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1 Einleitung

1.1 Familie der Orchidaceae (Knabenkrautgewachse)

1.1.1 Systematische Stellung im Pflanzenreich

Die Familie der Orchideen gehért zur Gruppe der einkeimblattrigen Pflanzen
(Monokotyledonae) (Dressler, 1987) und ist mit ungefahr 782 Gattungen und 18300
bekannten Arten (Fischer et al., 2008) nach den Korbblutlern die zweitgrof3te
Angiospermenfamilie und die gré3te Familie unter den Monokotylen (Fischer, 20086,
Atwood, 1986). Die Angaben zur Artenzahl der Orchideenfamilie unterscheiden sich
sehr stark in den verschiedenen Literaturwerken; sie reichen von 12 000 bis uber
35 000 Arten. Unter Bertcksichtigung vieler Unklarheiten erscheint die Annahme
plausibel, dass es etwa 20 000 bis 25 000 Orchideenarten gibt (Dressler, 1987,
Atwood, 1986). Das von R. L. Dressler 1981 veréffentlichte Klassifikationssystem fir
Orchideen teilt die Familie in 6 Unterfamilien und 21 Stamme (Arditti, 1992).

Fossilfunden zufolge haben sich die ersten bedecktsamigen Blutenpflanzen in der
Kreidezeit vor 130 bis 145 Millionen Jahren entwickelt (Nabors, 2007). Im Gegensatz
dazu sind die ersten Vorlaufer der Orchideen erst vor etwa 85 Millionen Jahren im
heutigen Gebiet von Indonesien entstanden (Rysy, 1985). Da es sich bei Orchideen
ausschlief3lich um krautige Pflanzen handelt, sind sie nur selten als Fossilien erhalten
geblieben. Deshalb sind fossilisierte Orchideen kaum in Sedimentgesteinen zu finden
und stellen auch dann nur eine eher fragwirdige Quelle zur Erforschung der
Orchideenevolution dar, weil die Ahnlichkeit zwischen ihnen und rezenten
Orchideenarten meist nur oberflachlich zu sein scheint (Arditti, 1992). Die Vorlaufer
der heutigen Orchideen wiesen ausschlie3lich eine terrestrische Lebensweise auf.
Die Entwicklung zum epiphytischen Dasein fand vor ca. 65 Millionen Jahren statt
(Silvera et al., 2009) und stellt eine Anpassung an periodisch trockenes Klima und
schlechte Nahrstoffverfugbarkeit dar (Gravandeel et al., 2004). Der erdgeschichtlich
alteste fossile Orchideenfund ist ca. 15- 20 Millionen Jahre alt (Santiago et al., 2007).
Alle heute lebenden Arten der Orchidaceae sind international geschitzt, da sie unter
die besonderen Schutzbestimmungen des Washingtoner Artenschutziiberkommens
fallen (CITES, 2012).
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1.1.2 Verbreitung und Lebensweise

Nach ihrer Entstehung im tropischen Asien sind Orchideen heutzutage bis auf die
Wistengebiete und die Gebiete des ewigen Eises auf der ganzen Erde verbreitet
(Rysy, 1985). Meist sind es humusliebende Stauden, die in den gemafRigten Breiten
nur terrestrisch, d.h. im Boden wurzelnd (geophytisch) vorkommen (Fischer 2006).
Die meisten Arten (ca. 90%) (Rysy, 1985) findet man jedoch in den humiden Tropen,
wo sie als Epiphyten auf anderen Pflanzen oder Pilzen leben (Fischer, 2006).
Orchideen bilden wahrend ihrer Embryonalentwicklung kein Keimblatt aus, da hier
die Samenkeimung in besonderer Weise abgeandert ist (Brieger et al., 1992). Das
namengebende Grundcharakter der monokotylen Pflanzen kann daher bei den
Orchidaceen nicht festgestellt werden (Brieger et al., 1992). Wie 80% aller
Landpflanzen (Bothe & Hildebrandt, 2003) leben Orchideen in Symbiose mit
endotrophen Mykorrhiza-Pilzen (Fischer, 2006). Die Pilzhyphen durchdringen zwar
die Zellwande der Pflanzen, dringen aber nicht wie schadigende Pilze in den
lebenden Bestandteil (das Cytoplasma) der Pflanzenzellen ein (Bothe & Hildebrandt,
2003). Orchideen sind auf diese Pilzsymbiosen angewiesen (Stitzel, 2006). Die
mikroskopisch kleinen Samen besitzen nur wenig oder kein Nahrgewebe (Rysy,
1985). Sie wirden bald nach der Keimung absterben, wenn sie nicht schon in einer
frihen Phase von den Pilzhyphen erndhrt wirden (Bothe & Hildebrandt, 2003). Die
einfache Struktur der primitiven Samen und die obligatorische Pilzsymbiose sind
charakteristisch fur alle Vertreter aus der Familie und sind physiologisch eng
miteinander verbunden (Brieger et al., 1992). Orchideen sind auch spater noch stark
von der Nahrstoffversorgung durch die Pilzhyphen abhéangig (Stitzel, 2006, Brieger
et al.,, 1992). Eine optimale Nahrstoffversorgung im Substrat ist flr Orchideen unter
Umstanden negativ, denn sie unterdriickt die Ausbildung von Mykorrhiza. Da
Orchideen ohne die Pilze nicht mehr leben konnen, sterben sie ab, wenn
Magerwiesen gedingt oder die Pflanzen an sehr nahrstoffreichen Standorten
eingepflanzt werden (Bothe & Hildebrandt, 2003).
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1.1.3 Botanische Merkmale

Orchideen besitzen als einkeimblattrige Pflanzen parallelnervige Laubblatter (Rysy,
1985). Diese sind wechselstandig angeordnet und in den meisten Fallen ungestielt,
einfach und ganzrandig (Fischer et al., 2008). Die Infloreszenz ist meist als Ahre oder
seltener als Traube ausgebildet. Die Blutenformel lautet: |P3+3 (Al G(3)) (Fischer,
2006). Die zwittrigen Lilienbluten besitzen drei &uf3ere und drei innere Perigonblatter
(Fischer et al., 2008). Die 3 Tepalen des aulReren Kreises werden oft als Sepalen
bezeichnet, weil sie sich meist stark von den 2 paarigen Tepalen des inneren Kreises
(Petalen) unterscheiden (Fischer, 2006). Das mittlere Kronblatt ist zu einer Lippe
(=Honiglippe, =Labellum) umgebildet, unterscheidet sich stark von den anderen,
meist kleineren Blutenhdllblattern (Fischer et. al, 2008) und ist nicht selten gespornt
(Fischer, 2006). Alle Bliten sind daher zygomorph (Rysy, 1985). Wahrend die
,hormale“ Monokotylenblite eine radiare Symmetrie und daher mehr als 2
Symmetrieebenen besitzt, vermag nur die Mediane einer jeden Orchideenbliite diese
in 2 spiegelbildlich gleiche, links und rechts gelegene Halften zu zerlegen (Brieger et
al., 1992). Bei den meisten Orchideenarten drehen sich die Knospen zur Zeit der
Anthese um 180° (Resupination), so dass sich die Lippe an der Unterseite der
gedffneten Blite befindet (Dressler, 1987). So eignet sich die Blite besser als
Landeplatz fur Bestauber (Fischer et al., 2008). Der unterstandige Fruchtknoten ist
durch diese Resupination meist seilartig verdreht (Fischer, 2006). Die Vertreter
dieser Familie besitzen meist nur ein fruchtbares Staubblatt, das auf der Blite immer
der nach unten gedrehten Lippe gegenibersteht (Dressler, 1987). Staubblatt und
Griffel bilden zusammen einen saulchenartigen Komplex, der als Gymnostemium
bezeichnet wird (Fischer, 2006). Die Pollenkérner sind zu Pollinien
zusammengeklebt (Rysy, 1985; Arditti, 1992, Brieger et al.,, 1992). Die Narbe
entspricht zwei Narbenlappen, der 3. ist zum sogenannten Rostellum umgewandelt
und dient den Pollinien als Haftorgan (Fischer et al., 2008). Die Frucht der
Orchidaceae ist eine Kapsel (Fischer, 2006), die zahlreiche mikroskopisch kleine
Samen enthalt, die aus unentwickelten Embryonen ohne N&hrgewebe bestehen
(Rysy, 1985). Die Keimung kann daher nur mithilfe von symbiontischen Bodenpilzen
erfolgen (Mykotrophie) (Fischer et al., 2008).
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1.1.4 Genus Bulbophyllum

Bulbophyllum ist mit ca. 1200 Arten die artenreichste Gattung der Familie und gehort
auch zu einer der formenreichsten Subtriben, den Bulbophyllinae (Brieger et al.,
1992). Ihr Verbreitungsschwerpunkt liegt in Stidostasien einschlie3lich der Inselwelt
von Malaysia und Indonesien sowie Papua-Neuguinea (Vermeulen, 1991).
Bulbophyllum ist eine von wenigen Orchideengattungen, die pantropisch zu finden ist
(McDonald & Lim, 2002). So kommen viele Arten auch in den Tropen Afrikas
einschlie3lich Madagaskars, in Mittel- und Sudamerika sowie in Australien und
Neuseeland vor (Brieger et al, 1992). Die hohe Artenzahl und das riesige
Verbreitungsgebiet ermoglichen eine aul3ergewohnliche Vielfalt von vegetativen und
generativen Merkmalen (Sieder, 2001). Zahlreiche Bulbophyllum-Arten besiedeln in
den tieferen Lagen die immergrinen Regenwaldgebiete, bevorzugt werden aber
Nebelwalder in 1500 bis 2500 Metern Seehdhe (Brieger et al, 1992).

Der Name Bulbophyllum (von griechisch ,bulbos“ = Knolle und ,phyllon“ = Blatt)
bezieht sich auf das Erscheinungsbild typischer Vertreter der Gattung (Sieder, 2001).
Bulbophyllum-Arten bilden an einem kriechenden Rhizom Pseudobulben (Dressler,
1993), an deren Spitze sich 1-2, in seltenen Fallen 3, winzige bis gréRRere Blatter
befinden (Brieger et al, 1992). Das dorsale Sepalum ist frei und nicht mit den
seitlichen verwachsen (Brieger et al., 1992). Die Lippe ist meistens zungenformig
(McDonald & Lim, 2002), haufig konvex, gerade oder gebogen, aber niemals rundlich
oder langlich vertieft (Brieger et al., 1992). Sie ist fast ausnahmslos beweglich und
fast immer als regelrechtes Schaukellabellum ausgebildet. Uber ein Gelenk oder
Bandchen ist sie mit dem stark verdickten Saulenfuld verbunden (McDonald & Lim,
2002). Die Saule ist meist kurz und dick und besitzt kein verlangertes,
aufwartsweisendes Rostellum. Die Antheren sind nicht hornartig verlangert. Die
Infloreszenz ist niemals doldig oder trugdoldig. Sie kann ein- bis vielblutig, kurz- oder
langgestielt sein. Das dorsale Sepalum weist keine durchsichtigen Flecken auf
(Brieger et al., 1992). Die Blutengrol3e reicht von den 3mm grof3en Bliten der oft als
kleinste Orchidee bezeichneten B. minutissimum F. Muell. aus Australien bis zu
30cm bei B. echinolabium J.J. Smith aus Sulawesi (Sieder, 2001). Der Habitus, die

Infloreszenz und die Blutenstruktur sind ungewohnlich vielfaltig (Brieger et al., 1992).
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1.1.5 Bulbophyllum lobbii

Bulbophyllum lobbii Lindl. ist nach neuerer Literatur in die Sektion Sestochilus
(Breda) Benth. & Hook.f. einzuordnen (Hochschartner, 2006). Zur Sektion
Sestochilus werden 45 (Seidenfaden et al., 1990) bis 65 (McDonald & Lim, 2002)
verschiedene Arten mit einem Verbreitungsgebiet von Nepal tber Hinterindien und
die Sundainseln bis nach Neuguinea und die Philippinen bzw. bis nach China gezéhlt
(Seidenfaden et al., 1990). Die meisten Arten sind grof3e Epiphyten mit kriechendem
Rhizom und deutlich ausgepragten Pseudobulben (Comber, 1990). Die Sektion
Sestochilus unterscheidet sich in einigen Punkten von anderen Bulbophyllum-
Sektionen. Die Kronblatter sind eher grof3, in den meisten Fallen mehr als halb so
grol3 wie die Kelchblatter, statt klein (wie bei Sektion Ephippium) und glatt statt
behaart (bei Sektion Hirtula). AulRerdem werden bei Sestochilus deutliche
Pseudobulben ausgebildet, im Gegensatz zu den unscheinbaren bei der Sektion
Aphanobulbon (Seidenfaden et al., 1992). Die meisten Bliten dieser Sektion
produzieren einen angenehmen Duft, andere haben einen fauligen Geruch. Die
Duftstoffe locken potentielle Bestauber, wobei es sich vorwiegend um Fliegen
handelt, an (Comber, 1990). Interessanterweise nehmen mannliche Fliegen beim
Pollensammeln chemische Verbindungen aus dem Blitengewebe auf und wandeln
sie in Pheromone um, die wiederum weibliche Fliegen zur Blite locken (Cheiri:
Nishida et al., 2004). Auch das Labellum spielt eine entscheidende Rolle bei der
Anlockung von Bestaubern. Einige Autoren nehmen an, dass durch den Wind
ausgeloste Bewegungen der Lippe den Fligelschlag von Fliegen imitieren und somit
visuell anziehend auf potentielle Bestauber wirken (Barth, 1985; Meve & Liede, 1994,
Borba & Semir, 1998). Neben der optischen Anlockung ist die Beweglichkeit der
Lippe auch fur die Pollenverbreitung wichtig (Ridley, 1890). Gelandete Fliegen
werden durch den Mechanismus gegen die Pollinienkammern gepresst, wodurch das

klebrige Pollinarium an ihnen haften bleibt (Taxeira, 2004).

Bei Bulbophyllum lobbii sind die birnenférmigen Bulben nur wenige cm voneinander
entfernt angeordnet (Brieger et al., 1992) und tragen jeweils nur ein Blatt (Comber,
1990). Die Laubblatter sind durchschnittlich 20 x 5 cm grof3 und weisen eine lange,
stielartige Basis auf. Die Infloreszenz ist einblitig und die Laubblatter immer etwas
Uberragend. Die Bliten haben ausgebreitet einen Durchmesser von durchschnittlich
7cm. Das dorsale Sepalum steht aufrecht, ist zugespitzt und im Mittel 5 x 1,2 cm
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grof3. Die lateralen Sepalen sind stark assymetrisch, etwa gleich lang, aber an der
konkaven Basis viel breiter und insgesamt so zurtickgerollt, dass die Spitzen abwarts
weisen. Die Petalen sind 3,5 cm lang und schmal und zwischen den Sepalen
hindurch nach rickwarts geschlagen und abwarts gekrimmt. Sepalen und Petalen
weisen eine gelbliche Grundfarbung auf und sind rotbraun geadert. Das dorsale
Sepalum ist meist auch gefleckt. Das zungenférmige Labellum sitzt dem sehr langen,
fein rotlich punktierten Saulenfuld an (Brieger et. al, 1992). Sie besitzt an der Basis
einen runden, erhohten Kallus, der bei der Bestimmung der Pflanze von grofRem
Nutzen sein kann (McDonald & Lim, 2002).

Bulbophyllum lobbii ist weit verbreitet und kommt in Indien, Burma, Thailand,
Kambodscha, Malaysia, Borneo, Sumatra, Java, Bali, Flores und auf den Philippinen
vor. Dort besiedelt sie sowohl die tieferen als auch die hdheren Lagen bis zu einer
Hohe von 2000 Metern (McDonald & Lim, 2002). Die Orchideen wachsen auf
Baumstammen und groRen Asten (McDonald & Lim, 2002) und bevorzugen schattige
und feuchte Verhaltnisse (Hochschartner, 2006). Die Bliutezeit findet in der Regel
jahrlich zwischen dem spaten Frihjahr und dem Frihsommer statt (Brieger et. al,
1992). AulRerdem ist es mdglich, dass die Pflanzen das ganze Jahr Uber Bluten
tragen, wobei die Hauptblitezeit dann zwischen Janner und April und zwischen Juni
und August stattfindet (McDonald & Lim, 2002).

Bulbophyllum lobbii wurde 1827 entdeckt, als Breda einige javanesische Pflanzen
von Kuhl & v. Hasslet beschrieb und sie als Sestochilus uniflorum illustriert
(Hochschartner, 2006). Der Name Bulbophyllum lobbii erscheint erstmals 1847 im
Botanical Register. John Lindley benannte die Pflanze nach ihrem Entdecker
Thomas Lobb (1820 — 1894) (Lindley, 1847; McDonald & Lim, 2002). Dieser Name
hat bis heute Bestand (Hochschartner, 2006).

12
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1.2 Bewegungen im Pflanzenreich

1.2.1 Bewegungsphysiologie der Pflanzen

Die Fahigkeit zur Bewegung ist eine Grundfunktion des Lebens. Sie ist allen Tieren
und Pflanzen gemein (Jacob, 1966). Pflanzen besitzen keine Nervenzellen, keine
Sinnesorgane und keine Muskeln wie Tiere, haben aber analoge Reiz-Reaktions-
Systeme entwickelt, um sich durch Bewegungen in ihrer Umwelt zu orientieren
(Brennicke, Schopfer, 2010). Im Tierreich herrscht der aktive Ortswechsel, die
Lokomotion, vor, wahrend sich die freie Ortsbewegung pflanzlicher Organismen im
Wesentlichen auf niedere Pflanzen beschrankt (Wejnar, 1982). Auch
Mikroorganismen und bestimmte Zellstadien sind zur freien Fortbewegung befahigt.
So sind zum Beispiel die Schwéarmersporen vieler Algen und Pilze und die
mannlichen Gameten sogar noch bei den Pteridophyten und einigen Gymnospermen
(Ginkgo) frei beweglich (Hart, 1990). Die Lageveranderung hoherer Pflanzen
entspricht demgegeniber meistens Bewegungen der Organe festgewachsener
Individuen (Wejnar, 1982). Gesteuerte Bewegungen ihrer Organe ermdglichen es
den Pflanzen die Anpassung an Umweltgegebenheiten (Brennicke, Schopfer, 2010).
Laubblatter orientieren sich wahrend des Tages zum Licht, Schlingpflanzen klettern
an festen Oberflachen empor, Tulpenbliten 6ffnen und schlieBen sich in
Abhangigkeit von der Temperatur, die Blattchen tropischer Mimosen klappen bei
mechanischer Erschitterung zu, zahlreiche Bliten 6ffnen und schlie3en sich taglich
jeweils zur gleichen Zeit und verhalten sich wie eine ,Blumenuhr®, die Fiederblattchen
der Robinie und vieler anderer Pflanzen sind tagstber ausgebreitet, wahrend sie
nachts in ,Schlafstellung“ Ubergehen und ihre Blattchen senken, viele Frichte
besitzen Mechanismen, mit deren Hilfe sie ihre Samen wegschleudern. Bei vielen
Pflanzen  zahlen die Bewegungsvorgdnge zu ihren  imponierendsten

LebensaulRerungen (Wejnar, 1982).

Aul3er den Unterschieden im Bewegungsvermdgen gibt es aber auch Unterschiede
zwischen Pflanze und Tier in den zur Bewegung fuhrenden Mitteln. Wéahrend die
Bewegungen von tierischen Organismen und Organen fast ausschlie3lich auf der
Kontraktilitat von Eiweildmolekllen beruhen, gibt es bei den Pflanzen eine Vielzahl

mechanischer Mittel, die eine Bewegung ermoglichen kdnnen (Jacob, 1966).
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Die  Bewegungsphysiologie der Pflanze ist sowohl hinsichtlich  der
Bewegungsmechanismen als auch hinsichtlich der Regulation von Bewegungen
durch auf3ere Faktoren viel weniger einheitlich als die Bewegungsphysiologie der
Tiere (Ruhland, 1959).

1.2.1.1 Bewegungstypen

Eine Einteilung der pflanzlichen Bewegungen kann auf unterschiedliche Weise
erfolgen. Teilt man Bewegungen nach dem &uf3eren Verlauf ein, werden die freien
Ortsbewegungen als eine besondere Gruppe behandelt. Dazu gehéren neben den
Schwimmbewegungen von Einzellern auch die Bewegungen von Inhaltskérpern der
Zelle (=Kern- oder Plastidenbewegung). Werden solche freien Ortsbewegungen von
aulReren Reizen beeinflusst, so spricht man von Taxien. Hier unterscheidet man
zwischen phobischen Reaktionen, wenn die Bewegungsanderung nicht in Richtung
der Reizwirkung erfolgt, sondern in der Organisation der Zellen und Zelleinschlisse
begrundet ist, und topische Reaktionen, die zur Reizquelle hin (positive taktische
Bewegung) oder von ihr fort (negative taktische Bewegung) verlaufen (Ruhland,
1959).

Induzierte (= aitionome) Bewegungen lebender Organe werden durch dul3ere Reize
ausgelost (Steubing & Schwantes, 1981). Krimmungsbewegungen festsitzender
Pflanzenteile, die durch einen einseitigen Reiz ausgel6st und in ihrer Richtung
bestimmt werden, nennt man Tropismen. Ein Organ bewegt sich entweder zum Reiz
hin (positiver Tropismus) (Liscum, 2002) oder vom Reiz weg (negativer Tropismus)
(Blancaflor & Masson, 2003). Die tropistischen Bewegungen sind den topotaktischen
Reaktionen analog (Ruhland, 1959). Je nach Art des auslésenden Reizes
unterscheidet man zwischen Phototropismus (Lichtreiz), Geotropismus (Reiz
ausgehend von der Erdbeschleunigung), Thigmotropismus (BerlUhrungsreiz),
Chemotropismus (chemischer Reiz) usw. (Steubing & Schwantes, 1981). Nastische
Bewegungen (Nastien) sind Reaktionen auf einen Reiz, wobei die
Bewegungsrichtung nicht vom Reiz, sondern durch den Bau des Organs bestimmt
wird (Findlay, 1984 b). Somit sind sie den phobotaktischen Bewegungen analog
(Ruhland, 1959). Sie lassen sich ebenfalls nach der Art des auslésenden Reizes

einteilen: Thermonastie (Reizung durch Temperaturénderungen), Photonastie
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(Reizung durch Schwankungen der Lichtintensitat), Thigmonastie (Beruhrungsreiz),
Chemonastie (chemischer Reiz) und Seismonastien (Erschitterungsreiz), bei
Schliel3zellen auch Hygronastien. Nastien vollziehen sich meist relativ schnell und

kénnen reversibel sein (Steubing & Schwantes, 1981).

Die Einteilung der Reizbewegungen in Tropismen und Nastien wird oft als
Erklarungsprinzip bevorzugt, ist aber sehr unphysiologisch, da es meist von
anatomisch-morphologischen Bedingungen abhangt, ob ein Organ tropistisch oder
nastisch reagiert. Vorteilhafter erscheint eine Einteilung nach den die Bewegung
regulierenden inneren oder aulBeren Reizen, weil dabei die physiologischen
Hintergrinde mitbertcksichtigt werden (Ruhland, 1959). Den induzierten
Bewegungen stehen dann die autonomen (=endogenen) Bewegungen gegeniber.
Diese werden durch innere, im Organismus liegende Reize ausgel6st (Steubing &
Schwantes, 1981). Der endogene Steuermechanismus wird auch als die biologische
Uhr des Organismus bezeichnet (Raven et al., 2006). Zu ihrer Auslésung und
Orientierung muss kein spezifischer Aul3enfaktor einwirken, auf3er jenen, die fur das
einfache Wachstum und fur die normalen Lebensleistungen notig sind (Haupt, 1977).
Endogene Rhythmen beschreiben biologische Prozesse, die periodisch alternierend
ablaufen, obwohl externe Bedingungen gleichzeitig konstant bleiben (Binning,
1956). Viele Stoffwechselvorgédnge in Pflanzen verlaufen in wechselnden Phasen
hoher und tiefer Aktivitdt. Transpiration, Atmung oder die Synthese bestimmter
Enzyme unterliegen einem Tagesrhythmus, der auch dann beibehalten wird, wenn
samtliche Umweltbedingungen konstant gehalten werden. Lauft die Periodik mit
einer Frequenz von ungefahr 24 Stunden ab, so wird sie als circadiane Rhythmik
bezeichnet. Die endogenen Perioden schwanken zwischen 21 und 27 Stunden.
Licht, bzw. der Tag/Nacht- Wechsel wirkt als Taktgeber und stellt solche biologischen
Uhren durch negative Ruckkoppelung auf genau 24 Stunden ein. Beteiligt sind dabei
Rot- und Blaulicht. Da der Rotlichteffekt durch dunkelrotes Licht reversibel ist, geht
man davon aus, dass Phytochrom beteiligt ist (BlUnning, 1946, Stocklin, 2007,
Brennicke & Schopfer, 2010). Phytochrom steuert auch die circadiane Rhythmik der
Expression von Genen, welche fur Proteine des Photosystems Il codieren, das flr

die Photosynthese bendtigt wird (Anderson & Kay 1995).
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Wie man die Bewegungen der Pflanzen einteilt, kann willkirlich gewahlt werden und
sollte rein nach Grunden der Zweckmaligkeit erfolgen (Ruhland, 1959). Fir die
unten folgenden Fragestellungen erscheint eine Einteilung nach der

Bewegungsmechanik am sinnvollsten.

1.2.1.2 Bewequngsmechanik

Im Tierreich erfolgen Bewegungen immer mit Hilfe von Muskeln und deren Vorstufen.
Dabei spielen Eiweil3proteine vom Myosintyp eine entscheidende Rolle. Ein
vollentwickeltes Nervensystem ermoglicht die Weiterleitung eines von spezifischen
Rezeptoren aufgenommenen Reizes, der Uber Nervenerregung schlie3lich die
Muskelkontraktion beeinflusst. Bei den Pflanzen gibt es kein vorherrschendes
Prinzip, nachdem alle Bewegungen erfolgen. Die Kontraktilitat von Eiweil3en spielt
zwar auch bei Pflanzenzellen, z.B. in Geil3eln, aber auch bei der Teilungsspindel und
bei der Plasmastromung eine Rolle. Sie gehdrt zu den elementaren physiologischen
Phanomenen, die jeder lebenden Zelle zukommen und von den héher entwickelten
Organismen weiterentwickelt wurden. Ebenso weit verbreitet sind aber Bewegungen
durch Turgoranderungen, Bewegungen durch Wachstumsverschiedenheiten, durch
Kohasionskrafte, Quellungsvorgange, Geil3eln, Schleimabsonderung oder durch

Plasmastromung usw. (Ruhland, 1959).

Die freie Ortsbewegung durch begeifRelte Strukturen oder Absonderung von Schleim
bleibt im Wesentlichen auf die niederen Pflanzen beschrankt. Wie bereits erwahnt
tritt sie allerdings auch bei der Plasma- und der Organellenbewegung im Zellinneren
auf. Sie wird meist autonom gesteuert, kann jedoch durch Auf3enfaktoren in ihrer

Geschwindigkeit modifiziert werden (Biskup, 2011).

Durch Quellung hervorgerufene Bewegungen werden als hygroskopische
Bewegungen bezeichnet. Diese dienen vor allem der Sporen-, Pollen-, Samen- und
Fruchtausbreitung und laufen meist in den Zellwanden toter Zellen ab. Die
Bewegung ist rein physikalisch bedingt und reversibel. Unterschiedlicher Gehalt an
Pectin und Cellulose bewirken ein unterschiedliches Quellverhalten der fibrillaren
Schichten bei Wassereinstrom beziehungsweise bei Entquellung. Tote Zellen

dehnen sich bei Quellung fast nur senkrecht zur Richtung der Mikrofibrillen. Liegen
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Gewebeschichten mit unterschiedlichem Mikrofibrillenveraluf und unterschiedlicher
Zellwandzusammensetzung Ubereinander Quertextur der Cellulosefibrillen in der
Zellwand), so kommt es bei sich verdnderndem Feuchtegehalt der Gewebe zu

Krimmungen oder Torsionen (Biskup, 2011, Sitte et al., 2002).

Kohasionsbewegungen beruhen auf den sehr starken Kohdasionskraften wvon
Wassermolekilen selbst in dinnen Wasserschichten (Sitte et al., 2002). Die
Bewegung wird durch Zellschrumpfung infolge von Verdunstung von Innenwasser
verursacht (Biskup, 2011). Da sich das Fullwasser wegen der sehr hohen Kohasions-
und Adhésionskrafte weder von den Wanden l6sen noch selbst zerreil3en kann,
muss es dabei zu einer Schrumpfung der ganzen Zelle kommen (Brauner & Rau,
1966, Renner, 1915).

Explosionsbewegungen  dienen  vorwiegend der Pollen- Samen- und
Sporenausbreitung. Der Vorgang ist irreversibel. Turgeszente. Zellen und dabei
entstehende Gewebespannung stellen den zugrundeliegenden Mechanismus der
Bewegung dar. Der bekannte Schleudermechanismus der Frichte von Impatiens

entspricht einer irreversiblen Turgorbewegung (Biskup, 2011).

Organbewegungen hoherer Pflanzen konnen durch zwei unterschiedliche
Mechanismen hervorgerufen werden. Turgorbewegungen beruhen auf reversiblen
osmotischen Veranderungen des Volumens bestimmter Zellen oder der Zellen einer
bestimmten Region (Hill & Findley, 1981, Findley, 1984). Wachstumsbewegungen
resultieren aus differentiellem Wachstum innerhalb eines Organs oder zwischen
Organen (Hart, 1990). Tropismen vollziehen sich meist relativ langsam und kommen
meist durch verschieden starkes Wachstum gegenuiberliegender Flanken eines
Organs zustande. Turgoranderungen sind nur sehr selten ursachlich daran beteiligt.
Nastien beruhen hingegen haufig auf reversiblen Turgoranderungen, manchmal sind
aber auch Wachstumsbewegungen daran beteiligt. Autonome Bewegungen kénnen
entweder durch Wachstums- oder Turgorbewegungen bewirkt werden (Sitte et al.,
2002). Turgor —und Wachstumsbewegungen konnen endogen oder exogen

gesteuert werden (Hart, 1990).
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1.2.2 Mechanismen bekannter Pflanzenbewegungen

Die in feuchter Luft geschlossenen Schuppen der Kiefernzapfen (Pinus) fuhren
Entquellungsbewegungen aus, indem sie sich bei Trockenheit 6ffnen (Hygrochasie).
Die Zellwande an der AuRRenseite der Schuppen trocknen bei niedriger Luftfeuchte
ein, und schrumpfen und die Schuppe krimmt sich nach auf3en, sodass der Samen
herausfallen kann (Bartels, 1958, Brauner & Rau, 1966, Sitte et al., 2002). Die
Hulsen vieler Fabaceen 6ffnen sich hingegen durch xerochasische Reaktionen. Die
Quellungsbewegung wird hier durch Feuchtigkeit hervorgerufen (Biskup, 2011). Die
Offnungs- und SchlieBbewegungen der Strohblumen (Helichrysum bracteatum)

stellen ebenfalls Quellungsbewegungen dar (Brauner & Rau, 1966).

Die Einzelzellen des das Farnsporangium umfassenden Rings bei Dryopteris
goldiana besitzen verdickte Zwischen- und Innenzellwande, wahrend die
AulRenwande unverdickt sind. Bei Austrocknung werden die &uf3eren Zellen durch
Kohasionszug des Wassers zusammengezogen und die Sporenkapsel reif3t auf
(Brauner & Rau, 1966, Ursprung, 1915).

Die Bewegung der Stomataschlie3zellen z&hlt zu den bekanntesten
Bewegungsphanomenen im Pflanzenreich und ist fir den Gasaustausch der meisten
Landpflanzen von groRer Bedeutung. Uber das Offnen und SchlieBen der Stomata
kénnen Transpiration, CO,- Aufnahme und Photosyntheserhythmus reguliert werden
(Blatt, 2000). Die Stomatabewegung wird sowohl durch innere als auch durch auf3ere
Faktoren reguliert. Das Offnen der SchlieRzellen wird durch eine niedrige CO,-
Konzentration (chemonastisch) und durch photosynthetisch aktives Licht
(photonastisch) stimuliert, wéhrend das Schlieen der Stomata durch Dunkelheit,
niedrige Luftfeuchtigkeit (hygronastisch) und hohe Temperaturen (thermonastisch)
hervorgerufen wird (Lawson et al, 2002). Die thermonastische Reaktion erscheint
Okologisch zweckmalRig, da mit steigender Temperatur der Wasserverlust durch
Transpiration stark zunimmt (Sitte et al, 2002). Die Offnungsweite der Spalt6ffnungen
wird jedoch auch durch die Phytohormone Auxin (Blatt & Thiel, 1994) und
Abszisinsaure (Blatt et al., 1997) gesteuert. Die Bewegung unterliegt au3erdem einer
circadianen Rhythmik, die zu einer von der Tageszeit abhangigen verschieden

starken Bereitschaft fuhrt, auf exogen induzierende Faktoren zu reagieren. Der
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Zeitgeber fur diese Rhythmik ist der Tag-Nachtwechsel (Stalfelt, 1963). Der
Mechanismus der Bewegung ist auf eine Differenz des Turgors in den Schliel3zellen
und den angrenzenden Epidermiszellen zuriickzufihren (von Mohl, 1856). Die
Veréanderungen des Turgors kommen meist durch Veréanderungen des osmotischen
Potentials und daran gekoppelte Wasserverluste zustande und sind somit mit
Volumenénderungen verbunden. Steigt der osmotische Wert in den Schlie3zellen
relativ zur Umgebung (das heif3t das osmotische Potential wird negativer), stromt
Wasser in die SchlieRzelle ein und bewirkt durch Anstieg des Turgors und der
folgenden VolumenvergroRerung eine Offnung der SchlieRzelle. Nimmt der
osmotische Wert relativ zur Umgebung ab, strétmt Wasser aus und der Turgor sinkt.
Die Volumenabnahme fuhrt dabei zum Verschluss der Schlie3zellen (Ketellapper,
1963).

Die Schlafbewegungen der Laubblatter einiger Pflanzenarten entsprechen einer
autonomen Turgorbewegung. Bei Tageslicht stehen die Blatter oder Fiederblattchen
horizontal, wéahrend sie nachts zusammenklappen und Schlafstellung einnehmen.
Diese Bewegung wird als Nyktinastie bezeichnet und unterliegt einer circadianen
Rhythmik, die durch die biologische Uhr der Pflanze gesteuert wird (Ueda &
Yamamura, 2000). Sie tritt haufig bei Vertretern aus der Unterfamilie der
Schmetterlingsblitler (Faboideae) aus der Familie der Fabaceae (Hulsenfriichtler)
auf (Ueda & Nakamura, 2006). Bei Mimosa und Phaseolus ist die Bewegung auf
rhythmische Turgoranderungen in spezialisierten Motorzellen (Pulvini) an der
Blattstielbasis (Mimosa) beziehungsweise am Ubergang zwischen Blattspreite und
Blattstiel (Phaseolus) zuriickzufiihren (Pfeffer, 1909; Pfeffer 1917, Umrath, 1931,
Satter & Galston, 1981, Engelmann, 2003, Brennicke & Schopfer, 2010). Diese
osmotischen Veranderungen werden durch die Bewegung von K*, CI" und einigen
anderen lonen in die oder aus den Motorzellen und den darauffolgenden Wasserein-
oder -ausstrom reguliert (Allen, 1969, Satter, 1979).

Die seismonastische Blattbewegung bei Mimosa pudica unterscheidet sich von der
regelmafiigen nyktinastischen Reaktion (Weintraub, 1950). Sie reagiert auf
Anderungen der Lichtintensitat, auf schnelle Erwarmung und auf schnelle Abkiihlung
und kann ebenso durch Verletzungen und Hitzestress ausgelost werden. Die
Erschitterung durch umherstreifende Tiere tritt in der Natur jedoch am haufigsten auf
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(Roblin, 1979). Nach Beruhrung klappen zunadchst die Fiederchen paarweise
zusammen, dann senken sich die einzelnen Fiedern und schlief3lich klappt der
Blattstiel nach unten. Bei starker Reizung kann die Reaktion auf weitere Teile der

Pflanze, die nicht direkt gereizt wurden, fortschreiten (Hesse et al, 1957).

Die Orientierung vieler Sprossachsen und Blatter zum Licht entspricht einer positiven
phototropen Reaktion. Sie ermoéglicht der Pflanze die optimale Ausnutzung des
Sonnenlichts zur Erhéhung der Photosyntheserate. Die Haftwurzeln von Hedera helix
wenden sich hingegen vom Licht ab (negativer Phototropismus) (C. Darwin & F.
Darwin, 1880, Negbi et al., 2012). Positiver Phototropismus kommt haufig im Bereich
der Sprossachsen vor, negativer in der Wurzelspitze (Esmon et al., 2005). In beiden
Fallen gelten Wachstumsdifferenzen in den gegeniberliegenden Organflanken als

Ursache, die eine Krimmung der Organe hervorrufen (Hager & Schmidt, 1968).

Gravitrope Pflanzen sind in der Lage, ihre Organe durch Wachstumskrimmung in
eine bestimmte Richtung zur Erdbeschleunigung zu bringen (Molas & Kiss, 2009).
Das nach oben gerichtete Wachstum von Sprossspitzen entspricht einer negativen
gravitropen Reaktion, die eine bessere Positionierung der Blatter zur Sonne und fur
deren Gasaustausch gewahrleistet (Chen et al., 1999). Der Gravitropismus
ermdglicht es z. B. Pflanzen an einem Hang, eine aufrechte Haltung einzunehmen
(Wild & Schmitt, 2012). Das abwarts gerichtete Wachstum der Wurzelspitzen stellt
eine positive gravitrope Bewegung dar (Chen et al., 1999).

Bei den Pendelbewegungen (Nutationen) von Keimpflanzen und jungen Spross- und
Infloreszenzachsen handelt es sich um Wachstumsbewegungen. Sie gehen auf
zeitlich ungleiches Wachstum verschiedener Organflanken zuriick (Darwin, 1915,
Gradmann, 1927, Heathcote & Idol, 1965, Sitte et al., 2002). Die Bewegung
entspricht meist einer autonomen Bewegung, die durch einen endogenen Oszillator
gesteuert wird (Darwin, 1915, Heathcote & Aston, 1970). Als Beispiel dienen hier die
Bewegungen von Phaseolus multiflorus, Helianthus annuus, und Arabidobsis
thaliana (Stolarz, 2009). Manchmal wird die Nutationsbewegung aber auch exogen
gesteuert, wie es zum Beispiel bei den Ranken der Zaunrtbe der Fall ist. Hier findet

die Bewegung als Reaktion auf einen Berlhrungsreiz statt (Thigmonastie).
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Die Blatter der insektivoren Gattung Drosera besitzen dorsiventral gebaute
Randtentakel, die sich bei Reizung durch das Beutetier chemonastisch zur Blattmitte
krimmen. Der chemische Reiz ist dabei starker als die BerUhrungsreize
(Thigmonastien). Die Mitteltentakel sind radidr gebaut und zeigen Chemotropismus.
In allen Fallen sind Wachstumsverschiedenheiten an den Krimmungen beteiligt
(Sitte et al., 2002).

1.3 Blitenbewegungen

1.3.1 Einteilung der Bewegungstypen

Bei den Offnungs- und SchlieRbewegungen von Bliiten kénnen verschiedene Typen
unterschieden werden: nachtliche und tagsiber auftretende Bewegungen, sowie
einmalige von sich (periodisch) wiederholenden Bewegungen. Der Zeitpunkt der
Blutenoffnung kennzeichnet den Beginn einer Periode, in der Bestauber von der
Blute angelockt werden, um den eigenen Pollen auszubreiten und auf andere Bluten
zu ubertragen und um mitgefuhrten Pollen auf der eigenen Bllte zu platzieren, die
Blite somit zu bestduben und die Fruchtentwicklung zu ermdglichen. Bei vielen Arten
sind die Bluten permanent geoffnet, wobei die Offnungsperiode durch eine
Schliebewegung oder durch das Verwelken oder Abfallen der Kronblatter
abgeschlossen wird. Bei anderen Arten wechseln sich Perioden der Offnung und
Perioden der Schlie3ung alternierend ab (van Doorn & van Meeteren, 2003).

Die  Gruppe der Angiospermae verfugt (Uber eine Vielzahl von
Fortpflanzungsstrukturen. Deshalb ist es nicht Uberraschend, dass auch die
Mechanismen der Blitendffnung stark variieren. Fir die Grundlagen der
Bewegungsmechanik von Bliten miussen daher 2 Kategorien unterschieden werden

(Reid & Evans, 1986):

1. Die Offnung der Blute bezieht sich auf die Entwicklung eines an die Blite
angrenzenden Gewebes. So ist zum Beispiel bei einigen Arten aus der Familie der
Iridaceae das Wachstum des Blitestiels fur eine Offnung erforderlich. Oft miissen
auch erst bedeckende Teile wie Tragblatter oder Kelchblatter abgesondert oder

abgetrennt werden. In manchen Bliten, zum Beispiel in jenen von Oenothera ssp.,
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sind die Kelchblatter durch eine kraftig entwickelte Zellennaht zu einer festen Hille
verbunden (Sigmond, 1930a). Nach Sonnenuntergang verursachen tiefe
Temperaturen und veranderte Luftfeuchtigkeit eine Abnahme der Transpiration. Die
fortdauernde Wasserzufuhr aus dem Boden erhdht den Turgor in den Blitenorganen,
bewirkt ein Anschwellen der Knospe — vor allem der Kronblatter — und fuhrt
schlieRlich zur Offnung der Blutenhiille (Sigmond, 1930b). Bei einigen anderen Arten
werden die Kelchblattrdnder von einem Wulst so stark zusammengehalten, so dass
eine Offnung verhindert wird. Erst wenn die Kronblatter stark genug entwickelt sind,
um den Widerstand zu bewaltigen, 6ffnet sich die Blute (van Doorn & van Meeteren,
2003).

2. Die Blutendffnung ist abhangig von Bewegungen der Kronblatter. Hier kdnnen

mindestens vier Typen unterschieden werden:

a) Die Offnung beruht auf einer reversiblen lonenakkumulation und ist unabhangig
von Langenwachstum.

b) Das Absterben von Zellen in einem bestimmten Kronblattabschnitt bewirkt die
Offnung.

c) Die Bewegung beruht auf einem Wasserverlust wahrend des Tages und einer
Wasseraufnahme in der Nacht.

d) Differentielles Wachstum fiihrt zu einer Offnung (van Doorn, van Meeteren, 2003).

Die beiden oben angefiihrten Kategorien von Blutenéffnungen schliel3en sich nicht
gegenseitig aus. Das Abwerfen schiitzender Hullblatter oder das Wachstum des
Blutenstiels treten zum Beispiel oft in Kombination mit differentiellem Wachstum der
Kronblatter auf (Reid & Evans, 1986).

SchlieBbewegungen kdnnen auf uneinheitlichem Wachstum oder auf reversiblen
Turgordnderungen beruhen, aber sie finden auch durch Turgorverlust beruhend auf
Seneszenz statt. Im letzteren Fall ist die SchlieBung permanent. Die Kronblatter
fallen nach der Seneszenz ublicher Weise ab, aber die Zeitspanne zwischen
Seneszenz und Abwerfen der Kronblatter variiert deutlich bei den verschiedenen
Pflanzenarten (v. Doorn, 1997). Bei einigen Arten schliel3en sich die Bliten niemals.
Die Kronblatter werden abgeworfen, wenn die Blite noch immer getffnet ist (van
Doorn & van Meeteren, 2003).
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1.3.2 Bewequngsmechanik bei Bliiten

Die Bewegungen, die Laub- und Blltenblatter ausfiihren, lassen sich trennen in
solche, welche durch ungleich beschleunigtes oder verzdgertes Wachstum
antagonistischer Zellkomplexe zustande kommen, und in solche, welchen kein
Wachstum zu Grunde liegt, sondern nur eine voribergehende abwechselnde
Verlangerung und Verkirzung bestimmter Gewebekomplexe (Kraus, 1879). In
beiden Fallen wird angenommen, dass physiologische Unterschiede zwischen
Blattober- und Blattunterseite die Bewegung ermoglichen (Muckschitz, 1950).
Bewegungen, die auf Wachstumsvorgange zurtckzufihren sind, fihren im
Zusammenhang mit der gesteigerten Expansionskraft der Zellen zu einer dauernden
Volumszunahme. Auch durch Turgorveranderungen ermdglichte Bewegungen
bewirken eine Zunahme der Expansionskraft, aber die Steigerung des Druckes auf
die Zellwand ruft hier keine bleibende VergroRerung der Zellen hervor (Kraus, 1879).
Beruht die Bewegung auf Wachstumsphdnomenen, so spricht man von
Nutationsbewegungen (Pfeffer, 1875). Diese konnen entweder durch aul3ere Reize
(Licht, Temperatur usw.) induziert werden oder als autonome Nutationsbewegung
ohne auleren Anstol3 auftreten (Ruhland, 1959). Beschreibt das Organ kreisende
Bewegungen, spricht man von Circumnutationen. Sie treten auf3er bei Keimpflanzen
vor allem bei Winde- und Rankenkletterern auf und erleichtern das Auffinden einer
geeigneten Stitze. (Darwin, 1915, Gradmann, 1927). Fur die Bewegungen ohne
Wachstum fuhrt Pfeffer (1875) den Ausdruck Variationsbewegung ein. Das
mechanische Mittel fir reversible und regelbare Turgorbewegungen ist die

Turgeszenz der Zellen.

Die Krimmung der Blutenblatter kommt durch eine Verlangerung der einen Seite
und/ oder durch eine Verklirzung der anderen Seite zustande. Eine Verbiegung des
Organs tritt auch auf, wenn die Langenverdnderungen auf den beiden
gegenuberliegenden Seiten zwar in die gleiche Richtung, aber unterschiedlich stark
erfolgen. Die Veradnderung der Seitenlédngen bei vielzelligen Organen beruht auf
Volum- oder Formveranderungen der Zelle. Volumenanderungen pflanzlicher Zellen
kommen fast ausschlief3lich durch die Aufnahme oder Abgabe von Wasser zustande
(Haupt, 1977).
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1.3.2.1 Wachstum der Zellwand

Den Veranderungen der Zellwand wahrend des Blutenwachstums und der
Blutenoffnung ist lange Zeit wenig Beachtung geschenkt worden (Winkenbach, 1971;
Wiemken-Gehrig et al., 1974; de Vetten & Huber, 1990; O’Donoghue et al., 20023,
b). Die Zellwand von wachsenden Zellen ist sehr diunn (0,1-1 pum) und besteht
hauptsachlich aus Polysacchariden und wenigen Strukturproteinen (Cosgrove,
2005). Junge Zellen nehmen Wasser auf und vergroR3ern dadurch ihr Volumen. Die
streng regulierte vollstandige Reorientierung aller Komponenten erlaubt der
Zellwand, sich nach allen Richtungen auszudehnen, bis die ausgewachsene Zelle
ihre Form und ihre Grol3e beibehalt (Carpita & Gibeaut, 2008). Durch Einlagerung
von Wand-Bausteinen wird die Zellwand dabei plastisch gedehnt (Haupt, 1977).
Neue Polymere werden in die Zellwand integriert und verhindern dadurch, dass diese
dunner wird und reif3t (Cosgrove, 2005). Wachsende Kronblatter von Nelken weisen
hohe Cellulase- und Pektin-Esterase-Aktivitditen auf (Panavas et al.,, 1998).
Expansine sind ph-abhéngige Proteine, die unter sauren Bedingungen die Zellwand
dehnbarer machen, indem sie das Gerlst aus Cellulose-Mikrofibrillen auflockern
(Rayle & Cleland, 1992). Die Expression von Expansinen wurde zum Beispiel in den
Bluten der Tomatenpflanze nachgewiesen (Brummel et al.,, 1999). Nach
Wasserentzug kann sich die Zellwand nun nicht mehr auf ihre urspriingliche
Dimension verkleinern. Dieser Vorgang wird als Wachstum bezeichnet und ist
irreversibel. Ausgewachsene Zellen verhalten sich anders. Die Zellwand wird durch
den Turgordruck elastisch gedehnt. Bei Wasserentzug kann die Zellwand wieder
ihren Ausgangszustand einnehmen und das Volumen der Zelle verkleinert sich
entsprechend. Wasseraufnahme fihrt hier zu reversibler Volumenvergré3erung. Der
Vorgang ist auch in der Natur beliebig oft wiederholbar. Es handelt sich dabei sowohl
um Volumenvergréf3erungen als auch um Volumenverkleinerungen (van Doorn & van
Meeteren, 2003).

1.3.2.2 Wasserumlagerungen

Das Zellwachstum reagiert meist sehr sensibel auf eine Abnahme des
Wasserpotentials im Gewebe. Die Offnung von geschnittenen Rosenbliiten wird oft

durch eine Blockade am basalen Ende des Blitenstiels verhindert. Dadurch wird das
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Wasserpotential in den Bluten verkleinert (van Doorn, 1997 a). In den Bliten der
Baumwolle und in Chrysanthemen hingegen entfalten sich die Bliten normal, auch
wenn die Laubblatter bereits verwelkt sind. Die Kronblatter der Bliten wachsen
weiter, wahrend das Wachstum der jungen Laubblatter aufhort. Offensichtlich wird
dabei Wasser aus anderen Teilen der Pflanze in die Kronblatter umgelagert
(Trolinder et al., 1993). Die Unabhangigkeit vieler Bliten von der
Wasserverfugbarkeit stellt vermutlich eine Anpassung an eine Umwelt dar, in der
regelmanig Durre eintritt. Sobald die Bluten entwickelt sind, gewinnt der Schutz des
Reproduktionsapparates an Bedeutung gegenuber der Aufrechterhaltung vegetativer

Strukturen.

Auch  reversible und regelbare  Turgorbewegungen  unterliegen  der
Wasserpotentialgleichung (osmotische Zustandsgleichung). Sinkender Turgor im
Bewegungsgewebe durch Wasserabgabe beziehungsweise die damit verbundene
Abnahme des Zellvolumens bilden die Ursache fur Variationsbewegungen. Die
plotzliche Wasserabgabe kann in einer schnell erhdhten Permeabilitat des
Plasmalemmas begriindet sein. Dabei tritt Zellsaft mit geldsten lonen (CI -, K+) in die
Interzellularen aus, was zu einer Turgorerh6hung der Nachbargewebe fiihren kann.
Auch hier gilt wie beim Wachstum, dass unsymmetrische Wanddehnung zur
Krimmung der Zelle, ungleiche Volumensénderung der Zellen eines Organs zur
Organkrummung fuhrt. Eine Volumensvergro3erung nichtwachsender Zellen fihrt
stets zu einer Erhéhung des Turgors. Der Druck des Zellinhaltes auf die Zellwand
und auf die umgebenden Zellen ist dem Betrag nach gleich dem entgegengerichteten
Druck der Zellwand und des Gewebes auf den Zellinhalt (Wanddruck und
Gewebedruck oder Aul3endruck). Mit zunehmender elastischer Spannung der Wand
ist diese zunehmend bestrebt, ihre Oberflache zu verkleinern. Dies ist ohne
Volumensverkleinerung moglich, wenn die Zelle die Kugelform anstrebt.
Langgestreckte Zellen haben deshalb bei Wasseraufnahme die Tendenz, sich zu
verkirzen und entsprechend zu verbreitern. Geringe Volumenséanderungen kénnen
bereits zu erheblicher GroRenanderung in einer Dimension flihren. Wandspannung
und Turgor spielen hier also eine entscheidende Rolle als Bewegungsursache
(Haupt, 1977).
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1.3.3 Blitenbewegung bei Bulbophyllum lobbii

Kogler hat in seiner Diplomarbeit (2010) die Blitenbewegung von Bulbophyllum
lobbii als eine autonome circadiane Rhythmik klassifiziert. Seine Lichtversuche
zeigen, dass die Offnungs- und SchlieRbewegungen immer einem Rhythmus von
annahernd 24 Stunden gehorchen. Eine wichtige Eigenschaft circadianer Rhythmen
ist das ,Zeitgedachtnis” (Bunning, 1977). Lichtversuche zeigen eindeutig eine starke
Wechselwirkung der Blitenbewegung mit Licht. Einerseits dient Licht als exogener
Zeitgeber fur die autonome circadiane Rhythmik, andererseits hat es einen starken
Einfluss auf die Intensitat der Bewegung in Form eines Stressfaktors. Der Einfluss
von Licht als Zeitgeber ist vor allem dadurch erkennbar, dass alle in den
Lichtversuchen parallel untersuchten Pflanzen genau gleich auf die veranderte
Umwelt reagieren. Dauerlicht und Dauerdunkel wirken auf die Pflanze als
Stressfaktor. Die Periodenlangen der Bliutenbewegung verkirzen sich nach dem
Lichtwechsel und die Intensitat ist gedampft. Aber auch unter veranderten
Lichtbedingungen (72 h Dauerlicht und 72 h Dauerdunkel) lauft die Rhythmik beinahe
unverandert weiter. Da sich die Blute wahrend der jeweils 72 h andauernden Phasen
im Dauerlicht und im Dauerdunkel mit annahernd der gleichen Periodizitat schlief3t
und offnet, ist die Bewegung nicht rein lichtabhangig. Die Rhythmik ist auch durch
weitere abiotische Faktoren beeinflussbar. So wirken hohe Temperaturen in diesem
Fall als abiotischer Stress. Die Rhythmik der Bewegung bleibt konstant, die Intensitét

der Schwingung nimmt aber stark ab (Kogler, 2010).

Am unteren Stielende abgeschnittene Bliten von Bulbophyllum lobbii 6ffnen und
schlieRen sich trotz der Abtrennung von der Pflanze. Kogler (2010) zeigt in einem
Experiment, dass sowohl die Rhythmik als auch die Intensitdt der Schwingung
unverandert bleiben. Somit steuert die Blute selbst und nicht andere Teile der
Pflanze die Bewegung. Da mit Ausnahme des Blattstiels samtliche grine
Pflanzenteile fehlen, kann man davon ausgehen, dass die Energie fir die
Blutenbewegung von der Blite bereitgestellt wird (Kogler, 2010). Van Doorn (1997)
und Trolinder (1993) fuhrten &hnliche Experimente mit abgeschnittenen Rosenbliten
beziehungsweise mit Baumwolle durch. Eine mdgliche Erklarung fur den Fortbestand
der Blitenbewegung nach dem Abtrennen wéare ein Zusammenhang der Bewegung

mit dem Phytochromsystem (van Doorn & van Meeteren, 2003).
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1.4 Fragestellungen

1.4.1 potentielle Wachstumsbewequngen

Untersuchung der Orchideenblite:

- Weist die Blute zwischen dem Zeitpunkt ihrer vollstandigen Entfaltung und
dem Ende ihrer Lebenszeit ein deutliches Wachstum auf?

- Welche Blutenteile tragen gegebenenfalls zum Wachstum der Blitenhdlle in
der Zeit bei?

- Weisen die Blutenstiele zwischen dem Zeitpunkt der ersten Bliutendffnung und
dem Ende der Lebenszeit der Blite Wachstum auf?

- Wird das Wachstum der Blute und der einzelnen Blutenblatter mit der Zeit

abgeschwacht oder eingestellt?

Bestimmung der Zelllange:

- FuUhren die Zellen der Epidermischichten des dorsalen Sepalums echtes
Streckungswachstum pro Zeiteinheit durch?

- Wie verhalten sich die gegenuberliegenden Blitenblattflanken dabel
zueinander?

- Treten in den gegenuberliegenden Epidermisschichten tagesperiodische
Schwankungen der Wachstumsverhaltnisse auf?

- Wie findet die Verteilung des Wachstums in den Epidermisschichten des

dorsalen Sepalums statt?

Reaktion auf Auxin:

- Wie reagiert die Blute auf die Behandlung mit Wachstumshormonen?

- Wird durch eine Aufnahme von Auxin unmittelbar eine Bewegung induziert?

Reaktion auf Natriumazid:

- Wie reagiert die Blute auf die Behandlung mit einem Atmungsgift?

- Wird die Bewegung eingestellt, wenn das Wachstum zum Erliegen kommt?
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1.4.2 potentielle Turgorbewegungen

Bestimmung des osmotischen Potentials:

- Weisen die verschiedenen Pflanzenteile (Laubblatt, Blutenstile und Bliten)
Unterschiede in ihrem osmotischen Potential auf?

- Weisen die einzelnen Blutenteile (dorsales Sepalum, laterale Sepalen, paarige
Petalen) Unterschiede in ihrem osmotischen Potential auf?

- Weisen die Epidermiszellen in den gegenuberliegenden Blitenblattflanken
des dorsalen Sepalums Unterschiede in ihrem osmotischen Potential auf?

- Kommt es dabei zu tagesperiodischen Schwankungen?

Zellsaftanalyse:

- Wie liegen die Zuckermolekile in getffneten und in geschlossenen Bliten
vor?

- Kommt es wahrend einer Offnungsbewegung zur Umwandlung von osmotisch
wenig aktiven, langkettigen Polysacchariden (Starke oder Fructan) zu stark
Wasser anziehenden Monosacchariden, wie Glucose oder Fructose?

- Sind andere Besonderheiten der Zellsaftzusammensetzung zu beobachten?

Entwasserung:

- Fuhrt eine vollstdndige Entwéasserung, die durch Einwirken einer
hochkonzentrierten Zuckerlosung herbeigefuhrt wird, zur Einnahme einer

Schlafstellung? Wenn ja, ist der Vorgang reversibel?

1.4.3 anatomische Strukturen

Untersuchung der zellularen Strukturen des Blattstiels und des dorsalen Sepalums:

- Gibt es in den Zellen der an der Bewegung mitwirkenden Blitenblatter
Strukturen oder Gelenke, die fur die Bewegung verantwortlich sein kdnnten

beziehungsweise ohne die eine Bewegung nicht stattfinden kann?
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2 Untersuchungsmaterialen, Methoden, Versuchsablaufe,

Ergebnisse und Interpretation der Einzelversuche

- Pflanzenmaterial:

Von den Bundesgarten Schonbrunn und dem Botanischen Garten Wiens wurden
fur die Versuche zur Beschreibung des der Blutenbewegung zugrunde liegenden
Mechanismus 25 Individuen von Bulbophyllum lobbii (Akzessionsnummer 210 82 |
— XXI, 403 - 1, 187_92, 187 _92 a und 187_92 b) zur Verfigung gestellt. Um an Ort
und Stelle mit den Pflanzen arbeiten zu kdnnen, wurden sie wahrend der Blitezeit
in den Gewdachshdusern des Biozentrums (1090 Wien, Althanstr. 14) und des
Botanischen Gartens der Universitat Wien (1030 Wien, Rennweg 14)
untergebracht. Die Hauptblutezeit von Bulbophyllum lobbii ist It. Brieger et al.
(1992) jedes Jahr von Fruhjahr bis Frihsommer. Bei den im Glashaus kultivierten
Individuen verhielt es sich ebenso. Die Untersuchungen erstreckten sich Gber zwei
Bluhphasen. Alle in den Abbildungen dargestellten Ergebnisse der unten
beschriebenen Versuchsablaufe entsprechen Mittelwerten. Die Stichprobenmenge

ist fur jede Untersuchung gesondert angegeben.

2.1 Wachstum der Blute

2.1.1 Einleitung

Dorsiventral gebaute Organe wie Blutenblatter sind gegeniber radiar gebauten
Organen in ihrer Bewegungsfreiheit eingeschrankt und kénnen sich meistens nur in
einer Ebene krimmen. Liegt der Bewegung differentielles Wachstum zugrunde, so
wird die Offnungsbewegung durch starkeres Wachstum an der Blattoberseite
(Innenseite der Blutenknospe) in der Nahe der Basis verursacht. Das Schlie3en der
Bluten ist dementsprechend auf verstarktes Wachstum der Unterseite
zurtckzufihren. Viele Bluten 6ffnen und schlie3en sich zu wiederholten Malen, oft im
Rhythmus von Tag und Nacht. Bei erneuter Offnungs- und SchlieRbewegung werden

weitere Zellen der Ober- bzw. Unterseite ins Streckungswachstum einbezogen.
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Dementsprechend sind Bliten, die sich mehrmals geéffnet haben, deutlich gréRer als

solche, die sich gerade zum ersten Mal getffnet haben (Haupt, 1977).

2.1.2 Material und Methoden

- 20 Bluten von verschiedenen Bulbophyllum lobbii - Individuen

- Standardlineal

Die Bliten werden ab dem Zeitpunkt ihrer ersten Offnung jeden Tag zur gleichen
Uhrzeit (10:00) im getffneten Zustand untersucht. Dabei werden der Durchmesser
der Bliten sowie die einzelnen Blutenblatter mittels eines Standardlineals
abgemessen. Das dorsale Sepalum ist in den meisten Féllen asymmetrisch
zugespitzt. Seine Lange wird bestimmt, indem das Lineal am Mittelpunkt der
Blutenblattbasis (M) angesetzt und die L&nge einer normalen, vertikalen Linie (I)
zwischen Mitte der Blattbasis (M) und einem der Blitenblattspitze analogen Punkt (P)

gemessen wird (Foto 1).

Foto 1: Langenbestimmung des dorsalen Sepalums

Bei allen anderen Perigonblattern ist dies nicht so einfach méglich. Sie sind stark
asymmetrisch und weisen mit ihren Spitzen nach unten. Die genaue Lange zu
bestimmen ist, ohne Verletzungen der Blite herbeizufiihren, nicht mdglich. Aus
diesem Grund wird hier nur der direkte Abstand (I 1-4) zwischen der Mitte der
Blutenblattbasis (My, 1.4) und der Blitenblattspitze (Spet 1,2; Ssep 1,2) bestimmt (Foto
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2). Wachst das untersuchte Blitenblatt, so vergréfRert sich auch der Abstand

zwischen diesen beiden Zonen.

Foto 2: Langenbestimmung der lateralen Sepalen und der paarigen Petalen

Auch die Bestimmung des Durchmessers erweist sich bei den zygomorphen Bliten
als problematisch. Der Blutendurchmesser wird hier als der Abstand (d) zwischen
einem der Fahnenspitze analogen und in der gleichen Hohe befindlichen Punkt (P)
zum Mittelpunkt (M) einer gedachten horizontalen Linie zwischen den

Spreitenspitzen der lateralen Sepalen definiert (Foto 3).

Foto 3: Bestimmung des Bliitendurchmessers
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2.1.3 _Ergebnisse

Der Durchmesser der Bliitenhiille nimmt bis zur 12. Offnung stetig zu (Abb. 1). Junge
Bliten weisen am Tag ihrer ersten Offnung einen Durchmesser von durchschnittlich
8,06 cm auf. Ausgewachsene Bluten sind im Durchschnitt hingegen 10,09 cm grof3.
Das entspricht einem Wachstum von 26,74%. Gegenuber frisch entfalteten Bliten
nimmt die BlutengroRe demnach im Laufe ihrer Lebenszeit um mehr als ein Viertel
ihrer urspringlichen Lange zu. Ab dem 12. Tag der Blite ist kein Blutenwachstum
mehr festzustellen (Abb. 1).

Langenzunahme: Durchmesser der Bliitenhiille
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=¢=Durchmesser der Bliitenhille

Abb. 1: B. lobbii: Zunahme des Durchmessers der Blitenhille mit der Zeit

O: Durchmesser der Blute Offnung

Abbildung 2 zeigt die durchschnittiche Abnahme der Wachstumsintensitat aller
untersuchten B. lobbii-Bliten mit der Zeit. Die intensivste Langenzunahme ist bis zur
4. Offnung zu beobachten. In dieser Zeit wachst die Blite durchschnittlich 3,5 mm
pro Tag. Von der 4. bis zur 7. Offnung betragt die VergroRerung des Durchmessers
pro Tag nur noch durchschnittlich 1,7 mm. Ab der 7. Bewegungsperiode (also
zwischen 7. und 8. Offnung) nimmt der Durchmesser der Bliitenhiille um nur mehr
durchschnittich 0,9 mm zu. Die meisten Bliten stellen nach der 11.

Bewegungsperiode, beziehungsweise zwischen der 11. und der 12. Offnung, das
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Wachstum ein. Nur bei einzelnen Individuen konnte ein geringes Wachstum bis zur

13. Offnung nachgewiesen werden (Abb.2).

Wachstumsintensitat: Durchmesser der Blitenhiille
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Abb. 2: Abnahme der Intensitat des Wachstums mit der Zeit

BP: Wachstum Bewegungsperiode (von einer Offnung zur nachsten)

Das dorsale Sepalum weist bei allen untersuchten B. lobbii-Individuen das starkste
Wachstum auf. Mit einer durchschnittlichen Blutenblattlange von 5,29 cm bei der 1.
Offnung und von 7,17 cm bei ausgewachsenen Bliiten wachst die Fahne einer frisch
aus der Knospe entsprungenen Blute um durchschnittlich 35,54 %, ehe sie ihre
endgultige Lange erreicht hat. Die Fahnen ausgewachsener Bliten sind demnach
um mehr als ein Drittel ihrer urspriinglichen Grél3e gewachsen (Abb. 3).

Die Wachstumsintensitat nimmt demgegenuber mit der Zeit ab (Abb. 4). Wahrend die
Fahnen von der 1. bis zur 2. Offnung um durchschnittlich 4,2 mm wachsen und zum
Zeitpunkt der 3. Offnung ein deutliches Wachstum von durchschnittlich 3,9 mm
aufweisen, betragt die Langenzunahme des dorsalen Sepalums wahrend der 3.
Bewegungsperiode , das heiRt zwischen der 3. und der 4. Offnung, bereits nur noch
durchschnittich 2,4 mm. Ab der 5. Offnung wachst das Bliitenblatt nur mehr
durchschnittlich 0,75 mm pro Tag, bis es ebenfalls zum Zeitpunkt der 12. Offnung
das Wachstum einstellt (Abb. 4).
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Langenzunahme: dorsales Sepalum
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Abb. 3: Langenwachstum des dorsalen Sepalums mit der Zeit

O: Bliitenblattlange Offnung

Wachstumsintensitat: dorsales Sepalum
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Abb. 4: Abnahme der Wachstumsintensitat des dorsalen Sepalums mit der Zeit

BP: Wachstum Bewegungsperiode (von einer Offnung zur nachsten)

Elisabeth Kogler
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Die beiden lateralen Sepalen weisen wahrend der gesamten Blihzeit kein Wachstum

auf. Der

Blutenblattbasis betragt durchschnittlich 3,44 cm und vergréf3ert sich nicht (Abb. 5).

Abstand zwischen der

Blutenblattspitze und dem Mittelpunkt der

Langenzunahme: laterale Sepalen
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Abb. 5: Konstante Lange der lateralen Sepalen mit der Zeit

O: Bliitenblattlange Offnung

Bei den paarigen Petalen ist ebenfalls ein Ldngenwachstum zu beobachten. Das

maximale Wachstum findet zwischen der 2. und der 3. Offnung statt und betragt nur

durchschnittlich 1,3 mm. Die Langenzunahme erfolgt hier weitaus weniger deutlich

und wird bereits nach der 5. Offnung eingestellt (Abb. 6).
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Langenzunahme: paarige Petalen
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Abb. 6: Geringe Langenzunahme der paarigen Sepalen mit der Zeit

O: Blutenblattlange Offnung

Auch das Wachstum des Blutenstiels zeigt eine ansteigende Kurve (Abb. 7). Zum
Zeitpunkt der ersten Offnung besitzen die Bliiten bereits einen durchschnittlich 23,10
cm langen Stiel. Nach abgeschlossenem Wachstum betrdgt die Lange des
Blutenstiels durchschnittlich 26,41 cm. Ein Blutenstiel von B. lobbii wachst demnach
durchschnittlich um 3,29 cm. Das entspricht einer Langenzunahme von 14,24 %.
Einige Blutenstiele erreichen eine Lange von uUber 30 cm. Die gemessene
Rekordlange betragt 33,2 cm (Abb. 7).

Auffallig ist, dass auch hier die Wachstumsintensitat auf die gleiche Weise abnimmt
(Abb. 8). Bis zur 3. Offnung wachsen die Bliitenstiele durchschnittlich um 7,1 mm pro
Tag, im weiteren Verlauf bis zur 6. Offnung nur noch um durchschnittlich 3,3 mm pro
Tag. Bis zur 12. Offnung verlangern sie sich noch durchschnittich um 1,5 mm.
Danach weisen die Blutenstiele fast aller B. lobbii-Individuen kein Wachstum mehr

auf. Nur einzelne Blutenstiele wachsen noch um 1 mm bis zur 13. Offnung (Abb. 8).
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Abb. 7: Langenwachstum des Blitenstiels mit der Zeit

O: Blutenstiellange Offnung

Lingenzunahme [mm)]
D

Wachstumsintensitat: Blltenstiel

AN

N

‘*\./\
P——

o
T v

T v

1.BP 2.BP 3.BP 4.BP 5BP 6.BP 7.BP 8BP 9.BP 10.BP 11.BP 12.BP 13.BP 14.BP

=4==\Nachstumsintensitat

Abb. 8: Abnahme der Wachstumsintensitat des Blitenstiels mit der Zeit

BP: Wachstum Bewegungsperiode (von einer Offnung zur néchsten)
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2.1.4 Diskussion

Laut Literatur weisen die Bluten von B. lobbii einen durchschnittlichen Durchmesser
von 7cm auf (Brieger et. al, 1992). Die in dieser Arbeit erhobenen Daten weichen mit
einem Durchmesser von durchschnittlich 8,06cm bei jungen und 10,09cm bei
ausgewachsenen Bluten deutlich von diesem Wert ab (Abb. 1). Bei allen
untersuchten B. lobbii-Pflanzen weist das dorsale Sepalum das starkste Wachstum
auf (Abb. 3). Das wenig ausgepragte Wachstum der paarigen Petalen ist generell nur
bei jingeren Bluten zu beobachten (Abb. 6). Die lateralen Sepalen wachsen nicht
(Abb. 5). Deshalb erscheint das dorsale Sepalum ausgewachsener B. lobbii-Bliten
sehr dominant und (berdimensioniert. Zusatzlich nimmt auch die Lange des
Blutenstiels in jeder Bewegungsperiode zu (Abb. 7). Das dorsale Sepalum fuhrt von
allen Blutenblattern die starkste Bewegung aus. Die paarigen Petalen bewegen sich
weit weniger deutlich und die Lokomotion erschopft sich schneller. Die lateralen
Sepalen bewegen sich nie. Der Blitestiel fuhrt zusatzlich noch starke, drehende
Bewegungen aus (siehe auch Kogler, 2010). Im Durchschnitt sind sowohl das
Wachstum wie auch die Blitenbewegung bei B. lobbii bis zum 12. Tag der Blitezeit
zu beobachten. Das Bliutenwachstum schwacht sich, ebenso wie die Bewegung mit
der Zeit stark ab (Abb. 2). Der maximale Offnungsgrad einer Bliite von B. lobbii wird
am 6. Tag erreicht und betragt 113,64° (Kogler, 2010). Zum Zeitpunkt der 6. Offnung
hat das dorsale Sepalum den Grolteil seines Wachstums abgeschlossen und
vergroRert seine Lange ab dann nur mehr geringfiigig im Vergleich zu vorher (Abb.
4). Die Blutenbewegung von B. lobbii korreliert in jedem untersuchten Punkt mit dem
Wachstum der an der Lokomotion beteiligten Blutenteile, was auf einen

Zusammenhang zwischen Wachstum und Bewegung hindeutet.

2.2 Bestimmung der Zellflachen und Vergleich der inneren und der

auReren Epidermis des dorsalen Sepalums

2.2.1 Einleitung

Offnungen sind generell bedingt durch eine Ausdehnung der Zellen (van Doorn &

van Meeteren, 2003). Eine in die Lange wachsende Einzelzelle krimmt sich, wenn
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das Wachstum der Zellwand nicht symmetrisch verlauft (intrazellulare Asymmetrie).
Ein vielzelliges Organ krummt sich durch Wachstum, wenn die Verteilung des
Wachstums der Einzelzellen nicht symmetrisch ist (interzellulare Asymmetrie). Diese
Asymmetrie kann in einer subapikalen Wachstumszone lokalisiert sein. Daraus folgt
differentielles Wachstum antagonistischer Flanken, wobei die starker wachsende
Flanke konvex wird. Die Uberwiegend irreversible Vergré3erung der Zellen geht mit
einer VergrolRerung des Volumens und mit einer Vergrof3erung der Oberflache
einher. Die Offnungsbewegung entspricht einer Blattkrimmung, die durch starkeres
Wachstum an der Blattoberseite (Innenseite der Blutenknospe) in der Nahe der Basis
verursacht wird. Das SchlieRen der Bluten ist dementsprechend auf verstarktes
Wachstum der Unterseite zurtickzufiihren. Die Bewegung scheint beim flichtigen
Betrachten reversibel zu sein und damit der Definition des Wachstums zu
widersprechen. Die einzelne Zelle vergroRRert sich aber dennoch irreversibel, fihrt
also ein echtes Streckungswachstum durch. Bei erneuter Offnungs- und
Schliebewegung werden weitere Zellen der Ober- bzw. Unterseite ins
Streckungswachstum einbezogen. Zellwachstum kommt bei héheren Pflanzen auf
zwei verschiedenen Wegen zustande. In meristematischen Geweben teilen sich
embryonale  Zellen und wachsen anschlieBend ausschlielich  durch
Plasmavermehrung wieder zur urspringlichen Grofl3e heran. In ausdifferenzierten
Geweben wachsen dagegen die Zellen unter Aufnahme von sehr grof3en Mengen
Wasser in die Vakuole zu ihrer endgultigen Grof3e heran. Das Streckungswachstum
fuhrt zu sehr viel starkerer ZellvergroBerung als das Plasmawachstum und ist
deshalb fir Wachstumskrimmungen viel wichtiger (Haupt, 1977). Da sich die
Untersuchungen ausschliel3lich auf bereits ausdifferenziertes Gewebe der Bliten
beziehen, wird im Folgenden nur das Streckungswachstum der Zellen in Form der

OberflachenvergroRerung bertcksichtigt.

2.2.2 Material und Methoden

- 60 Bliten von Bulbophyllum lobbii (5 pro Offnung und 5 pro SchlieBung)
- Lichtmikroskop
- Programm Cell*D

- Objekttrager
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- Deckglaser
- Wasser
- Rasierklinge

Um festzustellen, ob die beobachtete Blutenbewegung auf ungleich beschleunigtem
Wachstum  antagonistischer  Zellkomplexe beruht, werden nach jeder
abgeschlossenen Offnung und nach jeder abgeschlossenen SchlieRung 5 Bliiten
bendtigt. Da die Bluten ab der 7. Offnung nur mehr wenig Wachstum aufweisen und
auch die Bewegungsintensitat abnimmt, beschranken sich die Untersuchungen zum
Groldteil auf jungeres Blutenmaterial. Das dorsale Sepalum fuhrt von allen
Blutenblattern die intensivste Bewegung aus und weist auch das starkste Wachstum
auf. Deshalb werden fur die Erhebungen der Daten die dorsalen Sepalen von je 5
Bliten nach der 1. bis zur 6. Offnung und nach der 1. bis zur 6. SchlieBung mittels
Rasierklinge vom Rest der Blite abgetrennt. Die Blutenblatter werden in 3 ca. 1,5
cm? groRe Stiicke quergeschnitten. Diese werden auf einen Objekttrager
aufgebracht, mit einem Tropfen Wasser und einem Deckglas versehen und
anschlieBend lichtmikroskopisch untersucht. Mithilfe einer im Lichtmikroskop
integrierten Digitalkamera ist es mdglich, die Zellflachen der Epidermis
abzufotografieren und anschlieBend mit Cell*D zu vermessen (Foto 4). Danach
werden die Praparate umgedreht und die Zellflachen der gegenuberliegenden
Blutenblattflanke dokumentiert. Um aussagekraftige Ergebnisse erzielen zu kdnnen,
muissen die auleren Schichten der Epidermiszellen mdglichst vollstéandig
abfotografiert und Daten von moglichst vielen Zellen erhoben werden. Aul3erdem ist
es wichtig, den richtigen Mal3stab entsprechend der verwendeten VergréRerung in
die Fotos einzubrennen. In den folgenden Abbildungen werden die Mittelwerte der
erhobenen Daten graphisch dargestellt. Um Blatenmaterial fir ergdnzende
Untersuchungen zu sparen, muss die untersuchte Stichprobenmenge klein gehalten

werden.
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Foto 4: Oberflachenbestimmung von Epidermiszellen mittels Cell*D

2.2.3 Ergebnisse

Die durchschnittliche Zellflache einer Epidermiszelle eines jungen Blutenblatts, das
sich gerade entfaltet hat, betragt 4716 pm? Im Laufe der ersten 6
Bewegungsperioden vergroRert sich die durchschnittliche Oberflache einer
Epidermiszelle um 200 um? von einer Offnung zur néchsten (Abb. 9). Nach der 7.
Offnung ist die Zunahme der durchschnittlichen ZellgréRe nur noch sehr gering. Nach
der 12. Offnung wird das Flachenwachstum der Epidermiszellen vollstandig
eingestellt. Die Epidermiszellen ausgewachsener Blutenblatter weisen eine
durchschnittliche Oberflache von 6125 um? auf. Die Zellen vergréRern ihre
Oberflache demnach um durchschnittlich ca. 30% ihrer urspringlichen GréfZe. In
Abbildung 9 lassen sich aufRerdem deutliche Unterschiede zwischen den
Wachstumskurven der &uferen und der inneren Epidermiszellen erkennen. Die
gegenlaufigen Schwingungen der beiden Kurven in Abbildung 9 deuten bereits auf
Wachstumsverschiedenheiten hin. Wahrend sich die Blute schlie3t und das dorsale
Sepalum nach innen klappt, wachsen die Zellen der &uf3eren Epidermis deutlich
starker als jene der inneren Blitenblattblattflanke. Bei der Bliten6ffnung wachsen
hingegen fast ausschlieBlich die Zellen der inneren Epidermis. Die in den
Abbildungen angegebenen Daten beziehen sich stets auf Mittelwerte. Nach jeder
Bewegungsperiode werden mdglichst alle Zellen der inneren und der &auf3eren
Epidermis vermessen und der Mittelwert daraus errechnet. Der Mittelwert entspricht

der durchschnittlichen Flache einer Einzelzelle in der jeweiligen Blutenblattflanke.
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Abb. 9: Durchschnittliche Flachenzunahme der &u3eren und der inneren Epidermiszellen mit

der Zeit

O: durchschnittliche Zellflache Offnung, S: durchschnittliche Zellflache SchieRung

Tatsachlich nimmt die durchschnittliche Zelloberflache der inneren Epidermis

wahrend einer Offnung um ca. 200 um? zu. Im Laufe einer SchlieBung hingegen

wachst sie kaum. Eine auflere Epidermiszelle vergroRert sich demgegenuber im

Laufe

einer Offnung praktisch nicht und wéahrend einer

durchschnittlich ca. 190 pm? (Abb. 10).
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Abb.10: Starkeres Wachstum der inneren Epidermiszellen wéhrend der Offnung bzw.

starkeres Wachstum der auBeren Epidermiszellen wahrend der SchlieBung
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Die Zellen einer vollstandig geoffneten Fahne sind in der inneren Epidermis
durchschnittlich um ca. 87 um? groRer als in der duBeren Epidermis. Nach einer
SchlieBung weisen die Zellen der &uReren Epidermis um durchschnittlich 92,04 um?
groRere Oberflachen als jene der inneren Epidermis auf (Abb. 11). Bliten, die ihr
Wachstum eingestellt haben verweilen in gedffnetem Zustand. Die inneren
Epidermiszellen alter Bliiten sind demnach stets um durchschnittlich ca. 90 pm?

groler als die aul3eren Abschlusszellen.

durchschnittlicher Unterschied der Zellflichen
150
~
£ 100
° 86,50 92,04
=
0
= 50
: I
N
O 1
Offnung SchlieBung
duBere Epidermis M innere Epidermis

Abb. 12: Unterschied der durchschnittlichen Zellflache in der inneren und in der

auRReren Epidermis bei getffneten und geschlossenen Bliten

Die durchschnittliche Zellflache nimmt bis zur 12. Offnung wahrend jeder halben
Bewegungsperiode zu. Dieser Wert ermoglicht den Vergleich der
Wachstumsverhéltnisse auf gegenuberliegenden Blutenblattflanken. Tatsachlich
verhalt es sich jedoch anders. Die Zellen des Abschlussgewebes wachsen nicht
immerfort von Offnung zu Offnung beziehungsweise von SchlieRung zu SchlieRung,
sondern sie wachsen und erreichen innerhalb einer Bewegungsperiode ihre
endgultige Flache. Bei erneuten Bewegungsperioden werden weitere Zellen des
umliegenden Gewebes ins Wachstum miteingeschlossen. Epidermiszellen in der
Nzhe der Bliitenblattbasis sind zum Zeitpunkt der ersten Offnung um durchschnittlich
200um? groRer als jene des mittleren Blitenblattabschnitts. Letztere weisen
wiederum eine um durchschnittich 100 pm? groRBere Oberflache auf als
Epidermiszellen der Blitenblattspitze (Abb. 13). Die Unterschiede der
durchschnittlichen Zellflache in den verschiedenen Blitenblattabschnitten sind

zunachst noch gering. Zum Zeitpunkt der zweiten Offnung sind jedoch bereits ca.
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50% der Epidermiszellen des 1. Abschnitts Gber der Blutenblattbasis ausgewachsen
und weisen eine Zellflache von durchschnittlich 6271um? auf. Spatestens bei der 3.
Offnung sind beinahe alle Zellen der Blutenblattbasis ausgewachsen. Die
Epidermiszellen der anschlieenden Zonen wachsen wéahrend dieses Zeitraums
hingegen nicht beziehungsweise kaum. Ab der 3. Offnung werden die
Abschlusszellen des benachbarten mittleren Kronblattabschnitts in das Wachstum
miteinbezogen. Nachdem die dort liegenden Zellen nach der 5. Offnung ihr
Wachstum eingestellt und eine durchschnittliche Zellflache von 6124pm? erreicht
haben, beginnen die Zellen der Kronblattspitze zu wachsen. Nach der 6. Schlie3ung

weisen jene Zellen eine Oberflache von durchschnittlich 5987um2 auf (Abb. 13).

Verteilung des Flachenwachstums
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—4#—Basis == Mitte A—Spitze

Abb. 13: Aufeinanderfolgendes Wachstum der benachbarten Abschnitte des dorsalen Sepalums

2.2.4 Diskussion

Die Wurzel- und Sprossorgane hoherer Pflanzen stammen von terminal gelegenen
Meristemen ab. Durch Teilung embryonaler Zellen wird neues Zellmaterial
hervorgebracht, das anschlieBend den Prozess der Differenzierung durchlauft. Ein
zentraler Aspekt der Differenzierung ist die Zellstreckung. Die Zellstreckung
ermoglicht die eigentliche Volumenzunahme des sich entwickelnden pflanzlichen

Organs (Buschmann, 2002).
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Bei der Entwicklung von Bliten spielt Zellteilung zunachst eine grof3e Rolle. Die
Asymmetrie in den Blaten von Antirrhinum basiert auf Besonderheiten in der
Wachstumsrichtung sich teilender Zellen, weniger auf regional unterschiedlichen
Wachstumsraten (Rolland-Lagan et al., 2003). In jungen Blattern Uberlappen
Zellteilung und Zellstreckung einander oft stark. Sie besitzen selbst
Meristemcharakter. Zellteilungen kénnen in Blattern deshalb stattfinden, bis sie 90 %
ihrer GroRe erreicht haben. Danach wachsen auch Blatter ausschlief3lich durch
Zellstreckung (Dengler & Tsukaya, 2001). Zellteilungen kdnnen zuletzt im Bereich
des vaskularen Gewebes festgestellt werden, wodurch vermutlich dem héheren
Bedarf an Stofftransport Rechnung getragen wird (Donnelly et al., 1999). Auch das
Volumen eines erwachsenen Blattes hangt wesentlich von der Zellstreckung ab; in
Blattern konnen die Zellen das zwanzig- bis funfzigfache Volumen ihrer
meristematischen Vorlaufer einnehmen (Van Volkenburgh, 1999).

Bei den jungen Bliten von Bulbophyllum lobbii konnte kein Wachstum durch
Zellteilung festgestellt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Zellen der Epidermis
des dorsalen Sepalums echtes Streckungswachstum durchlaufen (Abb. 9 -13).
Wahrend einer Bewegungsperiode wachsen die Zellen eines bestimmten
Blutenblattabschnittes, bis sie ihre endgiltige GroRe erreicht haben, indem sie
Wasser in ihre Vakuolen aufnehmen Die durchschnittliche Zellflache in diesem
Blutenblattabschnitt nimmt folglich wahrend dieser Zeit zu, wahrend sie in anderen
Bereichen, in denen das Streckungswachstum zu diesem Zeitpunkt noch nicht
eingesetzt hat, unverandert bleibt. Innerhalb der néchsten Bewegungsperiode
vergroRern benachbarte Zellen ihre Oberflache und die durchschnittliche Zellflache in
diesem Bereich steigt weiter an. Das Langenwachstum des dorsalen Sepalums
basiert nicht auf immer fortwdhrendem Streckungswachstum derselben
Epidermiszellen. Die Ergebnisse zeigen, dass es wahrend der Bewegungsperioden
der Blute zur aufeinanderfolgenden Expansion der Epidermiszellen benachbarter
Kronblattabschnitte kommt (Abb. 13). Die durchschnittliche Zellflache nimmt auf
beiden Seiten der Epidermis durchgehend zu (Abb. 9). Sie ist keinen
tagesperiodischen Schwankungen unterworfen, wie es zu erwarten wére, wenn die
Bewegung ausschlief3lich auf reversibler Wasseraufnahme beruhen wirde. Daraus

kann man schliel3en, dass Wachstum bei der Bewegung eine grof3e Rolle spielt.
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Bei Tulipa sind hauptsachlich die Mesophylizellen fir das Wachstum verantwortlich;
die Epidermiszellen folgen nur der Expansion des Mesophylls (Wood, 1953). Ob es
bei Bulbophyllum lobbii in den inneren Schichten der wachsenden Blutenblatter zu
Zellteilung oder Streckungswachstum kommt, und die Epidermiszellen nur der
Ausdehnung des umliegenden Gewebes folgen, konnte im Rahmen dieser
Untersuchungen nicht geklart werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Epidermiszellen unterschiedlicher Blutenblattflanken- und abschnitte ihre Oberflache
zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Bewegungsperioden vergrof3ern
(Abb.9 und 13).

2.3 Behandlung mit Wachstumshormonen

2.3.1 Einleitung

Die Regulierung des Wachstums in der Zelle und im Gewebe erfolgt durch
spezifische Faktoren, die in der Zelle in geringer Konzentration vorkommen und
somit einen limitierenden Faktor darstellen. Der bekannteste Regulator ist das Auxin
(Haupt, 1977). Auxin spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation des Wachstums
und der Entwicklung von Pflanzen. Es fordert die Zellteilung und das
Streckungswachstum von Zellen, Tropismen (Phototropismus und Gravitropismus),
die Apikaldominanz und die Fruchtreife (Thimann, 1977). Wegen seiner priméren
Wirkung, der Induktion der Zellstreckung, wurde die entdeckte Substanz Auxin
genannt, abgeleitet vom griechischen Verb fur ,wachsen lassen®. Indol-3-Essigsaure
(IAA oder IES) ist das wichtigste Auxin hoherer Pflanzen. Ein Auxin enthaltender
Agarblock wird einseitig auf eine Hafer-Koleoptile aufgesetzt, der die Spitze entfernt
wurde (Avena — Krimmungstest). Infolge der einseitigen Auxin-Applikation kommt es
zur einseitigen Wachstumsférderung auf dieser Seite und die Koleoptile krimmt sich
in die, von der Applikation abgewandten Richtung (differentielles Wachstum) (Biskup,
2003). Der Haupt-Syntheseort von Auxin sind sich rasch teilende, entwickelnde
Gewebe, insbesondere junge, sich entwickelnde Blatter. Trotzdem sind auch alle
anderen Teile einer jungen Pflanze prinzipiell zur de- novo-Synthese von Auxin fahig,
wenn auch in weit geringeren Mengen (Ljung et al., 2001). Da das Auxin nur in

bestimmten Geweben produziert und in streng gesetzmalliger Richtung entlang
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eines Gradienten und in Abhéangigkeit von der Stoffwechselsituation transportiert
wird, kann in einem vielzelligen Organ das Wachstum der Einzelzelle durch die
Nachbarzellen Uber den Steuerfaktor Auxin reguliert werden (Haupt, 1977). Der
Transport von Auxin findet sowohl von Zelle zu Zelle Uber den Symplasten (polarer,
energieabhangiger Transport) als auch Uber das Phloem (unpolarer, passiver
Transport) statt und ist immer basipetal gerichtet (Biskup, 2003). Wenn verschiedene
Zellen eines Gewebes verschiedene Konzentrationen Auxin enthalten und dadurch
verschieden stark wachsen, resultiert daraus eine Kruimmungsbewegung, die in ihrer
Richtung von Auxin gesteuert wird. Auf diese Weise werden die potentiell gleich
wachstumsfahigen Zellen zu unterschiedlichem Wachstum veranlasst. Eine andere
Ursache fir ungleiches Wachstum antagonistischer Flanken ist ein von vornherein
ungleiches Wachstumspotential der Zellen. Unterschiedliche Zellen reagieren dann

unterschiedlich auf gleiche Auxin-Konzentrationen (Haupt, 1977).

2.3.2 Material und Methoden

- 20 Bluten von Bulbophyllum lobbii (10 getffnete und 10 geschlossene Bliten)
- 10 Erlenmayerkolben

- Glaselektrode zur Messung des ph-Werts (zuséatzlich auch Indikatorpapier)

- 1AA-LOsung (1 mM, 20 pl))

- 0,1 M KOH oder 0,1 M HCI-L6sung

- Schere

- Spritze

Fur das folgende Experiment wurden junge Bliten der ersten Bewegungsperiode
verwendet. 10 Bliuten wurden samt Petiolus mittels Schere von der Pflanze
abgetrennt und in einen mit einer 1mM Auxinlésung geflllten Erlenmayerkolben
gestellt. Die Ubrigen Bluten verblieben an der Mutterpflanze und wurden an
ausgewahlten Stellen mit kleinen Tropfen (20 pl) IAA-LOsung versehen. Alle
untersuchten Bluten wurden wahrend des gesamten Experiments nicht aus ihrer
gewohnten Umgebung im Glashaus entfernt, um etwaige Stressreaktionen zu
vermeiden. Das Wachstumshormon wird also entweder tber die wassrige Lésung im
Kolben durch den Petiolus oder (ber die Tropfchen durch die Epidermis

aufgenommen. Der ph-Wert der wassrigen Losungen sollte moglichst neutral (pH 7)
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sein und muss gegebenenfalls mit 0,1M KOH oder mit 0,1M HCI reguliert werden. Da
Auxin das Streckungswachstum foérdert und induziert, sollte nach der Aufnahme von
IAA eine Reaktion in Form einer Bewegung beobachtet werden koénnen. Das
Experiment wurde mit gedffneten und geschlossenen Bliten durchgefiihrt. Der
Offnungswinkel der Bliten ergibt sich aus der Position zwischen dem dorsalen
Sepalum und den unbeweglichen lateralen Sepalen und entspringt am Blitenboden
am Ende des Blutenstiels (Kogler, 2010). Eine eventuell durchgefiihrte Bewegung
wird Uber die Veranderung des Offnungswinkels gemessen. Zusatzlich wird die
Bewegung mittels einer Digitalkamera mit Serienbildfunktion dokumentiert, indem im

5-Minuten-Rhythmus ein Foto der Blutenposition gemacht wird.

2.3.3 Ergebnisse

Keine der untersuchten Pflanzen zeigte eine unmittelbare Reaktion auf die
Behandlung mit Auxin. Der Offnungswinkel betragt zum Zeitpunkt der ersten Offnung
durchschnittlich  78°. Nach 8 Stunden konnte keine Verdnderung des
Offnungswinkels und somit keine Bewegung festgestellt werden (Abb. 14). Weder die
abgeschnittenen Blaten mit Blitenstiel noch die an der Pflanze verbliebenen Bliten

reagierten auf IAA. Auch die aufgenommenen Bilder zeigen keine Verdnderung des

Offnungszustandes.
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Abb. 14: Keine Anderung des Offnungswinkels nach der Behandlung mit IAA
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Wider Erwarten verschoben sich die mittleren Offnungs- und SchlieRzeiten (siehe
auch Kogler, 2010) in den darauffolgenden Bewegungsperioden um durchschnittlich
2 Stunden nach hinten. Die Bliten beginnen sich nicht wie sonst Ublich um
durchschnittlich 02:20 Uhr, sondern erst um durchschnittlich 04:30 Uhr morgens zu
offnen. Die Schliel3ung erfolgt durchschnittlich kurz vor Mitternacht, also ebenfalls
mehr als 2 Stunden spéter als im normalen Rhythmus. Auffallend ist, dass sich die
Bluten wahrend dieser Zeit (berhaupt nicht mehr bewegen und auch die
rhythmischen nickenden Bewegungen des Blltenstiels, die normalerweise zwischen
einer Offnung und der nachsten SchlieBung oder umgekehrt zu beobachten sind,

eingestellt wurden.

2.3.4 Diskussion

Das Einrollen der Fangblatter von Drosera capensis ist auf einen internen
Auxintransport von der Blattspitze zu dem Punkt, an dem das Beutetier von den
klebrigen Tentakeldriisen festgehalten wird, zurickzufihren (Bopp & Weber, 1981).
Die Zugabe von IAA verstarkt die Reaktion betréachtlich: sie startet friher und zeigt
eine steilere Kurve als bei der Kontrolle. Eine an der Blattspitze aufgebrachte IAA-
Losung stimuliert das Wachstum an der Stelle des Blattes, wo die Beute festklebt.
Ein longitudinaler Transport von Auxin muss somit in der Reaktionskette eine Rolle
spielen. Auch in den Fiederblattchen von Mimosa pudica wird durch die Behandlung
mit Auxin eine Bewegungsreaktion ausgelost (Umrath et al., 1978). Bei den
Koleoptilen von Triticum aestivum (Arnal, 1953) und dem Hypokotyl von Phaseolus
vulgaris (Heathcote, 1965) konnte ein Zusammenhang von Circumnutation und
Auxintransport nachgewiesen werden. Die Krimmung der Organe wahrend der
Nutation schreitet entsprechend dem Transport von IAA von der Spitze zur Basis des
Organs (basipetal) fort. Die Nutationsbewegungen der Sprossachsen von Pisum
sativum endeten nach Zugabe von Auxin Transport Inhibitoren (NPA) (Britz &
Galston, 1983). Obwohl viele Studien zeigen, dass IAA bei Nutationen eine grolie
Rolle spielt, reicht seine bloRe Anwesenheit nicht aus, um Bewegungen dieser Art
hervorzurufen (Anker, 1972). Nutationsbewegungen scheinen eher von der
naturlichen polaren Bewegung von IAA durch die Pflanze abzuhangen (Minorsky,
2003).

49



Analyse des Bewegungsmechanismus der Bliten von Bulbophyllum lobbii Elisabeth Kogler

Dass die Bluten von B. lobbii keine Reaktion auf die Behandlung mit Auxin zeigten,
hangt eventuell mit der Verwendung =zu hoher oder =zu niedriger
Auxinkonzentrationen zusammen. Der Stillstand der Blitenbewegung ist demnach
eventuell auf einen Stresszustand der Pflanzen zurickzufiihren. Auch veranderte
Lichtintensitaten und hohe Temperaturen kdnnen bei der Blutenbewegung von B.
lobbii als Stressfaktor wirken. Die Bewegung wird folglich abgeschwécht oder
eingestellt (Kogler, 2010). Die geeignete Dosierung ist in den meisten Fallen
schwierig und muss fir jede Pflanzenart und fir jedes Gewebe eigens abgestimmt
werden (Ueda & Nakamura, 2006). Auch nach der Akkumulation anderer
Auxinkonzentrationen (0,4mM und 2,8mM, 102 - 10°M (Ueda, Nakamura, 2006),
2mM - 0,5mM (Watanabe & Umrath, 1983) konnte bei der Blitenbewegung von B.
lobbii kein stimulierender Einfluss von IAA festgestellt werden. Da die Auxin-
Konzentration in lebenden Geweben in vivo normalerweise optimal ist, zeigt
zusatzliche Applikation von Auxin keine wachstumsfordernde, sondern im Gegenteil
oft hemmende Wirkung. Die hemmende Wirkung zu hoher Auxin-Konzentrationen
wird mit der von Auxin ebenfalls induzierten Ethylen-Produktion in Zusammenhang
gebracht. Ethylen zeigt bereits in sehr geringen Konzentrationen hemmende Wirkung
(Biskup, 2003). Auch die verspateten Offnungs- und SchlieRzeiten sind

maoglicherweise darauf zurtckzufthren.

2.4 Behandlung mit dem Atmunqgsqift NaN;

2.4.1 Einleitung

Die Wasseraufnahme erfolgt beim Wachstum hauptsachlich durch Osmose. Der
osmotische Wert des Zellsaftes wird durch die Wasseraufnahme stark verringert. Es
mussen laufend osmotisch wirksame Substanzen in die Vakuole nachgeliefert
werden, damit das Wachstum nicht eingestellt wird. Dabei wird der assimilatorische
Stoffwechsel beansprucht, denn es miussen die bendtigten Substanzen aus der
Photosynthese oder aus der Mobilisierung von Reservestoffen zur Verfiigung gestellt
werden. Zusatzlich wird der dissimilatorische, Energie liefernde Stoffwechsel
beansprucht, da die Substanzen in die Vakuole gegen einen

Konzentrationsgradienten transportiert, also durch Aufwendung von Energie
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hineingepumpt werden missen (osmotische Arbeit). Erfordernis fur das Wachstum
ist eine plastisch dehnbare Zellwand. Diese plastische Dehnbarkeit erfordert die
Synthese und Einlagerung neuer Zellwandfibrillen. Somit wird auch fur die
Zellwandsynthese beim Wachstum der assimilatorische Stoffwechsel bendétigt.
Zumindest fur die Konzentrierung der Wandsubstanz in den Golgi-Vesikeln und ihr
Transport an den Ort der Einlagerung benétigt Energie aus der Dissimilation. Auch
die Plasmamembranen, vor allem der Tonoplast und das Plasmalemma, erfordern
ein erhebliches Flachenwachstum und stellen ebenfalls Anspriiche an den
Stoffwechsel. Ein intakter Atmungsstoffwechsel ist Voraussetzung fur das Wachstum.
Eine Hemmung der Atmung um wenige Prozent kann zu einer drastischen
Wachstumshemmung fiihren. Der optimale Bereich gegenuber verschiedenen
AulRenfaktoren ist fir das Wachstum hé&ufig enger als fur die Atmung (Blnning, 1948;
Haupt, 1977).

2.4.2 Material und Methoden

- 20 Bluten von Bulbophyllum lobbii (10 getffnete und 10 geschlossene Bliten)
- Natriumazid-Lésung (NaN3 40 mM)

- 10 Erlenmeyerkolben

- Rasierklinge

- Geodreieck oder Winkelmesser

Durch Zusatz des Atemgifts Natriumazid NaNs (Url, 1958) sollte das Wachstum
gehemmt werden. FUr das Experiment werden 5 gedffnete und 5 geschlossene
Bluten unterschiedlichen Alters am unteren Ende des Blitenstiels von der Pflanze
abgetrennt und in mit 40 mM Natriumazid-Losung gefullte Erlenmeyerkolben gestellt.
Zwei Individuen von B.lobbii werden mit reichlich Natriumazid-L6sung gegossen. B.
lobbii 210 82 VI tragt 5 Bliten unterschiedlichen Alters und wird um 11: 00 Uhr
gegossen, wenn alle darauf befindlichen Bluten vollstandig gedffnet sind. Um 23:00
Uhr wird die Losung mit dem Atemgift B. lobbii 210 _82 XIV zugegeben, dessen 5
Bluten zu dieser Zeit vollstandig geschlossen sind. Die Pflanzen verbleiben wéahrend
des Experiments im Glashaus. Der Hemmungsgrad des Wachstums wird tUber die
Anderung des Offnungswinkels mit der Zeit gemessen. Mithilfe eines Winkelmessers
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kann der Offnungswinkel der Bliten nach jeder vergangenen Stunde bestimmt
werden. Der Offnungswinkel der Bliiten ergibt sich aus der Position zwischen dem
dorsalen Sepalum und den unbeweglichen lateralen Sepalen und entspringt am
Blutenboden am Ende des Blutenstiels (Kogler, 2010). Zur Kontrolle wird die
Anderung der Offnungswinkel von 10 unbehandelten Bliiten dokumentiert. 5 davon
werden mittels Rasierklinge von der Pflanze abgeschnitten und in Erlenmeyerkolben
mit Wasser gestellt, die restlichen 5 verbleiben an den Pflanzen und werden mit

reinem Leitungswasser gegossen.

2.4.3 Ergebnisse

Nach der erfolgreichen Aufnahme von Natriumazid kam es bei allen untersuchten
Bluten zu einem Bewegungsstopp. Die abgeschnittenen und in den Kolben gestellten
Bluten zeigten nach der Behandlung mit dem Atmungsgift gar keine Bewegung mehr
(Abb. 15). Die Bluten sind unterschiedlich alt und weisen daher sehr unterschiedliche
Offnungswinkel von 93 - 118 ° im offenen und von 52 — 96 ° im geschlossenen
Zustand auf. Die einzelnen Offnungswinkel verandern sich in den folgenden 12
Stunden nicht. Die in Abbildung 15 angegebenen Werte der stiindlich gemessenen
Offnungswinkel entsprechen den Mittelwerten aller untersuchten gedffneten

beziehungsweise geschlossenen Bliten.

Die von der Pflanze abgetrennten und in reines Wasser gestellten Bluten flhrten
ihren gewohnten Bewegungsrhythmus fort (Abb. 16). Die um 11:00 Uhr gedffnet
abgetrennten Bluten beginnen nach durchschnittlich 5 Stunden (ab 16:00 Uhr), sich
zu schlieRen. Der Offnungswinkel betragt zunachst durchschnittlich 107,8 ° und
nimmt in den folgenden Stunden ab, bis die Bliten vollstdndig geschlossen sind und
einen durchschnittlichen Offnungswinkel von 78,4 ° einnehmen. Der Offnungswinkel
der geschlossenen Bluten vergrofRert sich hingegen sofort. Nach durchschnittlich 6
Stunden sind die Bliuten geo6ffnet und weisen einen durchschnittlichen
Offnungswinkel von 106, 8 ° auf (Abb.16).
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Abbildung 15: Keine Anderung des Offnungswinkels nach der Aufnahme von Natriumazid tiber

den Petiolus einer von der Pflanze abgetrennten Blite von B. lobbii
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Abbildung 16: Anderung des Offnungswinkels unbehandelter, von der Pflanze abgetrennter und in

Wasser situierter Bliten von B. lobbii (Kontrolle 1)

Die an der Pflanze verbliebenen Bliten bewegen sich nach der Zugabe des

Atemgifts nur geringfiigig (Abb. 17). Die gedffneten Bliiten weisen Offnungswinkel

von 91-135° auf. Nach 4 Stunden ist eine Verkleinerung des Offnungswinkels um
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durchschnittlich 8,6° zu beobachten. 2 der untersuchten Bluten verringern ihren
Offnungswinkel bis zur 6. Stunde nach der Behandlung. Danach bleibt der
Offnungswinkel jeder einzelnen Blute konstant und betragt zwischen 83 und 128°.
Ahnlich verhalt es sich bei den im geschlossenen Zustand gegossenen Bliiten. Der
Offnungswinkel betragt hier zuerst zwischen 61° und 102° und nimmt nach ungefahr
4 Stunden um durchschnittlich 4,2° zu. AnschlieRend kommt es zu keiner weiteren
VergroRerung des Offnungswinkels. Abbildung 17 sind die Mittelwerte der stiindlich
dokumentierten Offnungswinkel aller untersuchten gedffneten beziehungsweise

geschlossenen Bliten zu entnehmen.
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Abbildung 17: Geringe Anderung des Offnungswinkels nach der Aufnahme von Natriumazid einer

an der Mutterpflanze befindlichen Bliite

Die mit reinem Leitungswasser gegossenen Kontrollbliten fihren wie erwartet eine
Bewegung aus und verandern demnach deutlich ihren Offnungswinkel (Abb. 18).
Geoffnete Bliten beginnen nach 5 Stunden damit, ihren Offnungswinkel von
durchschnittlich 109° kontinuierlich zu verkleinern. Nach weiteren 6 Stunden sind sie
vollstandig geschlossen mit einem Offnungswinkel von durchschnittlich 79,8°. Die
geschlossenen Kontrollbliiten verandern ihren Offnungswinkel von durchschnittlich
74,8° erneut bereits in den ersten 6 Stunden, bis die Offnung abgeschlossen und ein
Winkel von durchschnittlich 109,6° eingenommen wird (Abb. 18).
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Abbildung 18: Anderung des Offnungswinkels unbehandelter, an der Pflanze befindlicher Bliiten
von B. lobbii (Kontrolle 2)

2.4.4 Diskussion

Wird die Atmung der Pflanze gehemmt oder unterbrochen, so misste es bereits nach
wenigen Minuten zu einem Wachstumsstopp aller betreffenden Organe kommen
(Ray, 1961, Schopfer, 2006). Alle mit dem Atmungsgift behandelten Bliten stellen
tatsachlich schon nach kurzer Zeit ihre Bewegungsaktivitat ein. Da die Synthese von
neuem Pflanzenmaterial Energie aus dem Atmungsstoffwechsel bendtigt, kénnten
diese  Ergebnisse auf einen Zusammenhang der Bewegung — mit
Wachstumsprozessen in den beteiligten Blitenteilen hindeuten. Da allerdings auch
Turgorbewegungen auf Wasseraufnahme durch Osmose und auf Veranderungen in
der Zellwand und im Zellinneren beruhen, sind auch sie auf einen intakten
Atmungsstoffwechsel angewiesen. Um die Annahme zu festigen, dass die
Blutenbewegung von Bulbophyllum lobbii auf regionalen
Wachstumsverschiedenheiten beruht, missen daher weitere Untersuchungen

durchgeftihrt werden.
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2.5 Bestimmung des Osmotischen Potentials

2.5.1 Einleitung

Die Nettoaufnahme- oder abgabe von Wasser in einer Zelle erfolgt durch Osmose.
Dabei findet ein passiver Transport von Wasser durch eine semipermeable Membran
statt. Das Wasser flief3t dabei immer von einer niedrigkonzentrierten (hypotonischen)
L6sung in Richtung der hoherkonzentrierten (hypertonischen) Losung. Die Zellwand
der Pflanzenzelle bt dabei einen Gegendruck auf die turgeszenten Zellen aus und
wirkt der Aufnahme von Wasser entgegen. Die Konzentration der geldsten
Substanzen und der Druck der Zellwand auf die Zelle bilden zusammen das
Wasserpotential W der Zelle. Wasser bewegt sich durch eine Membran stets von der

Ldsung mit dem hoéheren Potential zu der Losung mit dem niedrigeren Potential.

Y =Yp + Yqg

Das Druckpotential (\Wp) entspricht dem physikalischen Druck der Zellwand auf die
Losung. Ws ist das Potential geloster Substanzen und verhélt sich indirekt
proportional zur Konzentration geloster Stoffe in einer Lésung. Ws wird auch
osmotisches Potential (W) genannt. Der Druck auf eine Losung (Wp) kann entweder
positiv oder negativ sein. Ein negativer Druck ergibt eine Saugspannung. Hingegen
ist Ws immer negativ. Je groBer die Konzentration der geldsten Stoffe, umso
negativer wirkt Ws (Campbell, 1997).

Die Blattentwicklung reagiert sensibel auf Wassermangel. Bereits ein geringer
Verlust des Zellturgors kann zu einer Reduktion der Volumenzunahme fihren (Dale,
1988). Die Auflockerung der Zellwand wéhrend der Ausdehnung fihrt zur Abnahme
des Turgordrucks. Dadurch wird das Wasserpotential der Zellen sich ausdehnender
Gewebe gesenkt, wodurch ein wachstumsabhéngiger Wasserpotentialgradient
zwischen expandierendem und vollentwickeltem Gewebe aufrecht erhalten werden
kann (Nonami et al., 1987; Boyer 1988).

Die Abhebung des lebenden Protoplasten von der Zellwand, die durch das
Vorhandensein einer aul3eren wasserentziehenden Losung hervorgerufen wird, wird

als Plasmolyse bezeichnet (de Vries, 1877). In einer hypertonischen Umgebung, in
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der eine hoéhere Konzentration geldster lonen vorliegt, besitzt die Zelle zunachst ein
hoheres Wasserpotential als ihr Umfeld. Wasser stromt aus der Zelle aus und
Plasmolyse setzt ein. Die Zelle verliert so lange Wasser, bis das Wasserpotential von
Zelle und Umgebung ausgeglichen sind. In einem hypotonischen (niedriger
konzentrierten) Medium ist das Wasserpotential der Zelle vorerst niedriger als das
ihrer Umgebung. Die Zelle nimmt folglich Wasser durch Osmose auf und wird
turgeszent. Das osmotische Gleichgewicht wird erreicht, wenn der Gegendruck der
elastischen Zellwand der Wasseraufnahme entgegenwirkt und die Werte fur die
Wasserpotentiale der Zelle und des umliegenden Mediums gleich sind (Campbell,
2003). Der Protoplast kann sich bei Plasmolyse auf unterschiedliche Weise von der
Zellwand ablésen. Am haufigsten treten konkave und konvexe Plasmolyseformen auf
(Oparka, 1994). Die Plasmolyseform gibt Hinweise Uber den physiologischen
Zustand des Protoplasten (Stadelmann, 1956, 1966) und Uber die Bindung des
Protoplasten an die Zellwand (Lee-Stadelmann et al., 1984). Hypertonische
Losungen bewirken eine schnelle, konvexe Plasmolyse (Kuster, 1929), bei der sich
der Protoplast von den schmaleren transversalen Wanden ablést und konvexe
Enden aufweist (Oparka, 1994).

Der Zustand, in dem sich die Pflanzenzelle in einer isotonischen Lésung befindet,
heil3t Grenzplasmolyse. Der Gegendruck der Zellwand entspricht genau dem
Turgordruck und die Saugkraft der Zelle ist gleich Null. Bei Grenzplasmolyse beginnt
sich das Cytoplasma langsam und leicht von der Zellwand abzulésen (Derry, 1929,
Stadler, 1966).

Falls es bei der Blutenbewegung von Bulbophyllum lobbii zu Wasserumlagerungen
von vollentwickeltem Gewebe der Laubblatter und des unteren Teiles des
Blutenstiels zu sich ausdehnendem Gewebe der Blitenblatter und des oberen Teiles
des Blattstiels kommt, mussten die einzelnen Pflanzenteile unterschiedliches
osmotisches Potential aufweisen. Beruht die Bewegung auf einer reversiblen
Anderung des Turgordrucks in den Zellen der Kronblatter, geht sie mit einer
rhythmischen Anderung des osmotischen Potentials in den betroffenen Zellen einher.
Demnach miusste das osmotische Potential der inneren Epidermis tagsuber hdher
sein als nachts. Die vorangegangenen Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass

Wachstumsbewegungen an der Bewegung beteiligt sind. Die Wasseraufnahme
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erfolgt auch beim Wachstum, also bei der irreversiblen Wasseraufnahme,
hauptséachlich durch Osmose. In sich entwickelnden Zellen sinkt durch
Konzentrierung ihrer Vakuolen ihr osmotisches Potential, wodurch Wasser fur
Wachstum in ihre Zellen aufgenommen werden kann. Der osmotische Wert des
Zellsaftes wird durch die Wasseraufnahme stark verdiinnt. Es missen dabei laufend
osmotisch wirksame Substanzen in die Vakuole nachgeliefert werden, damit das

Wachstum nicht eingestellt wird. (Haupt,1966).

Sind Wasserumlagerungen an der Bewegung beteiligt, so sind in beiden Fallen
osmotische Anderungen in den an der Bewegung beteiligten Pflanzenteilen zu

erwarten.

2.5.2 Material und Methoden

a) Ermittlung der Zellsaftkonzentration mittels Grenzplasmolyse:

- 10 Bluten von Bulbophyllum lobbii (5 gedffnete und 5 geschlossene)
- Handmikrotom

- Verdiunnungsreihe einer NaCl-Losung

- Lichtmikroskop

- Objekttrager

- Federpinzette
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Verdinnungsreihe: Der errechnete Wert wird mittels Gefrierpunkt-Osmometer
Uberpruft (Tab. 1):

Osmolaritat [osmol/ L]
errechneter Wert gemessener Wert
0,1 0,112
0,2 0,209
0,25 0,262
0,3 0,326
0,35 0,371
0,4 0,438
0,45 0,474
0,5 0,514

Tabelle 1: Eichungsreihe der errechneten

Werte der NaCl- Lésung

Zur Ermittlung der Zellsaftkonzentration werden mittels Handmikrotom
Flachenschnitte der oberen und der unteren Epidermis der dorsalen Sepalen
angefertigt. Die Gewebestickchen werden anschlieRend auf einem Objekttrager
platziert und mit verschiedenen Konzentrationen der hypertonischen L6sung
versehen. Nach 5 Minuten wird unter dem Lichtmikroskop untersucht, bei welcher
Konzentration Grenzplasmolyse eingetreten ist, das heil3t der osmotische Wert
des Zellsaftes genau dem der verwendeten Aul3enlbésung entspricht. Durch
Auszahlen von jeweils 50 Zellen wird ermittelt, wie hoch der Prozentsatz der

plasmolysierten Zellen ist.

b) Presssaftmethode:

- 50 Bluten (25 gedtffnete und 25 geschlossene), 3 Laubblatter, 10 Blutenstiele
von Bulbophyllum lobbii
- Flussiger Stickstoff

59



Analyse des Bewegungsmechanismus der Bliten von Bulbophyllum lobbii Elisabeth Kogler

- 4°-Kammer

- Spritze

- Filterpapier

- Pipette

- Eppendorfgefal3e
- Zentrifuge

- Osmometer

5 geodffnete und 5 geschlossene Bliten werden mittels Rasierklinge am
terminalen Ende des Blutenstiels von der Pflanze abgetrennt. Aul3erdem werden
insgesamt 3 Laubblatter sowie die Blutenstiele vom Rest der Pflanze
abgeschnitten. AnschlieBend werden von 20 gedffneten Bluten und von 20
geschlossenen Bliten (je 4 der ersten 5 Bewegungsperioden) die Blutenblatter
separat abgetrennt. Die Bluten, die Blattstiele und die Laubblatter werden sofort
im Anschluss in flussigem Stickstoff schockgefroren. Danach wird das
Pflanzenmaterial in der 4°-Kammer aufbewahrt. Die gefrorenen Pflanzenteile
werden in eine Plastikspritze mit eingelegtem Filterpapier gefullt und bei
Raumtemperatur aufgetaut. Da fur die Durchfihrung des Versuches mindestens
20 pl Presssaft bendtigt werden, missen fir die Herstellung eines Presssaftes
aus den einzelnen Blutenteilen je 2 analoge Blutenblatter (zum Beispiel zwei
dorsale Sepalen) verwendet werden. Der Presssaft wird aus der Spritze
herausgedrickt, gleichzeitig mittels Pipette aufgesogen und in ein
Eppendorfgefall Gberfuhrt. Die durch die Eiskristallbildung zerstorten Zellwande
und Plasmagrenzschichten geben bei entsprechendem Druck den Zellinhalt frei.
Um stdrende Schwebstoffe im Presssaft zu entfernen, wird dieser anschliel3end 5
Minuten lang zentrifugiert. Die so erhaltene Suspension wurde im

Gefrierpunktosmometer auf ihre Osmolaritéat hin gemessen.

Ein Osmol ist eine Einheit fur die Anzahl an gelésten Substanzen, die in 1 L
Ldsung unter Normalbedingungen einen osmotischen Druck von 2269 kPa (=22,4
atm) erzeugt. Fur Stoffe, die in L6sung nicht in lonen zerfallen, entspricht 1 mol/ L

1 osmol/ L.
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c) Plasmometrische Methode:

20 Blaten von Bulbophyllum lobbii (10 ge6ffnete und 10 geschlossene)
Mikrotom

0,5 osmolare Mannitol-Losung (CsHg(OH)e), MG = 182, 17 g/mol)
Lichtmikroskop

Objekttrager

Federpinzette

Foto 5: Flachenschnitt des dorsalen Sepalums von

B. lobbii: Bestimmung der Parameter in den Epidermiszellen , nach Hofler (1981)

Die plasmometrische Methode (Hofler, 1918) gibt das Verhaltnis vom Volumen des

Protoplasten zum Volumen der Zelle an. Die Konzentration des Zellsaftes steht zu

seinem Volumen in linearer Beziehung. Im Zustand des osmotischen Gleichgewichts

ist das Volumen des abgehobenen Protoplasten dem Hypertoniegrad des
Plasmolytikum umgekehrt proportional (Abb. 19) (Hartel, 1962).

I
wlo

OW =G xc

: ‘

OW-= osmotischer Wert, G = Plasmolysegrad (dimensionslos),

C = Konzentration des Plasmolytikums (osmol) (nach Héfler, 1981)
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Abb. 19: Darstellung einer plasmolysierten Zelle im hypertonischen
Medium, | = Lange des Protoplasten, h = innere Zelllange,
b = innere Zellbreite (b = 2r)

Mittels Handmikrotom werden Flachenschnitte der dorsalen Sepalen
angefertigt. Die Zellen der unterschiedlichen Epidermisschichten werden mit
einer osmotisch wirksamen 1 molaren Mannitollésung versehen. AnschlieRend
werden die plasmolysierten Zellen der inneren und der auf3eren Epidermis von
gedffneten und geschlossenen Bluten lichtmikroskopisch untersucht und die
entsprechenden Grof3en aus Abbildung 19 bestimmt (Foto 5).

2.5.3 Ergebnisse

a) Zellsaftkonzentration mittels Grenzplasmolyse

Die Anzahl plasmolysierter Zellen nimmt mit steigender Konzentration der
AulRenlésung zu (Abb 20). Bei einer Konzentration von 0,35 osmol/ L zeigen
bereits 50 % der gezahlten Epidermiszellen Grenzplasmolyse (Foto 6). Dieser
Wert entspricht dem durchschnittlichen osmotischen Wert der Epidermiszellen

und stellt somit den gesuchten Grenzplasmolysewert dar (Abb. 20).
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Foto 6: Grenzplasmolyse in den Epidermiszellen

der Bliiten von B. lobbii bei 0,35 osmol CaCI2:KCI - Lésung
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Konzentration der AuRenlésung [osmol]

o

=4==Anzahl plasmolysierter Zellen

Abb 20: Zunehmende Anzahl plasmolysierter Zellen bei steigender Konzentration (osmol/ L)

der Aulzenldsung

b) Presssatt:

In Abbildung 21 ist die Anderung des osmotischen Druckes in den verschiedenen
Pflanzenteilen graphisch dargestellt. Die Bliten weisen vom Zeitpunkt ihrer
Entfaltung bis zum Ende der 5. Bewegungsperiode stets das niedrigste osmotische
Potential auf. Sie besitzen zunachst eine Konzentration geldster Substanzen von 339
mosmol. Der osmotische Druck nimmt mit der Zeit ab. Zum Zeitpunkt der 6. Offnung
weisen die Bluten Konzentrationswerte von durchschnittich 260 auf. Der

durchschnittliche osmotische Wert der Blluten tber die ersten 5 Bewegungsperioden
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betragt 302 mosmol/ L. Das osmotische Potential der anderen Pflanzenteile ist
demgegenuber deutlich hoher. Die Konzentration der gelésten Substanzen betragt in
den Laubblattern zum Zeitpunkt der ersten Offnung durchschnittlich 151 mosmol/ L
und nimmt mit der Zeit zu. Auffallend ist die gegenlaufige Anderung des osmotischen
Druckes in den zwei getrennt untersuchten Teilen des Blitenstiels. Die Konzentration
der osmotisch aktiven Teilchen im oberen Teil des Bllutenstiels betragt
durchschnittlich 298 mosmol/ L und nimmt mit der Zeit zu. Der osmotische Druck ist
hier stets hoher als im unteren Teil des Blutenstiels. Der untere Teil des Blutenstiels
weist zum Zeitpunkt der ersten Offnung viel geringere Konzentrationswerte von
durchschnittich 168 mosmol /L auf und zeigt eine ansteigende Kurve.
Tagesperiodische Schwankungen des osmotischen Wertes konnten in den
untersuchten Pflanzenteilen nicht festgestellt werden (Abb. 21).

Der osmotische Wert in den Blitenblattern weist ebenfalls keine nennenswerten
tagesperiodischen Schwankungen auf (Abb. 22). In den dorsalen Sepalen ist die
Osmolaritat mit durchschnittlich 312 mosmol/ L zum Zeitpunkt der ersten Offnung
und mit durchschnittlich 306 mosmol /L nach der 5. Bewegungsperiode relativ
konstant und stets am hochsten. Der osmotische Wert der paarigen Petalen ist mit
Konzentrationswerten zwischen 302 und 306 mosmol / L etwas niedriger. Die
lateralen Sepalen weisen das hochste osmotische Potential auf, da die Konzentration
der geldsten Substanzen hier zwischen 292 und 297 mosmol/ L betragt und somit
stets unter jener der anderen Blutenblatter liegt Der durchschnittliche osmotische
Wert betragt im dorsalen Sepalum 310 mosmol/ L, in den lateralen Sepalen 294

mosmol/ L und in den paarigen Petalen 303 mosmol/ L (Abb. 22).
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Abb. 21: Anderung des osmotischen Wertes in den Pflanzenteilen von B. lobbii mit der Zeit
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Abb. 22: Anderung des osmotischen Wertes in den Blutenteilen von B. lobbii mit der Zeit
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c) Plasmometrie:

Der osmotische Wert nimmt in beiden Epidermisschichten mit der Zeit ab. Die
Zellsaftkonzentration der auf3eren Epidermis betrdgt zum Zeitpunkt der ersten
Offnung durchschnittlich 412 mosmol. Wahrend einer Offnung ist sie stets hoher als
der entsprechende Wert der inneren Epidermiszellen, der bei der ersten Offnung
durchschnittlich 407 mosmol entspricht. Bei den Sepalen der geschlossenen Bliten
zeigt es sich umgekehrt. Der osmotische Wert der inneren Epidermizellen ist dann
hoher als jener der &ufReren. Die durchschnittiche Konzentration der geldsten
Substanzen uber die ersten 5 Bewegungsperioden betragt sowohl in der aul3eren als

auch in der inneren Epidermis durchschnittlich 371 mosmol.
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Abb. 23: Die Anderung des osmotischen Wertes in der auBeren und in der inneren Epidermis der

dorsalen Sepalen von B. lobbii mit der Zeit

2.5.4 Diskussion

Die Bestimmung der Zellsaftkonzentration der Epidermiszellen mittels
Grenzplasmolyse fuhrte zu einem osmotischen Wert von 0,35 osmol (Abb. 20). Die
plasmometrische Methode lieferte ein &hnliches Ergebnis, indem der
durchschnittliche osmotische Wert 0,37 osmol betragt (Abb.23). Bei der Interpretation
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der Presssaftanalyse stellt sich ein grundlegendes Problem. Der Presssaft, der aus
den ganzen Blliten gewonnen wurde, weist eine Osmolaritat von 0,3 osmol/ L auf
(Abb. 21). Der osmotische Wert des Presssaftes der einzelnen Blutenteile betragt fur
jeden Blutenblatttyp ebenfalls durchschnittlich 0,3 osmol/ L (Abb. 22). Diese Werte
weichen deutlich von jenen der anderen Methoden ab. Da ein ganzes Organ fir die
Untersuchung herangezogen wird, kann es sein, dass zu viel Phloem- und
Vakuolensaft miteinflie3t und den osmotischen Wert des Zellsaftes verfalscht.
AulRerdem konnten osmotisch wirksame Substanzen im Pressrickstand
zurlckbleiben. Gewebsdifferenzierung kann bei der Presssaftmethode nicht
mitbertcksichtigt werden. Da jedoch alle Bliten und separaten Bliutenteile gleich
behandelt wurden, kann man mithilfe der Ergebnisse durchaus Ruckschliisse auf die
Verhéltnisse innerhalb der Blite schlieBen. Die plasmometrische Methode ist
genauer und viele Studien bedienten sich der Plasmolysefahigkeit der Pflanzenzelle,
um die Zellsaftkonzentrationen individueller Zellen zu bestimmen (Geiger et al., 1973,
Evert et al., 1977; Fisher & Evert, 1982; Russin & Evert, 1985).

Die Untersuchungen zeigen, dass die Bliten, egal ob offen oder geschlossen, von
allen Pflanzenteilen das niedrigste osmotische Potential aufweisen (Abb.21). Das
osmotische Potential des oberen Teiles des Blutenstiels ist hdher, der Unterschied ist
aber eher gering. Der untere Teil des Blitenstiels weist wiederum ein hoheres
osmotisches Potential auf als der obere Teil. Zum Zeitpunkt der ersten Offnung
betragt der Unterschied 130 mosmol/ L, wird aber im Laufe der folgenden
Bewegungsperioden kleiner. Das osmotische Potential der Laubblatter ist wiederum
kleiner als das Letztere. Diese Ergebnisse koénnten auf einen
Wasserpotentialgradienten hinweisen, der das Wasser von den vollentwickelten
Pflanzenteilen zu den sich ausdehnenden Zellen der Bliten transportiert.

Der Unterschied des durchschnittlichen osmotischen Potentials in den verschiedenen
Pflanzenteilen ist zum Zeitpunkt der ersten Offnung am groRten (Abb.21). Der
osmotische Wert der Bliten und des oberen Teil des Blattstiels nehmen mit der Zeit
ab, das heil3t ihr osmotisches Potential steigt im Laufe der Bewegungsperioden stetig
an. Der untere Teil des Blattstiels und die Laubbléatter zeigen eine entgegengesetzte
Kurve. lhr osmotisches Potential sinkt mit der Zeit. Nach der 6. Offnung ist noch
immer ein deutlicher Unterschied der osmotischen Werte der unterschiedlichen

Pflanzenteile zu beobachten, aber die Differenz ist bereits viel kleiner. Die
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Abschwachung der Bewegung und des Wachstums mit der Zeit kdnnten damit in
Zusammenhang stehen.

Innerhalb einer Blute weist das dorsale Sepalum durchschnittlich das niedrigste
osmotische Potential auf (Abb. 22). Der Zellsaft der paarigen Petalen ist
durchschnittlich weniger konzentriert als jener des dorsalen Sepalums. In den
lateralen Sepalen ist die Zellsaftkonzentration am geringsten und das osmotische
Potential hochsten. Der Unterschied zwischen den durchschnittlichen osmotischen
Werten der verschiedenen Blutenblatter ist eher gering. Er kdnnte jedoch zu einem
bevorzugten Transport von Wasser in die sich bewegenden und wachsenden
Blutenblatter fihren.

In den Zellen der &uf3eren und der inneren Epidermis kommt es zu einer
tagesperiodischen Schwankung des osmotischen Wertes (Abb. 23). Die Zellsafte der
inneren Epidermiszellen weisen wahrend einer Offnung geringere Konzentrationen
auf, als jene der &ufRReren Epidermiszellen. Das kdnnte darauf hindeuten, dass die
inneren Epidermiszellen wahrend einer Offnung mehr Wasser aufnehmen und
deshalb turgeszenter sind. Da es sich bei einer SchlieBung genau umgekehrt verhalt
(Abb. 23), ist ein Zusammenhang der gegenlaufigen, tagesperiodischen Anderung
des osmotischen Potentials mit dem Wachstum und der Bewegung der Blite
naheliegend.

Die gegenlaufigen Schwankungen des osmotischen Potentials (Abb. 23) erklaren
vielleicht, warum der durchschnittliche osmotische Wert ganzer Bliten und ganzer
Blutenteile relativ konstant (Abb. 21 und 22) ist. Demnach wirden die
Wasserumlagerungen beziehungsweise die Konzentrationsdnderungen des
Zellsaftes auf lokaler Ebene zwischen den Blitenblattern und zwischen den
gegenuberliegenden Epidermisschichten stattfinden. Dies konnte erklaren, warum
das durchschnittiche osmotische Potential der gesamten Blite keinen

tagesperiodischen Schwankungen unterliegt.
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2.6 Saulenchromatographie:

Hochdruck—Flussigkeitschromatographie (HPLC) und

Gaschromatographie (GC)

2.6.1 Einleitung

Die Mobilisierung von gespeicherten Kohlenhydraten und der Import von Starke aus
dem Apoplasten in die Zelle begleitet bei den meisten untersuchten Arten die
Blutendffnung. Junge Kronblattzellen besitzen oft eine betrachtliche Menge an
Starke, die kurz vor der Offnung schnell in Glucose und Fructose umgewandelt wird.
Bei Alstroemeria peregrina (Collier, 1997), Lilium sp. (Bieleski et al., 2000b),
Magnolia grandiflora (Griesel, 1954), Rosa sp. (Ho, Nichols, 1977), Tradescantia
reflexa (Horie, 1961) und Turnera ulmifolia (Ball, 1933) spielt die Starke eine wichtige

Rolle fur das Wachstum der Bliiten.

Zwischen den einzelnen Petalen einer Blute und zwischen sich 6ffnenden Bliten und
Blutenknospen besteht eine Konkurrenzsituation um Kohlenhydrate. In geschnittenen
Madelon-Rosen resultierte die Entfernung der dufReren Kronblatter direkt nach der
Ernte in einem Anstieg des Zuckergehalts und der Oberflache der Inneren
Kronblatter (Marissen, 1991). Um grolRere Einzelbliten zu produzieren, werden
benachbarte Blitenknospen von der Pflanze entfernt. Die Konkurrenz um
Zuckerressourcen verscharft sich bei mangelnder Verfligbarkeit von Kohlenhydraten
(v. Meeteren et al., 2001).

Wachsende Knospen und sich 6ffnende Bliten beschleunigen das Eintreten der
Seneszenz von bereits entfalteten Bliten. Die Entfernung von Blitenknospen erhdht
dementsprechend die Langlebigkeit der an der Pflanze verbleibenden Bliten (v. der
Meulen-Muisers et al.,, 1995). Eine starke Abnahme des gesamten
Kohlenhydratgehalts der an der Pflanze verbleibenden Bliten tritt auf. In den
entfernten Bliten ist die Abnahme viel geringer (v. der Meulen-Muisers, 2000). All
das deutet auf einen Kohlenstofftransport von verwelkenden Bliten zu sich gerade
offnenden hin, zumindest bei geschnittenen Infloreszenzen, die bei geringer
Lichtintensitat gewachsen sind. Hier werden Kohlenhydrate schnell zum limitierenden

Faktor fur Knospenwachstum und Bliten6ffnung (van Doorn & van Meeteren, 2003).
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Die folgenden Untersuchungen sollen klaren, ob getffnete und geschlossene Bluten
Unterschiede im Vorliegen der Zuckerverbindungen aufweisen. Es wurde bereits
gezeigt, dass das durchschnittliche osmotische Potential ganzer Bliten und einzelner
Blutenblatter keinen tagesperiodischen Schwankungen unterliegt (Abb.21 und 22).
Auf lokaler Ebene gibt es Unterschiede in der Zellsaftkonzentration zwischen den
auReren und den inneren Epidermiszellen (Abb. 13). Die Untersuchungen sollen
dariiber Aufschluss geben, ob Bliten im gedffneten Zustand insgesamt mehr
osmotisch wirksame Zuckerverbindungen in ihren Vakuolen konzentrieren als im

geschlossenen Zustand.

2.6.2 Material und Methoden

- 20 Bluten von Bulbophyllum lobbii (10 gedffnete und 10 geschlossene)

Die Chromatographie gehort zu den Verfahren, bei denen Stoffgemische untersucht
werden, indem man sie in ihre einzelnen Bestandteile auftrennt (Trenntechniken oder
Seperationsverfahren). Basis der Auftrennung der Stoffe ist die unterschiedliche
Verteilung der Stoffe in zwei Phasen. Die mobile Phase (Flissigkeit oder Gas)
bewegt sich an der stationaren Phase (Feststoff oder Flussigkeit) vorbei und nimmt

die Stoffe dabei unterschiedlich schnell mit.

Bei der Saulenchromatographie befindet sich die stationare Phase in einer Saule,
durch die die mobile Phase flieRt. Dazu gehéren die Hochdruck -

Flassigkeitschromatographie (HPLC) und die Gaschromatographie (GC).

HPLC steht fiar High Pressure Liquid Chromatography und ist eine sehr
leistungsfahige chromatographische Technik zur Auftrennung und Analyse von
Stoffgemischen. Sie gehdort zur Gruppe der Saulenchromatographien. Die stationare

Phase ist in eine Stahlsdule gepackt. Flissigkeiten bilden die mobile Phase.

a) GC:
Zebron 5 (Phenomenex)

Tragergas Helium 1ml/ min
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Temperaturprogramm 70°C — 300°C 3°C/ min
Turbomass GC — MS System (Peukin Elmer)
Probenderivatisierung: mit MSTFA silyliert, mit Hydroxylamin oximiert

Probenmenge: 0,5 ul

b) HPLC:
Dionex Summit HPLC
Diodenarray Detektor
UV- Spektrum: 600 nm — 220 nm

Gradient: von A (4,5 % MeOH, 95% H,0O, 0,5 % o-Phosphorséaure) nach B (100 %
MeOH)

Start: 100% A; nach 110 min: 100% B
Flussrate: 0,2 ml/ min
Saule: Phenomenex Synergi Max (150 x 2 mm, 4um, C12)

Probenmenge: 10 pl

c) Losungen:

Methanol — Lésung (50 ml): 45 ml Methanol + 50 pl Essigsaure + 4, 95 ml H,O + 50 mg BHT
1 %ige Essigsaure — Losung: 300 ml destilliertes Wasser + 3 ml 100%;ge CH;COOH

BHT (Butyl-Hydroxy-Toluol) ist ein reiner Radikalfanger und verhindert, dass
redoxaktive Substanzen von freien Radikalen oxidiert werden und zu anderen
Verbindungen polymerisieren. Ohne BHT wirden eventuell vorhandene redoxaktive

Substanzen wéahrend der Extraktion verloren gehen.

Die gefrorenen Bliten werden mithilfe eines Mdrsers in einer Reibschale zerrieben
und anschlielRend mit flissigem Stickstoff Ubergossen. Das Pflanzenmaterial wird in
die hergestellte Methanol-Losung eingelegt und bis zur weiteren Verwendung im

Gefrierschrank bei maximal —20°C gelagert.
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Fraktionierung: Das Extrakt wird in eine wassrige, hydrophile Phase und in eine
lipophile Phase aufgetrennt. Zucker und phenolische Verbindungen werden dabei
voneinander isoliert. Als Polymer-Harz wird Amberlit ® XAD 1180 N verwendet. Jede

Saule wird mit 2 Teeloffel Amberlit versehen.

Reinigung der Saulen: Mithilfe eines Glasstabs wird ein Stick Watte auf die
Amberlitschichte in die Saule gedrickt. Die Saulen werden bis zur 100 ml-Marke mit
Methanol aufgefillt und 5 Minuten stehen gelassen. Danach wird der Inhalt der
Saulen abdekantiert und fachgerecht entsorgt. Dieser Vorgang wird anschlieRend

noch einmal wiederholt.

Equilibrieren: Die Saulen werden bis zur 100 ml-Marke mit destilliertem Wasser
aufgeflllt und wie oben 5 Minuten stehenglassen. Anschlie3end wird das Wasser
abgegossen und die Saulen werden ein zweites Mal mit destilliertem Wasser

gewaschen.

Extrakte: Die Extrakte werden aus dem Gefrierschrank geholt und durch einen mit
Watte geflllten Trichter in einen vorbereiteten und beschrifteten Kolben tberfuhrt.
Um sicher zu gehen, dass nichts verloren geht, wird mit dem L&sungsmittel
nachgespult. Der Inhalt des Kolbens wird mittels Rotavapor eingedampft und

eingeengt.

Unter die Saule wird ein beschriftetes Gefal3 (wassrige Losung) gestellt. Der Kolben
wird vom Rotavapor entfernt und mit 10 ml 1 %iger CHzCOOH-L6sung versehen. Der
Inhalt wird anschlielend in die Saule geleert und der SchlieBmechanismus der
Saulen wird so eingestellt, dass die Suspension langsam in den darunter
befindlichen Erlenmayerkolben tropft. Die hydrophilen Substanzen werden dadurch
herausgeltdst. Anschlielend wird die Sdule erneut mit ca. 50 ml Essigséurelésung

aufgeflllt und die Suspension laufen gelassen.

Ein sauberes, beschriftetes Gefal3 (lipophile Phase) wird nun unter den Saulen
positioniert. Die Sadulen werden mit 50 ml absolutem Ethanol gefillt. Der Durchfluss
wird wieder so eingestellt, dass die Suspension langsam durchflie3t. So kommt es zu
einer besseren Verbindung der unpolaren (bzw. polaren) Substanzen und der Verlust

wird reduziert. Im Erlenmayerkolben werden die lipophilen Substanzen aufgefangen.
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Die Suspensionen werden Uber Nacht im Speed Vac getrocknet und anschliel3end
bei —20°C eingefroren. Die Probenaufbereitung fir GC und HPLC ist abgeschlossen.

Nun konnen die Proben analysiert und Chromatogramme erstellt werden.

2.6.3 Ergebnisse

a) GC:

Abbildung 25 zeigt die durch GC erhaltenen Chromatogramme nach der Auftrennung
der verschiedenen hydrophilen Verbindungsklassen nach der Zeit. Ihr kann man
anhand der Peakhothe die unterschiedlichen Konzentrationen der aufgefangenen
Verbindungen entnehmen. Das obere Chromatogramm entspricht der Situation in
geodffneten, das untere jener der geschlossen Bliten. Die Chromatogramme ahneln
einander stark. Nach ca. 28 Sekunden erkennt man einen Unterschied in der
Konzentration der aufgefangenen Verbindung zwischen get6ffneten und
geschlossenen Bliten. Dabei handelt es sich um Apfelsaure oder um ihr Salz, Malat.
Nach ca. 42 Sekunden werden aus offenen Bluten gréf3ere Konzentrationen einer
Verbindung aufgefangen als in geschlossenen Bluten. Dieser Peak entspricht
Chinasaure. Fruktose (ca. 45 Sekunden) und Glucose (ca. 47 Sekunden) liegen in
gedffneten und in geschlossenen Bliten in gleichen Konzentrationen vor. Myo-Inusit
(ca. 49 Sekunden) und Saccharose (ca. 64 Sekunden) werden ebenfalls in den
Proben detektiert. Ersteres kommt in beiden Bewegungsstadien in gleicher
Konzentration vor, wahrend Saccharose in gedffneten Bliten etwas groRere Mengen
aufweist (Abb. 25).
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Abb. 25: Chromatogramme der hydrophilen Substanzen des Zellsaftes von geoffneten und
geschlossenen Bluten von B. lobbii (GC)

b) HPLC:

Die Auftrennung der lipophilen Substanzen, die mittels HPLC detektiert werden
konnten, ist in Abbildung 26 ersichtlich. Das obere Chromatogramm beschreibt die
Situation in geschlossenen Bluten, das untere jene in gedffneten Bluten. Die
Verbindung, die nach ca. 25 Sekunden detektiert wurde, kommt in geschlossenen
Bluten in deutlich héherer Konzentration vor als in gedffneten Bliten. Dies ist an der
grolReren Peakflache im oberen Chromatogramm zu erkennen. Bei den
aufgefangenen Substanzklassen handelt es sich vermutlich hauptsachlich um
phenolische Verbindungen. Die detektierten Peaks entsprechen bestimmt nicht jenen
Pigmenten, da fir deren Erhalt wesentlich gro3ere Mengen extrahiert werden hatten

mussen.
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Abb. 26: Chromatogramme der lipophilen Substanzen des Zellsaftes von geschlossenen und
geoffneten Bluten von B. lobbii (HPLC)

Mit Hilfe des UV- Spektrums kdnnen Aussagen dartber getroffen werden, um welche
Stoffklasse es sich bei den detektierten Verbindungen handelt (Abb. 27).
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Abb. 27: UV- Spektrum der lipophilen Phase aus dem Presssaft einer geschlossenen Bliite
von B. lobbii (HPLC)
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2.6.4 Diskussion

Im Zellsaft gedffneter Bluten sind hohere Konzentrationen an organischen S&auren
wie Apfel- oder Chinaséaure enthalten als im Zellsaft geschlossener Bliten (Abb. 25).
In den geschlossenen Bluten befindet sich hingegen eine grol3ere Menge an
phenolischen Verbindungen (Abb. 26), wobei es sich wie bereits erwahnt, nicht um
Pigmente wie Flavonoide handeln kann. Diese aromatischen Verbindungen wirken
redoxaktiv (Latscha et al., 2002). Redoxreaktionen haben einen starken Einfluss auf
den Zellzyklus und Wachstum. Dabei kommt es durch die Depolarisierung von
Membranen zur Signalibertragung. Es konnte zum Beispiel mdglich sein, dass Malat
als Transportform fur Eisen in die Zellen dient. Dieser Komplex kann Eigenschaften
als Redoxkatalysator haben. In geschlossenen Bliten wirde sich das Eisen dann an
die phenolischen Aromaten binden, die noch starkere Liganden darstellen. Aufgrund
der Ergebnisse aus Abbildung 25 erscheint die Annahme gerechtfertigt, dass Malat

an der Blutenbewegung von Bulbophyllum lobbii beteiligt ist.

Fructose und Glucose liegen in getffneten und geschlossenen Bliten in gleichen
Konzentrationen vor. Saccharose weist in gedffneten Bliten hohere Konzentrationen
auf als in geschlossenen Bliten. Das kdnnte auf einem Saccharoseabbau wahrend
einer SchlieBung hindeuten. Da sowohl in geodffneten als auch in geschlossenen
Bluten Glucose, Fructose und Saccharose zu finden sind, ist es méglich, dass die
Umwandlung der Zucker regional, zum Beispiel in den Epidermiszellen der
gegenuberliegenden Blutenblattflanken stattfindet, und analog dem osmotischen
Wert des Zellsaftes in dieser Region tagesperiodischen Schwankungen unterworfen
ist.

Die Kronblatter von geschlossenen Bliten von Hemerocallis sp. beinhalten
demgegenuber keine Starke, sondern hohe Konzentrationen von Fructan, ein
Oligosaccharid aus Fructose- Monomeren. Unmittelbar vor der Blutendffnung kommt
es zu einem schnellen Abbau des Oligosaccharids (Bieleski, 1993). Fructan wird
aullerdem in den Bluten von Phipssia algida (Solhaug & Aares, 1994) und

Campanula rapunculoides (Vergauwen et al., 2000) angereichert.

Die Petalen mancher Arten beinhalten sowohl Starke als auch Fructan. In den
Kronblattern von Chrysanthemum sp. werden beide Polysaccharide wahrend des
Wachstums abgebaut (Trusty & Miller, 1991).
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Schlief3lich gibt es auch noch einige Arten, in deren Kronblattern weder Starke noch
Fructan nachgewiesen wurde. Als Beispiel dient Sandersonia sp. (Eason et al.,
1997). Hier findet man jedoch erhdhte Glucose und Fructose — Konzentrationen,
scheinbar als Folge von Starkeaufnahme aus dem Apoplasten (van Doorn & van
Meeteren, 2003).

Blutenodffnungen beruhen auf einer Kombination aus Zuckeraufnahme und Abbau
von verschiedenen Polysacchariden. In den Bliten von Gladiolen, wo Starke eine
Quelle von l6slichen Kohlenhydraten darstellt, nimmt der Zuckergehalt 7- 8mal mehr
zu als der Starkegehalt abnimmt. Dies deutet auf eine Aufnahme von Zuckern hin
(Yamane et al., 1991). Ahnlich verhalt es sich in Freesia-Bliiten. Die Zunahme von
Perianth-Zucker ist hier 10mal groRer als die Abnahme des Starkegehalts (v.
Meeteren et al., 1995). Der Zuckergehalt und das Trockengewicht von gedffneten
Freesien- Bluten werden deutlich reduziert, wenn der Bllutenstiel abgeschnitten wird.

Der Blutenstiel stellt anscheinend die Hauptzuckerquelle dar.

2.7 Entwasserung mit 1-molarer Manitolldsung

2.7.1 Einleitung

Bei manchen Bliten ist die Offnungs- und SchlieBbewegung auf ein abwechselndes
Ausdehnen und Zusammenziehen von Zellen einer bestimmten Region der Blite
zurtckzufihren (Claus, 1926). Die hier vorgelegten Untersuchungen haben bisher
gezeigt, dass die an der Bewegung beteiligten Blltenteile echtes
Streckungswachstum vollziehen. Da sich die Ergebnisse ausschliel3lich auf die
Epidermiszellen beziehen und es sich dabei stets um Mittelwerte handelt, ist nicht
ausgeschlossen, dass eine kleine Gruppe von Zellen im Blutenblattgewebe eine

reversible Aufnahme und Abgabe von Wasser durchfuhrt.

2.7.2 Material und Methoden

- 10 geoffnete Bliten von Bulbophyllum lobbii
- Verdunnungsreihe einer Mannitol-L6ésung: MG =182, 17 g/ mol,

Herstellung einer Losung: 18, 2 g Manitol auf 100ml Aqua dest.
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Herstellung einer Konzentrationsreihe von 1 molar zu 0,1 molar durch
Verdiinnung

- Magnet und Magnetrihrer

- 6 Erlenmayerkolben

- Digitale Spiegelreflexkamera: Canon Eos5D mit Funktion zur Serienaufnahme

Foto 7: Vollstandige Entwasserung der Bliten von B. lobbii

durch 1 molare Mannitol- Losung

Die Bluten werden samt Blutenstiel in ein mit 0,1 molarer Mannitol-Losung geftilltes
und beschriftetes Gefald gestellt. Der Fotoapparat wird so eingestellt, dass alle 5
Minuten ein Foto der jeweiligen Bliten gemacht wird. Die GefaRe mit den Bliten
werden auf einem Tisch vor schwarzem Hintergrund vor der Kamera platziert (Foto
7). Entlang des Grundrisses der Gefal3e wird auf dem Tisch eine feine Linie gezogen.
Die Bliten werden 1 Stunde lang in die 0,1 molare Losung gestellt. Danach werden
die Glaser ausgetauscht und die Bluten in Gefal3e mit einer 0,2 molaren Lésung
eingeftihrt. Die GefalRe mit den Bliten werden in die feinen Kreiszeichnungen auf
den Tisch gestellt. Die Bliten sollten dabei wieder so in das Glas gestellt werden,
dass sie die gleiche Position wie auf dem letzten Foto der vorigen Konzentration
einnehmen. Nach jeder Stunde werden die Bliten erneut in eine héher konzentrierte
Losung gestellt und ihre Bewegung dokumentiert. Die Konzentration der Ldsung
nimmt pro Stunde um 0,1 Mol/ Liter zu. Nach 9 Stunden werden wenn die Bluten in
eine 1 molare Zuckerlésung Uberfuhrt und darin belassen. Die Blute soll durch die
umliegende osmotisch wirksame Losung vollstandig entwassert werden. Am unteren
Ende des Blutenstiels von der Pflanze abgetrennte Bluten fuhren ihren

Bewegungsrhythmus fort (siehe auch Kogler, 2010). Sollte die Bewegung auf einer
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reversiblen Wasseraufnahme- und -abgabe durch Zellen einer bestimmten Region
beruhen, muisste der starke langandauernde Wasserverlust der Blite zu einer
SchlieBbewegung fiilhren. Der Offnungswinkel wird stundlich gemessen. Er ergibt
sich aus der Position zwischen dem dorsalen Sepalum und den unbeweglichen
lateralen Sepalen und entspringt am Blitenboden am Ende des Blutenstiels (Kogler,
2010).

2.7.3 Ergebnisse

Die vollstandige Entwasserung der Blaten fuhrt nicht zu Einnahme der Schlafstellung.
Die Bluten haben mehr als 12 Stunden in einer stark osmotischen Lsung verbracht
und zeigen keine nennenswerte Veranderung des Offnungswinkels ihrer Bliten. Der
unter normalen Bedingungen eingehaltene Rhythmus wird eingestellt. Bei den Bliten
sind auch nachts keine SchlieBbewegungen zu beobachten. Auch die kreisformigen
Bewegungen des Blitenstiels werden eingestellt. Die Bewegung kommt durch die

Entwasserung somit vollstandig zum Erliegen.

Anderung des Offnungswinkels nach Entwésserung
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Abb. 28: Anderung des Offnungswinkels von der Pflanze abgetrennter Bliiten von B. lobbii nach

Entwésserung mit Mannitol

79



Analyse des Bewegungsmechanismus der Bliten von Bulbophyllum lobbii Elisabeth Kogler

2.7.4 Diskussion

Silene saxifraga schliel3t ihre Bliten wahrend des Tages und 6ffnet sie nachts fir ca.
5 Stunden. Die Kronblatter rollen sich am Tag aus. Das Einrollen (Schliel3en) beruht
auf einem Netto-Wasserverlust. Das Ausrollen (Offnen) wird offensichtlich durch das
Wiederauffullen der Zellen mit Wasser gewabhrleistet. An trockenen Tagen bleiben die
Bluten langer getffnet, wenn der Boden feucht ist und an feuchten Tagen schliel3en
sie sich gar nicht (Halket, 1931). Einige andere Silene-Arten zeigen den gleichen

Mechanismus (Kraus, 1879; Kerner von Marilaun, 1891; Lindman, 1897).

In den Bliten von Bulbophyllum lobbii fihrt ein Netto-Wasserverlust nicht zu einer
Schlielberwegung (Abb.28). Das Einstellen der Bewegung kann auf einer Reaktion
der Pflanze auf eine Stresssituation gedeutet werden. Vorangegangene
Untersuchungen haben gezeigt, dass auch die Behandlung der Bliten mit
Atmungsgift einen Bewegungsstopp hervorruft (Abb. 15-18). Das wirde die
Annahme untermauern, dass Wachstumsprozesse an der Bewegung beteiligt sind.

Starker Wasserentzug fihrt demnach zur Einstellung der Bewegung.

Der Wasserentzug fuhrt bei keiner der untersuchten Bliuten zur Einnahme der
Schlafstellung. Dass die Bewegung ausschliel3lich auf einer reversiblen Kontraktion
von Zellen einer bestimmten Region oder eines Gelenks beruht, ist daher eher

unwahrscheinlich.

2.8 Anatomische Untersuchungen

2.8.1 Einleitung

Turgorbewegungen werden durch osmotische Veranderungen in bestimmten Zellen
oder in Zellen einer bestimmten Region hervorgerufen (Hill & Findlay, 1981, Findlay,
1984 a). Das osmotische Potential der Zellen wird durch Aufnahme von lonen
negativer und Wasser stromt ein, wodurch das Volumen der Zellen zunimmt. Der
Transport von lonen aus den Zellen fiihrt hingegen zu Wasserverlust und bewirkt

eine Verkleinerung des Zellvolumens (Findlay, 1984 a).
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Die Blaten von Bulbophyllum lobbii zeigen nach vollstandiger Entwasserung keine
Einnahme der Schlafstellung (Abb. 24). Dieses Argument spricht gegen das
Vorhandensein eines Gelenks, das durch reversible Wasseraufnahme- und -abgabe

die Bewegung steuert.

Querschnitte des Blattgelenks von Phaseolus multiflorus zeigen, dass sich die im
Blattstiel ringférmig angeordneten Leitbindel im Gelenk zu einem zentralen Strang
zusammenschlieBen (Abb. 29). Das dient einer hoheren Biegsamkeit des Gelenks.
Die Zellen der Rindenschicht sind vor allem auf der Unterseite ,,Ziehharmonika“-artig
angeordnet. Eine Turgoranderung fuhrt dadurch ohne groRe Beanspruchung der
Wanddehnung zu einer Langenanderung des Organs vor allem in der Richtung

seiner Langsachse (Brauner & Rau, 1966).

Blattstiel

Gelenk

Abb. 29: Leitbindelverlauf im Blattgelenk von Phaseolus multiflorus. a) Schematischer Langsschnitt
durch Gelenk und Blattstiel; b) Querschnitt durch das Laminargelenk; c) Querschnitt durch den
Blattstiel, nach Brauner & Rau (1966)

2.8.2 Material und Methoden

- 10 Bluten samt Blattstiel von Bulbophyllum lobbii (5 gedffnete und 5
geschlossene)

- Handmikrotom

- Objekttrager, Deckglaser

- Wasser

- Pipette

- Lichtmikroskop
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Querschnitte und Langsschnitte des Blitenblattgewebes der dorsalen Sepalen und
des Blutenstiels werden mittels Handmikrotom angefertigt. Die Gewebestickchen
werden auf Objekttrager positioniert und mit einem Tropfen Wasser und einem
Deckglas versehen. AnschlieBend werden die Praparate lichtmikroskopisch

untersucht.

2.8.3 Ergebnisse

Ein Langsschnitt durch das Gewebe des Blutenstiel zeigt, dass die Zellen mehr oder
weniger ,Ziehharmonika“-artig angeordnet sind (Foto 8). Ebenso verhalt es sich in
den Epidermiszellen der Blutenblatter (Foto 9). Die Querschnitte zeigen, dass sich
die Leitbindel im Blitenstiel von Bulbophyllum lobbii zu einem zentralen Strang

vereinigen (Foto 10).

200 pm

Foto 8: Langsschnitt durch den Blitenstiel von B. lobbii: Anordnung der Gewebezellen
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Foto 9: Langsschnitt durch das dorsale Sepalum von B. lobbii: zellulare Anordnung im

Epidermisgewebe

Foto 10: Querschnitt durch den Blitenstiel von Bulbophyllum lobbii: Leitbiindelstrang

2.8.4 Diskussion

Die sessilen, vielzelligen Pflanzen bewegen ihre Organe durch gerichtete
Wachstumsreaktionen oder durch hydraulisch arbeitende Motorgewebe (Brennicke &
Schopfer, 2010). Bei der lichtmikroskopischen Analyse des Blitengewebes konnten
keine ,Gelenk®“-ahnlichen Strukturen ausfindig gemacht werden (Foto 9). Die
Epidermiszellen des dorsalen Sepalums sind ,Zieharmonika“-artig angeordnet. Die
Zellwand von wachsenden Zellen ist meist sehr diinn (0,1- 1 um) (Cosgrove, 2005).
Die Epidermiszellen des dorsalen Sepalums von Bulbophyllum lobbii weisen
hingegen relativ dicke Zellwande von durchschnittlich 3 um auf. Dies kdnnte eine

Anpassung an die erhebliche Beanspruchung der Wanddehnung, die durch eine
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Erhéhung des Turgors entsteht, darstellen. Vollstandige Entwasserung fuhrte bei
Bulbophyllum lobbii nicht zu einer Einnahme einer Schlafstellung. Die
Epidermiszellen des dorsalen Sepalums weisen irreversibles Streckungswachstum
auf. Daher erscheint die Annahme gerechtfertigt, dass die Blitenbewegung eher
nicht auf einer Kontraktion von Zellen oder eines Gelenks beruht. Die dicken
Zellwéande und die Anordnung der Epidermiszellen in dem am meisten an der
Bewegung beteiligten Blutenblattes, dem dorsalen Sepalum, sprechen jedoch fir die
Anpassung des Blutengewebes an die Aufnahme relativ gro3er Mengen von Wasser.
Die strangférmige Anordnung der Leitbtndel im Zentrum des Blitenstiels (Foto 10)
ist analog jener im Blattgelenk von Phaseolus multiflorus (Brauner & Rau, 1966) und

koénnte bei der Blitenbewegung von Bulbophyllum lobbii eine Funktion besitzen.

3 Gesamtdiskussion

3.1 Literaturvergleiche

Bei den meisten der in der Literatur beschriebenen, auf ihre Bewegungen hin
untersuchten Arten beruhen die Bewegungen der Kronblatter auf einem Unterschied

in der Wachstumsrate der zwei gegeniberliegenden Kronblattflanken.

Bei Arten, die sich in Abhéngigkeit von der Temperatur in den Morgenstunden
offnen, wéchst die innere Seite der Kronblatter schneller als die auliere, wenn es
warm ist. Kiihlere Temperaturen bewirken ein schnelleres Wachstum der aul3eren
Kronblattflanken, sodass sich die Bliuten abends schlieBen (Wiedersheim, 1904;
Pfeffer, 1873; Blnning, 1929; Bohner, 1934). In den Kronblattern von Tulpenbliten
weisen die obere und die untere Seite der Mesophylischicht einen Unterschied von
10 °C in ihrem Temperaturoptimum fir Wachstum auf. Auch die thermonastische
Reaktion der Bliten von Crocus sp. und Bellis perennis basiert auf
Wachstumsverschiedenheiten (van Doorn & van Meeteren, 2003). Andere Beispiele
fur Blutenbewegungen, die auf ungleichem Wachstum beruhen, sind Anemone sp.,
Calendula sp., Colchium autumnale, Doronicum sp., Gentiana sp., Helleborus niger

(Kerner von Marilaun, 1891) und Taraxacum albidum (Tanaka et al., 1987).
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Da diese Bewegungen vom Wachstum der Blitenblatter abhangig sind, verlangern
sich die Blutenblatter einer Tulpe wéhrend einer thermonastischen Bewegung um
7 % und wahrend eines gesamten Bluhzyklus um Uber 100 % (Sitte et al., 2002).

Das Offnen und SchlieRen von Bluten kann auch auf einer reversiblen Ausdehnung
und Kontraktion der Zellen beruhen. Die Kronblatter von Gentiana kochiana sind
ungefahr 5 cm lang und an ihrem basalen Ende verschmolzen. Sie besitzen eine ca.
1- 2 cm lange Zone unterhalb der Spitze, die sich ausdehnen und zusammenziehen
kann. Detaillierte Messungen auf beiden Seiten der Kronblatter haben gezeigt, dass
sich die Epidermiszellen der inneren Seite wahrend des Tages ausdehnen und
nachts zusammenziehen. Die duRere Epidermis hingegen weist keine Anderung in
der Lange ihrer Zellen auf. Daraus kann man schlie3en, dass die Bewegungen auf
Turgoranderungen beruhen (Claus, 1926).

Ein &hnlicher Mechanismus wird hinter den Bewegungen von Kalanchoe
blossfeldiana vermutet. Wie bei Gentiana sind die unteren Halften der Kronblatter
miteinander verschmolzen und zeigen keine Bewegung. Die Zone, die die Bewegung
ausfuhrt, liegt dort, wo sich die Kronblatter trennen, also im freien Abschnitt. Genaue
Messungen der Zelllangen fehlen, aber im Zusammenhang mit der Bewegung treten
Unterschiede im Frischgewicht der Kronblatter auf (Becker, 1953; zur Lippe, 1957).
Dieses Argument spricht fiir eine reversible Bewegung, die auf der Anderung des
Turgordrucks in den Zellen der Kronblatter beruht (Binsow, 1960). Die Osmolaritéat
der oberen Epidermis war wahrend des Tages doppelt so hoch wie nachts, was auch
auf reversible lonenaufnahme hindeutet (Schrempf, 1977). Abszisinsaure dampft den
Rhythmus der Offnungs- und SchlieBbewegung ab und verringert die rhythmische
Anderung des osmotischen Potentials der involvierten Zellen (Schrempf, 1980). In
jungeren Kalanchoe-Bluten, deren Kronblatter noch wachsen, laufen die
Bewegungen starker ab als in alteren Bluten, die das Wachstum bereits eingestellt
haben (Karvé et al., 1961). Diese Tatsache lasst vermuten, dass auch differentielles
Wachstum bei der Bewegung eine grof3e Rolle spielt, zumindest in jungen Bliten

(van Doorn, van Meeteren, 2003).

Bei Ipomoea beruhen die Offnungs- und die SchieBbewegungen auf Bewegungen
der Mittelrippe, nicht so sehr auf jenen der Blattspreite. Unterschiede im

Zellwachstum der beiden Seiten bewirken die Bewegung (Kaihara & Takimoto,
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1981). Der Unterschied des Zellwachstums beruht auf einem Turgorverlust in einer
Gruppe von inneren Epidermiszellen der Mittelrippe (van Doorn & van Meeteren,
2003).

Als autonome Krimmungsbewegungen gelten die Entfaltungsbewegungen
(Epinastie und Hyponastie), die Circumnutation, die Nyctinastie und die Gyration
(Haupt, 1977).

Circumnutationen basieren auf regelmaligen Anderungen des
Streckungswachstums entlang eines Organs. Generell wird angenommen, dass
basipetal gerichtetes differentielles Wachstum die Bewegung hervorruft (Johnsson,
1979). Circumnutationen kénnen allerdings auch auf rhythmischen Schwankungen
des Zellturgors beruhen (Millet et al., 1987).

Circumnutationen haben direkt mit dem Strecken des Sténgels zu tun. Es findet
wahrend der gesamten Zeit des Streckens von Arabidopsis thaliana-Keimlingen

keine Zellteilung statt (Engelmann, 2003).

Endogene Turgorbewegungen findet man zum Beispiel bei den nyctinastischen
Bewegungen der Laubblatter vieler Pflanzen, bei den Stomatabewegungen der
Schliel3zellen sowie bei den Bliutenbewegungen der Sonnenblume (Helianthus
annuus) (Hart, 1990). Bei Letzterem ist noch nicht vollstandig geklart, ob eventuell
auch Anderungen der Wachstumsrate an der Bewegung mitwirken. Die
Bestdubungsmechanismen vieler Bliten entsprechen mechanisch ausgeldsten
Turgorbewegungen (Simons, 1981, Sitte et al, 2002). Turgorbewegungen sind meist
reversibel und laufen oft sehr rasch ab. Die durch Bewegung ausgeloste
Klappbewegung des Gynostemiums von Stylidium gvaminifolium dauert zum Beispiel
nur 15-30 Millisekunden. Ihnen liegt eine Veranderung im osmotischen Potential von
Zellen zugrunde (Findlay & Findlay, 1981, Findlay, 1984 a, Hart, 1990). Dabei wird
der hydrostatische Innendruck der Zellsaftvakuolen, der Turgor, in den
Parenchymzellen der Bewegungsorgane oft drastisch und einseitig verringert
(Schidknecht, 1983).

Turgordruck ist eine treibende Kraft fur Zellwachstum und einige Untersuchungen
zeigen auch den Effekt von Plasmolyse auf das Streckungswachstum von Zellen
(Rudolph et al., 1989).

86



Analyse des Bewegungsmechanismus der Bliten von Bulbophyllum lobbii Elisabeth Kogler

3.2 Wachstumsbewequng oder Turgorbewequng?

Die Untersuchungen zeigen, dass an der Blutenbewegung von Bulbophyllum lobbii
Wachstumsvorgange beteiligt sind (Abb. 1- 13). Auffallend ist dabei, dass sich nur
wachsende Blitenteile bewegen. Das Wachstum schwacht sich ebenso wie die

Bewegung (Kogler, 2010) mit der Zeit ab.

Die Zellen der aufl3eren Epidermis des dorsalen Sepalums wachsen wahrend der
SchlieRbewegung starker als jene der inneren Epidermis. Wahrend einer Offnung
kommt es hingegen in den Zellen der inneren Epidernis zu starkerem Wachstum
(Abb.9). In den ersten Bewegungsperioden beschrénkt sich das Wachstum auf die
Zellen des basalen Blutenblattabschnittes. Anschlieend werden die Epidermiszellen
der mittleren Zone in das Wachstum miteinbezogen bis die Streckungsaktivitat der
Zellen schlieBlich in die Blutenblattspitze wandert (Abb. 13). Aufgrund dieser
Ergebnisse kodnnen vielleicht Rulckschlisse auf das Vorhandensein eines
Wachstumsgradienten, entlang des Blitenblattes von der Basis zur Spitze, gezogen

werden.

Die Behandlung mit Auxin flihrte zu keiner Bewegungsreaktion (Abb. 14). Dennoch
ist nicht ausgeschlossen, dass die Blitenbewegung von Bulbophyllum lobbii

auxingesteuert ist (siehe auch 2.3.4).

Nach Behandlung mit Natriumazid wird die Bewegung von B. lobbii eingestellt (Abb.
15, 17). Da das Wachstum auf einen intakten Atmungsstoffwechsel angewiesen ist,
konnte dies auf einen Zusammenhang zwischen Wachstum und Bewegung

hindeuten.

Die verschiedenen Pflanzenteile weisen Unterschiede in ihrem osmotischen Potential
auf (Abb. 21). Dieses ist in den vollentwickelten Teilen der Pflanze (Laubblat und
unterer Teil des Blutenstiels) hoher als in den sich ausdehnenden Geweben des
unteren Blutenstiels und der Blute. Das wirde die Annahme unterstitzen, dass
zwischen den Laubblattern und der Blitenblattspitze ein Wachstumsgradient
verlauft. Das osmotische Potential der gesamten Bliten weist keine

tagesperiodischen Schwankungen auf (Abb. 23).

Die Analyse des Zellsaftes in den gegenuberliegenden Blitenblattflanken ergab ein

héheres osmotisches Potential in den Zellen der inneren Epidermis bei gedffnetem
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Zustand der Blute beziehungsweise der aul3eren Epidermis bei geschlossenem
Zustand (Abb. 23). Die annadhernd einseitige Konzentrierung der Vakuolen
beziehungsweise die einseitig vermehrte Wasseraufnahme findet zwischen Offnung
und SchlieBung dementsprechend nur innerhalb der Blite und nicht zwischen Blite
und &ulRerem Gewebe statt. Da sich das osmotische Potential in den verschieden
Blutenteilen unterscheidet und mit steigender Bewegungsaktivitat abnimmt (Abb. 22),
erscheint diese Annahme gerechtfertigt. Demzufolge kdnnte innerhalb der Blite zu
einem Wassertransport in die wachsenden und sich bewegenden Teile der Blite
stattfinden. In getffneten Bluten sind die inneren Epidermiszellen dann turgeszenter
als die aulleren. Eine Verlagerung des Wassers auf die aul3ere Blutenblattflanke
wirde danach zu einer SchlielBbewegung fihren. Da sowohl bei durch Wachstum
bedingten Bewegungen als auch bei Turgorbewegungen eine Veranderung des
osmotischen Potentials zu erwarten ist, erlauben diese Ergebnisse keine
Ruckschlisse auf den zugrundeliegenden Mechanismus. Die Unterschiede des
osmotischen Potentials zwischen der inneren und der duf3eren Epidermis sind eher
gering. Der osmotische Druck wird bei Turgorbewegungen jedoch meist stark und

einseitig verringert.

Der Zellsaft geoffneter Bliten weist héhere Saccharose-Konzentrationen auf als
jener geschlossener Bluten (Abb. 25). Mdglicherweise wird Saccharose innerhalb der
Blute wahrend einer SchlieBung abgebaut. Das konnte bedeuten, dass eine
SchlielRung mehr osmotische Arbeit erfordert als eine Offnung. Glucose und Fructose
liegen in geotffneten und geschlossenen Bliten in gleichen Konzentrationen vor
(Abb.25). Der Abbau von Starke kann daher theoretisch nicht einfach auf einer
Umwandlung in Glucose- und Fructosemolekile beruhen. Weiterfuhrende
Untersuchungen konnten dariber Aufschluss geben, wie die Zuckermolekile

regional und tageszeitabhangig vorliegen.

Die hohere Konzentration an organischen Sauren im Zellsaft gedffneter Bluten (Abb.
25) konnte mit der erhohten Konzentration phenolischer Verbindungen in
geschlossenen Bliuten (Abb. 26) im Zusammenhang stehen. Eine mogliche
Hypothese stellt dabei die Bindung und der Transport von Eisen durch Malat und bei
dessen Umwandlung in der Nacht durch phenolische Verbindungen dar (siehe auch

2.6.3) Aufgrund des deutlichen Unterschieds in der Malatkonzentration zwischen
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offenen und geschlossenen Bliten kann man davon ausgehen, dass
Redoxreaktionen an der Bewegung beteiligt sind (personliche Mitteilung
Uni.Prof.Hadacek).

Die Entwasserung der Blite und des Blitenstiels fuhrte nicht zur Einnahme der
Schlafstellung (Abb. 28). Da starker Turgorverlust bei Variationsbewegungen
gewdhnlich eine Schliebewegung hervorruft, wird angenommen, dass es sich dabei
nicht um den ausschlaggebenden zugrundeliegenden Mechanismus der
Blutenbewegung handelt. Dass Blute und Blltenstiel die Bewegung im Folgenden
ganz einstellen, spricht erneut fur eine Wachstumsbewegung, die nur stattfinden

kann, wenn die jungen Zellen mit ausreichend Wasser versorgt werden.

Die Epidermiszellen des dorsalen Sepalums und des Blattstiels zeigen dennoch eine
ideale Anordnung fir die Aufnahme grol3er Mengen Wasser (Foto 8, 9). Bei den
anatomischen Untersuchungen konnten keine Unterschiede zwischen auR3erer und
innerer Epidermis beobachtet werden. Die strangférmige Anordnung der Leitbtindel
im Blattstiel (Foto 10) entspricht einer ,,Gelenk“-férmigen Struktur, wie sie auch in den
Blattgelenken von Phaseolus zu finden ist (Abb. 29). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Aufnahme und Verteilung grol3er Mengen Wasser von Bedeutung fir

die Bewegung sein durften.

Insgesamt sprechen die vorliegenden Ergebnisse fur differentielles Wachstum als
zugrundeliegender Mechanismus der Blitenbewegung von Bulbophyllum lobbii.
Dabei muss allerdings berlcksichtigt werden, dass die Stichprobenmenge fiur die
durchgefiihrten Untersuchungen relativ klein gehalten werden musste. Um die
Annahme sicher bestatigen zu konnen, dass es sich bei der endogenen
Kreisbewegung von B. lobbii um eine Nutationsbewegung handelt, miussten fur die

verschiedenen Versuchsdurchfiihrungen mehr Pflanzenmaterial verwendet werden.

3.3 Offene Fragen und Ausblick

Es wére interessant, Beobachtungen der Blitenbewegung von Bulbophyllum lobbii
am naturlichen Standort durchzufihren. Sie konnten Einblicke in die
bestaubungsdkologische Relevanz der Offnungs- und SchlieRbewegung oder in ihre

eventuelle Funktion als Schutzmechanismus gegen zunehmende Luftfeuchte geben.
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AulRerdem konnte dabei festgestellt werden, ob es im Laufe der Blihzeit in der freien

Natur zu einer Abschwéchung der Bewegung und des Wachstums kommt.

Weiters konnten genauere Untersuchungen des Blitenstiels angestellt werden. So
kbnnten zum Beispiel auch hier die Wachstumsverhaltnisse, sowie
Zuckerkonzentrationen und —zusammensetzungen bessere Anhaltspunkte Uber ihre

potentielle Relevanz fir die Blutenbewegung geben.

Das Wechselspiel zwischen Zucker- und Starkekonzentrationen und ihr Einfluss auf
das osmotische Potential und gegebenenfalls auf die Bewegung bedurfen ebenso

weiterer Analysen.

Weitere Untersuchungen konnten aul3erdem klaren, ob und wie sich das redoxaktive
Milieu im Gewebe geoffneter und geschlossener Bluten unterscheidet und verandert.
Die Methode der zyklischen Voltametrie konnte dariber Aufschluss geben.

Trotz widerspruchlicher Ergebnisse, kann davon ausgegangen werden, dass die
Bewegung der Bluten von Bulbophyllum lobbii auxingesteuert ist, sofern es sich
dabei tatsachlich um eine Wachstumsbewegung handeln sollte. Eine verbesserte
Methode =zur Herstellung der richtigen Konzentrationen oder eine lokale
Quantitatsbestimmung von Wachstumshormonen kénnten genauere Aufschlisse

geben.

Zuséatzliche anatomische Untersuchungen der Bllutenblatter waren von grof3em
Interesse. So konnten Querschnitte der dorsalen Sepalen aufklaren, wie die
LeitbundelgefalRe in den an der Bewegung beteiligten Blutenblattern angeordnet sind

und ob dabei Unterschiede zu den anderen Bliutenteilen auftreten.
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5 Abstract

5.1 Englisch

Flower movements are common in the Plant Kingdom. They fulfill different functions
and they are always related to an optimized reproduction. Flower opening and
closing is, in most cases, the result of differential growth but it can be also activated
by rapid reversible turgor changes. The flowers of Bulbophyllum lobbii show circular
movements, regulated by an inner physiological clock. To find out which mechanisms
determine the movement, anatomical and physiological investigations were carried
out. Thereby the diameter of the flowers and their seperate parts have been
determined as well as the cell areas of the inner and outer epidermal cells, and
changes are documented as a function of time. To examine a correlation between
the movement and growth processes, the flowers were treated by growth hormones
and NaN3s, which inhibits respiration. Microscopical and cell sap analysis provided
additional indications of osmotical changes and cellular structures. The investigations
carried out here revealed that flower tissue is expanding acropetally and that
differential growth of the antagonistic sides of the dorsale sepalum plays an important
role in the movement. Circadian antidromic fluctuations in osmotic potential occur in
the outer and in the inner epidermal cells, but the differences are insufficient to cause
movement. Flower dehydration does not lead to sleeping position of the flower.
Cellular arrangement and thickened cell walls enable the uptake of high amounts of
water, required for growth, and the fusion of the vascular bundles to a central strand
increases the bendability of the organ. In each case movement correlates with the
growth of flower parts, which are involved in movement. The intensity of growth, for
example, decreases analogous to the movement. This fact makes it highly likely that

the flower movement of Blulbophyllum lobbii equates to a growth movement.
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5.2 Deutsch

Blutenbewegungen sind im Pflanzenreich weit verbreitet. Sie haben unterschiedliche
Funktionen und dienen in jedem Fall der Optimierung der Fortpflanzung. Die
Offnungs- und SchlieRbewegungen beruhen bei den meisten untersuchten Arten auf
Wachstumsverschiedenheiten, manchmal werden sie jedoch auch durch pl6tzliche,
reversible Turgorveranderungen ausgelost. Die Bluten von Bulbophyllum lobbii
zeigen kreisformige Bewegungen, die durch die innere physiologische Uhr endogen
gesteuert werden. Um festzustellen, welcher Mechanismus der Bewegung zugrunde
liegt, wurden anatomische und physiologische Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei
wurden der Durchmesser der Blutenhille und der einzelnen Blitenteile, sowie die
Zellflachen der inneren und der &aufReren Epidermiszellen bestimmt und deren
Verédnderung mit der Zeit dokumentiert. Um den Zusammenhang der Bewegung mit
Wachstumsprozessen zu Uberprifen, wurden die Bliten des Weiteren mit
Wachstumshormonen und  Atmungsgift behandelt. Zellsaftanalysen  und
lichtmikroskopische Untersuchungen gaben Rickschlisse auf osmotische
Verédnderungen und zellulare Strukturen. Die Untersuchungen zeigen, dass sich das
Blutengewebe akropetal ausdehnt und dass differentielles Wachstum der
antagonistischen Flanken des dorsalen Sepalums bei der Bewegung eine grol3e
Rolle spielt. Tagesperiodische gegenlaufige Schwankungen des osmotischen
Potentials in den inneren und &ufleren Epidermiszellen treten auf, die
Verdnderungen sind jedoch zu gering, um eine Bewegung hervorzurufen.
Entwésserung der Blite fuhrt nicht zur Einnahme der Schlafstellung. Die Anordnung
der Epidermiszellen und ihre dicken Zellwande ermdglichen die Aufnahme grof3er
Mengen Wasser, die fur das Wachstum bendétigt werden, und der Zusammenschluss
der Leitbindel im Blitenstiel zu einem zentralen Strang erhght die Biegungsfahigkeit
des Organs. Die Bewegung korreliert in jedem der untersuchten Punkte mit dem
Wachstum der an der Bewegung beteiligten Blitenteile. So schwécht sich zum
Beispiel das Wachstum, ebenso wie die Bewegung, mit der Zeit ab. Diese Tatsache
lasst vermuten, dass die Bluitenbewegung von Bulbophyllum lobbii einer

Wachstumsbewegung entspricht.

107



Analyse des Bewegungsmechanismus der Bliten von Bulbophyllum lobbii

6 Anhang

6.1 Poster

Elisabeth Kogler

Flower movements in Orchidaceae — Bulbophyllum

S} Koglerl, E. Koglerl, M. Speckmaieri, A. Siederl, A. Naglz, R. Maierz, W. Adlassnig3,
I. K. Lichtscheidl®, M. Kiehn*

University of Vienna, Faculty of Life Sciences: 1Department of Biogeography; “Department of Molecular

Systems Biology; 3Service Unit Cell Imaging and Ultrastructure Research
Introduction

Numerous cases of movements are documented in plants. Plant movements irrespective of a stimulus and with a_direction determined by
the morphology are called nasties. They are distinguished from tropisms, which are stimulated by an external impulse, such as light or
gravitation; the organs of the plant follow the origin of the stimulus. A rhythmic motion by internal , an i
movement, is named circadian rhythmic.
We compared flower movements of several orchid species under controlled conditions to identify potential triggers for these movements
and their periodicity. Our research concentrates on the Genus ially on lobbii and its relatives. Our
peri allow the iption of the indi flower and a direct comparison between the movements in different
species. They elucidate the physiological background and the underlying morphological ultrastructure of the movements.

The flower r 1t of lobbii:

Fig. 1: Flowers completely closed Fig. 2: Flowers entirely opened Fig. 3; Decreasing movement intensity In time Fig. 4: Comparision of two closings

The flower 1t of williamsii:

Fig. 5 Flower closed Fig. 6: Opened for a short time Fig. 7: Closed again

Questions:

Regular sequence in the flower movement of B. lobbii? Decrease in intensity of the movement of B, lobbii flowers?

B. williamsii flowers without change in intensity? Can both be compared?

Abiotic i of the ? Circadian rhythmic of the movements?

Turgor and/or growth related movements? Role of the morphological structures of the flowers?
Mor, ical characteristics of /i lobbii flowers:
Fig. 8: Cuticula; fluorescence microscope Fig. 9: Parenchyma cells without treatment Fig. 10: Auxin(IAA) - treated parenchyma cells  Fig. 11: Induced plasmolysis

The documentation of the anatomy and morphology of flower cells as a result of chemical treatments allows conclusions about the
potential drivers of the movements. It contributes to an understanding of the physi and of the

Abb. 30: Poster: Flower movements in Orchidaceae-Bulbophyllum
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