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Vorbemerkung

Bluten sind allein schon wegen ihrer zugegebenermalien attraktiven und meist recht auf-
falligen Erscheinung aulRerordentlich interessante Versuchsobjekte. Den nachfolgenden
Versuchsanregungen sollen daher einige allgemeine Informationen zur Deutung und
Bewertung dieses besonderen pflanzlichen Organsystems vorangestellt werden.

Bereits der vorwissenschaftlichen Erfahrung ist die Tatsache wohlvertraut, dass die
Bluten das wichtigste Reproduktionssystem der (héheren) Pflanzen darstellen: Die BlU-
tenregion nimmt in der Gesamtgestalt gewohnlich einen besonderen Rang ein. Alle
Bestandteile des Organsystems Blute sind aus der Belaubung des rein vegetativen
Bereichs abzuleiten. Selbst so kompakte, gestaltlich und funktional hochgradig modifi-
zierte Einrichtungen wie ein Staubblatt oder ein Fruchtknoten sind mithin als umgeformte
Blattgebilde zu verstehen. Diese Deutung einer Blute ist in der rein beschreibenden
Naturwissenschaft relativ neu. Sie geht zurick auf die von JoHANN WOLFGANG VON GOETHE
mitbegruindete idealistische Morphologie, die in der realen Gestalt das allgemeine Urbild
zu entdecken versuchte. Heute sagt man dazu Bauplan.

Bliten entstehen immer am Ende von Sprossachsen oder deren Seitenzweigen. Mit
ihrer Anlage und Entfaltung verbraucht sich das wachstumsfahige Gewebe am Stangel-
ende, so dass nach dem Bluhvorgang keine weitere Achsenverlangerung durch Spitzen-
wachstum erfolgen kann. Bliten entwickeln sich daher erst, wenn eine Pflanze die Grund-
masse ihres Vegetationskorpers fertiggestellt hat. Die physiologische Umsteuerung des
Sprossachsenvegetationspunktes zur Blitenanlage erfolgt vielschrittig aufgrund innerer
Entwicklungsprogramme und in zusatzlicher Abhangigkeit von zahlreichen Aulienfakto-
ren.

Streng genommen stellen die Staubblatter nicht die mannlichen Teile der Blute dar,
denn sie bilden lediglich den Pollen (Blutenstaub) und nicht die davon biologisch grund-
verschiedenen mannlichen Gameten (Keimzellen) aus. Letztere entstehen erst nach der
Keimung der Pollenkérner. Die Zusammenfihrung von Pollenkérnern und Narben der
Fruchtknoten, die man Bestaubung (Pollination) nennt, ist folglich nicht der Sexualakt der
Blutenpflanzen. Dieser besteht vielmehr in der Verschmelzung von mannlichem Game-
tenkern und weiblicher Eizelle.

Entsprechend sind die Fruchtknoten nicht die weiblichen Funktionsteile oder
Geschlechtsorgane der Blute, obwohl die Analogiebildung zur sexuellen Fortpflanzung
der Tiere dieses Bild sehr haufig verwendet. Die Gameten bildende Struktur ist vielmehr
der in den Samenanlagen enthaltene Embryosack, in dem die befruchtungsfahige Eizelle
entsteht. Trotz dieser notwendigen Begriffsdifferenzierung spricht man vereinfachend
von zwittrigen oder eingeschlechtlichen (mannlichen oder weiblichen) Bluten. Biologisch
korrekter waren die Ausdricke mannlich bzw. weiblich determiniert.

Die nachfolgend vorgeschlagenen Einzeluntersuchungen und Experimente fuhren in
viele Facetten der Blutenbiologie ein. Sie sind die stark bearbeitete Version einer Prakti-
kumsanleitung, die erstmals in folgenden Unterrichtswerken erschienen sind:



B Kremer, B. P, Bannwarth, H.: Pflanzen in Aktion erleben. 100 Experimente und Beob-
achtungen zur Pflanzenphysiologie. Schneider Verlag Hohengehren, Baltmannswei-
ler 2008

B Kalusche, D., Kremer, B. P.: Biologie in der Grundschule. Spannende Projekte fur
einen lebendigen Unterricht und fir Arbeitsgemeinschaften. Schneider Verlag Hohen-
gehren, Baltmannsweiler 2010

Die hier angeregten Versuchanstellungen umfassen die gesamte Bandbreite von ziemlich
einfach bis apparativ recht anspruchsvoll. Ohne einen gewissen technischen Aufwand
kann man den Bliten und Blumen ihre Geheimnisse eben nicht besonders ergebnis-
orientiert entlocken. Je nach Aufwand und Schwierigkeitsgrad eignen sich die folgenden
Versuchsanregungen daher fallweise nur fur

B eigene Versuchsanstellungen zu Hause

M fUr den Experimentalunterricht in weiterfihrenden Schulen
B fUr Arbeitsgemeinschaften in weiterfihrenden Schulen

B fUr Grundpraktika in Hochschulen

Vorsicht: Wer keine Erfahrung im Umgang mit Chemikalien und deren ordnungsge-
malder Entsorgung hat, sollte Versuchsanregungen mit Einbeziehung von kritischen
Chemikalien lieber nicht durchfuhren, sondern sich auf die auch im zugehdrigen Buch
(Blitengeheimnisse) angeregten Lupenuntersuchungen beschranken.



Projekt 1
Bluhinduktion: Lange Tage oder lange Nachte?

Hintergrundwissen

Pflanzen konnen die Zeit messen, darunter vor allem die Tageslange. Auch bei kon-
stanten Aulienbedingungen, etwa im Dauerlicht, halten sie aufgrund einer endogenen
und damit genetisch festgelegten zirkadianen Rhythmik ungefahr, aber nicht genau,
die Tageslange ein. Beispielprozesse sind unter anderem die periodische Produktion
von Sauerstoff (Photosyntheserhythmik, z.B. Acetabularia) oder das tagesrhythmische
Heben und Senken ihrer Blatter, wie z.B. im Fall der nyktinastischen Bewegungen der
Jackbohne (Canavalia ensiformis). Darin zeigt sich eine besondere Anpassung an den
naturlichen Tag- und Nachtwechsel, der als Zeitgeber wirkt.

Darluber hinaus besitzen Pflanzen zusatzlich die Fahigkeit, in Abhangigkeit von der
Tageslange zu blihen (Photoperiodismus). Viele in Mitteleuropa angebaute oder ver-
breitete Pflanzen sind Langtagspflanzen, beispielsweise Kichen-Zwiebel (Allium cepa),
Hafer (Avena sativa), Zuckerribe (Beta vulgaris), Mdhre (Daucus carota), Bilsenkraut
(Hyoscyamus niger), Kopf-Salat (Lactuca sativa) oder Ackerbohne (Vicia faba), aber auch
Ackerwildkrauter wie die Schmalwand (Arabidopsis thaliana), das Modellobjekt der Pflan-
zengenetiker. Sie bluhen nur, wenn sie im Langtag mit >12 h Licht wachsen oder gehalten
werden. Dagegen brauchen die bei uns nicht heimischen Pflanzen wie das Flammende
Kathchen (Kalanchoe blossfeldiana) oder der Tabak (Nicotiana tabacum) sowie der Topi-
nambur (Helianthus tuberosus) einen kurzen Tag, wenn sie zum Blihen kommen sollen.

Die Frage, auf welche Weise Pflanzen in der Lage sind, die wechselnden Jahreszei-
ten zu registrieren und wie sie diese Information verwenden, um zur rechten Zeit ihre
Bliten auszubilden, wird gegenwartig intensiv erforscht. Dass Pflanzen offenbar eine
innere Uhr besitzen, die ihnen erlaubt, die Tageslange zu messen, wurde lange Zeit mit
Skepsis aufgenommen. Erst durch die Isolation der daran beteiligten Gene und Proteine
werden schrittweise jene Mechanismen klarer, mit deren Hilfe Pflanzen die Zeit messen
und ihren Lebenszyklus steuern.

Problem / Untersuchung

Wie kann man bei Langtagpflanzen die Blutenbildung auslésen?

Versuchsmaterial

Samen der Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana). Diese kdnnen an Pflanzen, die im
Freiland auf Ackern, aber auch in Parks und in stadtischen Anlagen wachsen, gesammelt
werden oder auch von Forschungsinstituten bezogen werden (z.B. Universitatsinstitute
der Botanik).

Gerate

B Anzuchtschalen mit Pflanz- oder Gartenerde
B Lampe (200 — 250 Watt)
B Zeitschaltuhr



Chemikalien

B Optional flr Zusatzversuch: Cycloheximid (1 mg L' Lésung; z.B. Siecma C7698), Chlor-
amphenicol (100 mg L' Lésung; z.B. Siema C0378)

Durchfiihrung

Man sat die Samen auf Erde aus, lasst sie keimen und teilt die herangewachsenen Pflan-
zen auf. Versuchsgruppe 1 wird unter Langtagbedingungen gehalten und erhalt 16 h Licht
am Tag, Versuchsgruppe 2 wachst im Kurztag mit nur 10 h am Tag. Die im Kurztag ankulti-
vierten Pflanzen zieht man in einem Raum an, in dem die Beleuchtung uber eine Zeitschalt-
uhr geregelt wird. Ansonsten kénnen sie auch mit einem Pappkarton abgedeckt werden.

Ergebnis

Einer der entscheidenden experimentellen Vorteile der Acker-Schmalwand (Arabidopsis
thaliana) ist die fur eine hdhere Pflanze erstaunliche Generationszeit von nur etwa 14
Tagen. Innerhalb von etwa 9-10 Tagen (BlUhbeginn) ist daher bereits mit einem Ergebnis
zu rechnen.

Nur unter Langtagbedingungen mit mindestens 16 h Licht beginnt die Acker-Schmal-
wand zu blihen und bildet Samen. Die Pflanzen, die pro Tag nur 10 h Licht erhalten
haben, blihen nicht.

Erklarung

Das erste Modell, mit dem man die Mechanismen des Photoperiodismus zu erklaren
versuchte, stammt von ErRwiN BUNNING (1906—1990). Danach werden viele Aspekte des
pflanzlichen Verhaltens vom Tagesrhythmus gesteuert, zum Beispiel die Bewegung der
Blatter. So wird das Sonnenlicht optimal verwertet oder durch das Schliel3en der Spaltoff-
nungen in den Blattern Wasserverluste wahrend des Tages gering gehalten.

Diese Verhaltensweisen folgen einem zirkadianen Rhythmus, d.h., sie werden von
einer inneren Uhr gesteuert, deren Zyklus etwa 24 h dauert. Nach BUNNING bildet die
innere Uhr auch die Basis fur den Photoperiodismus. Demnach kontrolliert der davon
erzeugte Rhythmus auch die Blutenbildung. Ein bestimmter Abschnitt des Rhythmus ist
nach dieser Vorstellung entsprechend lichtempfindlich. Wann eine Pflanze zu blihen
beginnt, hangt demnach davon ab, ob sie wahrend des lichtempfindlichen Abschnitts
ihres inneren Rhythmus tatsachlich dem Sonnenlicht ausgesetzt war. So kann die BlU-
tenbildung bei Langtagpflanzen nur an langen, nicht aber an kurzen Tagen eingeleitet
werden, da die lichtempfindliche Phase bei langer Sonneneinstrahlung im Licht, an kur-
zen Tagen aber in der Dunkelheit liegt. Die Blutenbildung hangt also davon ab, ob ein
externes Signal, namlich Licht, mit einem internen Rhythmus zusammenwirkt.

Bunnings Modell wurde in den letzten Jahren vertieft, als es gelang, Gene zu iso-
lieren, die die Blutenbildung kontrollieren. Das Versuchsobjekt Arabidopsis thaliana ist
die fur genetische Projekte am haufigsten verwendete Modellpflanze. Ihr Genom wurde
inzwischen vollstandig entschllsselt und enthalt etwa 25000 Gene, welche die Basis flur
pflanzliches Leben darstellen. In der heimischen Natur bliht Arabidopsis im Fruhling als
Folge der langer werdenden Tage. Die Pflanze kann jedoch nicht mehr zwischen langen
und kurzen Tagen unterscheiden, wenn eines der Gene inaktiviert wird, die an diesem
Vorgang beteiligt sind. Eines dieser Gene ist das ConsTtans-Gen. Es wird von der inneren
Uhr kontrolliert, indem seine Boten-RNA erst etwa 12 h nach Tagesanbruch zum ersten



Mal gebildet und dann noch bis zum nachsten Morgen hergestellt wird. Diese grundlegen-
den Beobachtungen sind nicht auf die Acker-Schmalwand Arabidopsis allein beschrankt.

Es gibt in der ganzen Botanik keine Substanz, nach der so lange ergebnislos gefahn-
det wurde wie nach dem Bluhhormon Florigen. Zumindest den Namen hat sie erhalten,
und ihre Existenz ist durch Pfropfversuche ebenfalls gesichert. Fur die Kontrolle der BlU-
tenbildung ist das in den Blattern lokalisierte Phytochrom als Lichtrezeptor des Photo-
periodismus erforderlich und experimentell allgemein akzeptiert. In den Blattern erfolgt
auch die Konditionierung, d.h., hier entsteht das Signal zur Bluhinduktion oder zu einer
Unterdrackung der Blutenbildung.

Entsorgung

Sofern im unten angeregten Zusatzversuch spezielle Antibiotika (Cycloheximid, Chlo-
ramphenicol) eingesetzt werden, entsorgt man diese in den Sammelbehalter flr orga-
nische Giftstoffe.

Verstandnisfragen

1. Haben Pflanzen eine innere Uhr? Wovon ist sie abhangig, von den Genen oder der
Umwelt oder von beiden?

2. Warum bliht das Flammende Kathchen (Kalanchoe blossfeldiana) nicht in Kneipen
und Studentenzimmern, die auch nachts beleuchtet sind, dagegen in Wohnungen
auf dem Land, wo die Menschen neben dem Tageslicht nachts kein Licht bendtigen?

3. Was spricht flr eine Beteiligung von besonderen Genen an der Blihinduktion?
4. Welche Befunde sprechen fur die Existenz eines BlUhhormons?
5. Wie kdnnten die Pfropfversuche ausgesehen haben?

Erganzende Anregung
B Gene gezielt abschalten

Bei der Langtagpflanze Bilsenkraut (Hyoscyamus niger) hat man herausgefunden, dass
sich die Blutenbildung im Kurztag auslosen lasst, und zwar mit dem Antibiotikum Cyclo-
heximid (c = 10° -3 - 10°mol L"), einem Hemmstoff der von den 80S-Ribosomen abhan-
gigen Proteinsynthese in eukaryotischen Zellen, nicht dagegen mit Chloramphenicol (c
= 10%- 2 -10* mol L"), einem Hemmstoff der von den prokaryotischen 70S-Ribosomen
abhangigen Proteinsynthese in Chloroplasten und Mitochondrien.

Kann man auch bei Arabidopsis durch Behandlung mit Cycloheximid, nicht aber mit
Chloramphenicol die Blutenbildung auslésen? Was geht aus diesen Projekten hervor?
Kdénnte man diese Versuche auch mit der Gartenkresse (Lepidium sativum) durchfuhen?
Versuchen Sie herauszufinden, ob auch die Gartenkresse eine Langtagpflanze ist!

Vorsicht:
Die beiden Antibiotika Cycloheximid und Chloramphenicol sind sehr giftig!



Projekt 2
Feste Ladenzeiten: Bewegung ist Wachstum

Hintergrundwissen

Bei fast allen Bluten sind mit dem Entwicklungsablauf verknlpfte aktive Entfaltungsbewe-
gungen der Funktionsteile zu beobachten. Wahrend der eigentlichen Blutezeit (Anthese)
fallen sie immer dann besonders auf, wenn sich Bliten tagesperiodisch-endogen oder
bedingt durch bestimmte Aul3enfaktoren 6ffnen und schlief3en. CarL von LINNE hat auf
dieser Basis bereits im Jahre 1755 eine Blumenuhr angeregt, welche die arttypisch und
zeitlich relativ eng festgelegten Offnungs- und SchlieRzeiten von Bliten berlicksichtigt.

Das Offnen und SchlieRen von Bliten geht wie bei allen beweglichen Pflanzenteilen
entweder auf Turgoranderungen in den Zellen der betreffenden Gewebe zurlck oder lasst
sich als Ergebnis von Wachstumsvorgangen auffassen. VergroRerung durch Wachstum
liegt den Effekten im vorliegenden Projekt zugrunde. Versuchobjekt sind Tulpen aus dem
Blumenhandel. Bei Tulpen und anderen Vertretern der Einkeimblattrigen ist die Bluten-
hulle (Perianth) nicht in Kelch und Krone gegliedert, sondern besteht aus untereinander
gleichférmigen und gestaltlich nur wenig verschiedenen Huillblattern (Tepalen). In solchen
Fallen spricht man von einem Perigon.

Problem/Untersuchung

Dokumentation des Wachstums der Blutenhullblatter (Tepalen) von Tulpen im Zusam-
menhang mit Offnen und SchlieRen der Bliiten.

Versuchsmaterial

Garten-Tulpe (Tulipa gesneriana o.a.) im Zustand der geschlossenen und noch grunen
Knospe.

Geriate

B Geodreieck oder Millimeterpapier
B langliche Klebeetiketten, ca. 50 x 10 mm
B optional Digitalkamera

Durchfuhrung

Der Fachhandel bietet bereits im Winter vorgetriebene Tulpen als Schnittblumen an.
Diese sind flr den vorliegenden Versuch ebenso geeignet wie das spater erhaltliche
Freilandmaterial.

Einige Tulpen (eventuell verschiedener Sortenzugehdrigkeit) werden mithilfe eines
Klebeetiketts individuell markiert (nummeriert). Noch im Zustand der geschlossenen und
grinen Knospe ermittelt man durch seitliches Anlegen von Geodreieck oder Millimeter-
papier moglichst genau die Lange eines Blutenhullblattes von der Ansatzstelle am Stiel
bis zur Spitze. Diese Messungen werden nach dem Offnen der Bliten und deren tag-
lichem Schliel3en wiederholt. Die erhaltenen Messwerte werden in eine Tabelle oder als
Funktion der Zeit in ein Diagramm eingetragen.
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Ergebnis

Schnittfrisch vom Blumenhandel bezogene Tulpen blihen bei Zimmertemperatur in kur-
zer Zeit auf. Dabei 6ffnen sie ihre Bliten in den Morgenstunden und schlie3en sie wieder
gegen Abend. Selten sind sie als Schnittblumen langer als eine Woche in der Vase halt-
bar. Die wahrend dieser Zeit ermittelten Messwerte fir die Lange der Blitenhllblatter
weisen klar aus, dass von Tag zu Tag eine Langenzunahme erfolgt.

Erklarung

Zum Offnen wachsen die Blitenhllblatter der Tulpe an der Innenseite starker als dieje-
nigen an der AulRenseite. Der am Abend ablaufende Blutenschluss kehrt die Verhaltnisse
um — jetzt wachsen die Zellen an der Aul3enflanke starker als innen. Dieses Wachstum ist
irreversibel — die Tepalen kehren nicht wieder zu ihren Ausgangsabmessungen zuruck.
Gegenuber den in den Morgenstunden eines bestimmten Tages ermittelten Werten haben
die Blutenhullblatter abends wiederum an Lange zugelegt. Wahrend ihrer Anthese ver-
langern sie sich sortenabhangig um mehr als 100% der Ausgangswerte.

Tulpen reagieren bei ihrem Offnen und SchlieRen vor allem auf Temperaturen und
sprechen dabei sogar auf Unterschiede von etwa 1 °C an. Die tagliche Bewegung der
Tepalen ist demnach (vor allem) eine Thermonastie. Den abendlichen SchlieRvorgang
kann man also durch Verbringen in einen kihleren Raum erzwingen.

Verstandnisfragen

1. Worin besteht der Unterschied zwischen Tepalen, Sepalen und Petalen?

2. Warum konnen die Blattzellen nach vortibergehender Streckung nicht wieder in ihre
Ausgangsgrofie zurtickkehren?

3. Warum ist der Schliel3vorgang der Tepalen eine Nastie und kein Tropismus?
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Projekt 3
Temperaturempfindliche Kopfe

Hintergrundwissen

Die Erfahrung zeigt, dass die Bliten(kdpfe) vieler Arten bei kiihler Witterung geschlos-
sen bleiben und sich erst bei langerer Besonnung wieder 6ffnen. Die vor allem durch die
Temperatureinwirkung ausgeloste Bewegung der Blutenblatter bzw. Rand- oder Zungen-
bliten lasst sich im Vergleichsversuch auf einfache Weise vorfuhren.

Problem/Untersuchung

Demonstration der temperaturgesteuerten Bewegung der Zungenbluten von Asteraceen-
Blutenkdpfen.

Versuchsmaterial

Je nach Jahreszeit Blutenkopfe von Huflattich (Tussilago farfara), Léwenzahn (Taraxa-
cum officinale), Gansebliumchen (Bellis perennis) oder Herbst-Aster (Aster dumosus
0.a.), Habichtskraut-Arten (Hieracium spp.), Bitterkraut (Picris echioides) o.a.

Gerate

B 2 Becherglaser (500 mL), hohe Form
B 2 Tablettenréhrchen (Sammelglaser), ca. 35 mm Durchmesser
B 2 chemische Thermometer oder Kontaktthermometer

Durchfuhrung

Zwei Becherglaser werden je ungefahr bis zur Halfte mit Leitungswasser von etwa 30°C
bzw. 10°C (Kuhlschrank, Eiswurfel) gefullt. In kleinere Glasrdohrchen (Sammelglaser)
steckt man je einen gestielten und geschlossenen Blitenkopf der ausgewahlten Ver-
suchspflanzenart, die man zuvor im Kuhlschrank aufbewahrt hat, und fullt soweit mit
Leitungswasser auf, dass das kleinere Gefal} im groReren Becherglas in der Schwebe
bleibt. Eventuell gibt man zum genauen Austarieren einige kleine Steinchen hinzu.

Ergebnis

Nach ca. 15-30 min haben sich die Blutenkopfe im Becherglas mit warmem Wasser
geodffnet, wahrend sie im Kaltwasser-Becherglas geschlossen bleiben (vgl. Abbildung
3-1).

12



ca. 30 °C ca.10 °C
~

SeNe kleine Steine zum Austarieren

Abb. 3-1. Versuchsaufbau zum Nachweis einer Thermonastie

Erklarung

Bewegungen, bei denen die Richtung des einwirkenden Reizes keine Rolle spielt, nennt
man Nastien. Im vorliegenden Fall ist offenbar die Temperatur der hauptsachlich wirk-
same Ausldser, weswegen man von einer Thermonastie sprechen kann.

Die jeweilige Temperatur ist allerdings nicht der einzige Umweltfaktor, der den Offnungs-
zustand der Blitenkopfe beeinflusst. Dem Offnen und SchlieRen liegt ferner ein tageszeitli-
cher Rhythmus zugrunde, und auf3erdem spielt auch das Licht eine wichtige Rolle.

Die Bewegungen der einzelnen Randbliten gehen auf unterschiedliches Streckungs-
wachstum der ober- und unterseitigen Zellen zurlck.

Verstandnisfragen

1. Wie musste man diesen Versuch abwandeln, um die Wirkung des Lichtes und der
zirkadianen Rhythmik darzustellen?

2. Nehmen bei den (berpriiften Bliten die Langen nach den Offnungs- und Schlie-
Rungsmandvern zu?

Erganzende Anregung

M Tulpen und Temperatur

Die Temperaturabhangigkeit der Blutenoffnung gelingt sehr eindrucksvoll auch mit
geschlossenen Garten-Tulpen aus dem Freiland oder dem Fachhandel: An den noch
geschlossenen Bluten kirzt man die Blutenstiele bis auf etwa 3 cm ein und steckt sie in

eine passende Bohrung einer Scheibe aus Styropor oder ahnlichem Material, das sie auf
unterschiedlich warmem Wasser im Becherglas schwimmen lasst (Abbildung 3-2).

< , RN 4

5-10 °C 35 °C
Abb. 3-2. Tulpenbliten im Warmetest
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Projekt 4

In anderem Licht betrachtet: Die UV-Absorption
von Bluten

Hintergrundwissen

Eine der Uberraschendsten Entdeckungen der tierischen Sinnesphysiologie war, dass
viele Arten auch die Strahlung in Teilen des ultravioletten Wellenbandes als Licht wahr-
nehmen. Zu den UV-tlchtigen Tieren gehdren nach heutigem Kenntnisstand aul3er den
meisten Vogeln auch etliche Insekten, darunter die Honigbiene sowie weitere Haut- und
Zweiflugler.

Dazu passt das Aussehen vieler Bliten. Sogar eine vollig blasse und auf Tagkundschaft
spezialisierte Blute muss den Besuchern nicht exakt so erscheinen wie unseren Augen,
denn selbst in solchen Fallen prasentieren sie sich fir Insektenaugen vollig anders und
haufig dennoch ausgesprochen aufreizend kontrastreich. Samtliche Blutenteile kdnnen
namlich das fir menschliche Augen nicht wahrnehmbare kurzwellige UV-Licht hochgra-
dig reflektieren oder vollig absorbieren. Damit bieten sie ein gegenlber unserer mensch-
lichen Sinnesempfindung vollig abweichendes Farbspektakel.

Beispiele dafur sind etwa die Bluten vieler HahnenfulRgewachse. Bei genauerem Hin-
sehen erkennen wir in der Blitenkrone von Scharbockskraut oder Kriechendem Hah-
nenful® allenfalls ein paar Unterschiede zwischen glanzendem Hellgelb und einer zum
Blitenzentrum hin eher triiberen Gelbversion. Die Betrachtung dieser Bliten im UV-Licht
Uberrascht mit einem vollig anderen Erscheinungsbild: Das Zentrum zeigt sich wegen
seiner starken Strahlungsabsorption fur kurzwelliges Licht der Wellenlange unterhalb 380
nm als nahezu einfarbig schwarzer Stern, wahrend der UV-reflektierende Blutenrand sich
davon grell abhebt. Geringe Anteile UV-B (Wellenlange 315-286 nm) und vor allem UV-A
(Wellenlange 380-316 nm) sind an diesem Effekt beteiligt. Ursache fur die UV-Absorption
sind vor allem hydrophile Pigmente aus der Klasse der Flavonole.

In welch hinreilendem Licht sich gerade die UV-verarbeitenden Bllten(organe) oder
deren Teilbereiche flr Insektenaugen zeigen, lasst sich fotografisch nur mit groliem Auf-
wand und dann auch nur mit den grob vereinfachenden Mitteln abgestufter Grauwerte
wiedergeben. Eine etwas einfachere experimentelle Annaherung ist die Extraktion der
verantwortlichen Pigmente aus unterschiedlichen Bereichen von Kronblattern bzw. BlU-
ten.

Problem/Untersuchung

Wie lasst sich die starke UV-Absorption von Teilbereichen darstellen?

Versuchsmaterial

Blutenblatter (Honigblatter) von Scharbockskraut (Ranunculus ficaria) oder Randbliten
(Zungenbliten) von Rauem Sonnenhut (Rudbeckia hirta)

Gerate

B kleine Reagenzglaser (ca. 5 mL), Tablettenréhrchen vergleichbarer Groéflke oder
Eppendorf-Reaktionsgefalle

14



B Mikropipette oder Pasteurpipette

B Filtrier- oder Chromatographiepapier

B UV-Analysenlampe

B optional Spektralphotometer fiir die Wellenlangen ca. 280-500 nm

Chemikalien

B Methanol

Durchfiihrung

Die jeweils unteren Viertel einiger Blitenblatter vom Scharbockskraut bzw. einiger Rand-
bliten vom Rauen Sonnenhut werden in wenigen mL Methanol Uber Nacht bei Zimmer-
temperatur extrahiert. Ebenso werden die oberen (aufderen) drei Viertel der betreffenden
Pflanzenteile separat behandelt.

Eine kleine Menge des so erhaltenen Extraktes (Eluates) wird auf einer zuvor bezeich-
neten Stelle auf Filtrier- oder Chromatographiepapier aufgetragen. Nach dem Trocknen
wird die betreffende Stelle unter einer UV-Lampe bei etwa 360 nm (langwelliges UV-A)
bestrahlt.

Wenn ein Spektralphotometer zur Verfligung steht, werden die Absorptionsspektren
der Extrakte (Eluate) im Wellenlangenbereich ca. 280-500 nm aufgenommen.

Ergebnis

Flavonole, die in den basalen Teilen der Blutenblatter bzw. Randbliten der benannten
Arten konzentriert sind, weisen eine bemerkenswerte UV-Absorption auf. Unter der UV-
Analysenlampe zeigen sie bei 380 nm eine auffallige Fluoreszenz, weil sie das von ihnen
absorbierte Anregungslicht energiearmer und daher in den fir das menschliche Auge
sichtbaren Bereich verschoben reemittieren. Dem entspricht das charakteristische UV-
Absorptionsspektrum einer Losung von Flavonolen bzw. Flavonolglykosiden unterhalb
von etwa 400 nm (Abbildung 4-1).

<+— UV-A sichtbares Licht —»

300 400 500 600 nm

Abb. 4-1. Absorptionsspektrum von Bliten-Flavonolen im UV-A
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Erklarung

Die Extrakte von den Blutenblatt- bzw. Zungenblitenbasen zeigen eine starkere Absorp-
tion als diejenigen aus den distalen Anteilen. Die Extraktion (Elution) erfasst in Teilen
auch die in den Blattchromoplasten enthaltenen Carotenoide. Deren Absorptionskurve ist
dreigipflig mit Maxima oberhalb von 400 nm.

Die UV-Male mit starker Absorption im Blutenzentrum entsprechen den fallweise auch
in dem fir uns sichtbaren Wellenlangenbereich erkennbaren Pigmentierungskontrasten
zwischen den peripheren und zentralen Arealen der Blltenkrone.

Entsorgung

Die Flavonol-Extrakte konnen in das Abwasser entsorgt werden.

Erganzende Anregung
B Fluoreszierender Nektar

Mit der Fluoreszenz-Testmethode auf Filtrier- oder Chromatographiepapier lassen sich
auch die Nektarproben testen. Nektar zeigt wegen seines Gehaltes an Flavonolen eben-
falls eine bemerkenswerte UV-Absorption (mit entsprechendem Fluoreszenz-Effekt). Die
UV-absorbierenden Blutenzentren weisen den UV-tlichtigen Besucherinsekten somit
zielgenau den Weg zu den Nektarvorraten, sofern diese in schalen- bzw. schisselférmi-
gen Bluten offen angeboten werden.
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Projekt 5

Bewegung von Blutenteilen

Hintergrundwissen

Im Unterschied zu den Entfaltungsbewegungen, zu denen man im weitesten Sinne auch
das tagliche Offnen und SchlieBen von Einzelbliten oder Bliitenstanden zahlen kann (vgl.
Projekte 2 und 3), zeigen einzelne Arten besondere Bewegungsablaufe, die im Dienste
einer optimalen Bestdubung zu sehen sind. Die schulbuchnotorische Darstellung der
Pollenubertragung durch bestaubende Tiere stellt die beteiligten Ablaufe insofern meist
unvollstandig dar, als sie sich auf die finale Pollendeponierung auf dem Empfangsor-
gan Narbe beschrankt. Tatsachlich funktioniert eine biotische Bestdubung aber nur dann
mit einer vertretbaren Trefferquote, wenn eine effektive Doppelbestdubung sowohl mit
a) Pollenbeladung des tierischen Vektors als auch b) der Pollenubergabe an die Narbe
in der Zielblite vorliegt. Sowonhl fur die Pollenanheftung an die Blitenbesucher wie auch
fur die Pollendeponierung auf der Narbe lassen sich bei vielen Bliten hochgradig ange-
passte und damit funktionsoptimierte Spezialeffekte nachweisen. Dazu gehdéren auch
gerichtete, durch die bestaubenden Tiere ausgeldste Aktionen beweglicher Bllitenteile.
Daneben spielen vielfach auch passive Beweglichkeiten von Blitenteilen eine bedeu-
tende Rolle, die hier jedoch nicht betrachtet werden.

Problem/Untersuchung

Experimentelle Auslosung von Blutenteilbewegungen nach Beruhrung durch Blutenbesu-
cher (Thigmo- bzw. Seismonastien).

Versuchsmaterial

Voll gedffnete Bluten von Mahonie (Mahonia aquifolium), Gewdhnliche Berberitze (Ber-
beris vulgaris), Thunbergs Berberitze (Berberis thunbergii) oder anderer gartnerisch
verwendeter Vertreter der Berberitzengewachse; ferner Bliten von Sonnenrdschen
(Helianthemum nummularium), Zistrosen-Arten (Cistus spp.), Opuntien (Opuntia spp.),
Zimmerlinde (Sparmannia africana), Zimmerahorn (Abutilon striatum), Portulakréschen
(Portulaca grandiflora) sowie der Gewdhnlichen Gauklerblume (Mimulus guttatus) oder
als Zierpflanzen verwendete Arten dieser Gattung (beispielsweise M. cardinalis, M.
luteus, M. moschatus); aulderdem Blitenkopfe (Rohrenbliten) von Wegwarte (Cichorium
intybus), Flockenblumen (Centaurea spp.) oder Sonnenblume (Helianthus spp.).

Gerate

B Prapariernadel oder feiner Pinsel

B Stereolupe (Binokular), ggf. Handlupe

M Stoppuhr

B optional Digitalkamera mit Makroeinstellung
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Durchfiihrung

Alle fur die Projekte verwendeten Bluten werden zur genauen Dokumentation der Stel-
lung ihrer einzelnen Blitenteile zuvor mit einer Digitalkamera formatfullend im Makrobe-
reich fotografiert.

In den gedffneten Bliten von Mahonie (Mahonia aquifolium) oder der Berberitzen-
Arten (Berberis spp.) berihrt man mit der Spitze der Prapariernadel vorsichtig die Innen-
seite einer Staubblattbasis.

Bei den benannten Vertretern der Zistrosengewachse (Helianthemum nummularium,
Cistus spp.) sowie in den Bliten der Opuntien bzw. der Zimmerlinde bertihrt man mit der
Nadelspitze an beliebiger Stelle die Basen mehrerer der zahlreich vorhandenen Staub-
blatter. Ebenso verfahrt man mit den Einzelbliten der Gbrigen benannten Arten.

Im Fall der Vertreter der Gauklerblumen (Mimulus spp.) tippt man mit der Praparierna-
delspitze kurz die Innenflache der 2-klappig gedffneten und meist etwas aus der Kronen-
offnung herausragenden Narbe an.

Bei den Vertretern der Asteraceae fiihrt man die Beobachtung am besten unter einer
Stereolupe durch. Hier prapariert man vorsichtig die Kronblattréhre einer Réhrenblite auf
und reizt die freien Filamentbasen.

Ergebnis

Bei den Vertretern der Berberitzengewachse klappen die an ihrer Basisinnenseite gereiz-
ten Staubblatter innerhalb von 1 s nach innen in Richtung Fruchtknoten. Diese Bewegung
ist nacheinander bei allen 6 vorhandenen Staubblattern je Blite auszulésen. Bei den mit
buschelig aufgestellten Staubblattern ausgestatteten Arten (Sonnenrdschen, Zistrosen,
Opuntien, Portulakréschen, Zimmerlinde) vollziehen die Filamente dagegen eine rasche
Krimmungsbewegung nach auf3en und erscheinen anschlielend wie ein offen dargebo-
tener Straul3.

Die ahnlich wie ein Schlangenmaul gedffneten Narbenlappen der Gauklerblumen
schnappen nach BerUhrungsreiz schlagartig zusammen.

Etwas komplexer ist der Bewegungsablauf in den Blutenkopfen der benannten und
vieler weiterer Asteraceen. Innerhalb der verwachsenen Kronrohre der Rohrenbluten bil-
den die Antheren der 5 Staubblatter durch seitliche Verwachsung einen Hohlzylinder, in
dessen Zentrum sich der Griffel und die noch geschlossene Narbe befinden. Die freien
Staubblattfilamente stehen unter hohem Turgor und sind daher maximal gedehnt. Nach
Beruhrung bricht der Turgor augenblicklich zusammen, die Filamente verkurzen sich, und
das Griffel-Narben-Ensemble schiebt nach Art des Kolbens einer Injektionsspritze eine
grélere Pollenportion nach aufden (vgl. Abbildung 5-1).
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Abb. 5-1. Sekundare Pollenprasentation in den Roéhrenbllten bei Vertretern der Asteraceae: Durch Verkirzung
der Filamente wirken Griffel und Narbe wie ein Kolben und schieben eine Pollenportion durch die Offnung der
Kronblattréhre. Da der Turgor sich erneut aufbaut, ist der Vorgang wiederholbar.

Erklarung

Die benannten Bewegungsablaufe optimieren die Pollenbeladung der Blutenbesucher,
da sie das Pollenangebot der Staubblatter in den Aktionsraum der Tiere verlagern. Sofern
der Pollen direkt aus den gedffneten Pollensacken der Antheren appliziert wird, spricht
man von primarer Pollenprasentation. Bei den Asteraceen sind die Orte der Pollenentste-
hung und der Pollenaufladung auf den Blutenbesucher raumlich verschieden — demnach
liegt hier eine sekundare Pollenprasentation vor (Abbildung 5-1). Aul3er der Verkirzung
der Staubblattfilamente ist daran bei den meisten Asteraceen auch die Streckung des
Griffels beteiligt.

Verstandnisfragen

1. Was ist primare Pollenprasentation, was sekundare?
2.  Warum sind rasche Bewegungen von Blutenteilen 6kologisch sinnvoll?

Erganzende Anregung
B Perfektes Timing

Mit Hilfe einer Stoppuhr kann man die Zeit messen, bis die durch mechanische Reizung
bewegten Blutenteile wieder in ihre Ausgangslage zurtickgekehrt sind.
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Projekt 6

Ausgeschiuttelt: Blutenfarbstoffe im
Zweiphasen-System

Hintergrundwissen

Auler den an der Photosynthese beteiligten lipophilen und membrangebundenen Blatt-
pigmenten enthalten die hoheren Pflanzen auffallende, weil besonders farbintensive Ver-
bindungen in Bluten und Frichten: Sie sind wichtige auslésende Signale an die Tierwelt,
die entweder als Pollenkuriere oder fir die raumwirksame Ausbreitung von Diasporen
(Frachte, Samen) in Dienst genommen werden.

Viele dieser Pigmente gehoéren Stofffamilien an, die man oft als Sekundare Pflan-
zenstoffe bezeichnet. Diese Benennung unterstellt, dass die betreffenden Verbindungen
nicht Bestandteil des Primar- bzw. Energiestoffwechsels sind und somit meist keiner
kurzfristigen Umsetzung mehr unterliegen, sondern andere, im weitesten Sinne dkologi-
sche Funktionen Ubernehmen.

In den Organen hoherer Pflanzen kommen auf3er den plastidengebundenen Carote-
noiden (oft auch als Carotinoide zitiert) sowie den Chlorophyllen auch zahlreiche Vaku-
olenfarbstoffe vor, die allesamt hydrophil und deswegen im Zellsaftraum gel6st sind. Vor
allem BlUten und Friichte, fallweise aber auch das kraftig verfarbte Herbstlaub, verdanken
gerade diesen Pigmenten ihre besondere Signalwirkung. Eine unterscheidende Tren-
nung dieser Stoffgruppen ist experimentell durch die so genannte Phasenprobe relativ
einfach durchzufihren.

Die nachfolgende Versuchsanregung thematisiert zwar die Farbung von Bluten, lasst
sich aber analog auch auf die Untersuchung von Frucht- und Blattpigmenten Ubertragen.
Sie orientiert rasch dartiber, welche Komponenten der beiden Hauptpigmentierungssys-
teme (lipochrome oder chymochrome Farbstoffe) am Erscheinungsbild der betreffenden
Pflanzenorgane beteiligt sind.

Problem/Untersuchung

Wie lassen sich lipophile und hydrophile Farbstoffe aus Bluten auf einfache Weise unter-
scheiden?

Versuchsmaterial

Einzelbllten beliebiger, intensiv gelb, orange, rot oder blau bzw. violett blihender Arten
aus dem Freiland oder aus dem Blumenfachhandel.

B Reagenzglaser (RG), Reagenzglasstander
B Reibschale (Mérser) mit Pistill

B Glastrichter

B Faltenfilter

B Pipetten (2, 5, 10 mL)

B Peleusball
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Chemikalien

B 96%iges Ethanol

B Aceton (unverdinnt)

B verdunnte Salzsaure c(HCI) = 0,1 mol L™
B Benzin (Feuerzeugbenzin)

B Quarzsand

apolare, lipophile,
hydrophobe Oberphase

Pigmenextrakt vor der
Schitteltrennung im RG
polare, lipophobe,
hydrophile Unterphase

Abb. 6-1. Phasenprobe: Schitteltrennung im Zweiphasen-Losemittelsystem

Durchfiihrung

Etwa 1-2 g Blutenblatter (Kronblatter) zerkleinert man in der Reibschale zunachst trocken
durch Zerreiben mit Quarzsand bis zur Pulverkonsistenz und extrahiert anschlie3end
unter weiterem Zerreiben in der Mischung Ethanol (96%ig) — Aceton — 0,1 mol L' HCI =
10:2:0,5. Die so erhaltene Pigmentrohlosung wird tUber ein Faltenfilter in ein trockenes,
sauberes RG filtriert. Sie sollte so konzentriert sein, dass sie kraftig gefarbt erscheint.

Etwa 2 mL dieser Pigment-Losung versetzt man in einem sauberen RG mit ca. 2 mL
Benzin und schuttelt vorsichtig um, wobei eine Emulsion mit Tropfchen-Feinstverteilung
moglichst vermieden werden soll. Nach der grindlichen Vermischung gibt man aus der
Spritzflasche rasch etwa 5 mL H,O hinzu.

Ergebnis

Sofort setzt im RG nach vorsichtigem Schutteln eine Phasentrennung in eine spezifisch
leichtere Oberphase aus Benzin und eine schwerere wassrige Unterphase (polar) der
verwendeten Extraktionslosemittel ein. Damit vollzieht sich gleichzeitig eine Verteilung
der Pigmente aus dem Rohextrakt. Die offensichtlich lipophilen (hydrophoben) Bliten-
pigmente reichern sich innerhalb kurzer Zeit in der apolaren Benzin-Oberphase an. Die
wassrige und daher polare Unterphase nimmt dagegen die hydrophilen Komponenten
auf. Sie bleibt wegen der nur langsam ablaufenden Entmischung vorerst noch milchig
trab.

Erklarung

Die in der oberen (apolaren, hydrophoben) Phase angereicherten gelben bzw. orangen
Bluten- oder Fruchtpigmente gehoren immer der Stoffgruppe der Carotenoide an. Sie
sind in den Chromoplasten der extrahierten Gewebe membrangebunden und lassen sich
nicht durch wassrige Extraktion gewinnen.
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Die aus den Vakuolen stammenden hydrophilen und chymochromen Bluten- oder
Fruchtpigmente aus der Gruppe der Flavonoide (rétliche bzw. blauliche Anthocyane oder
gelbliche Chalkone und Flavonole verbleiben dagegen nach der Phasenbildung aus-
schlieBlich in der Unterphase und farben diese je nach Materialwahl intensiv gelblich
oder roétlich bzw blaulich.

Viele Pflanzenarten kombinieren die Farbwirkung von plastidengebundenen Carote-
noiden (Carotinoiden) mit den Anthocyanen (Flavonoiden) in den Vakuolen der gleichen
oder benachbarter Zellen. In diesem Fall wird das Ergebnis der Zweiphasen-Trennung
eines Blattextraktes eine ,Gelb-/Gelb“- oder "Gelb-/Rot-Koalition" sein.

In der wassrigen Phase ist mit dieser Vorselektion der Blutenblattpigmente allerdings
nur die Gesamtheit aller Flavonoide zu erfassen. Eine genauere Unterscheidung in rot-
liche bzw. blauliche Anthocyane und blassgelbe Anthoxanthine, denen die Ringsysteme
der Flavone oder Flavonole zu Grunde liegen, ist auf diesem Wege nicht mdglich.

Entsorgung

Die Versuchsansatze werden nach Auswertung in den Sammelbehalter fir organische
Losemittel gegeben.

Erganzende Anregung
B Wie man blau macht

Man entnimmt die Oberphase mit den Carotenoiden und lasst einen Teil des Ldsemittels
auf einem Uhrglas verdampfen. Den Rickstand versetzt man mit 0,5 mL konzentrierter
Schwefelsaure. Sofort verfarben sich die Carotenoide charakteristisch tintenblau.

Vorsicht: Schwefelsaure ist stark atzend!
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Projekt 7

Kornblumenblau und rosenrot:
Hydrophile Blutenpigmente

Hintergrundwissen

In den Organen hoherer Pflanzen kommen aufler den in Chloro- bzw. Chromoplasten
gebundenen Plasmochromen (Chlorophylle und/oder Carotenoide) auch zahlreiche
Vakuolenfarbstoffe (Chymochrome) vor. Vor allem finden sich solche Pigmente in den
Blutenblattern und in den Fruchtschalen auffallig ausgefarbter Frichte. Die beteiligten
Verbindungen aus der grol3en Stoffklasse der Flavonoide sind allesamt hydrophil und
deswegen im Zellsaftraum geldst. Eine erste Kennzeichnung dieser Stoffgruppen ist nicht
nur durch eine vororientierende Schatteltrennung (vgl. Projekt 6), sondern auch durch
eine einfache Dlunnschichtchromatographie madglich.

Anthocyan

Glykosyl-O

O-Glykosyl

Abb. 7-1. Anthocyane (links) sind die Glykoside der Anthocyanidine. Flavonole (rechts) unterscheiden sich im
Oxidationszustand ihres mittleren O-haltigen Ringes.

Anthocyanidin Substituenten Farbe
(Aglykon) R, R, R,

Pelargonidin - -OH - orangerot
Cyanidin -OH -OH - rot
Paeonidin -OCH, -OH - rosarot
Delphinidin -OH -OH -OH purpurn
Malvidin -OCH, -OH -OCH, rotviolett
Petunidin -OCH, -OH -OH hellviolett

Tabelle 7-1. Substitutionsmuster und Farbtiefe bei einigen Anthocyanen

Die Flavonoide sind eine aullerordentlich typenreiche Naturstoffgruppe mit einem
C,-C,-C,-Grundgerust in drei Ringen. Die einzelnen Flavonoid-Gruppen unterscheiden
sich im Wesentlichen nur im Oxidationsgrad ihres zentralen Pyranringes, die Einzelver-
treter der Gruppen in der Zahl und Anordnung von Hydroxyl- bzw. Alkyl-Substituenten
(vgl. Tabelle 7-1) sowie der Zucker-Reste, die ihrerseits Substitutenten (beispielsweise
einen Zimtsaure-Rest) tragen konnen. Die Uber Glykosidbindungen Uberwiegend am
C3-Atom des Heterozyklus angeknupften Zucker sind fur die gute Wasserloslichkeit der
Verbindungen verantwortlich. Anthocyan ist die Bezeichnung fur das jeweilige Glykosid,
Anthocyanidin fur die zuckerfreie Verbindung (Aglykon).
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Die Flavonole (vgl. Abbildung 7-1) und die ihnen ahnlichen Flavone ergeben hellgelbe
bis weillliche Blutenfarbungen. Sie werden mitunter auch zusammenfassend als Antho-
xanthine bezeichnet. Auch weild blihende Arten kdnnen in ihren Bliten Flavonole und/
oder Flavone fuhren.

Fur die spezifische Farbstellung einer Bllte oder eines ihrer Teilbereiche sind aul3er-
dem Komplexierungen mit mehrwertigen Kationen sowie der pH-Wert in der Vakuole
mafigebend. Mehr als 2000 verschiedene Verbindungen dieses Typs sind bisher bekannt.

Problem/Untersuchung

Bestehen die hydrophilen Pigmente in den Vakuolen von Blitenblattern nur aus einer
Verbindung oder stellen sie Stoffgemische verschiedener Farbstoffe ihrer Klasse dar?

Versuchsmaterial

Je nach Jahreszeit Bliten von Garten-StiefmuUtterchen (Viola wittrockiana), Rose (Rosa
sp.), Petunien (Petunia atkinsiana), Dahlie (Dahlia variabilis), Garten-Primeln (Primula
veris-Hybriden), Tulpen (Tulipa gesneriana), Hyazinthen (Hyacinthus spp.), Rittersporn
(Consolida regalis), Akelei (Aquilegia vulgaris), Stockrose (Alcea rosea), Salbei (Salvia
spp.), Zinnie (Zinnia elegans) oder anderen Arten aus Freiland bzw. Gartenkultur mit
roten bzw. blauen Bluten. Zum Vergleich sollten moglichst auch immer Arten oder Sorten
der betreffenden Gattungen mit gelben Bliten einbezogen werden.

Gerate

B DC-Platten, mit Cellulose oder Kieselgel 60 beschichtet
B Trennkammer fir 20 x 20 cm-DUnnschichtplatten (vgl. Abb. 7.2)
B optional: UV-Analysenlampe

Chemikalien

B Extraktionsldésung fur Blutenblatter
Mischung aus Methanol (40 mL), H,O (12 mL) und 0,5 mL Tropfen konzen-
trierte Salzsaure HCI (25%ig)

B Trenngemisch (Laufmittel) fur Cellulose-Schichten:
n-Butanol — Essigsaure — H,O = 90 : 15 : 30 bzw. fur Kieselgel 60-Platten:
Essigsaureethylester — Ameisensaure — H,O0 =70 :15: 15.

O Trennkammer-
= -  deckel

Trennkammer

Diinnschicht-
platte

Diinnschicht
(stationare Phase)

Extraktprobe

— e — — e —sees——| 1 Startlinie

Trenngemisch
(mobile Phase)

Abb. 7-2. Probenauftragung und Trenntechnik per Diinnschichtchromatographie
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Durchfiihrung

Zur Extraktion gibt man einzelne Kronblatter oder komplette Bluten in ein RG mit ca. 5-10
mL Extraktionslosung und stellt den Ansatz verschlossen Uber Nacht in den Kuhlschrank.
Die durch Zentrifugation oder Filtration erhaltenen Extrakte kdnnen im Kuhlschrank flr
langere Zeit aufbewahrt werden.

Mit einer Mikropipette oder Glaskapillare wird der Pigmentextrakt anschlie3end in
2 cm Abstand vom unteren DC-Plattenrand strichférmig aufgetragen. Je nach Material-
aufkommen kann man naturlich auch Extrakte aus verschiedenen Pflanzenarten neben-
einander auftragen und miteinander vergleichen. Nach Antrocknung des aufgetragenen
Pigmentextraktes stellt man die DC-Platte in einer Trennkammer in das angegebene
Laufmittelgemisch. Die Trenndauer in diesem System nimmt etwa 1-2 h in Anspruch.

Ergebnis

Gewoéhnlich werden die Extrakte abhangig von den verwendeten Arten verschiedene
Anthocyane aufweisen. Im Rohextrakt vorhandene lipophile Pigmente verbleiben auf der
Startzone.

Unter einer UV-Analysenlampe fallen die sonst eventuell nicht besonders gut erkenn-
baren Flavonole bzw. Flavone (Anthoxanthine) durch eine besonders intensive Fluores-
zenz auf.

Erklarung

Eine genauere Identifizierung der getrennten und sichtbaren Komponenten ist kaum ohne
grolieren analytischen Aufwand maoglich. Zu diskutieren waren die bei manchen Bluten-
pflanzenfamilien anstelle von Anthocyanen vorkommenden Betalaine (vgl. Projekt 12).

Entsorgung

Das verwendete Laufmittel wird nach Versuchsabschluss in den Sammelbehalter fir
organische Losemittel gegeben.

Verstandnisfragen

1.  Welche Unterschiede bestehen zwischen plasmochromen und chymochromen Farb-
stoffen?

2. Wie unterscheiden sich Anthocyane und Anthocyanidine?

3. Was versteht man unter Flavonoiden, Flavanolen und Flavonolen?

4. Was ist ein Aglykon?

Weitere Versuchsanregungen
B DC-Trennung der Aglyka

Die oben angegebene Extraktionsmischung liefert die in den Kronblattern enthaltenen
Anthocyane als Glykoside an. Um die zuckerfreien Anthocyanidine zu erhalten, versetzt
man je 5 mL Anthocyan-Extrakt im RG mit 5 mL einer 25%igen HCI und hydrolysiert die
Glykosidbindungen durch Erhitzen im siedenden Wasserbad (100 °C) flr 7 min. Nach
dem Abkuhlen der RG gibt man 3 mL 1-Amylalkohol hinzu und schuttelt kraftig aus. Nach
Zufuagen von wenigen mL Leitungswasser sammeln sich die hydrolytisch freigesetzten
Anthocyanidine (Aglyka) in der Oberphase.
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Proben davon tragt man — wie oben geschildert — streifenférmig auf die Startlinie einer
mit Cellulose beschichteten DC-Platte auf und entwickelt in Eisessig — Wasser — HCI =
30 : 10 : 3 unter dem Abzug. Anhand der Farbung und der R-Werte (Tabelle 7-2) lassen
sich die wichtigsten Anthocyanidine identifizieren.

Anthocyanidin R-Wert

(Aglykon)

Pelargonidin 0,68
Paeonidin 0,63
Malvidin 0,60
Cyanidin 0,46
Petunidin 0,46
Delphinidin 0,32

Tabelle 7-2. Rf-Werte der wichtigsten Anthocyanidine

Durch Ansprihen mit einer Losung von AICI, (5%ig in Methanol) zeigen sich unter der UV-
Analysenlampe auch die meist blau fluoreszierenden Zimtsaure-Derivate und gelb-grin
fluoreszierende Aglyka von Flavonolen, beispielsweise vom weit verbreiteten Kampferol.

B Wie man eine weille Tulpe verblaut

Landpflanzen kdnnen Wasser meist nur Uber ihre Wurzeln aufnehmen, auch wenn die
Blatter und Stangel bei Regenwetter durch das auftreffende Niederschlagswasser viel
eher nass werden. Von den Wurzeln gelangt das lebenswichtige Wasser in den Stan-
gel und wird darin aufwarts bis in die letzten Blatt- und Achsenspitzen gezogen. Diese
Aufwartsbewegung ist nur durch Kohasionszug moglich, denn die in die trockene Atmo-
sphare ragenden Organe verdunsten laufend Wasser und ziehen von unten durch die
Xylembahnen standig Ersatz nach. Wenn man dem Wasser einen unschadlichen Farb-
stoff zusetzt, kann man den Weg von unten nach oben sogar direkt verfolgen.

Besonders geeignete Versuchsobjekte sind weild bluhende Tulpe (Tulipa gesneriana),
Garten-Nelke (Dianthus caryophyllatus) oder FleilRiges Lieschen (Impatiens walleriana).
Den Versuchsaufbau zeigt Abbildung 7.3.

Jedes der beiden Reagenzglaser (RG) wird mit Wasser gefillt, in das man einen Sprit-
zer Methylenblau oder Eosin bzw. eine andere wassrige Farbstoff-Losung gegeben hat.
Die beiden RG stellt man in Sand in ein Becherglas. Den Stangel einer weild blihenden
Tulpe oder Nelke schneidet man bis auf etwa 25 cm ab und schlitzt ihn bis ungefahr zur
Halfte langs auf. Je eine Stangelhalfte lasst man in eine der beiden Farbldsungen eintau-
chen (Abbildung 7-3).

Schon nach etwa 1 h ist zu erkennen, dass sich die anfangs reinweil’en Blltenblatter
durch die Losungen der Lebensmittelfarbstoffe, etwa Azorubinrot und Patentblau, deut-
lich verfarben.

Im Doppelfarbeversuch weisen die Bluten zwei unterschiedlich gefarbte Halften auf.
Offenbar Uberkreuzen sich die fur den Wassertransport zustandigen Xylembahnen (Tra-
cheen) im Stangel nicht, sondern bedienen ein entsprechend ihrer Topographie im Stan-
gelquerschnitt festgelegtes Versorgungsgebiet. Je nach Lage des Stangellangsschlitzes
kann sich in einzelnen Blutenblattern allerdings auch eine Vermischungszone zeigen. Die
Steiggeschwindigkeiten der Losungen hangen von den Transpirationsraten ab, die bei
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Blutenblattern erfahrungsgemaf eingeschrankt sind (weniger Stomata/Flacheneinheit).
Normalerweise sind Transportraten von mehreren dm/h zu erwarten.

Methylenblau- |

Lésung — Eosin-Ldsung

—1— Vogelsand

Abb. 7-3. Versuchsaufbau zur Leitung wassriger Farblésungen durch den Stangel in die Blite

Hinweis: Methylenblau ist ein Redoxindikator und wird von den in die Transportstrecke
eingeschalteten Pflanzenzellen eventuell in seine farblose Leuko-Form reduziert. In sol-
chen Fallen fallt das Farbeereignis in den Blliten blasser aus als erwartet. Bei Verwen-
dung von nicht metabolisierbaren Lebensmittelfarben tritt dieser Effekt nicht ein.
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Projekt 8
Trennung auf dem Papier: Hydrophile Blutenpigmente

Hintergrundwissen

Fur die Ublicherweise eingesetzte Dunnschichtchromatographie gibt es eine technisch
etwas weniger aufwandige Alternative, die fUr die Trennereignisse keine pordse Sorpti-
onsschicht auf einem Inert-Tragermaterial verwendet, sondern ein spezielles Chromato-
graphiepapier einsetzt.

Problem/Untersuchung

FUr einen Schnelltest, der die Auftrennung von Vakuolenfarbstoffen aus Bluten fur den
Direktvergleich qualitativ demonstriert, eignet sich hervorragend das Rundfilter-Trenn-
verfahren, bei dem die stationare Phase (= Chromatographiepapier) horizontal zwischen
zwei Petrischalenhalften liegt.

Versuchsmaterial

Je nach Jahreszeit Bluten von Garten-StiefmuUtterchen (Viola wittrockiana), Rose (Rosa
sp.), Petunien (Petunia atkinsiana), Dahlie (Dahlia variabilis), Garten-Primeln (Primula
veris-Hybriden), Tulpen (Tulipa gesneriana), Hyazinthen (Hyacinthus spp.), Rittersporn
(Consolida regalis), Akelei (Aquilegia vulgaris), Stockrose (Alcea rosea), Salbei (Salvia
spp.), Zinnie (Zinnia elegans) oder anderen Arten aus Freiland bzw. Gartenkultur mit
roten bzw. blauen Bliten. Zum Vergleich sollten mdglichst auch immer Arten oder Sorten
der betreffenden Gattungen mit gelben Bliten einbezogen werden.

Gerate

B Kleiner Exsikkator (ca. 10-15 cm Durchmesser) oder entsprechend bemessene Pet-
rischale

B Chromatographiepapier, beispielsweise WHATMAN No. 1 oder ScHLEICHER & ScHULL
2043b Mgl

B Glaskapillare oder Mikropipette

Chemikalien

B Extraktionslésung fur Blutenblatter
Mischung aus Methanol (40 mL), H,O (12 mL) und 0,5 mL Tropfen konzentrierte Salz-
saure HCI (25%ig)

B Laufmittel: n-Butanol — Eisessig — Wasser =6 : 1 : 3 (obere Phase)
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——— Startzone

\,\ %
—— Extraktprobe
— T Trennsektoren

Abb. 8-1. Beladungsschema fiir die Papierchromatographie (Rundfilter-Horizontalverfahren) von Blutenpigmenten

Durchfuhrung

Die Extrakte werden mit einer Kapillare oder Pipettenspitze auf dem Chromatographiepa-
pier (ca. 10 x 10 cm Kantenlange oder grol3er je nach Trenngefald) auf einem zuvor mar-
kierten Kreis von ca. 3 cm Durchmesser in gleichem Abstand aufgetragen. Uber einen
Docht wird der Kontakt zum Laufmittel in einem Becherglas im Exsikkator hergestellt.
Alternativ lasst sich auch eine Petrischale als Trennkammer verwenden. Das Trennereig-
nis ist unmittelbar zu verfolgen.

Papierdocht Chromatogramm

==

Exsikkator Laufmittel

Abb. 8-2. Trennvorrichtung bei Verwendung eines Exsikkators

Petrischale Chromatogramm

Papierdocht Laufmittel

Abb. 8-3. Alternative Trenntechnik: Petrischale als Trennkammern fiir das Rundfilter-Horizontalverfahren
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Ergebnis

Die meisten Bluten- und Fruchtextrakte enthalten neben einer Hauptkomponente even-
tuell viele weitere Vertreter der Flavonoide, deren genauere ldentifikation mit einfachen
Mitteln nicht moglich ist. Die verschiedenen Anthocyanidine verteilen sich entsprechend
ihrer R-Werte im hier verwendeten Laufmittel etwa in der Reihung Delphinidin (0,42),
Petunidin (0,52), Malvidin (0,58), Hirsutidin (0,62), Cyanidin (0,68), Paeonidin (0,71) und
Pelargonidin (0,80).

Erklarung

Die in verschiedenen Sektoren getrennten hydrophilen Bllitenpigmente erlauben einen
Direktvergleich der verschiedenen Materialherkunfte hinsichtlich Anzahl und Zusammen-
setzung der Vakuolenbeladung. Eine Uber den visuellen Befund hinausgehende Interpre-
tation der Versuchsergebnisse ist entbehrlich.

Entsorgung

Das Laufmittel wird nach Auswertung in den Sammelbehalter fur organische Ldse-
mittel gegeben.

Verstandnisfragen

1. Warum werden die Blutenpigmente in einem sauren Medium extrahiert?

2. Worauf koénnte die unterschiedliche Laufstrecke der einzelnen Komponenten
beruhen?

3. Mitwelcher Trenntechnik unter Verwendung von Chromatographiepapier ware dieser
Versuch auch durchflhrbar?
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Projekt 9
Vereinfachte Blutenfarbstoff-Chromatographie

Hintergrundwissen

Bluten- und auch Fruchtfarbstoffe sind entweder wasserldslich (hydrophil) und befinden
sich dann in den gro3en Zellvakuolen oder sie sind fettldslich (lipophil). In diesem Fall
sind sie an besondere Zellbestandteile, die Plastiden, gebunden. Einer roten oder gelben
Blite sieht man es nicht unbedingt direkt an, ob sie hydrophile und/oder lipophile Pig-
mente enthalt. Auler mit der Schutteltrennung (Projekt 6) kann man sich einen raschen
Uberblick tber die Pigmentfiihrung auch mit einer vereinfachten Papierchromatographie
verschaffen.

Diese Methode eignet sich ferner sehr schén zur Klarung der Frage, ob die im Herbst
zu Tage tretenden Gelb-, Orange-, Braun- und Rottone der Laubblatter von Strauchern
und Baumen bereits im grinen Blatt vorhanden waren und vom Chlorophyll Uberdeckt
wurden oder ob sie sich neu bilden.

Problem/Untersuchung

Unterscheidung verschiedener Farbstoffklassen

Versuchsobjekt

Gelbe, rote oder blaue Blitenblatter; grine oder herbstlich verfarbte Blatter; sie sollten
nicht zu stark behaart oder zu hart sein.

Gerate

B Rund-Filterpapier (am besten ca. 6 — 8 cm Durchmesser)
B Kleines (Becher)Glas, ca. 50 mL; man kann auch ein kleines (Brei)Glas verwenden
B Blei- oder Farbstift mit abgerundetem Ende

Chemikalien

B FUr die Trennung hydrophiler Pigmente:
96%iges Ethanol
Aceton (unverdinnt)
verdiinnte Salzsaure c(HCI) = 0,1 mol L™
Benzin (Feuerzeugbenzin)
Quarzsand

M fUr lipophile Blattpigmente:
Brennspiritus
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Durchfiihrung

Bei der Versuchsdurchfuhrung sollte auf ausreichende Beluftung des Raumes geach-
tet werden oder gleich am gedffneten Fenster geaarbeit werden. Ferner darf keine
offene Flamme (Kerze) in der Nahe sein. Sobald der Versuch beendet ist, wird der
Spiritus in einem verschlieRbaren Behalter gesammelt.

Ca.1 cm vom Rand entfernt wird mit dem stumpfen Ende eines Stiftes Blattsaft auf das
Filterpapier gerubbelt. Die Prozedur sollte so oft wiederholt werden, bis ein deutlich
sattgriner Fleck entsteht. Anschlie3end das Filterpapier bis zur Mitte zweimal so ein-
schneiden, dass der Chlorophyll-Fleck auf einem ca. 1 cm breiten Streifen liegt (vgl.
Abbildung 9-1). Dieser Streifen wird nun rechtwinklig nach hinten abgeknickt. Das Filter-
papier auf das Glas legen, wobei der abgeknickte Streifen nun in das Glas eintaucht. Mit
einem Folienstift am Glas die Lage der Unterkante des Papierstreifens markieren. Das
Papier nochmals herausnehmen und nun bis zur Hohe der Markierung Spiritus einftllen;
anschlie3end wieder das Filterpapier auf das Glas legen.

hier mit Stift Farbstoff- einschneiden Farbstoff-Fleck Trenn-
rubbeln Fleck und nach hinten ~ wandert und gemisch
umbiegen trennt sich auf

Abb. 9-1. Arbeitsschritte bei der vereinfachten Chromatographie

Ergebnis

Der Spiritus steigt im Papier hoch und der grine Fleck zerfliel3t. Nach kurzer Zeit erkennt
man vor dem Grin einen gelben Rand.

Erklarung

Unter dem Blattgrin ist offenbar schon das im Herbst zum Vorschein kommende Gelb
verborgen. Im Spiritus (Fliemittel) wandern die verschiedenen Blattfarbstoffe unter-
schiedlich schnell. Die kraftig rote Farbung mancher Herbstblatter, die durch Anthocyane
verursacht wird, kann man allerdings nicht erkennen. Rot wird demnach tatsachlich neu
gebildet. Es wirkt im Blatt als eine Art Sonnenbrille.
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Weitere Versuchsanregungen
B Filzstift-Chromatographie (Trau keiner Farbe!)

Als Vorversuch kann dieser Versuch anstelle von Blattgran mit Filzstift durchgefuhrt wer-
den. So trennt sich z.B. ein Fleck eines grunen Filzstiftes in die Komponenten Gelb und
Blau auf.

B Kreide-Chromatographie

Man zerreibt griine Blatter mit etwas (Vogel)Sand und Spiritus in einem Moérser. In den
Farbbrei stellt meine eine Tafelkreide. Auch hier steigt die Losung hoch und trennt sich
dabei auf. Gegebenenfalls die Kreide mit einem Fon trocknen.
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Projekt 10
Blutenfarbe und pH-Wert

Hintergrundwissen

Bei vielen Pflanzenarten verandert sich die Blitenfarbe im Laufe der Anthese. Beispiele
daflr finden sich vor allem bei Vertretern der Raublattgewachse (Boraginaceae), darun-
ter Vergissmeinnicht (Myosotis spp.), Lungenkraut (Pulmonaria spp.), Gewdhnliche Och-
senzunge (Anchusa arvensis), Natternkopf (Echium vulgare) oder Beinwell (Symphytum
officinale). Kurz nach der Knospenoffnung sind die Kronen rosa bis rot, bei der Vollentfal-
tung sind sie dagegen je nach Art blau bis blauviolett. Da die Bluten Anthocyane enthal-
ten, kdbnnte dem Umfarbeereignis ein ahnlich pH-abhangiger Effekt zu Grunde liegen, wie
er im Herbst bei der Entwicklung einer vielstufigen Farbskala mit Laubblatt-Anthocyanen
experimentell dargestellt wurde (vgl. Projekt 9).

Problem/Untersuchung

Reagiert die Farbung blauer bzw. roter Bluten (Kronblatter) abhangig vom zellinternen
pH-Wert?

Versuchsmaterial

Beliebige rote oder blauliche Blute, je nach Jahreszeit beispielsweise Kronen-Anemone
(Anemone coronaria), Lungenkraut (Pulmonaria officinalis 0.a.), Rose (Rosa sp.), Weg-
Malve (Malva neglecta) oder Wilde Malve (Malva sylvestris), Stockrose (Alcea rosea),
Garten-Petunie (Petunia x atkinsiana) o.a.

Gerate

B Becherglas (250 mL) oder vergleichbar groRes Konfitlirenglas

B Erlenmeyerkolben (50 mL)

M kleine Petrischale (Durchmesser kleiner als verwendetes Becherglas)
B Pasteurpipetten

Chemikalien

B konzentrierte Salzsaure HCI (Vorsicht: Atzend!)
B konzentrierte Ammoniak-Losung NH,OH (Vorsicht: Atzend!)
B Diethylether

Vorsicht: Salzsaure HCl und Ammoniak-Losung NH,OH sind atzend!
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Durchfiihrung

Die kurzstielig abgeschnittenen Bluten werden in einen mit Leitungswasser gefullten
Erlenmeyerkolben gestellt. Den Erlenmeyerkolben stellt man in eine kleine Petrischale,
pipettiert in die Petrischale einige mL Salzsaure (bei blauen Bliten) oder Ammoniak-
Lésung (bei rétlichen Bliten) und stlilpt das Becher- bzw. Konfitirenglas dartber.

Diese Versuche sollten unter dem Abzug oder im Freien durchgefiihrt werden.

Testblute

Leitungswasser

Petrischale mit wenigen
Tropfen konzentrierter HCI
oder NH,OH

Abb. 10-1. Versuchsaufbau zur Begasung anthocyanhaltiger Bliiten mit HCI- oder NH,OH-Dampfen

Bluten mit wachsiger Oberflachenausstattung der Kronblatter (beispielsweise Rosen)
werden zunachst in einem kleinen Becherglas in ein Diethylether-Bad gestellt und dann
wie die Ubrigen Versuchsansatze behandelt.

Alternativ kann man die Kronblatter der zum Versuch vorgesehenen und in einen
Erlenmeyerkolben eingestellten Bluten auch mit Salzsaure bzw. Salmiak-Losung betrau-
feln und die Reaktion abwarten.

Ergebnis

Beim Begasen oder auch beim Direktauftrag von Saure bzw. Lauge verfarben sich die
Kronblatter blauer bzw. roter Bllten. Bei roten Bliten, die mit NH4OH-Démpfen behandelt
werden, ist meist ein kurzlebiger Umschlag zunachst nach blau zu beobachten, bevor
sich die Farbung nach kraftig gelb verschiebt.

Erklarung

Die in den Bliten enthaltenen Anthocyane, deren Aglyka Cyanidin, Malvidin, Paeonidin
und andere Anthocyanidine sein konnen (vgl. Projekt 7), zeigen die typischen vom Pro-
tonenmilieu abhangigen Farbverschiebungen, die diese chymochromen Pigmente als
pH- bzw. Redoxindikatoren auszeichnen. Das Umfarben wahrend der Anthese kdnnte
demnach auf pH-Veranderungen durch fortschreitende Stoffeinlagerung in die Vakuolen
hindeuten. Die Umfarbung ist jedoch nicht immer vom pH-Wert gesteuert. Die Kornblume
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(Centaurea cyanus) ist bekanntlich tiefblau, obwohl der Zellsaft ihrer Kronblatter im sau-
ren Milieu liegt.

An der Farbverschiebung kénnen jedoch (auch) andere Veranderungen an den betei-
ligten Farbstoffmolekulen beteiligt sein, beispielsweise Veranderung im Substitutions-
muster am B-Ring (vgl. Projekt 7) oder Komplexbildungen mit mehrwertigen Kationen.

Entsorgung

Diethylether-Reste unter dem Abzug bzw. im Freien abdampfen lassen oder in den
Sammelbehalter flr organische Losemittel geben. Sauren und Laugen in die jeweils
daflr vorgesehen Sammelbehalter entsorgen.

Verstandnisfragen

1. Konnte man die oben geschilderten Projekte zum pH-abhangigen Umfarben der chy-
mochromen Pigmente auch an einem mikroskopischen Praparat demonstrieren?

2. Welche chemischen Parameter sind fur die Farbwerte der Anthocyane verantwort-
lich?
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Projekt 11
Weitere Nuancen: Blutenfarbe und pH-Wert

Hintergrundwissen

Viele BlUten, darunter beispielsweise rote Nelken und dunkelrote Rosen, enthalten kraf-
tig absorbierende Anthocyane. Sie kommen auch in gewoéhnlichen Laubblattern vor,
beispielsweise im Kohl, mit dem die nachfolgend angeregten Versuche besonders gut
gelingen. Je nach Region und Zubereitung nennt man diese weit verbreitete Nutzpflanze
Rotkohl entweder so oder bezeichnet sie als Rot- oder Blaukraut. Offenbar sind die betei-
ligten Blattpigmente, die wasserldslich sind und zur Farbstoffklasse Anthocyane gehdren,
in ihren Farbwerten nicht besonders festgelegt, sondern vollziehen einen Farbumschlag
nach Art der Indikatorfarbstoffe. Dieser Effekt bildet den Hintergrund zum folgenden Ver-
such.

Problem/Untersuchung

Darstellung des Farbumschlags von Anthocyanen in Abhangigkeit vom Saurewert (pH-
Wert)

Versuchsmaterial

Kraftig rote Blitenbatter von Rosen (Rosa sp.) bzw. blau gefarbten Blumen; alternativ
oder erganzend Blatter vom Rotkohl (Brassica oleracea var. capitata f. rubra)

Gerate

2 Becherglaser (500 oder 1000 mL) oder Konfitirenglaser vergleichbarer Grolie
Schere oder Kichenmesser, Schneidebrett

Filtriergestell

Glastrichter

Faltenfilter

einige Reagenzglaser (RG), Reagenzglashalter

Heizplatte

Pasteurpipetten

Chemikalien

B 5%ige Losung von Zitronensaure oder frisch gepresster Zitronensaft

B Haushaltsessig

M gesattigte Losung von Natrium-carbonat (Soda) Na,CO, (aus der Drogerie)
M Seifen-Losung

Durchfuhrung

Die aufleren, meist verschmutzten oder verletzten Blatter eines Rotkohls werden ent-
fernt. Die nach innen folgenden Blatter werden mit einer Schere in sehr kleine Stlicke
zerschnitten und etwa halbhoch in ein groRes Becherglas gegeben. Das Becherglas fullt
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man soweit mit Wasser, bis alle Blattstickchen bedeckt sind. Den gesamten Ansatz lasst
man auf einer Heizplatte kurz aufkochen und anschlie3end fur etwa 10 min ziehen. Die
erkaltete und jetzt intensiv violettrote Pigment-LAsung filtriert man Uber ein Faltenfilter in
ein zweites Becher- oder in ein Konfitirenglas.

Dieser Extrakt ist bei Aufbewahrung im Kahlschrank nur wenige Tage haltbar. Wenn
man ihn jedoch portionsweise in kleineren Plastikgefalen einfriert, halt er sich ohne
Reaktionsverlust praktisch unbegrenzt.

Je etwa 3 mL dieses Rotkohl-Extrakts gibt man in ein RG (a—c) und tropft mit einer
Pasteurpipette bei (a) etwas Haushaltsessig oder Zitronensaft, bei (b) destilliertes Was-
ser und bei (c) etwas Soda- oder Seifen-Losung zu.

Zur Darstellung einer komplexeren Farbskala fullt man 12 RG mit je etwa 5 mL einer
Puffer-Losung der pH-Werte 1-12 und tropft anschlieend einige Tropfen des Rotkohl-
Pigmentextraktes hinzu. Vorsicht: Nicht zu viel Pigmentextrakt zugeben, weil sonst die
Farbunterschiede nicht klar erkennbar sind.

Ergebnis

Die verwendeten Hilfsreagenzien (Zitronensaft, Soda-Lésung) weisen sehr unterschied-
liche Saurewerte (pH-Werte) auf. Die Reaktionsansatze in den RG a bis ¢ verfarben sich
abhangig vom pH-Wert in charakteristischer Weise. Im stark sauren Bereich (Einsatz von
Haushaltsessig oder Zitronensaft) verfarbt sich der ohnehin schon rote Blutenblatt- bzw.
Rotkohlsaft noch intensiv rot, im starker basischen (mit Seifen- oder Soda-Ldsung) dage-
gen eher blaulich oder konzentrationsabhangig sogar grunlich-gelb.

Erklarung

Der aus den Vakuolen der Rotkohlblatter isolierte wasserlosliche (= chymochrome) Farb-
stoff weist also deutlich Indikatoreigenschaften mit Farbumschlagen auf. Im stark sauren
Bereich ist ebenso wie im stark basischen eine genauere Farbunterscheidung der jeweils
vorliegenden Nuancen nicht mehr moglich.

Die diesen Farbumschlagen zu Grunde liegenden Veranderungen an den Farbstoff-
molekilen sind recht komplex und sind im hier vorgeschlagenen Kontext entbehrlich. Sie
helfen jedoch zu verstehen, warum viele Bluten, etwa diejenigen von Lungenkraut und
Vergissmeinnicht, beim Aufblihen zunachst rétlich erscheinen und erst nach ein paar
Tagen in tiefem Blau ankommen.

Ahnliche Versuche zur Abhangigkeit der Farbung vom pH-Wert kann man auch mit
Rotwein, rotem Traubensaft, dem Saft der Schwarzen Johannisbeere oder Brombeerge-
lee anstellen. Rotkohlsaft ist flr Versuchszwecke allerdings deswegen besonders geeig-
net, weil er praktisch nur ein Anthocyan (= Rubrobrassicin) enthalt.

Die Fahigkeit der wasserloslichen blauen bzw. roten Blattpigmente zu charakteristi-
schen Farbumschlagen in Abhangigkeit vom pH-Wert entdeckte der Basler Goldschmied
LEoNHARD THURNEYSSER zuM THURN bereits um 1570 bei der Behandlung von Veilchenex-
trakt mit Schwefelsaure.
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Projekt 12

Anthocyane und Betalaine — Trennung nach der
Ladung

Hintergrundwissen

Die im Zellsaft der hoheren Pflanzen geldsten (hydrophilen, chymochromen) Pigmente
gehoren uUberwiegend der Stoffklasse Flavonoide (Anthocyane, Flavonole, Flavone) an,
konnen aber auch zu den ganzlich andersartig strukturierten Betalainen gehdren. Mit
den Mitteln der DUnnschicht-Elektrophorese ist eine Unterscheidung der Vertreter beider
Stoffklassen leicht mdglich.

Anthocyane und Betalaine unterscheiden sich in ihrem molekularen Aufbau betracht-
lich. Den Anthocyanen liegt das aus zwei aromatischen Ringen bestehende Grundgerust
der Flavonoide zugrunde, wobei der rechts aulden stehende B-Ring in unterschiedlichem
Male substituiert ist und somit unterschiedliche Farbnuancen bzw. -sattigungen errei-
chen kann (vgl. Projekt 7). Anthocyane enthalten immer glykosidisch gebundene Zucker.
Die zuckerfreie Komponente (= Aglykon) nennt man Anthocyanidin.

Die Ringsysteme der Betalaine leiten sich dagegen aus dem Stoffwechsel der aro-
matischen Aminosauren (vor allem Phenylalanin und Tyrosin) ab und tragen daher a) im
Ring gebundene N-Atome sowie b) mehrere Carboxyl-Gruppen. Unter physiologischen
Bedingungen liegen sie daher in den Zellvakuolen als polyvalente Anionen vor. Nur die
blaulich-roten, zumeist auch sehr kraftig gefarbten Betacyane tragen glykosidisch gebun-
dene Zucker, die gelblichen Betaxanthine dagegen nicht.

O -Glykosyl

/@j\ —cyclo-DOPA O
L-Prolin |
Betalamin- |
saure

Betacyane: Betanin Betaxanthine: Indicaxanthin

Abb. 12-1. Strukturformeln von Betalainen (mit je einem Vertreter der Betacyane und Betaxanthine)

Problem/Untersuchung

Wie lasst sich experimentell feststellen, ob die Vakuolenfarbstoffe der Bliten einer
bestimmten Pflanzenart zu den Anthocyanen oder zu den Betalainen gehoren?
Versuchsmaterial

Bluten von Rose (Rosa sp.), Garten-Nelke (Dianthus caryophyllus), Kornblume (Centau-
rea cyanus), Kakteen (Opuntia spp. oder andere), Garten-Fuchsschwanz (Amaranthus
caudatus), Mittagsblume (Mesembryanthemum spp.), Hahnenkamm (Celosia argentea)
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und vergleichbare kraftig pigmentierte Bliten. Zum Vergleich Knolle oder Blattstiel von
Rote Bete (Beta vulgaris)

Gerate

M Elektrophoresekammer flr DC-Platten 20 x 20 cm oder 5 x 20 cm, oder eventuell
Gerat aus dem Fachhandel

B DC-Platten, mit Cellulose beschichtet

B Spannungsquelle (Gleichstrom-Netzgerat, bis etwa 500 V)

Chemikalien

M Extraktionslésung fir Pflanzenmaterial: Mischung aus Methanol (40 mL), H,O (12 mL)
und 2-3 Tropfen Salzsaure HCI (25%ig)
B Elektrophorese-Puffer (Phosphat-Puffer pH 6,3)
Lésung A: 9,1 g KH,PO, L~
Lésung B: 11,9 Na,HPO, x 2 H,O L
Lésung Aund B = 80 : 20 mischen
B Seesand oder Quarzsand

Durchfuihrung

Die gewonnenen Extrakte von Bliten oder anderen Pflanzenteilen werden etwa in der
Mitte oder auf der Drittellinie einer DC-Platte strichformig aufgetragen. Nach dem Auf-
trocknen der Pigment-Losungen wird die DC-Platte mit Puffer-Losung eingespruht. Dann
stellt man mit puffergetrankten Filtrierpapierstreifen die Kontakte zu den Elektrodenkam-
mern (Pufferkammern) her, schlie3t den Sicherheitsdeckel und trennt flir 60-90 min mit
etwa 500 V Gleichstrom. Die Wanderung im elektrischen Feld ist direkt zu verfolgen.
Wegen der bei der Trennung auftretenden Warme sollte die DC-Platte auf einem zuvor
gut gekuhlten Metallblock (Messing 0.a.) von gleicher Grundflachenabmessung liegen.

Dunnschicht
i weggekratzt

Startlinie

Extraktprobe

—1—— Kathodenseite

Anodenseite

———— Dunnschicht
weggekratzt

Abb. 12-2. Vorbereitung der DC-Platte zur Pigment-Elektrophorese.

40



Anode (+) DC-Platte Kathode (D)

i i
i

|
Filterpapierbricke  Kihlblock Pufferkammer

Abb. 12-3. Schema einer Selbstbau-Elektrophoresevorrichtung. Die Spannung (ca. 500 V Gleichstrom) liefert
ein Gleichspannungs-Netzgerat.

Ergebnis

Die wegen ihrer Carboxyl-Gruppen mehrfach negativ geladenen Betalaine wandern im
elektrischen Feld relativ schnell zur Anodenseite. Die nur schwach positiv geladenen
Anthocyane bewegen sich dagegen recht langsam in die Gegenrichtung zur Kathode.
Somit ist eine eindeutige Unterscheidung der Vertreter beider Pigmentklassen moglich.

Erklarung

Betalaine (blauliche Betacyane und gelbe Betaxanthine) kommen nur in Pflanzen vor, die
zur Ordnung Caryophyllales gehdéren (u.a. Chenopodiaceae, Cactaceae, Nyctaginaceae),
eigenartigerweise nicht dagegen in den Nelkengewachsen (Caryophyllaceae) selbst. Alle
ubrigen Verwandtschaftsgruppen der Blutenpflanzen fuhren Anthocyane (= Flavonoide).
Das Vorkommen der einen oder anderen Pigmentgruppe ist somit chemotaxonomisch
von Bedeutung.

Entsorgung

Die verwendeten Losungen werden stark verdinnt in das Abwasser gegeben.
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Projekt 13
SufRe Verfuhrung: Dem Nektar auf der Spur

Hintergrundwissen

Insekten und andere Kleintiere — in den Tropen und Subtropen auch Vdgel und Fleder-
mause — besuchen Bluten vor allem deswegen, weil sie hier ein reiches Nahrungsange-
bot erwarten kdnnen: Im Unterschied zu den anemogamen Arten, die ihren Pollen Uber
die Luftroute verfrachten lassen, haben zoidiogame (zoogame, tierblitige) Pflanzen ihre
Bluten so umgestaltet, dass sie einerseits mit fernwirksamen Werbemalnahmen beinahe
unubersehbar auf sich aufmerksam machen und den Blitenbesuchern Nahrung in Form
von Nektar (Uberwiegend niedermolekulare Kohlenhydrate) bzw. Pollen (Uberwiegend
Proteine) anbieten. Bienen, Hummeln, Schwebfliegen oder Schmetterlinge besuchen
eine BlUte also nicht primar, um die Bestaubung zu erledigen, sondern die Pollenuber-
tragung (Pollination) ist eher ein raffiniert eingefadelter Randeffekt, der allerdings mit der
Nahrungsbeschaffung der Blutenbesucher eng gekoppelt ist.

Im Vordergrund des folgenden Projektes steht die qualitative bzw. halbquantitative
Analytik des Nektarangebotes. Nektar ist eine relativ hochkonzentrierte Mischung ver-
schiedener Mono- und Disaccharide in artabhangig unterschiedlichen Mengenanteilen
und wird von besonderen Drusenfeldern (Nektarien) sezerniert. Nektardrisen finden sich
entweder offen zuganglich im Bereich des Blitenbodens oder verborgen in besonderen
Nektarblattern (viele Vertreter der HahnenfulRgewachse) oder in rickwartig ausgesack-
ten Blitenspornen (Veilchengewachse). Nicht alle auf Tierbestadubung eingerichteten
Bluten produzieren Nektar. Manche Blutentypen beschranken ihr Angebot auf Uppige
Pollenspenden, darunter beispielsweise der Klatsch-Mohn (Papaver rhoeas) und andere
Vertreter der Mohngewachse.

Problem/Untersuchung
Welche Zucker (Mono- bzw. Disaccharide) sind im Nektarangebot von Bluten enthalten?
Unterscheiden sich verschiedene Pflanzenarten qualitativ in ihrem Nektarangebot?

Versuchsmaterial

Nektar fuhrende Bllten, je nach Jahreszeit beispielsweise von Berg-Ahorn (Acer pseu-
doplatanus), Schneerosen-Arten (Helleborus spp.), Wiesen-Klee (Trifolium pratense),
Rosskastanie (Aesculus hippocastanum), Taubnessel-Arten (Lamium spp.), Kaiserkrone
(Fritillaria imperialis), Flieder (Syringa vulgaris), Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus),
Springkraut-Arten (Impatiens spp.) u.a.
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Gerate

Glaskapillaren, Mikropipetten oder Kunststoffspitzen fir Automatikpipetten

DC-Platte (20x20 cm), mit Cellulose beschichtet (kaufliche Fertigplatte, z.B. Merck
Nr. 105716 oder MacHeReY & NAGEL Nr. 808033)

Trennkammer aus Glas fur 20 x 20 cm groRe DC-Platten oder fur kleinere Plattenfor-
mate

Trockenschrank (oder Backofen)

Spruhvorrichtung

Chemikalien

ca. 1%ige ethanolische Losungen von Fructose, Glucose und Saccharose
Laufmittel: Ameisensaure — Methylethylketon — n-Butanol — Wasser = 15:30:40: 15
Nachweisreagenzien: fur Ketosen: Harnstoff-HCI (5 g Harnstoff + 20 mL 2 mol L' HCI
+ 100 mL 96%iges Ethanol mischen, haltbar); fir Aldosen: Anilin-phthalat (0,93 g Ani-
lin + 1,66 g Phthalsaure in 100 mL H,O-gesattigtem n-Butanol (haltbar) oder kaufliche
Fertigldsung (z.B. Merck Nr. 101269).

Vorsicht beim Umgang mit Anilin: cancerogene Verbindung!
Nur unter dem Abzug einsetzen!

— bzw.

T Entwicklungs-
Laufrichtung

| Trennflache =
stationare Phase

authentische
Test-Losungen Reinsubstanzen

| | .
O OO O OO O OO OO 0 e Lo — Startlinie
1 2 3 4 5 6 7 8 9

— Laufspur

Abb. 13-1. Links: Beladungsschema einer DC-Platte fiur die chromatographische Trennung von Zuckern. 1—-6
Laufspuren der Nektarproben unbekannter Zusammensetzung, 7—8 Laufspuren der chromatographierten
Reinsubstanzen: 7 Glucose, 8 Fructose, 9 Saccharose. Rechts: Entwicklung der DC-Platte in der Trennkammer.

Durchfiihrung

Nektarsammeln: Man taucht eine Glaskapillare vorsichtig in die an der Pflanze belas-
sene Blite und lasst den Nektar aufsteigen. AnschlieRend wird das Kapillarréhrchen
mit einem Etikett markiert, auf dem man Sammelzeitpunkt und Pflanzenart notiert.
Nektarsammeln aus zuvor abgetrennten Bluten ist meist unergiebig, weil diese rasch
welken oder verletzt sind. Beflllte Kapillaren kann man gegebenenfalls auch langere
Zeit im Kuhlschrank aufbewahren.
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B Vorbereiten der DC-Platte: Je nach verfigbarer Nachweistechnik (s.u.) werden eine
oder zwei DC-Platten mit einem weichen Bleistift nach dem abgebildeten Schema
(Abbildung 13-1) markiert und mit den zu trennenden Stoffen bzw. Stoffgemischen
(Nektarproben) beschickt.

B Beladen der DC-Platten: Zum Auftragen der Substanzen verwendet man die bereits
mit Nektar befullten Glaskapillaren. Davon wird nur so viel ohne Schichtzerstorung auf
die Platte aufgetragen, dass der entstehende Fleck oder Strich hdchstens 2 mm breit
auslauft. Mit jeder Vergleichslésung geht man analog vor und verwendet jeweils eine
saubere oder griindlich ausgespllte Pipette bzw. Kapillare, damit keine Substanzen
unkontrolliert verschleppt werden.

B Entwicklung der beladenen DC-Platten: Die fertig beladenen Cellulose-Platten werden
nach Fleckentrocknung im benannten Laufmittelgemisch entwickelt. Die dazu erfor-
derliche Trenndauer betragt etwa 90-120 min. AnschlieRend werden die DC-Platten
im Luftstrom unter dem Abzug (oder im Freien) grandlich getrocknet.

Vorsicht: Losemitteldampfe nicht einatmen!

B Substanznachweis: Um die genaue Position der bei der chromato-graphischen Tren-
nung gewanderten, zunachst aber noch farblosen und daher unsichtbaren Substan-
zen sichtbar zu machen, werden die entwickelten DC-Platten nach Trocknung unter
dem Abzug mit besonderen Nachweisreagenzien angespruht, die mit den Zuckern
gefarbte und damit auf der Laufstrecke eindeutig lokalisierbare Verbindungen erge-
ben.

B Nachweis von Aldosen: Anilinphthalat wird auf die DC-Platte gespriiht. Dieses Nach-
weisreagenz erfasst nach langerem Erhitzen der Platte (s.u.) auch Ketosen oder keto-
sehaltige Oligosaccharide.

B Nachweis von Ketosen: Harnstoff-HCI wird auf DC-Platte (a) gespriht. Beide Platten
werden fir 5-10 min im Trockenschrank auf 110 °C erhitzt. Fleckenbildung durch
Sichtkontrolle verfolgen.

Vorsicht: Einatmen der Dampfe der Nachweisreagenzien unbedingt vermeiden!

Ergebnis

Ketosen und ketosehaltige Oligosaccharide sind auf der mit Harnstoff-HCI| angespruhten
DC-Platte (a) als blaugraue Flecken auf weil3em Hintergrund sichtbar. Die Aldosen zei-
gen sich auf der mit Anilinphthalat besprihten DC-Platte als ziegelrote (Pentosen) bzw.
braunliche (Hexosen) Flecken. Die Ketosen geben mit Anilinphthalat auch auf Platte (b)
schwachere Flecken.

Gewohnlich sind in den Blutennektaren die beiden Monosaccharide Glucose (G) und
Fructose (F) sowie das Disaccharid Saccharose (S) nachweisbar und in verschiedenen
Anteilen vorhanden, wie man aus der relativen Fleckengréf3e entnehmen kann.

Erklarung

Vergleichende Untersuchungen zum Nektarangebot an mehreren hundert Pflanzenarten
kamen zu dem Ergebnis, dass nur selten alle drei Zucker in ungefahr gleichen Mengen-
anteilen vorliegen (S = F = G), da die weitaus meisten Arten entweder mehr Saccharose
enthalten als Glucose und Fructose (Gruppe 1: S > F+G) oder umgekehrt (Gruppe 2:
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F+G > S). Die Bluten der Arten von Gruppe 1 bieten ihren Nektar Gberwiegend in scha-
lenartig offenen Blutenformen an, diejenigen von Gruppe 2 in Spornen oder tltenartigen
Nektarblattern. Die Zuckerkonzentration des Nektars liegt art- und meist auch tageszei-
tenabhangig bei 25-75%.

Entsorgung

Das Laufmittelgemisch ist wegen laufender Veresterung nur wenige Tage haltbar und
wird in den Sammelbehalter fur organische Losemittel gegeben.

Verstandnisfragen

1. Lasst sich die Zuckerzusammensetzung der verschiedenen Nektare mit der Bluten-
form korrelieren?

2. Wie erklart es sich, dass im Wesentlichen nur 3 Verbindungen das Zuckerbild des
Nektars bestimmen?

3. Wo in der Blute wird Nektar sezerniert und deponiert?

Erganzende Anregungen
B Teststabchen-Methode

Als rasches und zuverlassiges Nachweismittel fur freie Glucose dienen spezifisch reagie-
rende Teststabchen (z.B. BoeHRINGER Nr. 647659) aus der Apotheke. Der Test arbeitet mit
einer enzymatisch katalysierten Farbstoffbildung. Man taucht je ein Teststabchen kurz in
die eventuell mit Wasser etwas verdunnte Nektarlosung und liest nach einigen Minuten
die nach Packungsbeilage zu erwartende Farbreaktion ab.

Bei Anwesenheit von Glucose bildet sich ein blauer Farbkomplex. Auf den Teststab-
chen befinden sich in gefriergetrockneter Form die beiden Enzyme Glucose-Oxidase und
Peroxidase. Glucose-Oxidase (GOD) zerlegt Glucose in Gluconolacton und H,O,. Uber
Peroxidase, ein der Katalase analoges Enzym erfolgt die rasche Zerlegung von H,O, zu
H,O und die H-Ubertragung auf einen oxidierten Akzeptor, der unter Reduktion in den
blauen Farbstoff Tolidin Ubergeht.

Auf Fructose und Saccharose spricht dieser Test allerdings nicht an.

B Honig untersuchen

Die in diesem Projekt geschilderten Versuchstechniken lassen sich auch auf die Analytik
von Honigen verschiedener Herkunft anwenden.

B Hefen im Nektar

Im Nektar vieler Bliten kommen Wildhefen vor, darunter besonders haufig die Spezies
Candida reukauffii. Man stellt frisch gesammelte blihende Sprosse von Weilder Taub-
nessel (Lamium album), Wald-Tiest (Stachys sylvatica) oder Kapuzinerkresse (Tropaeo-
lum majus) in ein Becherglas mit Wasser und stulpt einen Klarsichtbeutel (Gefrierbeutel)
passender Grof3e dariber. Nach 1-2 Tagen entnimmt man jeweils die Blumenkrone und
druckt den an der Basis der Kronrohre befindlichen Nektar auf einen Objekttrager aus.
Unter dem Mikroskop sind die Sprossungsverbande von Candida oder anderen Hefen zu
sehen.
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Projekt 14
Nahrhaftes Naschzeug: Aminosauren im Blutennektar

Hintergrundwissen

Entgegen einer verbreiteten Einschatzung ist der von Bluten den Bestaubern als Flussig-
nahrung angebotene Nektar nicht nur Zuckerwasser mit unterschiedlichen Anteilen von
Saccharose, Fructose und Glucose. Vielmehr erweist er sich bei genauerer Analytik als
recht komplexes Stoffgemisch. So fuhrt er auch durchaus nennenswerte Mengen freier
Aminosauren. Diese bilden den Gegenstand dieser Versuchsanregung.

Zum qualitativen Nachweis von Aminosauren oder Peptiden verwendet man Ublicher-
weise die recht empfindliche Nachweisreaktion mit Ninhydrin. Sie lasst sich auch zur ein-
facheren Spurenanalytik bzw. zur Empfindlichkeitsprifung der Reaktion einsetzen. Eine
vergleichbare Analytik auf dieser Basis ist auch Bestandteil kriminaltechnischer Untersu-
chungen, bei denen es beispielsweise um die Erfassung minimaler Peptidmengen geht.

Problem/Untersuchung

Kommen in jedem Nektar auch freie Aminosauren vor?

Versuchsmaterial

Nektar fuhrende Bllten, je nach Jahreszeit beispielsweise von Berg-Ahorn (Acer pseu-
doplatanus), Schneerosen-Arten (Helleborus spp.), Wiesen-Klee (Trifolium pratense),
Rosskastanie (Aesculus hippocastanum), Taubnessel-Arten (Lamium spp.), Kaiserkrone
(Fritillaria imperialis), Flieder (Syringa vulgaris), Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus),
Springkraut-Arten (Impatiens spp.) u.a. oder weitere beliebige Alternativen.

Geriate

M Glaskapillaren
M Filtrierpapierstreifen oder -stlicke, ca. 5x10 cm

Chemikalien

B 0,5%ige Losung von Glycin oder einer anderen Aminosaure
B Ninhydrin-Reagenz (Fertigreagenz, z.B. Merck Nr. 106762)

Durchfiihrung

Auf einem Stuck Filtrier- oder Chromatographiepapier schreibt man im Abstand von 2-3
cm die drei Anfangsbuchstaben vorhandener Aminosauren, beispielsweise Gly fur Gly-
cin, Ala fur Alanin, Ser fur Serin usw. sowie die Probencodes der zu untersuchenden
Nektarproben, beispielsweise W1 fur Weil3klee-Probe 1, R2 flir Rosskastanien-Probe 2
etc. Darauf tragt man mit der Glaskapillare oder Mikropipette eine kleine Substanzprobe
fleckenférmig auf.

Nach dem Trocknen der aufgetragenen Proben wird mit Ninhydrin-Loésung bespriht
und im vorgeheizten Trockenschrank flr ca. 5 min auf ca. 110 °C erhitzt.
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Zur Ermittlung der Empfindlichkeit der Ninhydrin-Reaktion verwendet man die genau
eingestellte 0,5%ige Losung einer beliebigen Aminosaure und tragt davon nebeneinan-
der 10 Flecken auf einem Filtrierpapierstreifen mit einer Kapillare auf, indem man Fleck 1
einmal, Fleck 2 zweimal usw. beladt. Da die Ausgangskonzentration bekannt ist und jeder
Auftragfleck von ca. 1 mm Durchmesser etwa 1 uL Losung entspricht, lasst sich so die
Nachweisgrenze nach Ninhydrin-Behandlung ausrechnen. Diese spezielle Nachweis-
technik nennt man Tupfelprobe.

Ergebnis

Substanzen mit Amino-Gruppen ergeben mit Ninhydrin charakteristische und substanz-
spezifisch rot- bis blauviolette Flecken. Auch die Nektarproben erweisen sich in diesem
Test als ninhydrinpositiv und weisen demnach Aminosauren und/oder kurzkettige Peptide
auf. Der mehrstufig verlaufenden Nachweisreaktion liegt der folgende etwas komplexere
Ablauf zugrunde:

0 X o O { X
HZN-(I:H-COOH +2 > > ‘ + Hc|>=o +CO, + 3 H,0 + H*
OH
R = N = R
OH
o OH

Abb. 14-1. Ablauf der Ninhydrin-Reaktion auf Amino-Gruppen

Erklarung

Wie man aus zahlreichen vergleichenden Untersuchungen weil}, ist der Aminosaurege-
halt verschiedener Nektarproben recht unterschiedlich. Bezeichnenderweise erweisen
sich vor allem solche Nektartypen als besonders reich an Aminosauren, bei denen der
Gehalt an Saccharose deutlich héher liegt als jener von Fructose und Glucose (S > F+G;
vgl. Projekt 13). Dieser Nektartyp wird in den Bluten gewohnlich relativ unzuganglich in
engen Rohren, langen Spornen oder speziellen tutenférmigen Nektarblattern angeboten.
Diese Blutenformen mit tief geborgenem, an Aminosauren reichen Nektaren werden nun
vor allem von langrissligen Besuchern aufgesucht, darunter vor allem von Schmetterlin-
gen, die mit ihren Saugrusseln ausschliefl3lich flissige Nahrung aufnehmen kénnen. Eine
reine Kohlenhydratnahrung wirde bei den etwas langer lebenden Arten nicht ausreichen.
Daher suchen sie aul3er auf der gewdhnlichen Nahrungsroute bei Blitenbesuchen auch
weitere Quellen mit stickstoffhaltigen Verbindungen auf, beispielsweise die schweil3ge-
badete Haut, die Tranenflissigkeit, Dungstellen oder mit Urin getrankten Boden.

Verstandnisfragen

1.  Welche Bedeutung haben die freien Aminosauren im Nektar?

2. Welche stoffliche Eigenschaft der Aminosauren erfasst der zum Nachweis verwen-
dete Ninhydrin-Test?

Erganzende Anregung

B Chromatographie von Aminosauren

Aminosauren kann man auch mit der bereits in Projekt 7 vorgestellten Dunnschichtchro-
matographie trennen und auf der entwickelten DC-Platte mit der sehr empfindlichen Nin-
hydrin-Reaktion nachweisen.
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Dazu tragt man auller den zu prifenden Nektarproben auf jeweils eigene Laufspuren
Vergleichslosungen (0,5%ige Losungen in 50%igem Ethanol) von Alanin (Ala), Aspara-
ginsaure (Asp), Glutaminsaure (Glu), Glycin (Gly), Leucin (Leu), Threonin (Thr), Prolin
(Pro), Arginin (Arg), Phenylalanin (Phe), Tryptophan (Try) und/oder anderer proteinoge-
ner Aminosauren auf.

Als Laufmittel dient n-Butanol — Eisessig — Wasser = 4:1:1 oder n-Butanol — Aceton —
Diethylamin — H,O = 10:10:2:5 (jeweils auf Volumenbasis).

Vorsicht: Grundsatzlich unter dem Abzug arbeiten! Losemittel nicht einatmen!

Violettrote Flecken nach Aufspriihen von Ninhydrin-Nachweisreagenz und Erhitzen
der DC-Platte auf 110 °C (ca. 5 min) zeigen die Anwesenheit und Lage der getrenn-
ten authentischen Aminosauren (Nachweis der Aminogruppen) und der Komponenten
der cochromatographierten Test-Losungen an. Die Iminosaure Prolin mit ihrem in den
Ringschluss einbezogenen N-Atom gibt mit Ninhydrin zitronengelbe Flecken. Kurzkettige
Peptide, die eventuell ebenfalls im Nektar vorhanden sein kdnnen, bewegen sich kaum
von der Startlinie weg.

Die nach Erhitzen auf der DC-Platte entstandenen violettroten Nachweisflecken sind
allerdings unbestandig. Durch weiteres Ansprihen mit einer Lésung von Kupfernitrat kann
man den verganglichen Ninhydrin-Farbkomplex jedoch dauerhaft stabilisieren. Alternativ
kann man die fertig entwickelte Platte fir Dokumentationszwecke auch auf einen Fotoko-
pierer legen oder digital fotografieren.

Entsorgung

Die verwendeten Trenngemische zum Entwickeln der DC-Platten werden nach Ver-
suchsabschluss in den Sammelbehalter flr organische Lésemittel gegeben.
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Projekt 15
Wie Blutendufte sichtbar werden

Hintergrundwissen

Betdrende Dufte gehdren schon in der naiven Vorerfahrung zu den besonderen Attributen
attraktiver Blumen, auch wenn der menschliche Geruchssinn nur vergleichsweise grob
verschiedene Noten oder Nuancen unterscheiden kann. Noch schwieriger erscheint es,
diese in beschreibende Worte zu verpacken. Die Duftproduktion der Bluten kann indes-
sen keine ausschlieRlich auf die Wahrnehmung durch die menschliche Nase gerichtete
physiologische Leistung sein, sondern steht — wie eingehendere Untersuchungen klar
ausweisen — eindeutig im Dienst der Bestaubungsbiologie: Aulder im visuellen Bereich
richten viele auf Tierbestaubung eingestellte Bluten auch im chemisch-olfaktorischen
Bereich einladende Signaladressen an ihre potenziellen Besucher. Besonders auffallig
ist dieser dkologische Zusammenhang bei nachtaktiven Blihern, die sich an ebenfalls
dammerungs- bzw. nachtaktive Bestauber richten — darunter in Mitteleuropa vor allem
Vertreter der Schwarmer (Sphingidae) oder in den Warmegebieten der Erde an Bliten
besuchende Fledermause.

Was wir mit unseren chemischen Sinnen allenfalls als duftendes Gesamtereignis
wahrnehmen kénnen, ist allerdings eine oft hochgradig differenzierte Botschaft: Nicht
alle Blutenteile verstromen ihre (meist) angenehm aromatisch duftenden und flichtigen
Substanzen vollig diffus, um auch auf dieser Kommunikationsschiene werbewirksam zu
sein. Vielmehr ist nach anatomisch-histologischen Befunden davon auszugehen, dass
die Sekretion von Duftsubstanzen bestimmten und innerhalb der Blite abgegrenzten
Arealen und somit enger lokalisierbaren Drusen oder Drusenfeldern zufallt, die man als
Osmophoren bezeichnet.

Problem/Untersuchung

Wie lasst sich die Duftproduktion der Bluten visualisieren? Kann man die auf die Freiset-
zung fliichtiger und aromatisch duftender Stoffe (dtherischer Ole) eingerichteten Bliten-
teile oder —areale auch makroskopisch farberisch darstellen?

Versuchsmaterial

Grollere Bluten vorzugsweise von weild oder gelblich blihenden Arten, beispielsweise
Jonquille (Narcissus jonquilla), Weilte Lichtnelke (Silene latifolia), Besenginster (Cytisus
scoparius), Rutenginster (Spartium junceum), Duft-Wicke (Lathyrus odoratus), Maiglock-
chen (Convallaria majalis), Hecken-Rose (Rosa canina), Roter Hartriegel (Cornus sangu-
inea), Weilder Flieder (Syringa vulgaris) oder nahezu beliebige weitere Objekte.

Gerate

B Becherglas (250 mL) oder leeres Konfitirenglas
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Chemikalien

B ca. 0,1%ige wassrige Losung (Leitungswasser genligt) von Neutralrot (2-Methyl-
3-amino-9-dimethyl-aminophenazin; z.B. Merck 101369)

Durchfiihrung

Die zu testenden Bluten taucht man komplett mit Stiel etwa 2—10 h lang in einem genu-
gend grofden Becher- oder Konfiturenglas in das Farbbad. Anschlielend wird die uber-
schissige Farbeldsung unter flieRendem Wasser abgewaschen. Die so behandelten Blu-
ten stellt man dann wie Schnittblumen in frisches Leitungswasser.

Ergebnis

Die in den Bluten vorhandenen Duftdrisenkomplexe bzw. Osmophoren farben sich mit
Neutralrot kraftig violettrot an. GroRe und Lage der duftaktiven Blutenareale ist erwar-
tungsgemal artabhangig sehr unterschiedlich. Mitunter duften nur bestimmte Teile einer
Blutenkrone (bei der Jonquille beispielsweise nur die auffallige Nebenkrone), bei anderen
sind es die kompletten Kronblatter, in vielen Fallen jedoch nur eng umgrenzte Bereiche
einzelner Blitenbestandteile.

Erklarung

Der Indikator- bzw. Vitalfarbstoff Neutralrot weist, obwohl er in wassriger Losung einge-
setzt wird, gewisse lipophile Eigenschaften auf. Da die von den Osmophoren freigesetz-
ten Duftstoffe als Komponenten des atherischen Ols ebenfalls lipophil sind, ist vor allem
an deren Freisetzungsstellen mit einer Anreicherung des Farbstoffs zu rechnen.

Bei der visuellen Lokalisation der Osmophoren anhand ihrer Vitalfarbung ist zu bertck-
sichtigen, dass sich auch etwaige verletzte Epidermisareale und — wenngleich nur relativ
schwach — auch Nektarien mit Neutralrot anfarben.

Bemerkenswert erscheint die Tatsache, dass Position, Ausrichtung und GroRRe der
Osmophoren nicht selten den Farbmarkierungen der Kronblatter oder anderer Bluten-
bestandteile folgt: Die fur die Besucherlenkung angelegten visuellen und olfaktorischen
Ausstattungsmerkmale einer Blute entsprechen sich somit nahezu perfekt. Farbmale
sind somit haufig auch gleichzeitig Duftmale.

Die blutenokologische Fachliteratur bietet bisher noch keine umfassenden Vergleichs-
untersuchungen an einer groReren Anzahl heimischer oder haufig gartnerisch verwen-
deter Arten. Insofern kann gerade dieses einfache Nachweisverfahren eventuell noch
mancherlei Uberraschung aufdecken.

Entsorgung

Die nicht bendétigte Neutralrot-Losung wird in das Abwasser entsorgt.

Verstandnisfrage

1. Warum farben sich die Osmophoren mit Neutralrot?
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Projekt 16
Atmung: Stoffwechsel in Bluten(teilen)

Hintergrundwissen

Nur relativ wenige tierbestaubte Bluten sind vor dem Aufblihen im Unterschied zu ihrer
spateren Ausfarbung komplett griin und damit erkennbar photoautotroph wie die Gbrigen
mit Chlorophyll ausgestatteten Pflanzenteile. Nach der Blutendffnung tritt die griine Farbe
bis auf die Kelchblatter oder analoge Einrichtungen dagegen deutlich zurlick, und damit
andert sich auch ihr Versorgungsstatus: Auf dem Hohepunkt der Anthese sind die Kron-,
Staub- und Fruchtblatter offensichtlich Importgebiete und somit abhéngige heterotrophe
Einrichtungen, damit sie auch jetzt in gewissem Umfang ihren Energiestoffwechsel auf-
recht erhalten kdnnen. Kennzeichen dieses Basismetabolismus ist die Atmung als Allge-
meinkennzeichen eines lebenden Gewebes. Diese Ausgangslage bildet den Hintergrund
fir den folgenden Versuch.

Problem/Untersuchung

Nachweis der Atmungsaktivitat in abgetrennten BlUten oder nichtgrinen Blutenteilen
durch Erfassung des respiratorischen O,-Verbrauchs.

Versuchsmaterial

Blutenkronen beliebiger Arten ohne grine Kelchblatter, je nach Jahreszeit beispiels-
weise von Forsythie (Forsythia intermedia), Glockenblumen (Campanula spp.), Malven
(Malva spp.), Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus) oder Blitenteile (Zungenbliten bzw.
Roéhrenbliten) von grof3blumigen Vertretern der Korbblitengewachse, beispielsweise
Wiesen-Margarerite (Chrysanthemum vulgare), Dahlie (Dahlia variabilis), Sonnenblume
(Helianthus annuus) o.a.

Gerate

Bunsenstativ

doppelte Burettenklemme

2 Tropftrichter oder vergleichbare mit Stopfen verschlielbare Gefalle
2 Messpipetten (0,5 oder 1 mL)

2 Becherglaser (50 mL, hohe Form)

Schnappdeckelglas

Feinwaage

Chemikalien

B verdinnte Methylenblau-Lésung
B NaOH-Platzchen
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CO,-Falle Tropftrichter

X

s

doppelte Birettenklemme

Schlauchkupplung

Messpipette

Abb. 16-1. Versuchsapparatur zur Bestimmung des Gaswechsels von Bliiten

Durchfuhrung

An einem Bunsenstativ befestigt man mithilfe einer doppelten Burettenklemme die
beiden mit abgewogen gleichen Mengen von Bliten(teilen) beschickten Reaktionsge-
fale und schlielt Uber eine Schlauchkupplung je eine Messpipette an (vgl. Abbildung
16-1). In eines der beiden GefalRe gibt man zusatzlich ein mit NaOH-Platzchen gefull-
tes Schnappdeckelglas. Die Reaktionsgefalie werden bei gedffnetem Abflusshahn mit
Stopfen verschlossen. Die beiden Messpipetten tauchen etwa 2 cm tief in verdlinnte
Methylenblau-Lésung oder eine vergleichbare Farblésung ein. Durch leichtes Quetschen
der Schlauchkupplung saugt man eine kleine Menge dieser Farblésung in den unteren
Pipettenteil auf und notiert den Stand des Meniskus.

Nach etwa 10 min liest man den Stand erneut ab. Wichtig ist, dass die Messung nicht
auf einem besonnten Arbeitsplatz vorgenommen wird, denn sonst arbeitet die Apparatur
Uber den kubischen Ausdehnungskoeffizienten der Gasfullung als Thermometer.

Ergebnis

In dem mit einer CO,-Falle bestickten Reaktionsgefal® (Abbildung 16-1) entsteht ein
Unterdruck, der die Farblésung in der angeschlossenen Messpipette im Versuchsablauf
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aufsteigen lasst. Im rechten Reaktionsgefal} sind dagegen keine Volumen- bzw. Druckan-
derungen zu beobachten.

Erklarung

Nach der allgemeinen Atmungsgleichung sind die bei reiner Kohlenhydratveratmung ver-
brauchten (O,) und entstehenden Gasmengen (CO,) aquimolar. Der Atmungsquotient
CO,/0, liegt somit theoretisch bei 1.

Wird das respiratorisch freigesetzte CO, allerdings mit NaOH zu NaHCO, gebunden,
zeigt sich im Versuchsansatz die durch die O,-Aufnahme bedingte Volumenabnahme als
zunehmender Unterdruck, der die Flussigkeit in der Messpipette aufsteigen Iasst.

Entsorgung

Die NaOH-Platzchen entsorgt man in den Abfallbehalter fir Laugen. Die verwendete
Farblésung kann in das Abwasser gegeben werden.

Verstandnisfragen

Wozu brauchen Bluten Atmungsstoffwechsel?

Besitzen Kronblatter Spaltéffnungen zum Gasaustausch?

Wie kdnnte man diese auf einfache Weise darstellen?

Warum sollen die Messgefalie wahrend des Versuchs nicht der direkten Sonnen-
einstrahlung ausgesetzt sein?

N~
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Projekt 17

Pulverfeine Massenware: Pollenkorner untersuchen

Hintergrundwissen

Im Jahre 1848 entdeckte der Musikalienhandler und Hobbybotaniker WiLHELM HoFMEIS-
TER den verborgenen, weil mit stark vereinfachten und umgestalteten Funktionsgliedern
arbeitenden Generationswechsel der Samenpflanzen. Die zu einem kompletten Gene-
rationswechsel gehdrenden Gametophyten, die bei den Moos- und Farnpflanzen noch
selbststandige Gebilde darstellen, sind bei den Bllitenpflanzen allerdings extrem redu-
ziert: Der weibliche Gametophyt ist der im typischen Fall achtkernige Embryosack inner-
halb der Samenanlage, der weibliche Gamet die darin befindliche Eizelle. Der mannliche
Gametophyt der Bedecktsamer ist das dreikernige, zum Pollenschlauch auskeimende
Pollenkorn, der zwei Zellkerne (Reste mannlicher Gameten) durch den Griffel zu einer
Samenanlage im Fruchtknoten tragt.

Pollenkorner sind ein leicht zugangliches und bemerkenswert vielseitiges Untersu-
chungsmaterial. Die vergleichende mikroskopische Untersuchung von Pollen verschiede-
ner Herkunft zeigt beispielsweise die gattungs- oder fallweise sogar arttypischen Unter-
schiede. So unterscheiden sich die Pollenkorner zunachst einmal in der Grof3e und in der
aulleren Form. Es gibt kugelige oder auch ellipsoide Typen, bei denen das Verhaltnis der
Polachsenlange zum Aquatordurchmesser zwischen 0,5 und 2,0 variieren kann. Manche
Pollenkérner sind auch kantig, eckig oder ganzlich unregelmaRig gestaltet. Die Pollen-
korngrofie bewegt sich gewohnlich zwischen 20 und 50 um Durchmesser. Bei etwa 35%
aller europaischen Pflanzenarten sind die Pollenkdrner recht genau um 25 um grof3. Nur
bei je etwa 5% der einheimischen Arten weicht der Pollenkorndurchmesser deutlich nach
oben oder unten ab. Die kleinsten Pollen sind dabei nur etwa 8 um grol3, wahrend die
grofdten sogar uber 150 um messen. Die genaue Pollenkornabmessung ist keine absolut
festgelegte artspezifische Grolie, sondern kann in Abhangigkeit von verschiedenen Ent-
wicklungsfaktoren auch jahreszeitlich schwanken.

Problem/Untersuchung

Pollenkornformen verschiedener Pflanzenarten durch eine mikroskopische Untersuchung
miteinander vergleichen und das Pollenschlauchwachstum in vitro beobachten.

Versuchsmaterial

Fur die feinmorphologische Untersuchung beliebige Arten aus der heimischen Flora oder
aus Garten, fir Keimversuche vorzugsweise Garten-Tulpe (Tulipa gesneriana), Viel-
blattrige Lupine (Lupinus polyphyllus), Kichen-Zwiebel (Allium cepa und andere Allium-
Arten), Schmalblattriges Weidenréschen (Epilobium angustifolium), Stockrose (Alcea
rosea), Garten-Erbse (Pisum sativum), Fleilliges Lieschen (Impatiens walleriana), Taglilie
(Hemerocallis spp.) oder Pfennigkraut (Lysimachia nummularia).
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Gerate

B Mikroskop

M Objekttrager, Deckglaser

B Schnappdeckelglaschen

B Spiritusbrenner

B Glasrohr, ca. 10 mm Durchmesser

Chemikalien

B 2,5%ige Gelatine in 5- bis 30%iger Saccharose-Ldsung
B Paraffin

B Glycerin-Wasser-Gemisch, ca. 1:1

B Klebstoff (z.B. UHU-hart)

Durchfiihrung
B Pollen sammeln

Fiur die mikroskopische Untersuchung von Pollen verwendet man vorzugsweise frisch
gesammeltes Material. WindblUter-Blltenstande (Birke, Buche, Eiche, Erle, Hainbuche,
Hasel, Nadelhdlzer) legt man in kleine Sammelgefalle (Schnappdeckelglaser) und ver-
arbeitet sie wegen der Verpilzungsgefahr mdglichst sofort. Pollen tierblitiger Pflanzen
(beispielsweise Obstgeholze und nahezu beliebige andere Herkunfte von Wild- oder Gar-
tenpflanzen) streift man mit einer Prapariernadel aus den reifen, gedffneten Antheren ab.

B Pulverfeine Praparate

Vorteilhaftes Untersuchungsmedium flr alle Pollentypen ist Glycerin oder zur Vermeidung
stérender Luftblasen ein Glycerin-Wasser-Gemisch. Fir eine allseitige Untersuchung der
Pollenkorner verfahrt man nach folgender Technik: Das Ende eines glatt abgeschnittenen
(eventuell leicht abgeschmolzenen) Glasrohres von etwa 10 mm Durchmesser taucht
man kurz in flussiges Paraffin (Schmelzpunkt 55-60 °C) und stempelt damit einen Ring
auf einen sauberen, fettfreien Objekttrager. Nachdem dieser Paraffinring erstarrt ist, flllt
man einen passend bemessenen Glycerintropfen mit einer Pollenprobe ein, legt luft-
blasenfrei ein Deckglas auf und verflissigt den Ring noch einmal kurz Uber der Spiri-
tusflamme, damit das Paraffin Kontakt zum Deckglas bekommt. AnschlieRend wird mit
einem (Nagel-)Lackring abgedichtet. In diesem Praparat bleiben die eingeschlossenen
Pollenkdrner beweglich. Durch vorsichtiges Klopfen auf das Deckglas kann man sie leicht
drehen, um verschiedene Ansichten (Polansicht, Aquatoransicht) des gleichen Objektes
Zu gewinnen.

Fallweise empfiehlt es sich auch, die Pollenproben auch in Luft einzuschliel3en. Nach
der Stempelmethode tragt man einen Ring von etwa 10 mm Durchmesser aus Paraffin
oder Klebstoff (UHU-hart) auf, streut eine Pollenprobe hinein und erhitzt nach dem Aufle-
gen des Deckglases ganz kurz uber der Spiritusflamme.

Die Beobachtung der Pollenkdrner im Lichtmikroskop erfolgt am besten bei so
genannter schiefer Beleuchtung. Dazu legt man eine V-formig eingeschnittene Blende
aus schwarzem Karton o0.a. verschiebbar auf den Filterhalter oder das Lampengehause.
Bei Mikroskopen, die noch mit Spiegel ausgerustet sind, klappt man diesen leicht aus der
korrekten Hellfeldbeleuchtungsposition heraus.
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B Pollenkorner keimen lassen

Spatestens mit der Keimung des Pollenschlauchs auf der Narbe wird das einkernige
Pollenkorn (= Mikrospore) zum dreikernigen Mikrogametophyten. Die Pollenschlauch-
keimung lasst sich bei den benannten Objekten, die zudem relativ grof3e Pollenkérner
aufweisen, auch auf dem Objekttrager durchfihren. Dazu bestreicht man Deckglaser mit
einem dunnen Film aus jeweils frisch angesetzter 2,5%iger Gelatine mit 5- bis 30%iger
Saccharose, streut oder tupft einige wenige (!) Pollenkdrner auf und montiert das Deck-
glas auf einem Objekt-trager zu einer feuchten Kammer, nachdem man nach der oben
geschilderten Paraffin-Stempelmethode einen Ring aufgetragen hat.

Deckglas
Pollenkorner

Paraffinring
Gelatine-/Zucker-Gemisch W

Objekttrager

Abb. 17-1. Pollenkorn-Keimung auf Saccharose-Gelatine in einer feuchten Kammer zwischen Deckglas und
Objekttrager (nicht maRstablich)

Die Pollenkorner keimen meist innerhalb von 30 min. Die Pollenkdrner von Erbsen beno-
tigen 30% Saccharose, von Lupine 25%, von Allium-Arten und Taglilie etwa 10%, vom
FleiRigen Lieschen (Impatiens walleriana) nur 5%. Die Pollenkdérner vom Tabak (Nicoti-
ana spp.) keimen auch in reinem Wasser.

Ergebnis

Der Formen- und Gestaltungsreichtum der Pollenkdrner geht zu einem wesentlichen
Anteil auf die Ornamentik der Pollenkornwand (Sporoderm) zurtck. lhre Strukturierung
und Oberflachengestalt kommen in voller Schonheit eigentlich nur in rasterelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen mit ihrer hochauflésenden Wiedergabe auch der kleinen
Details zur Geltung. Das Lichtmikroskop liefert bei Verwendung von Immersionsobjekti-
ven jedoch ebenfalls eine Fllle von Strukturdetails, die zwar nicht so brillant darstellbar
sind wie bei der Beobachtung mit der REM-Technik, fur die Praxis der Pollenmorphologie
und -analyse aber allemal ausreichen.

Das Pollenschlauchwachstum erfolgt meist rasch und weist eine recht lebhafte Cyto-
plasmastromung auf. Bei schiefer Beleuchtung sind die beteiligten Zellkerne im Allgemei-
nen gut erkennbar. Anderenfalls kontrastiert man das Praparat mit einem der Ublichen
Kernfarbstoffe (beispielsweise Methylenblau = blaue Fullertinte aus der Patrone).

Erklarung

Das Sporoderm eines Pollenkorns ist in charakteristischer Weise geschichtet. Die innerste
Sporoderm-Lage ist die Intine. Hemicellulosen, Cellulose oder Pektine und Kallose sind
die typischen Baustoffe dieses Zellwandbereichs, der von seiner Dicke, seiner Anlage
und seinem Stoffbestand her einer normalen Primarwand entspricht (vgl. Abbildung 17-2).
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Abb. 17-2. Struktur der Pollenkornwand (Sporoderm)

Pollenkorn It

Den grofdten Teil des Sporoderms nimmt jedoch die Exine ein. Sie besteht aus Sporo-
pollenin, einem hochpolymeren Material u.a. aus Lipiden und Carotenoiden, das gegen
verschiedene aggressive Reagenzien, aber auch gegen mikrobiellen Abbau bemerkens-
wert resistent ist und zu den stabilsten Naturstoffen GUberhaupt gehort. Die Exine gliedert
sich in verschiedene basale Schichtanteile (= Nexine oder Endexine). Dartber erstreckt
sich als AulRenlage die Sexine, die fur den Gestaltungsreichtum der Pollenkdrner wich-
tigste Lage. Bei einer einschichtigen Sexine besteht die Pollenoberflache Gberwiegend
aus saulen- oder trommelschlagelahnlichen Strukturelementen, die mit maximaler Dichte
gepackt erscheinen (= pileate Sexine). Bei einer zweischichtigen Sexine kdénnen die
verdickten distalen Enden dieser Trommelschlegel miteinander verwachsen und eine
geschlossene Aullenlage bilden (= tectate Sexine). Auf ihrer Oberseite tragt die Sexine
dann oft noch zusatzliche Profilmuster aus Leisten, Warzen, Buckeln, Dornen oder ande-
ren skulpturierenden Vorsprungen, die den besonderen Formenreichtum der Pollenwand
mitbestimmen. Fur die Benennung der moglichen Einzelelemente oder ihre Kombination
hat die Palynologie ein umfangreiches Begriffsgefige entwickelt. Die Pollen tierblltiger
Pflanzen Uberziehen die Exine (Sexine) auf3en mit Pollenkitt, mit dessen Hilfe die Ober-
flachen miteinander verkleben — eine bestaubungsbiologisch wichtige Leistung, denn sie
bestimmt die «Anhanglichkeit» der Pollen an den Blutenbesuchern.

Die zur Befruchtung bestimmten Zellkerne des reifen Pollenkorns verlassen ihre Ver-
packung mithilfe des rasch wachsenden Pollenschlauchs, einer der seltsamsten Pflan-
zenzellen Uberhaupt. Dazu mussen sie aber aus dem Pollen Uberhaupt erst einmal
herauskommen. In der starren Wand des reifen Pollens sind dazu besondere Offnungen
(Aperturen) als vorgeformte Ausstiege angelegt, von wo das Pollenschlauchwachstum
seinen Ausgang nehmen kann. Gewdhnlich kann man die Aperturen auf die Form einer
Keimpore (porate Pollen) oder einer langlichen Keimfurche (colpate Pollen) zurlckfihren.
In manchen Fallen sind beide Offnungstypen jedoch miteinander kombiniert (colporate
Pollen). Die Aperturen kénnen am fertigen Pollenkorn verschiedene Lagen einnehmen
und etwa nur an den Zellpolen oder innerhalb bestimmter Zonen auftreten. Daraus ergibt
sich beinahe zwangslaufig, dass sie auch in wechselnder, aber meist sippentypischer
Anzahl vorliegen konnen. Keimporen unterschiedlicher Form und Anzahl kbnnen auch
miteinander verschmelzen und dann besonders komplizierte Aperturmuster ergeben.
Aulerdem gibt es auch Pollenkorner, bei denen sich eine einzelne Keimfurche spiralig
gewunden Uber die gesamte Zelloberflache zieht.
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Auf den Pollenkorn-Aperturen grindet man unter anderem die moderne systemati-
sche Gliederung der Bedecktsamer: Die Zweikeimblattrigen verteit man demnach auf
zwei verschiedene Klassen. Die «Alt-Zweikeimblattrigen» (Magnoliopsida) weisen Uber-
wiegend Einfurchen-Pollenkdrner oder davon abgeleitete Typen auf, die Neu-Zweikeim-
blattrigen (Rosopsida) dagegen Dreifurchen-Pollenkérner oder davon ableitbare Formen.

Pollenschlauch

generative (antheridiale)
Pollenkornschlauchkerne
(Spermakerne)

vegetativer
Pollenkorn Pollenkornschlauchkern

Abb. 17-3. Organisation eines wachsenden Pollenschlauchs

Die eigentliche Aufgabe der Pollen besteht darin, die Befruchtung der weiblichen Eizelle
sicherzustellen. Bei den hoheren Blitenpflanzen werden die Eizellen nicht mehr durch frei
bewegliche Gameten befruchtet wie bei den Algen, Moosen oder Farnen. Folglich muss
die genetische Fracht des Pollens auf andere Weise ins Ziel gebracht werden. Dieses
Problem wird mit dem Pollenschlauch erreicht. Bei den Nacktsamern landen die Pollen-
korner unmittelbar auf der Samenanlage. Die Pollenschlauche kénnen daher direkt durch
die Mikropyle den Eizellen in den Archegonien entgegenwachsen. Bei den Bedecktsa-
mern mussen die Pollenschlauche dagegen einen erheblich langeren Weg zurlcklegen.
Bei diesen Pflanzen kommen die Pollen raumlich weit getrennt von den Samenanla-
gen auf der Narbe des Fruchtknotens an. Diese Distanz muss der Pollenschlauch durch
gezieltes Streckenwachstum Uberbricken. Bei der Herbst-Zeitlose (Colchicum autum-
nale) betragt die Wegstrecke von der Narbe bis zur Samenanlage im Boden etwa 30 cm!

Verstandnisfragen

1.  Wie verlasst der Pollenschlauch das Pollenkorn?

2. Wie viele Zellkerne befinden sich im wachsenden Pollenschlauch?
3. Wie ist die Pollenkornwand aufgebaut?

4. Welchem Teil im Generationswechsel entspricht das Pollenkorn?

Erganzende Anregungen
B Pollen im Honig

Bienen sammeln im naheren und weiteren Umkreis ihres Stockes Nektar sowie den Honig-
tau, eine stark zuckerhaltige Ausscheidung verschiedener an Pflanzen saugender Insek-
ten (= so genannter Blatthonig). Vor allem der aus Blitennektar stammende Honig tragt
ein eindeutiges Herkunftszeugnis in Gestalt der Pollenkdrner aus der jeweiligen Tracht
in sich. Die Honigpollenanalyse erweist sich somit als Methode der Wahl, wenn eine
Sorten- oder Herkunftsbestimmung vorzunehmen ist. Mit dem Honig vom Frihstlcks-
tisch kann die Probe auf's Exempel stattfinden. Man |6st einen Teel6ffel Honig (2-5 g)
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in etwa 20-50 mL warmem Wasser auf und zentrifugiert die erhaltene Losung bei hoher
Tourenzahl ab. Steht keine Zentrifuge zur Verfugung, so verteilt man die Losung auf Rea-
genzglaser und lasst sie ein paar Tage ruhig stehen. In beiden Fallen sammelt sich ein
deutlicher Bodensatz an, der mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgenommen wird.

Diese Probe untersucht man bei mittlerer VergroRerung. Meist sind etwa 3-5 Pollen-
typen im Praparat vorhanden. Sie bilden die Leitpollen zur Bestimmung von Honigsorte
oder Honigherkunft. In typischem mitteleuropaischem Honig sind im Frihjahr die Pol-
len von Weide, Lowenzahn und Obstbaumen enthalten. Im Sommerhonig finden sich
dagegen eher die Pollen von Klee, Flockenblumen oder Kreuzblutlern. Zur genaueren
Bestimmung ist eine eigene Vergleichssammlung maoglichst zahlreicher Pollen von genau
bestimmten Pflanzenarten hilfreich. Auch im so genannten Blatthonig (Honigtau) kom-
men erstaunlicherweise haufig die Pollen windblutiger Pflanzen (Nadelhdlzer, Graser)
vor, deren Blliten von den Bienen nicht angeflogen werden. Diese Pollen gelangen durch
die Luft auf die vom Zuckersaft verklebten Blattflachen und bleiben dort einfach haften.

Das Pollenbild von Honigen mediterraner Herkunft zeigt erwartungsgemal die vollig
andersartige Tracht (Lavendel, Ess-Kastanie, Zistrosen). Die Uberpriifung des Pollenbe-
standes lasst etwaige Verfalschungen oder falsche Deklaration relativ einfach erkennen.
Insgesamt sind die Pollenmengen im Honig beachtlich. Bis etwa 100 000 Pollenkdrner
sind in einem Teelo6ffel Honig enthalten.

B Pollen auf der Narbe

Die Keimung eines Pollenkorns auf der Narbe und das Eindringen des Pollenschlauchs
gehort zu den wenigen Teilphanomenen der sexuellen Vermehrung der Blutenpflanzen,
die im Ablauf unmittelbar verfolgt werden konnen. Fur eine solche Direktbeobachtung
eignen sich vor allem Grasbliten, insbesondere solche vom Wiesen-Glatthafer (Arrhena-
terum elatius). Schon bei der Lupenvergrof3erung fallen die grof3en, gefiederten Narben
auf. Zwischen den Narbenhaaren finden sich zahlreiche Pollen mit bereits ausgekeim-
ten Pollenschlauchen. Die Mehrzahl der Keimschlauche wachst scheinbar orientierungs-
los durch das wirre Geast der Narbenverzweigungen oder liegt auch einfach nur der
Pollenoberflache an. Mitunter wird man jedoch auch einzelne Pollenschlauche finden,
die bereits in eine Haarzelle eingedrungen sind. Der Nachweis von wachsenden Pollen-
schlauchen im Griffelgewebe bestaubter Bluten ist nur mithilfe recht aufwandiger Unter-
suchungstechniken moglich.
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Projekt 18
Chemisch gelenkt: Der wachsende Pollenschlauch

Hintergrundwissen

Der wachsende Pollenschlauch entspricht einem stark reduzierten mannlichen Gameto-
phyten. Sein vergleichsweise rasches Langenwachstum (vgl. Projekt 15) geht vor allem
von der Pollenschlauchspitze aus. Nach dem Durchdringen des Empfangsorgans Narbe
durchwachst der Pollenschlauch das Griffelgewebe und gelangt so zu einer Samenan-
lage. Dort Ubergibt er die beiden Spermakerne als mannliche Gameten an den Embryo-
sack. Der nachfolgend beschriebene Versuch gibt einige Hinweise darauf, dass der wach-
sende Pollenschlauch vom Griffelgewebe stimuliert und in seiner Richtung gelenkt wird.

Problem/Untersuchung

Wird das Pollenschlauchwachstum von chemischen Faktoren des Griffels beeinflusst?

Versuchsmaterial

Mannliche und weibliche Bluten des einhausigen Garten-Kurbis (Cucurbita pepo)
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Mikroskop

Becherglaser (100 mL)
Praparierbesteck

Objekttrager

Glasstab

Petrischale (9 cm Durchmesser)
Rundfilter (ca. 9 cm Durchmesser)
Zuandholzer

Chemikalien

B Haushaltszucker (Saccharose)
B Haushaltsgelatine
B destilliertes Wasser
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Filtrierpapier

Zundholzer als Abstandhalter

Objekttrager mit Gewebeprobe
und Pollenkdrnern

| I

Abb. 18-1. Versuchsvorrichtung zum Pollenschlauch-Chemotropismus in der feuchten Kammer

Durchfluihrung

Zur Versuchsvorbereitung I16st man in einem Becher- oder Konfitlirenglas unter vorsichti-
gem Erwarmen in etwa 50 mL destilliertem Wasser 2,5 g Haushaltszucker (Saccharose)
und 1,0 g Haushaltsgelatine. Mit einem Glasstab bringt man je einen Tropfen davon auf
einige Objekttrager und streicht sie gegebenenfalls zu einem etwa munzgrofRen Flecken
aus und lasst erstarren.

Von der Narbe und dem Giriffel einer weiblichen Kurbis-Blute schneidet man mit der
Schere oder dem Skalpell kleine Stlicke ab und drlckt sie einzeln in die Mitte eines
Gelatine-Fleckens. Mit der spitzen Pinzette entnimmt man einige reife Staubblatter aus
einer mannlichen Kurbis-Bllite und klopft sie mit einer Prapariernadel jeweils direkt tber
einem Gelatine-Flecken leicht aus. Die Pollenkorner sollten rund um ein Narben- oder
Griffelstlick angeordnet sein.

In eine Petrischale legt man Ubereinander zwei Rundfilter (oder passend zugeschnit-
tenes Filtrierpapier) und feuchtet mit Wasser gut an. Darauf legt man im Abstand von
etwa 4 cm zwei Zundholzer und darauf jeweils einen mit Gewebeprobe sowie Pollenkor-
nern beschickten Objekttrager. AnschlieRend wird mit dem Deckel der Petrischale ver-
schlossen (Abbildung 18-1).

Nach etwa zwei Tagen Aufenthalt in dieser feuchten Kammer werden die Praparate
unter dem Mikroskop bei kleinerer bis mittlerer VergroRerung ohne Deckglas untersucht.

Ergebnis

Die Pollenkorner sind mehrheitlich gekeimt und haben Pollenschlauche entwickelt. Die
einzelnen Pollenschlauche sind in Richtung Narben- bzw. Griffelgewebe gewachsen.
Erklarung

Offensichtlich reagieren die wachsenden Pollenschlauche auf eine vom Narben- bzw.
Griffelgewebe abgegebene Signalsubstanz, vermutlich ein Phytohormon — sie wachsen
erkennbar auf die Reizquelle zu. Solche Bewegungsvorgange von nicht frei ortsbeweg-
lichen Pflanzenteilen nennt man Tropismen. Da das auslésende Prinzip im vorliegenden
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Fall eine chemische Verbindung ist, spricht man von Chemotropismus oder chemotroper
Reaktion der Pollenschlauchspitze.

Verstandnisfragen

1.  Warum wird in dieser Versuchsanregung mit Kurbisbliten gearbeitet?
2. Warum ist die Lenkung des Pollenkorns wichtig?
3. Welche Stoffe kdnnten an der Lenkung beteiligt sein?
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Projekt 19
Glanzende Erscheinung: Spiegelblanke Blutenblatter

Hintergrundwissen

Bei manchen Blutenpflanzen stellen sich die Kronblatter samtig matt dar wie beim Stief-
mutterchen (Viola wittrockiana), bei anderen — so etwa bei manchen Vertretern der Hah-
nenfullgewachse — zeigen sie einen auffalligen, an einen Lackuberzug erinnernden
Hochglanz.

Problem/Untersuchung

Wie kommt der eigenartige Fettglanz auf den Blitenblattern zustande?

Versuchsmaterial

Bluten von Kriechendem Hahnenful (Ranunculus repens) oder Scharbockskraut (Ranun-
culus ficaria)

Gerate

B Praparierbesteck, Objekttrager, Deckglaser
B Mikroskop

Chemikalien

B Lugol’'sche Lésung

Durchfiihrung

Mit der Pinzette entnimmt man ein gelbes Blutenblatt der Versuchspflanze, halt es an
einem Ende mit der Pinzette und reil3t diagonal einen kleinen Streifen ab. Dabei sollte die
Epidermis und ein Teil des Mesophylls erfasst werden. Das Blattstick legt man auf einen
Objekttrager in einen Tropfen verdinnte Lugol’'sche Losung und mikroskopiert bei kleiner
bis mittlerer VergrofRerung.

Ergebnis

Beim Durchfokussieren durch die verschiedenen Zellschichten des Blattes fallt in der
Epidermis zunachst eine relativ dichte Packung von globulésen Chromoplasten auf. In
den oberen Zellen des Mesophylls weist die Lugol’'sche Losung histochemisch zahlreiche
Amyloplasten nach.

Erklarung

Die intensive Gelbfarbung der Ranunculus-Blite ist groRtenteils eine Sache der in den
Zellen enthaltenen Carotenoide. Der Fettglanz ergibt sich aus dem Besatz der oberen
Mesophylizellen mit Amyloplasten. Diese Schicht wird auch Tapetum genannt. Amylo-
plasten reflektieren das auftreffende Licht wegen der Doppelbrechungseigenschaften der
eingelagerten Starke sehr stark, was sich makroskopisch als Fettglanz darstellt.

63



Projekt 20
Bienen anlocken — mit Zuckersaft und Superblumen

Hintergrundwissen

Blumen sind fur Insekten gleichsam Ausflugslokale oder Imbissbuden. Buchstablich (pol-
len)sackweise finden sie hier Knabberzeug, und auch der Nektar in den Bluten versuf3t
ihnen das Leben. So geht es bei den Blutenpflanzen zeitweise richtig tierisch zu. Bunte
Blumen beschéaftigen nadmlich behaarte Kleintiere als Spediteure ihrer Blitenpollen. Uber
gréliere Entfernung und vor allem zielgerichtet Gbernehmen fliegende Tiere den aulerst
wichtigen Dienst der Bestaubung, ohne die Fruchtansatz und Samenbildung nicht in
Gang kamen.

Wie bringt man nun eine Biene oder Hummel dazu, Pollen von Blute A nach B zu trans-
portieren? Warum sind in dieser Kurierbranche auch noch Schmetterlinge, Wollschweber
oder Fliegen tatig? Mit Sicherheit Ubernehmen diese Tiere ihre Frachtauftrage nicht unei-
gennutzig. Die tierische Luftflotte entwickelt flr Blaten ein wesentlich vordergriindigeres
Interesse. Naturlich kommen Hautflugler, Kafer, Schwebfliegen und anderes Kleinstgeflu-
gel nur deswegen zum Ausflugslokal Blute, weil es dort etwas zu holen gibt. Bliten sind
gleichsam ihre Tankstellen und Proviantstutzpunkte. Nektardrisen, an verschiedenen
Stellen versteckt oder auch offen platziert, produzieren hochkonzentrierte Zuckerlésung.
Richtige Saftladen tun sich da auf. Fur die Insekten wird der Blutenbesuch somit zu einer
richtigen Kneipentour. Die gewollte Trinkfestigkeit hat allerdings ihre Grenzen. Der Ver-
dauungstrakt der Insekten ist namlich geschickterweise gerade so bemessen, dass sie
auch nach ausgiebigem Gelage ihr zulassiges Abfluggewicht nicht Gberschreiten.

Bluten setzen vor allem im optisch-visuellen Bereich hochwirksame Werbemittel ein,
um auf sich aufmerksam zu machen. Der Unterschied zwischen einer Blute und einer
Blume ist insofern eine Frage der Uppigen Aufmachung mit ansprechenden Formen und
vor allem kraftigen Farben — und das alles meist auch noch in Verbindung mit einladenden
Duften. Selbst so kleine Tiere wie Insekten sind lernfahig. Bienen konnen sich sogar tber
ergiebige Blumenvorkommen, die sie beim Suchflug entdeckt haben, auch gegenseitig
Mitteilung machen. Der berihmte Naturforscher Karl von FriscH (1886—1982, Nobelpreis
1973) hat schon vor mehr als einem halben Jahrhundert durch geduldige Beobachtung
und geschickte Experimente herausgefunden, welche Farben die Bienen sehen und wie
sie sich Uber aussichtsreiche Blumen verstandigen. Bienen sind in jedem Blumengarten
die haufigsten Besucher. Insofern kdnnen wir sie leicht auf ein paar selbstgebastelte
Superblumen aus Karton aufmerksam machen, auf denen konzentrierter Zuckersaft als
Nektarersatz angeboten wird. Mit solchen Mitteln lasst sich leicht nachprufen, ob Bienen
auf verschiedene Farben reagieren, ob nach gewisser Zeit deutlich mehr Kolleginnen
eintreffen und ob sie sich merken, welche Kombination am ergiebigsten war.

Problem/Untersuchung

Anlockung von Honigbienen mithilfe selbst gebauter Superblumen
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farbiger Karton (Tonkarton) in den Farben blau, gelb, rot und grin

weiller Karton

Zirkel, Lineal, ReilRzwecken, Klebstoff, Hammer, Nagel

kleine Schalchen (ca. 2 cm Durchmesser) oder Flaschendeckel bzw. Kronkorken
Holzbrettchen, ca. 10 x 10 cm grol3

Besenstielsticke, ca. 50 cm lang, an einem Ende zugespitzt

Chemikalien

B konzentrierte LOsung von Haushaltszucker (Saccharose)

Superblume

Schalchen mit
Zuckerwasser

Brettchen

Abb. 20-1. Konstruktion und Aufstellung von Superblumen zur Bienenanlockung
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Abb. 20-2. So kdnnten die fertigen Superblumen aussehen.

Durchfiihrung

Aus Tonkarton werden grofe Sterne von etwa 20-25 cm Durchmesser entsprechend
Abbildung 20-1 ausgeschnitten. In die Mitte werden kleinere weille Kartonkreise von
etwa 10 cm Durchmesser geklebt.
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Auf das flache Ende eines zugespitzten Besenstielstlicks nagelt man ein Holzbrettchen
und befestigt darauf mit ReilRzwecken oder Klebstoff die vorbereitete Superblume. Zuletzt
wird in der Mitte ein Schalchen (Flaschenverschluss) aufgeklebt. Die fertigen Superblu-
men steckt man bei sonnigem, trockenem Wetter in eine Rasenflache im Abstand von
1-2 m, beschickt dann die Schalchen mit etwas Zuckerlésung und wartet ab.

Folgende Fragen konnen jetzt durch geduldige Beobachtung geklart werden:

B Welche und wie viele Insekten kommen innerhalb der ersten 10 Minuten und nach
einer halben Stunde?

B Werden alle Blumen-Attrappen gleich haufig angeflogen? Strichliste fur jede einzelne
Blute fuhren.

Ergebnis

Auch im stadtischen Umfeld werden schon nach relativ kurzer Zeit einzelne Honigbienen
an den Superblumen eintreffen. Die blauen und die gelben Attrappen werden die hochs-
ten Anflugraten verzeichnen.

Erklarung

Rote Superblumen werden von den Bienen je nach Farbqualitat des Tonkartons eventuell
nicht wahrgenommen und folglich auch nicht angeflogen, und auch grine Attrappen sind
schlicht zu unattraktiv. Nach einer Weile — je nach Stockentfernung — werden sich immer
zahlreichere Bienen vor allem an den weil3en, gelben und blauen Superblumen einfin-
den, weil die Arbeiterinnen auf Suchflug ihren Stockgenossinnen unterdessen Richtung
und Distanz der neu entdeckten ergiebigen Futterquelle durch Rund- bzw. Schwanzel-
tanz mitgeteilt haben. Die Details der faszinierenden innerartlichen Kommunikation sind
in der Fachliteratur nachzulesen.
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