu sehen (Abb. 45). In den wenigen vorhandenen Thylakoidmembranen der vergilbten
Nadeln von F33 fand eine effiziente CO,-Fixierung trotz Chlorophyll-Abnahme, LHC II-
Destabilisierung und Membranabbau statt: d. h. bei F33 gingen die Chlorophyll-Abnahme
und die LHC lI-Destabilisierung den funktionellen Stérungen des Photosyntheseapparates
voraus (SIEFERMANN-HARMS et al., 1996). Vergleichbare Ergebnisse sind auch bei krautigen
Pflanzen beschrieben worden (DANNEHL et at., 1995; GODDE und DANNEHL, 1994). Ab Juli
aber verringerte sich die Anzahl und die Stapelung der Granathylakoide (Abb. 44), und
auch die Thylakoidflache ging weiter zurlick, allerdings nicht mehr so abrupt wie zu Beginn
der Vergilbung. Die Chloroplastenschnittflaiche 0.S. und die Stromaflache &nderten sich
jedoch kaum bzw. nicht.

Diese Befunde lassen annehmen, dalR die Vergilbung der Fichte F33 in zwei Phasen
ablauft. In der ersten Phase -von Beginn der Vergilbung bis zum Sommer- fand eine
Verkleinerung des Photosyntheseapparates bei noch bleibender Funktionsfahigkeit statt.
Ultrastrukturell bedeutet dies, dal3 parallel mit der Vergilbung eine dazu proportionale
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Abnahme der Thylakoide (Abb. 39 oben und Mitte) und der GrofRe des Chloroplasten
(Abb. 35 und 37, oben und Mitte ) stattfand. Dies entspricht der in Abbildung 61
dargestellten Mdoglichkeit "b". In der zweiten Phase, ab dem Sommer bis Ende der
Vegetationsperiode, fand eine Umorganisation der Thylakoidstapelung in den Chloroplasten
statt. Der Membranabbau erfolgte langsamer und nicht mehr proportional zu den
Parametern der Chloroplasten-Grol3e (Chloroplastenschnittflache o0.S., Stroma). Eine
Abnahme der GroRRe der Chloroplasten und des Membransystems ist auch von HE et al.,
(1994), KurRA-HOTA et. al, (1990), PALOMAKI, (1995), und SUTINEN (1987b, 1990)
beschrieben worden. Bei letzterer Autorin und bei SENSER et al., (1975), SCHIFFGENS-
GRUBER und LUTZ, (1992) fand der Abbau bevorzugt an den grof3en Stapeln statt. In der
zweiten Phase des Abbauprozesses begannen die Chloroplasten, wie die
morphometrischen Parameter zur Lange der Schnitte S1-S3 zeigen, ihre Form zu andern
(sie wurden rund) (Abb. 42). Anderungen der Form und GroRe unter Einwirkung abiotischer
Faktoren wurden auch bei Kammer-Versuchen (SCHIFFGENS-GRUBER, und LUTZ, 1992;
SUTINEN, 1990) und bei Freilandversuchen (BAcK et al., 1994; SUTINEN, 1987 b) mit Fichten
oder bei Pisum sativum (HE et al., 1994) beschrieben.

Das Verschwinden der Thylakoide, insbesondere der Granathylakoide geschah in der
zweiten Phase ohne Verdnderung des Grades der Vergilbung bzw. die Vergilbung war in
der ersten Phase (bis Ende Juli) vollendet. Ab diesem Zeitpunkt vollzog sich nur ein
weiterer Abbau eines nicht mehr funktionsfahigen Organells. Dies beantwortet die am
Anfang dieses Kapitels gestellten Fragen: wahrend der Vergilbung reduzierte sich die
Grolle der Chloroplasten und die Menge an Thylakoiden. Innerhalb der ganzen
Vegetationsperiode war der Membranabbau allerdings ausgepragter als die Reduktion der
GroRRe der Chloroplasten. Dies entspricht der Méglichkeit "d" in Abbildung 61: die Grol3e der
Chloroplasten und die Thykaloidmembran nehmen ab, aber nicht proportional.

Ein Erh6hung der Zahl der Plastoglobuli ist ein Merkmal von normaler Seneszenz oder von
vorzeitiger Seneszenz, die von abiotischen Stressoren verursacht werden kann (BAcCK et al.,
1994; HE et al., 1994; KURA-HOTA et. al., 1990; MCQUATTIE und SCHIER 1992; SCHIFFGENS-
GRUBER, und LUTZ, 1992; PALOMAKI, 1995; SENSER et al., 1975; SOIKKELI, 1980; SUTINEN,
1987 b, 1990). Ein erhohter Transfer des lipophilen Membranmaterials von F33 in die
Plastoglobuli schien vorerst nicht stattgefunden zu haben. Die Flache der Plastoglobuli
variierte stark und stieg im Jahresgang bei der vergilbten Fichte F33 in ahnlicher Weise an
wie bei der Kontrollfichte K3. Allerdings nahm die Stromaflache bei F33 ab; damit nahmen
Plastoglobuli von F33 relativ zum Stroma eine groRere Flache ein als bei K3. Da die
Thylakoide wahrend der Vergilbung abgebaut wurden, ist es denkbar, dal3 ihre
Lipidkomponente in die Plastoglobuli eingebaut wurde (KURA-HOTA et. al., 1990; SUTINEN,
1987 b), und moglicherweise keine Vorbereitungen fur die winterlichen Thylakoide, wie bei
K3 angenommen, eintraten, sondern daf sich die lipophilen Bestandteile der abgebauten
Membranen vorerst in den Plastoglobuli ansammelten. Weil aber die Kohlenstoffversorgung
des Baumes beeintrachtigt war, erfolgte diese Ansammlung nur voribergehend.
Glycodiacylglycerine (Mono- und Digalaktosyldiacylglycerin) oder Plastochinone kénnen zur
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Energiegewinnung eingesetzt werden. Dadurch konnte die Versorgung des vergilbten
Chloroplasten selbst und seiner Mesophylizellen noch eine Weile gesichert werden.
Moglicherweise ist dies der Grund, weshalb der Unterschied zwischen der
Plastoglobuliflache von F33 und K3 nicht gréRer war und weitere Schaden im Mesophyll
nicht beobachtet wurden.

Zusammenfassend ist festzustellen, da’ die Vergilbung der Fichte F33 am Schoéllkopf in
zwei Phasen verlief. In einer ersten Phase, die sich bis Juli erstreckte, erfolgte die
Vergilbung per se, wobei der Photosyntheseapparat sich verringerte, ohne seine
Funktionsfahigkeit zu verlieren. In der zweite Phase, ab Juli, war die Vergilbung vollzogen,
wahrend sich der Membranabbau fortsetzte.

4.2.4.2. Wirkung der Beschattung auf das Thylakoidsystem

Um die Hypothese zu Uberpriifen, ob die Abnahme des Chlorophyligehaltes und damit der
Thylakoidmembranen bei der Fichte 33 ein lichtabhangiger Prozel3 ist, wurden die
untersuchten Fichten zum Teil beschattet. Damit konnte die Auswirkung hoher
Lichtintensitat bzw. die Auswirkung der Beschattung bei gleichbleibenden Ubrigen
Belastungen (Magnesiummangel, Ozonbelastung) untersucht werden. SIEFERMANN-HARMS
et al., (1997 e) beobachteten, dal mit Beginn der Beschattung der Chlorophyllabbau
unterblieb. AnschlieBend begann der Chlorophyligehalt zu steigen. Dabei erreichte er
ahnliche Werte wie in den Licht- und Schattennadeln der Kontrollfichte K3.

Die Beschattung bei der Kontrollfichte K3 bewirkte keine signifikante Veranderungen der
Thylakoidflache. Die Thylakoidschnittflache nahm bei den beschatteten Nadeln von F33
nicht gleichzeitig mit dem Chlorophyllgehalt zu. Trotzdem besaf3en die Chloroplasten nun
ein relativ gut ausgebildetes Membransystem aus Stroma- und Granathylakoiden, und die
Nadeln blieben grin (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 e). Nur in der Sommerprobe war bei
den beschatteten Nadeln eine signifikanten Erhéhung der Thylakoidflache festzustellen. Es
scheint, dal3 die Beschattung den Membranabbau in der ersten Phase der Vergilbung
(proportionale Verringerung der Chloropastengrof3e und Thylakoidflache) nicht unterbinden
konnte, wohl aber den Abbau der Chlorophylle. Die anschlieRend neu sythetisierten
Chlorophyll-Protein-Komplexe wurden in die vorhandenen Membranen eingebaut. Auch
wenn das Thylkoidmembransystem nicht regenerierte (die Thylakoidschnittflache erholte
sich nicht), durfte der Einbau der Chlorophyll-Protein-Komplexe &hnlich wie bei K3 bei der
Ergrinung erfolgt sein, d. h. als sich ausdehnendes und dichter gepacktes Membransystem
(s. Abb. 60). Ein weiterer Abbau der Thylkoidmembranen wie bei den Chloroplasten der
lichtexponierten Nadeln fand bei den beschatteten Nadeln von F33 nicht statt. Die
Beschattung konnte eine "ganz normale" Ergrinung nicht wiederherstellen, die
Thylakoidschnitt- und die Stromaflache von F33 erreichten nicht die Werte von K3. Auch die
physiologischen Parameter von SIEFERMANN-HARMS et al., (1997 e) sprechen dafir: Der
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LHC II der beschatteten Nadeln von F33 zeigte sich stabil, aber PS Il wies signifikante
Stérungen auf.

Die Pflanzen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, sich vor oxidativem Strel3 zu
schitzen. So wird etwa a-Tocopherol, einer weiteren Komponente der Plastoglobuli, eine
Rolle als lipophiles Antioxidans und damit als Schutz indirekt gegen hohe
Ozonkonzentrationen oder direkt gegen hohe Lichtintensitaten zugeschrieben (ALSCHER et
al., 1997). Die Plastoglobulifiachen von F33 und K3 nahmen mit der Beschattung im
Sommer ab, was fir diese Annahme sprechen kénnte. Da die Plastoglobuliflichen sich bei
beiden Fichten &hnlich verhielten, dirften die Plastoglobuli bei der Ergrinung der
beschatteten Nadeln von F33 keine besondere Rolle gespielt haben.

4.2.4.3. Wirkung einer diagnostischen Diingung
auf das Thylakoidsystem

Die beiden untersuchten Fichten waren der gleichen Lichtintensitat ausgesetzt, aber nur
F33 vergilbte. Eine weitere Ursache der Vergilbung ist in einer Stérung der
Mineralversorgung bzw. im Magnesiummangel zu suchen. Es ist bekannt, dal
ungenigende Mineralversorgung zu Mangelerscheinungen in den Pflanzen fihrt, welche
sich auf die Morphologie, bzw. letztlich auf die Ultrastruktur auswirkt (HECHT-BUCHHOLZ et
al., 1987; HUTTL und FINK, 1988; FINK, 1991; FORSCHNER et al., 1989; Marschner, 1995;
MEHNE-JAKOBS und GULPEN, 1997; POLLE et al., 1994; SCHAEDLER et al., 1989; TURK et al.,
1993). Magnesiummangel verursacht Veréanderungen in der Ultrastruktur der Chloroplasten
(FINK, 1991, 1993); aber auch die Behandlung mit Aluminium verursacht vergleichbare
Erscheinungen wie Magnesiumsmangel (MCQUATTIE und ScCHIER, 1992). Es gibt
Unterschiede zwischen einer durch reinen Magnesiummangel verursachten Vergilbung und
der Vergilbung am Schoéllkopf. Unter reinem Magnesiummangel findet ein langsamer
Vergilbungsvorgang mit langsamem stetigen Chlorophyllabbau statt, welcher unter der
Abbaurate von F33 bleibt (MEHNE-JAKOBS, 1994, 1995, 1996, 1997). Bei Fichtenkeimlingen,
die unter Mg-Mangel wuchsen, verlief die Vergilbung ohne Destabilisierung des LHC I
(SIEFERMANN-HARMS, 1996). Ein weiterer Unterschied zwischen der Vergilbung am
Schollkopf und der allein durch Magnesiummangel hervorgerufenen Vergilbung ist, daf3 bei
der untersuchten Fichte F33 die Vergilbungsschiibe einsetzen, bevor im Mesophyll eine
Anreicherung loslicher Zucker festzustellen war (EINIG und MEHNE-JAKOBS, 1997). Das
Gegenteil geschieht bei einer Vergilbung, die auf reinem Magnesiummangel beruht
(MEHNE-JAKOBS, 1995, 1997). Die Befunde der 1. Schdllkopfstudie lieBen vermuten, dai
der Vergilbungsvorgang am Schdéllkopf nicht allein auf einer durch Magnesiummangel
bedingten verlangsamten Neusynthese von Chlorophyll-Protein-Komplexen, sondern auch
auf dem verstarkten Abbau des Photosyntheseapparates beruht (SIEFERMANN-HARMS,
1995 b). Dies bestétigte sich in der 2. Schoéllkopfstudie (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 c;
GoDDE 1997). Magnesiummangel reichte nicht aus, um den LHC Il zu destabilisieren
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(SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 e). Zuséatzlich waren hohe Lichtintensitaten, welchen die
sonnenexponierten Nadeln ausgesetzt waren, erforderlich, damit die Vergilbung auftrat.
Diese Befunde deuten darauf hin, da? Magnesiummangel am Schdllkopf nicht die einzige
Ursache der Vergilbung, jedoch an dieser beteiligt ist.

In der Vegetationsperiode 1996, nach Einwirkung der Magnesiumdingung, stieg der
Magnesiumgehalt der vorjahrigen Nadeln von F33 an (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 g;
SIEFERMANN-HARMS et al, 1997 f). Die Thylakoidquerschnittsflache und die anderen
morphometrischen Parameter der Chloroplasten (z. B. Chloroplastenschnittflache 0.S. oder
Stromaflache) entsprachen bei den griin gebliebenen Nadeln der Fichte 33 denen der
Kontrollfichte K3. Allerdings stimmten die Chil-Gehalte beider Fichten nur bis Mitte Juli
Uberein. Wahrend sie bei Fichte F33 auf dem erreichten Niveau blieben, stiegen sie bei
Fichte K3 weiter an (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 c). Der D1-Umsatz (GoDDE, 1997) und
die Saurelabilitat des LHC Il (SIEFERMANN-HARMS et al.,, 1997 c) blieben trotz Ergriinung
erhoht, d. h. es fand keine vollige Erholung des Baumes statt. Trotzdem deuten diese
Befunde auf eine Abnahme der StreRbelastung der Fichte hin, welche sich auch in der
Thylakoidorganisation widerspiegelt: Ausgedehnte Stapelsysteme mit sechs oder mehr
Granathylakoiden waren am Ende der Vegetationsperiode bei F33 ebenso wie bei K3
vorhanden. Eine Erh6hung des Magnesiumsgehalts in den Nadeln von F33 dlrfte anders
als die Beschattung zu verstarkter Chlorophyll-Synthese gefuihrt haben (SIEFERMANN-
HARMS, 1996). Im Gegensatz zu der Beschattung und der Vergilbung fand kein
Membranabbau mehr statt, sondern nur der Einbau von Chlorophyll-Protein-Komplexen in
die Membranen. Nach den Ergebnissen der Messungen der Thylakoidflache wurden die
Chlorophyll-Protein-Komplexe bei den Nadeln von F33, nach Erh6hung des
Magnesiumsgehaltes, genau wie bei den Nadeln von K3, d. h., in ein intaktes
Membransystem eingebaut.

4.2.4.4. Ozon und die Vergilbung der Fichtennadel

Die bis jetzt darstellten Befunde zeigen, daf hohe Lichtintensitat und Mineralmangel bei der
Vergilbung der Nadeln zwar beteiligt sind, daf3 die Verminderung dieser Belastungen jedoch
keine "ganz normale" Ergriinung hervorruft. In ihren Untersuchungen stellte SIEFERMANN-
HARMS (1997 b) fest, dal® beim Unterschreiten einer bestimmten Magnesiumkonzentration
die Destabilisierung von LHC Il nur dann stattfand, wenn die Ozonkonzentration der Luft
erhoht war. Magnesiummangel allein reichte nicht fur die Destabilisierung von LHC Il aus.
Bei Konzentrationen von "freiem" (nicht chlorophyll-gebundenen) Magnesium von
0,12mg /g TS oder weniger bestand eine direkte Korrelation zwischen der Labilitat des
LHC Il und der Ozonkonzentration, was letztlich zu einem morphometrisch mef3baren
Membranabbau der Chloroplasten flihrte.
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Ein weiterer Faktor, welcher sich auf die Vergilbung auswirkt, ist damit Ozon. Ozon
verursacht allgemein eine frihzeitige Seneszenz der Blatter (PELL et al., 1997), und
entfaltet seine negative Wirkung auf die Pflanzen bzw. Blatter durch die Produktion von
ROS (ALSCHER et al., 1997). Der Wirkungsort von Ozon ist nicht direkt der Chloroplast, wie
bei der hohen Lichtintensitat, sondern die Zellmembran (PELL et al., 1997; MATYSSEK et al.,
1997; WELLBURN et al., 1997; SANDERMANN et al., 1998). Nach SAkakl et al., (1994)
verursacht Ozon eine Erhéhung der Aktivitat von Lipasen, welche mit
Monogalaktosyldiacylglycerid, einem Bestandteil der Chloroplastenmembran, reagieren, um
freie Fettsauren zu erzeugen, welche peroxidiert werden kénnen. Nun ist es moglich, daf3
bei der Lipidperoxidation RO-Spezies entstehen. Diese wurden den Abbau des
photosynthetischen Apparates und parallel des Membransystems fordern.

Die untersuchte Kontrollfichte K3 war der gleichen Menge an Ozon ausgesetzt wie die
Fichte F33. Trotzdem vergilbte sie nicht und das Membransystem ihrer Chloroplasten
wurde nicht abgebaut. Die Veranderungen der Ultrastruktur der Chloroplasten wéhrend der
Vergilbung am Schoéllkopf beruhen auf der Belastung der Pflanzen mit multifaktoriellen
abiotischen Stressoren. Abhangig von ihrem jeweiligen Ausmald kénnen sie synergistisch
zur Vergilbung fiihren. Die beobachteten Stress-Erscheinungen, wie die Verringerung der
Thylakoidmembranen insbesondere der Granathylakoide oder die Starke-Akkumulation sind
nicht charakteristisch fiir einen bestimmten Stressor. Es handelt sich um nicht-spezifische
Antworten der Pflanzen auf Stress, die als Indikatoren der Regulations- bzw.
Anpassungsversuche des Photosyntheseapparates an die neuen Bedingungen anzusehen
sind.

4.3. Auswirkung abiotischer Faktoren auf den Zentralzylinder

Als dritter Einwirkungsort abiotischer Stressoren wurde bei Fichtennadeln der
Zentralzylinder erwahnt. Es ist bekannt, dal3 Schadigungen in diesem zentralen Bereich der
Nadeln als fortgeschrittenes Stadium der Einwirkung von Immissionen (SUTINEN, 1987 a, b;
ENDLER et al., 1990) aber auch als friihe Reaktion auf Mineralmangel (Fink, 1989, 1992)
auftreten kénnen. FINK (1989, 1992) schlug daher vor, daR anhand des Schadensverlaufs
zwischen Luftschadstoffen und Mineralmangel als Verursacher unterschieden werden kann
(s. Abb. 59).

4.3.1. Das Leitbindel griner Nadeln

Das Wachstum und die Entwicklung einer Pflanze hé&ngt von der Verfugbarkeit von
Photoassimilaten fur alle ihre Organe ab. Der Transport der Assimilate von den
Produzenten (,source”) zu den Verbrauchern (,sink”) besteht aus zwei Phasen. Der
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transversale Transport stellt die erste Phase dar. Sie besteht aus dem Kurz- und dem
Mittelstreckentransport. Diese erste Phase beginnt bei den Fichtennadeln in den
Chloroplasten der Mesophylizellen, geht tber die Endodermis und endet mit der Beladung
des Phloems. Die Endodermis als inneres AbschluRgewebe, welches zwei
Gewebekomplexe mit unterschiedlicher Funktion trennt und als physiologische
Trennscheide wirkt, stellt aufgrund ihrer Lage eine Trennung/Grenze zwischen dem
photosynthetischen Gewebe und dem Leitbiindel dar (CARDE, 1978). Die Anordnung ihrer
Tupfel sichert den transversalen Transport der Nahrstoffe innerhalb der Nadeln vom
Mesophyll zum Leitblindel. In der zweiten Phase, dem Langstreckentransport, werden die
Transportbahnen des Phloems der Aste und Stamme verwendet, um die Photoassimilate
zu den Verbrauchern bzw. Sink-Organen zu beférdern. Das Phloem stellt hierbei ein
symplastisches Kontinuum zwischen ,Source” und ,Sink" dar (BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER et
al., 1997). Als Mechanismus fir diesen Transport wird eine durch einen osmotischen
Gradienten (Druckstromtheorie, MUNCH, 1930) gefdrderte Losungsstromung angenommen
(ESCHRICH et al., 1972). Damit setzt die Versorgung der Pflanze ein intaktes Leitbtndel und
seine Beladung voraus. Dies soll fur die Lebensdauer der Fichtennadeln gewahrleistet sein.
SUTINEN (1987 aund b) und BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER (1989) beobachteten, dal3
unabhangig von Wachstumsbedingungen die zuletzt gebildeten und ausdifferenzierten
Siebzellen alterer Nadeln (sechs Jahre) voll funktionsfahig waren. In den drei hier
untersuchten Vegetationsperioden zeigten die vorjahrigen Nadeln von K3 keinerlei
Vergilbungserscheinungen, und im Zentralzylinder traten keine Veranderungen auf. Der von
der einschichtigen Endodermis umgebene Zentralzylinder bestand aus Transfusions-
parenchym, Transfusionstracheiden, Strasburgerzellen, Sklerenchymkappenzellen und dem
Leitbindel aus Xylem, Kambium und Phloem, die in keinem Moment anormale
Veranderungen aufwiesen. Dies zeigten die mikroskopischen Aufnahmen (Tafel 1 -3,
5, 6 und Abb. 49 oben) die morphometrischen Messungen des Zentralzylinders (Kap. 3.3.)
sowie der Befund, dal3 im Sommer keine zweite Starke-Akkumulation in den Chloroplasten
stattfand, nachdem die im Frihjahr akkumulierte Starke abgebaut war (Kap. 3.2.6.,
Tafel 7 1I).

4.3.2. Das Leitbundel vergilbender Nadeln

4.3.2.1. Anderungen wahrend des Vergilbungsvorgangs

Die sommerliche Akkumulation von Starke in den Chloroplasten der Mesophylizellen wird
mit einem nicht intakten Phloem bzw. einem frihzeitigen Phloemkollaps und mit einer
mangelhaften bzw. geschéadigten Beladung desselben in Beziehung gebracht (HANNICK et
al., 1993; MATYSSEK et al., 1992). Verschiedene Autoren haben gleichzeitig eine Starke-
Akkumulation und einen friihzeitigen Phloemkollaps bei Fichten beobachtet (FINK, 1987 und
1991; FORSCHNER et al., 1989; PARAMESWARAN et al., 1985, PUECH und MEHNE-JAKOBS,
1997; SCHMITT et al., 1986). Bei Fichte F33 erfolgte die Starke-Akkumulation, nachdem die
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ersten Veranderungen am Leitbindel stattgefunden hatten, und bevor das Phloem
vollstdndig kollabiert war. Dieser Befund, zusammen mit den Ergebnissen des
Kohlenhydratstoffwechsels (EINIG und Mehne-JAKOBS, 1997), der strukturellen Verénderung
in den Chloroplasten sowie den dazugehorigen physiologischen Ergebnissen von
SIEFERMANN-HARMS et al., (1997 ¢c) und GoDDE (1997) kdnnten anhand folgender
Hypothese erklart werden: Die Starke-Akkumulation in den Fichtennadeln am Schollkopf ist
auf eine verminderte Beladung des Phloems mit Photoassimilaten zuriickzufihren. Dies sei
im folgenden n&her ausgefuhrt.

Bei Gymnospermen haben Siebzelle und Strasburgerzelle, im Gegensatz zu Siebelement
und Geleitzelle der Angiospermen, nicht eine gemeinsame miutterliche Kambiumzelle,
sondern sie gehen aus zwei unterschiedlichen Kambiumzellen hervor (JURzITZA, 1987).
Analog zu den Geleitzellen sind die Strasburgerzellen fir die Phloembeladung
verantwortlich (SRIVASTAVA und O'BRAIN, 1966; BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER, 1989 und
BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER et al., 1997). Folgende Vorgange konnten bei Fichte F33 zum
Phloemkollaps fuihren. In der ersten Phase der Vergilbung, von Mai bis Juli, wird der
Photosyntheseapparat allméahlich abgebaut, ohne dal’ er seine Funktionsfahigkeit verliert,
d. h. Starke wird weiter, aber in kleineren Mengen produziert. Je mehr der
Photosyntheseapparat zerstort wird, desto weniger Assimilate werden erzeugt, und damit
gelangen weniger Assimilate ins Phloem. Auf3erdem konnten abiotische Faktoren (hohe
Lichtintensitat, Luftschadstoffe, Mineralmangel) zu einer verringerten Phloembeladung
beitragen. Als Folge wird die Menge an Assimilaten, die zu den ,Sink“-Organen geliefert
werden, immer kleiner. Versuche von FISCHER und BUSSLER (1988) mit Phaseolus vulgaris
unter Magnesiummangel zeigten, daf3 eine Korrelation zwischen der Akkumulation von
nicht-strukturgebundenen Kohlenhydraten und der Erniedrigung des Kohlenhydratgehalts in
den ,Sink“-Organen besteht. Bei Fichte F33 transportierte das Phloem nach
Vergilbungsbeginn nicht mehr gentigend Assimilate zu den ,Sink“-Organen (1. Phase).
Dieser Prozel3 verstarkte sich mit fortschreitendem Phloemkollaps (2. Phase) im Sommer.
Signale aus den ,Sink“-Organen (z. B im Xylem transportierte Hormone. MCDONAL und
DAVIES (1996)), konnten den ,Source“-Organen bzw. den Kambiumzellen die schlechte
Assimilatversorgung anzeigen. Auch die Mesophylizellen mit ihren starkebeladenen
Chloroplasten sowie die Transfusionparenchym- und Strasburger Zellen des
Zentralzylinders mit ihren erhdhten Saccharosegehalten (EINIG und MEHNE-JAKOBS, 1997)
konnten Signale an die Kambiumzellen senden (ALONI, 1980; BARBIER-BRYGOO et al., 1997;
FUKUDA, 1997; WATANABLE und SAKAI, 1998). Diese wirden die Kambiumzellen dazu
veranlassen, sich zu teilen, um neue Strasburgerzellen zu erzeugen, und um so zu
versuchen, die Phloembeladung und damit die Versorgung der Pflanze mit
photosynthetischen Assimilaten zu sichern. Die morphologischen Befunde (Abb. 49 Mitte)
unterstitzen diese Annahme. Im Leitblindel waren es die Kambiumzellen, die sich zuerst
anderten. Ab Ende Mai waren Anderungen in ihrer Form zu beobachten, und Ende Juni bis
Mitte August kam es vor allem zu einer Vermehrung der Kambiumzellen, welche von einer
VergroBerung der Kambiumfliche begleitet wurde. Allerdings fand eine normale
Ausdifferenzierung der neuen Kambiumabkdmmlinge nicht statt, wie das Ausbleiben der
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Bildung von Plasmodesmenfeldern als "Globe Pits" oder das Auftreten unvollkommener
Zellwande zeigen (Tafel 5). Anomale Differenzierungen waren ab Mitte Juni deutlich zu
sehen. Wahrscheinlich kénnen diese Zellen nur wenige Assimilate zum Phloem beftrdern.
Moglicherweise war es dieser Mangel, den die Kambiumabkdmmlinge bzw. die nicht richtig
differenzierten Strasburgerzellen durch Vermehrung ihrer Zahl (Hyperplasie) und
VergroRerung ihrer wirksamen Membranflache (Hypertrophie) zu kompensieren versuchten.
Parallel zu diesem ProzeRR begannen die Siebzellen bei verringerter oder fehlender
Phloembeladung an Innendruck (Turgordruck) zu verlieren. Der dabei immer groRRer
werdende Wanddruck bewirkte, dal’ die Siebzellen voriibergehend oder endgdiltig in sich
zusammenfielen, was zu Verkleinerung bzw. Verlust von verfigbaren Siebzellen mit
offenen Lumina fuhrte. Die wenige noch synthetisierte Starke konnte kaum mehr verarbeitet
bzw. weiter geleitet werden und wurde in den Chloroplasten gespeichert, was zu der
zweiten StarkeerhOhung in Sommer fihrte. Ab Juli, als die Vergilbung vollzogen war,
konnten kaum mehr Assimilate geliefert werden. Gleichzeitig erhdhte sich die VergréfZerung
bzw. die Hypertrophierung der Kambiumabkdmmlinge, wie aus dem Vergleich der Flache
und Zellzahl des Kambiums zu schlieen ist (Abb. 50 und 51). Die Starke wurde nun
wahrscheinlich fur den eigenen Bedarf der Mesophyllzellen verwendet, was bis zum Herbst
zum Verschwinden der Starkekorner aus den Chloroplasten fuhrte und erklart, warum die
Mesophylizellen, mit Ausnahme des Thylakoidmembransystems, keine weiteren Schaden
zeigten. Nun zerdruckten die hypertrophen und hyperplastischen Zellen die schon
beschadigten Siebzellen irreversibel bis zur Unkenntlichkeit.

4.3.2.2. Magnesium und Phloemkollaps

Nach Fink ist der Phloemkollaps auf Mineralmangel zuriickzufiihren. In seinen Versuchen
konnte er nachweisen, dal} der Phloemkollaps nicht durch biotische Faktoren (Viren,
Mykoplasmen) (FINK, 1987) sondern durch Mineralmangel hervorgerufen wird (FINK, 1989,
1991a und 1992). Bei reinen Magnesiummangel-Versuchen kam es zu vorzeitigem
Phloemkollaps und bei Kaliummangel-Versuchen sogar zu Nekrosen von Mesophyllzellen.
Auch Fichten aus anderen Gebieten (Hessen und Rheinland-Pfalz, FORSCHNER et al., 1989;
Belgien, HANNICK et al.,, 1993) und aus Kammerversuchen (PUECH und MEHNE-JAKOBS,
1997), die unter Magnesiummangel litten, zeigten Phloemkollaps. Nach den Bodenanalysen
ist am Schollkopf der Bodengehalt an Magnesium gering bis sehr gering (HOCH et al.,
1997). Damit lag nahe, Magnesiummangel als Ursache flr den Kollaps anzusehen und zu
untersuchen, ob eine diagnostische Dingung mit Magnesium den Phloemkollaps
vermeiden oder sogar eine Wiederergriinung der beschadigten Nadeln bewirken konnte.

1994 und 1995 wurde der Boden unter der Fichte F33 jeweils zweimal mit Bittersalz (49 %
MgSQO,, 51% H,0) gediingt. 1995 konnten die ersten Reaktionen der Dlingung an den neu
getriebenen Nadeln beobachtet werden (HocH et al., 1997; SIEFERMANN-HARMS et al.,
1996), nicht aber bei den vorjahrigen Nadeln, die weitgehend vergilbten und Phloemkollaps
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aufwiesen. Erst 1996, als ein Anstieg der Magnesiumkonzentration in den vorjahrigen
Nadeln eintrat (HocH et al, 1997; SIEFERMANN-HARMS et al, 1997 f), blieben die
einjahrigen Nadeln von F33 grin, das Leitbiindel zeigte keinen Schaden (Abb. 50 unten),
und es wurde keine sommerliche Starkeansammlung in den Chloroplasten festgestellt (Abb.
46). FINK (1989, 1991a, 1992) und HANNICK et al, (1993) bekamen vergleichbare
Ergebnisse bei ihren Magnesiumdiingungsversuchen, der Phloemkollaps unterblieb. Aber
weder in den Versuchen von HANNICK noch im vorliegenden Magnesiumdiingungsversuch
konnte eine Wiederergrinung der schon geschadigten Nadeln erreicht werden: die
zweijahrigen Nadeln blieben gelb im Gegensatz zu den einjahrigen (vorjahrigen), die nicht
vergilbten, sondern griin blieben.

Nach diesen Befunden stellte sich die Frage nach der Ursache der Veranderungen im
Leitbtindel unter Magnesiummangel und dem Zusammenhang zwischen Phloembeladung
und Magnesiummangel. Wie schon erwahnt, wird angenommen, dafl Akkumulation von
Starke im Mesophyll auf eine mangelhafte Phloembeladung zurtickzufiihren ist, welche mit
dem Phloemkollaps und Magnesiummangel zusammenhangt (EINIG und MEHNE-JAKOBS,
1997; FINK, 1992; FORSCHNER et al., 1989; HANNICK et al., 1993; MATYSSEK et al., 1992).
Die in den letzten Jahren durchgefihrten Forschungen haben gezeigt, dall es
pflanzenspezifisch (Auhuber, personliche Mitteilung; GAMALEI, 1991) zwei verschiedene
Wege der Phloembeladung gibt (ESCHRICH und FROMM, 1994), einen apoplastischen und
und einen symplastischen. Beim apoplastischen Weg wird die Saccharose, die
Hauptzuckerform im Phloem der meisten Pflanzen (ZIMMERMANN und ZIEGLER, 1975), via
Saccharose-Protonen-Symport ins Phloem transportiert (GIAQUINTA, 1980; VAN BEL, 1993).
Dieser  Cotransporter ladt  osmotisch aktive  Saccharose  gegen einen
Konzentrationsgradienten in das Phloem ein (WARD et al., 1998). Die fir diesen aktiven
Transport notwendige Energie wird von einer membrangebundenen H*-ATPase (BOUCHE-
PILLON, 1994) durch Hydrolysierung von ATP geliefert. Bis zu 90% des Magnesiums einer
Pflanzenzelle kommt als Mg-ATP-Komplex vor (YAzAKI et al., 1988) und dies ist das
Hauptsubstrat der ATPasen (REA und SANDERS, 1987). Damit ist die apoplastische
Phloembeladung Magnesium-abhéngig. Unter starkem Magnesiummangel kann keine
Phloembeladung stattfinden, was zu Phloemkollaps und zur Starke-Akkumulation in den
Chloroplasten der Mesophylizellen fuhren konnte. Dies wirde die Hypothese von FINK
(1992, s. 0.), daB Magnesiummangel zum Phloemkollaps fiihrt, bestatigen. Anderseits
zeigen die  'C-Mikroautoradiographie-Versuche  von  BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER
(1989, 1990 und 1997), dafl3 in Coniferen und insbesondere in der Fichte (aber auch bei
manchen Angiospermen) die Phloembeladung auf symplastischem Weg erfolgt. Tatséchlich
wurden H*-ATPasen, die mit einer apoplastischen Phloembeladung in Beziehung stehen, in
den Nadeln der hier untersuchten Fichten durch Immunmarkierungen nicht nachgewiesen
(BoXLER-BALDOMA und HEUMANN, unverdéffentliche Ergebnisse).

Symplastische Phloembeladung steht mit hoherer Plasmodesmatahaufigkeit in Verbindung

(BOoTHA und CRoOsSS, 1997, EVERT et al., 1996; Lucas et al., 1996; GAMALEI et al., 1994;
TURGEON 1996; WANG 1995). BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER (1989 und BLECHSCHMIDT-
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SCHNEIDER et al., 1997) postulierte, daf? die Assimilate in den Fichtennadeln vom Mesophyll
symplastisch via Endodermis und Transfusionsparenchym in die Strasburger Zellen
wandern. Von dort aus werden sie Uber globuldre Plasmodesmenfelder (die sog. "Globe
Pits") direkt in die Siebzellen geladen. Dafiir sprechen die hohe Anzahl an Plasmodesmen
zwischen diesen Zellen und die Ultrastruktur der globularen Plasmodesmenfelder mit ihren
netzwerkartigen Verzweigungen in der verdickten Zellwand und deren Verbundschaltungen
auf Hohe der Mittelllamelle (s. Abb. 30). Verbindungen vom endoplasmatischen Retikulum
Uber die sekundaren globularen Plasmodesmen zu den reifen funktionsfahigen Siebzellen
(Abb. 26) sind bei Fichtennadeln (BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER, 1989; 1990 und
BLECHSCHMIDT-SCHNEIDER et al., 1997), und Kiefernadeln (PARAMESWARAN und LIESE,
1970; CARDE, 1974) nachgewiesen, aber auch im axialen Phloem mancher Coniferen
beobachtet worden (NEUBERGER und EVERT, 1974; ScHuLz, 1990). Durch die
Plasmodesmen kdnnen Partikel bis zu 1kDa flieRen (LUCAS, 1995), und durch Veranderung
ihrer Grolze kénnen Makromolekile wie mRNA (Lucas, 1995) oder sogar intakte Virionen
hindurchgehen (MAULE, 1991). Es ist trotzdem schwer, sich vorzustellen, wie ein gegen
einen  Konzentrationgradienten  gerichteter Transport symplastisch  durch die
Plasmodesmen geschehen kann. GAMALEI et al., (1994) hat folgenden Mechanismus
vorgeschlagen: Durch eine Subkompartimentierung der zu transportierenden Zucker kann
der Konzentrationsgradient im Cytoplasma erniedrigt werden. Dies wirde bedeuten, daf}
das Magnesium nicht direkt bei der Phoembeladung, und damit beim Phloemkollaps,
sondern bei anderen cytoplasmatischen Prozessen eine Rolle spielt.

Das Magnesium ist als Begleiter von ATP und als Cofaktor mancher Enzyme (Kinasen,
Phosphatase, PEP-Carboxylase, Aminoacyl-tRNA-Synthase, etc.) wichtig bei der
Regulation des Stoffwechsels von Kohlenhydraten, Lipiden und Proteinen. Magnesium ist
fur die Stabilisierung der Ribosomenuntereinheiten notwendig (CAMMARANO et al., 1972),
oder bei der Replikation und Translation von DNA. Auch das Chlorophyll und seine
Synthese wie sein Abbau (ver)-brauchen Magnesium (WALKER und WEINSTEIN, 1991;
LANGMEIER, et al., 1993). Die Modulation von Rubisco in den Chloroplasten ist Magnesium-
und pH-abhangig (PIERCE, 1986). Magnesium ist zudem wichtig bei der Aufrechterhaltung
mancher Schutzmechanismen, wie z. B. der Synthese von Glutathion als Antioxidans
(BERMANN und RENNENBERG, 1993; POLLE et al, 1992). Das Magnesium (Magnesium-
Pektat) der Zellwand alterer Nadeln ist das erste, was bei Magnesiummangel mobilisiert
wird, um jungere Zellen zu versorgen. Dies kann zu einer strukturellen Schwéachung der
Zellwand  fuhren. Alle diese Beispiele konnen in  Beziehung mit den
Vergilbungserscheinungen der Fichte am Schoéllkopf stehen.

Magnesiummangel verursachte bei Mais (Zea mays) und Bohnen (Phaseolus vulgaris)
keinen Phloemkollaps (AUHUBER, personliche Mitteilung). Wenn Magnesiummangel bei
Fichte F33 nicht direkt mit dem Phloemkollaps zusammenhangen sollte, stellt sich die
Frage, ob weitere abiotische Faktoren den Phloemkollaps beeinflussen kdénnten. Nadeln
von Fichtenclonen aus Langzeit Open-Top Kammerversuchen, die mit Ozon behandelt
wurden (von 0,4 bis 102 pg / m*, 7 Stunden am Tag und 5 Vegetationsperioden), zeigten
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Veranderungen in den Stral3burgerzellen aber kollabiertes Phloem wurde nicht beobachtet
(SELLDEN et al., 1997). Im Gegensatz dazu fanden WELLBURN und WELLBURN (1994) bei
den jungsten Nadeln von Kiefern (Pinus halepensis Mill.), die mit hohen
Ozonkonzentrationen (160-225 pg/m® episodenhaft iiber zwei Vegetationsperioden
behandelt wurden, =zusatzlich zu der Starke-Akkumulation im Mesophyll einen
Phloemkollaps im Sommer. Ahnliche Ergebnisse erhielt GONTHARD-GOERG et al., (1993).
Hier wurden junge Birkenclone (Betula pendula) mit verschiedenen Ozonkonzentrationen
(0 —200 pg / m®) Uber eine Vegetationsperiode behandelt. Die Behandlung fiihrte zu
Starke-Akkumulation in  den Zellen der Bindelscheide und den benachbarten
Mesophyllzellen sowie zu verformten, zerquetschten und kollabierten Siebzellen. Die
Kambiumflache nahm mit grél3eren Ozondosen ab.

4.3.2.3. Auswirkung der Beschattung auf den Phloemkollaps

Die oben dargestellten Befunde deuten darauf hin, daf3 sich nicht nur Magnesium, sondern
auch andere abiotische Faktoren auf die Phloembeladung und den Phoemkollaps
auswirken kénnen. In Freilandversuchen ist es sehr schwierig, Fichten gezielt mit Ozon zu
behandeln. Wesentlich einfacher war es, die Lichtintensitat mittels einer regendurchlassigen
Plane herabzusetzen, d h. beide untersuchten Fichten z. T. zu beschatten. Wahrend des
ganzen Versuches blieben alle anderen Stressoren (Ozon, Magnesiummangel) gegeniber
den lichtexponierten und beschatteten Nadeln unverandert. Die Beschattung begann am
24.05.1994, d. h. kurz vor Beginn des Vergilbungsprozesses. Bei der néchsten
Probenahme am 14.06.1994 waren die lichtexponierten Nadeln schon deutlich vergilbt. Die
Beschattung dauerte bis Ende der Vegetationsperiode 1994. Dieser Versuch brachte
Uberraschende neue Ergebnisse (Tafel 10 I und Il). Gleich nach Beschattungsbeginn fiel
das Phloem zusammen und die Kambiumzellen begannen sich zu vergréRern und zu teilen.
In den folgenden Wochen verbesserte sich zwar der Zustand des Phloems, nicht aber der
des Kambiums, welches sich jedoch auch nicht verschlechterte. Eine Erholung des
Phloems bei Langzeitbelastung mit Ozon wurde von WELLBURN und WELLBURN (1994) an
Kiefernadeln (Pinus halepensis Mill.) beobachtet.

Die Befunde des Beschattungsversuchs kénnen anhand der oben genannten Hypothese
erklart werden. Durch die pl6tzliche Beschattung (Reduktion der PhotonenfluRdichte auf
15 % des Standortlichtes) der schon geschadigten Nadeln von F33 unterschritt die
Produktion von Photoassimilaten die Menge, mit der das Phloem noch héatte beladen
werden kdnnen. Dadurch erhielten die Sink-Organe weniger Kohlenhydrate, was wiederum
die "Signalmechanismen" einschaltete. Damit wurden die Kambiumzellen veranlaf3t, sich zu
vergroRern und zu teilen. Parallel nahm der Turgordruck des Phloems ab und dadurch
fielen die Siebzellen zusammen. Allerdings handelte es sich in dieser Anfangsphase um
keinen irreversiblen Prozel3. Sobald die Mesophylizellen sich an die neuen fir den Erhalt
des Photosyntheseapparats glnstigeren Bedingungen angepaldt hatten, begannen sie
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geniugend Photoassimilate zu produzieren, die nach Transport ins Phloem den Tugordruck
der Siebzellen erhéhten und damit zur Wiederherstellung eines normalen Phloems fiihrten.
Die Verbesserung der Beladung mit Assimilaten war gegenuber ihrer verstarkten
Produktion verzogert, wie die transiente Erhéhung der Starkekornflache der beschatteten
Nadeln von F33 Anfang Juli 1994 zeigt (Abb. 46 unten). Die Beschattung verhinderte den
Abbau des Thylakoidmembransystems in den Mesophylizellen und den Phloemkollaps im
Zentralzylinder. Die beschatteten Nadeln von F33 blieben griin. Bei all diesen Vorgangen
blieb der Gehalt an nicht Chlorophyll-gebundenem Magnesium auf gleich niedrigem Niveau
wie bei den lichtexponierten Nadeln (SIEFERMANN-HARMS et al.,1997 f). Dies belegt, dal
Phloembeladung und Phloemkollaps nicht allein auf Magnesiummangel zurlickzufiihren
sind. Durch Beschattung konnte bei den Nadeln jedoch der ,gesunde Zustand“ nicht
vollstdndig wiederhergestellt werden. PS Il wies weiterhin signifikante Stérungen auf
(SIEFERMANN-HARMS et al. 1997 f) und das Kambium zeigte sich hypertroph, wenn auch in
wesentlich geringerem Malf3 als in den lichtexponierten Nadeln von F33. Diese Ergebnisse
zeigen, daf sich Mineralmangel nicht unbedingt von innen nach auf3en auswirkt.

Ein weiterer Befund, welcher bei Fichten sehr selten beschrieben worden ist, ist eine
erhohte Lignifizierung von Zellwanden des Mesophylls (SANDERMANN et al., 1998). In den
lichtexponierten und vergilbten Nadeln von F33 im Herbst 1994 und 1995 war eine
Lignifizierung der Zellwande der Mesophyllizellen zu beobachten. Auch manche
Kambiumabkémmlinge zeigten eine verstarkte Lignifizierung (Tafel 4). Ozon bewirkt eine
Erhéhung der Aktivitat der Cinnamylalkoholdehydrogenase , ein Schlisselenzym der
Ligninsynthese (LANGE et al., 1995; SANDERMANN et. al, 1998). Interesant ist in diesen
Zusammenhang, daf3 bei den beschatteten Nadeln keine zusatzliche Lignifizierung
beobachtet wurde, obwohl sie der gleichen Menge an Ozon ausgesetzt waren. PELL et al.,
(1997) nehmen an, daR die Lignifizierung ein Schutzmechanismus fir die Pflanze ist,
welcher sie vor weiteren Oxydationen abschirmt. Diese Erklarung ist hier unbefriedigend,
weil die Lignifizierung bei den Mesophylizellen von F33 im Herbst stattfand, als die
Chloroplasten kaum mehr Thylakoide aufwiesen und die Vergilbung schon vollzogen war.
Eine weitere Mdglichkeit wéare der Schutz gegen mogliche biotische Schaden. Die
Lignifizierung im Kambiumbereich kdnnte auch im Zusammenhang mit Wasserstress
stehen, da Wasserstress Veradnderungen der Nadelstruktur und Nadelphysiologie
verursacht (PALOMAKI et al., 1994; KARLSSON et al., 1997).
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Kapitel 5

Zusammenfassung

In Baden-Wrttemberg ist der Schwarzwald das Hauptgebiet der neuartigen Waldschaden.
Die Fichte liegt mit 21% deutlich geschadigter Flache lber dem Landesschnitt dieser
Baumart. Der Schollkopf bei Freudenstadt ist ein sogenanntes Reinluftgebiet. Geringe
Magnesiumvorrate im Boden und hohe Lichtintensitaiten gehdren zu den dort
vorkommenden natirlichen Stressoren. Eine betréchtliche Ozonbelastung kennzeichnet
das Gebiet. An diesem Standort wachsen visuell gesunde neben geschadigten Fichten,
letztere zeigen die fir die Montane Vergilbung typischen Schadsymptome von
Nadelvergilbung und Nadelverlust. Im Rahmen der 1. Interdisziplinaren Freilandstudie am
Standort Freudenstadt-Schoéllkopf (1989-1991) wurden anhand mehrerer physiologischer
und biochemischer Parameter der Standort und die Schadsymptome der dort wachsenden
Fichten charakterisiert, nicht aber die zeitliche Aufeinanderfolge von Vorgangen, die im
Laufe der Vergilbungsprozesse auftreten. Diese wurden in der 2. Interdisziplinaren
Schollkopf-Studie (1993-1996) untersucht. Zum ersten Mal wurden in diese Studie
zwischen 1994 und 1996 Untersuchungen zur Struktur und Ultrastruktur der Chloroplasten
und des Zentralzylinders einbezogen. Die Zentralfrage dieser Arbeit war damit, die zeitliche
Aufeinanderfolge von morphologischen Verdnderungen der Chloroplasten und des
Zentralzylinders aufzuklaren, die zum Vergilben bzw. zur Ergrinung der Nadeln einer Fichte
fuhren. Weitere Fragestellungen waren die Auswirkung einer diagnostischen
Magnesiumdingung sowie einer Beschattung der Fichtennadeln auf die Vergilbung zu
untersuchen. Fir diesen Zweck wurden neben lichtmikroskopischen (Hellfeld- und
Fluoreszenzmikroskopie) und elektronenmikroskopischen Methoden neue
morphometrische, computerunterstitzte MelRmethoden entwickelt, mit denen graduelle
Veranderungen von strukturellen Parametern in statistisch absicherbaren Daten erfaf3t
wurden.

Die drei abiotischen Stressoren (erhdhte Ozonkonzentration, hohe Lichtintensitat und
Magnesiummangel), die am Standort Schollkopf vorkommen und dort ihre negative Wirkung
entfalten, verursachen makroskopisch eine abrupte Vergiloung der lichtexponierten
vorjahrigen Nadeln der Fichte F33 (F33) in der Vegetationsperiode 1994 und 1995, nicht
aber der vorjahrigen Nadeln der Kontrollfichte K3 (K3). Es sind drei mogliche
Einwirkungsbereiche abiotischer Stressoren bekannt. Der erste Bereich ist die Epidermis
mit ihren Wachsen und Kutikula. Hier wurden keine Verdnderungen zwischen den beiden
untersuchten Fichten beobachtet.

Der zweite Einwirkungsort ist das Mesophyll. Lichtmikroskopische Untersuchungen liel3en
keine Veranderungen erkennen. Der einzige Unterschied war, dafl im Sommer mehr
Starkekorner in den vergilbten Nadeln von F33 vorhanden waren. Im submikroskopischen
Bereich jedoch waren die Vergiloung wie die Ergrinung von deutlichen Veranderungen



begleitet, die nur an den Chloroplasten zu erkennen waren. Diese sind einem im
Jahresverlauf immer wiederkehrenden Zyklus von Verédnderungen unterworfen. Ein
Uberraschendes Ergebnis dieser Arbeit ist der Befund, daf3 die Thylakoidschnittflache der
Chloroplasten von K3 wahrend der Ergrinungsphase nicht zunahm, obwohl der
Chlorophyllgehalt der Nadeln auf das Doppelte anstieg (SIEFERMANN-HARMS et al., 1997 e,
Anhang 6). Die Untersuchungen zur Organisation der Thylakoide ergaben, daf3 sich
wahrend der Ergrinung ein ausgedehnteres und dichter gepacktes Membransystem
entwickelt hatte. Trotz erhohter Lichtintensitat bildeten sich hoher gestapelte Grana. Die
Anzahl von Chloroplasten blieb aber bei den Nadeln von K3 sowie bei denen von F33
unveréndert. Ein ganz anderes Bild zeigten die Chloroplasten der Fichte F33. Es konnte
festgestellt werden, dal® die Vergilbung am Schollkopf in zwei Phasen ablief. In der ersten
Phase, die sich von Ende April bis Juli erstreckte, nahmen die GréRRe der Chloroplasten und
das Thylakoidsystem parallel und proportional ab. In der zweite Phase, von August bis
Ende Oktober, veranderte sich die Gréf3e der Chloroplasten nicht, setzte sich der weitere
Membranabbau der Chloroplasten jedoch fort. Am Ende der Vegetationsperiode waren die
Chloroplasten der vergilbten Nadeln von F33 im Vergleich zur K3 kleiner, rund und besalRen
nur ein sehr rudimentares Membransystem ohne Granathylakoide. Dies wurde von
Verédnderungen im Kohlenhydratstoffwechsel begleitet, die sich in einer sommerlichen
Starkeakkumulation widerspiegelten.

Der dritte Einwirkungsort abiotischer Stressoren ist der Zentralzylinder. Die Leitblndel der
Nadeln von F33 wiesen schwerwiegende Veranderungen auf. Hier waren ebenfalls zwei
Phasen festzustellen. In der ersten Phase kollabierten die Siebzellen, und die
Kambiumzellen zeigten erste Formveranderungen. Damit war die Beladung von Assimilaten
ins Phloem und ihr Transport zu den "source"-Organen beeintrdchtigt. In der zweiten
Phase vollzog sich der Phloemkollaps unter Quetschung der Siebzellen durch die
hypertrophierten Abkommlinge des Kambiums. Dieser Vorgang konnte z. B. durch
Hormone induziert sein, um neue Strasburgerzellen zu erzeugen, die die Phloembeladung
und damit die Versorgung der Pflanze mit photosynthetischen Assimilaten sichern kdnnten.
In den Herbstproben der vergilbten Nadeln wurden im Bereich des Kambiums Zellen mit
lignifizierten Zellwanden gefunden.

Eine Beschattung (1994) sowie eine Magnesiumdiingung (1994 und 1995) bewirkten die
Ergrinung der Nadeln von F33, d. h., makroskopisch blieben die Nadeln grin. Wahrend
sich jedoch die Beschattung sofort auswirkte, denn bereits 1994 besal? F33 neben
lichtexponierten vergilbten Nadeln auch beschattete, griine Nadeln, entfaltete die
Magnesiumdiingung ihre Wirkung erst in der Vegetationsperiode 1996. In diesem Jahr
blieben alle vorjahrigen Nadeln von F33 grin. Beide Behandlungen verhinderten die
sommerliche Starkeakkumulation. Nach Einwirken der Magnesiumdiingung wiesen die
Chloroplasten von F33 im Vergleich zu K3 mikroskopisch vergleichbare morphometrische
Parameter auf: In ihrer Thylakoidorganisation wiesen sie héhere Granathylakoide auf. Sie
behielten ihre Spindelform bei. Im Zentralzylinder unterblieb bei der Magnesiumdiingung
der Phloemkollaps. Bei der Beschattung fand jedoch eine proportionale Verringerung der
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Zusammenfassung

ChloroplastengréRe und des Thylakoidsystems statt. Granathylakoide waren trotz eines
Membranabbaus vorhanden. Die Chloroplasten behielten auch hier ihre Spindelform bei.
Der Phloemkollaps trat einige Wochen nach der Beschattung ein, aber in reversibler Weise
und nicht irreversibel wie bei den lichtexponierten Nadeln. Im Gegensatz zu letzteren war
bei den beschatteten Nadeln im Herbst kein Phloemkollaps mehr vorhanden. Trotzdem
waren die Kambiumzellen der beschatteten Nadeln von F33 hypertrophiert, jedoch nicht in
dem Ausmalf3 wie in den Jahren zuvor bei den vergilbten Nadeln.

Die hier dargestellten Befunde zeigen, dal3 die Vergilbung selbst wenig spezifisch fur die
einzelnen Stressbedingungen zu sein scheint. Deshalb kann anhand des Schadensverlaufs
zwischen Luftschadstoffen und Magnesiummangel als verursachendes Prinzip nicht
unterschieden werden. Die Vergilbung der Fichte F33 am Standort Schollkopf ist auf eine
synergistische Wirkung der abiotischen Faktoren, Ozon und Magnesiummangel
zuruckzufuhren. Die Fichten der Montanen Hohenstufen des Mittleren Schwarzwaldes
haben sich an hohe Lichtintensitaten, erhdhte Ozonkonzentrationen und niedrigen
Magnesiumgehalt angepal3t, wie die Fichte K3 beweist. Sie war in den untersuchten
Vegetationsperioden immer griin. Solche Fichten befinden sich im Eu-Stress. Im Gegensatz
dazu befand sich die Fichte F33 im Dis-Stress. Dies wurde durch die Erhéhung eines der
schadigenden Faktoren, in diesem Fall durch erhéhten Magnesiummangel hervorgerufen.
Die Minderung eines Strel3faktors, z. B. durch Dingung oder durch Beschattung fiihrte die
Fichte F33 zum Eu-Stress zurick.
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Anhang 1

Monatsmittelwerte von Niederschlag, Sonnenscheindauer und Temperatur in den Jahren
1993-1996 und im langjahrigen Mittel (1961-1990). Daten der Wetterstation Freudenstadt
(Deutscher Wetterdienst, Wetteramt Stuttgart). In: SIEFERMANN-HARMS et al. (1997 a).



Anhang 2

Standort :';'srromg'smes H* SO~ NOs NH,*
Rotenfels 1988/89 2,04 2,36 2,27 1,17
Gegenbach 1,06 1,54 1,19 0,55
Schauinsland 1,47 1,93 1,50 0,63
Freudenstadt

-Schollkopf 0,56 1,22 0,78 0,38

-Kirschkopf 0,56 0,88 0,46 0,14
Rotenfels 1990/91 1,57 1,48 0,99
Gegenbach 1,24 1,15 0,57
Schauinsland 1,34 1,14 0,53
Freudenstadt

-Schollkopf 0,57 0,95 0,64 0,36

-Kirschkopf 0,54 0,84 0,48 0,20

(kmol lonenaquivalent / ha x Jahr)

Stoffdeposition unter Fichte — Vergleich des Standorts Freudenstad-Schéllkopf mit anderen
Scwarzwaldstandorten (Daten von HOCHSTEIN und HILDEBRAND, 1992 und in BITTLINMEIER
et al. 1995)



Anhang 3

Max. Halbstundenwert
Monatsmittclwert S()2
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Monatsmittel- und maximale Halbstundenwerte von SO,, NO, und O; oberhalb des
Baumkronenbereichs am Standort Freudenstadt-Schollkopf. (Daten von AG Baumbach.
Lage des MelRturms vergl. Abb. 1 von BAUMBACH und BAUMANN 1995). In: BITTLINGMEIER
etal. 1995



Anhang 4
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Tagesmittelwerte der Ozonkonzentration in den Jahren 1993 — 1996 an de UMEG-Mel3stelle
am Nordrand von Freudenstadt. Quelle: UMEG, Landesweites MeRRnetz. In: SIEFERMANN-
HARMS, 1997 a.



Analyse der Bdden unter Fichte 33 und Fichte K3

Anhang 5

Fichte F33 Fichte K3
Winter 90/91  17.10.95 16.07.96 17.10.95 16.07.96
Bodentiefe 0 - 5 cm

pH (H20) 4,08 3,78 4,16 3,40 3,63
pH (KCI) 3,48 3,07 3,31 2,67 2,78
C (mg g'l) - 102,00 106,00 108,00 103,00
N (mg g?) - 6,60 7,60 6,50 6,70
P (mgg?) - 0,63 0,57 0,40 0,35
C/N - 15,45 13.95 16,60 15,40
c/P - 161,90 186,00 270,00 294,00
lonenaquivalente (IA, Omol g™) bei lonenaustausch mit 1N NH4CI
H* 4,19 11,19 8,10 29,86 32,43
Na* 1,86 0,56 0,41 0,40 0.23

" 2,27 2,00 2,84 2,08 2,46
ca* 2,60 6,80 29,40 13,50 15,70
Mg 2.76 29,28 27.22 5,49 9,57
Mn?* 20,65 9,93 11,50 0,60 0,50
AP 137,30 130,20 99,60 73,30 60,30
Fe** 0,47 4,93 1,40 6,65 3,10
Effekt. Austausch-
kapazitat (O I1A) 172,10 194,90 180,40 131,80 124,40
Basensattigung (%) 5,50 19,80 33,20 16,30 22,50

Bodentiefe 5 - 10 cm

pH (H20) 4,19 3,92 4,16 3,44 3,64
pH (KCI) 3,58 3,38 3,45 2,68 2,77
C(mggh) - 61,00 62,00 44,00 54,00
N (mg g?) - 4,80 4,90 3,00 4,30
P (mgg?) - 0,62 0,56 0,23 0,25
C/N - 12,70 12,70 14,70 12,60
C/P - 98,00 111,00 191,00 216,00
lonenaquivalente (IA, Omol g™) bei lonenaustausch mit 1N NH4CI
H* 3,36 4,89 4,31 25,88 23,23
Na* 1,97 0,43 0,36 0,24 0,23

" 2,09 1,77 2,13 0,98 1,32
ca* 2,10 2,70 8,40 3,00 2,90
Mg** 2,01 15,92 8,75 1,64 1,86
MnZ* 19,35 16,19 12,12 0,36 0,20
AP 107,30 122,90 115,00 84,60 78,00
Fe** 0,21 0,62 0,46 5,15 2,93
Effekt. Austausch-
kapazitat (O IA) 138,30 165,40 151,50 121,80 110,70
Basenséttigung (%) 5,90 12,60 13,00 4,80 5,70

Daten in: HOCH et al., 1997.



Anhang 6 (I)
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Chl-a-Gehalt (oben, n=4) und Mg-Gehalt (Mitte, n=1) der Nadeln. Untersucht wurden
sonnenexponierte Nadeln der Kontrollfichte K3 (Quadrat) und der geschéadigten Fichte 33
(Kreis) in den Vegetationsperioden 1994 (Nadeljahrgang 1993) bis 1996 (Nadeljahrgang
1995). Die gestrichelte Linie (oben und Mitte) markiert den letzten Probenahmetermin, an
dem der vorjahrige Nadeljahrgang von Fichte 33 noch keine visuell erkennbaren
Vergilbungssymptome zeigte. Mg-Diingung der Fichte 33 in den Jahren 1994 und 1995
bewirkte 1996 eine bessere Mg-Versorgung der vorjahrigen Nadeln und das Ausbleiben der
Vergilbung (unten). Aus SIEFERMANN-HARMS et al. (1997 c).
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Anhang 6 (Il)
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Chl-a-Gehalt (oben, n=4), Mg gesam~ uUnd Mg - Gehalt (Mitte und unten, n=1) von
sonnenexponierten (offene Symbole) und kinstlich beschatteten (geschlossene Symbole)
Nadeln der Fichten K3 (links, Quadrat) und 33 (rechts, Kreis). Mg i : ‘freies’, d.h. nicht Chl-
gebundenes Mg. TS: Trockensubstanz. Der Pfeil markiert den Beginn des
Beschattungsexperiments (24.5.1994). Nadeljahrgang 1993; Vegetationsperiode 1994. Aus
SIEFERMANN-HARMS et al. (1997 c).
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