Uber den EinfluB verschiedener mineralischer
Ernihrung auf den Blattpigmentgehalt (II)

Von
Franz BukaTscH
Mit 1 Abbildung
(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Miinchen)
Eingelangt am 15. Mai 1951

In einer 1942 erschienenen, #dhnlich betitelten Arbeit untersuchte
ich den EinfluB von Ca, Mg, P und S einerseits, den der Spuren-
elemente B und Mn anderseits auf den Chlorophyllapparat und die
photosynthetische Leistung junger Getreidepflanzen. Damals wurden
die Blattgriinkomponenten a und b noch nicht von mir getrennt. In-
zwischen habe ich auf Grund der wohl heute iiberholten Polemik iiber
den Vorzug der Zucker- bzw. Stédrkechromatographie!) die Kapillar-
analyse der Blattfarbstoffe an Stédrke verfeinert und die Gleichwertig-
keit beider Methoden durch Vergleich am selben Material dargetan
(BuxATscH 1942).

In den Jahren 1942—49, iiber die Band 12 der ,,Fortschritte der
Botanik® berichtet, sind einige Arbeiten iiber den EinfluB mineralischer
Erndhrung auf das Verhiltnis der beiden Blattgriinkomponenten
(Eicke 1943), sowie auf den Xarotingehalt erschienen (Wynp u.
NocGLE 1945, 1946); es konnten dabei aber keine einheitlichen und
deutlichen Beziehungen in der hier wesentlichen Richtung herausgestellt
werden.

Nach langer Unterbrechung durch den Krieg und seine Folgen
konnten nun meine Arbeiten fortgesetzt werden: zunichst galt es, die
Chlorophyll a—b-Trennung an Stirke durch geeignete Entwicklung
ohne Verlust an Schirfe zu vereinfachen und fiir Serienanalysen
handlicher zu gestalten und zugleich die verlustfreie Erfassung aller
Pigmentanteile zu erweisen. Inzwischen hat auch die Erfassung des
Karotingehaltes im Hinblick auf neue ernidhrungsphysiologisch-medizi-
nische Probleme an Interesse wesentlich gewonnen (HAusoLD, LACKNER
u. BuraTscH 1951). Auch darauf soll im vorliegenden Bericht kurz ein-
gegangen werden, zunichst sei aber mit der Beschreibung der neu aus-
gearbeiteten Methoden und ihrer Anwendbarkeit begonnen.

1) Vgl. A. SEYysoLD, 1950: ..., Hie Zucker — hie Stirke! erscheint mir
ein iiberfliissiger Streit... Wer die Chromatographie beherrscht, ... wird mit
beiden Chlorophyll a und b quantitativ trennen kénnen.”
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Methodik

a) FeldmiBige Karotin-Schnellbestimmung :

Um an Ort und Stelle eine rasche Orientierung iiber das bei Weide-
pflanzen auftretende Karotin (als Verliufer des Vitamin-A-Gehaltes von
Milcherzeugnissen) unter einfachen Bedingungen ohne Anwendung der
Chromatographie zu ermoglichen, wurde ein Ausschiittelverfahren in
Abinderung der bekannten ,,Kraus’schen Pigmenttrennung® mit an-
schlieBender Verseifung der griinen Farbstoffanteile ausgearbeitet.

0,5—1 g frisch gewogenen, vorzerkleinerten Blattmaterials werden
mit etwas Sand, einigen Tropfen Methanol und portionenweiser Zugabe
von insgesamt etwa 100 cm? Benzin erschopfend unter Zerreiben im
Morser extrahiert., Der klare griine Auszug wird nun etwa dreimal mit
der gleichen Menge 90% Methanol geschiittelt, bis das Xanthophyll rest-
log entfernt ist (letzte Alkoholfraktion hiochstens ganz blaB gelblich!).
Etwa vorhandenes, als Provitamin A teilweise wirksames Kryptoxanthin
wird dabei etwa zur Hilfte entfernt; die veresterten Xanthophylle blei-
ben zunichst im Benzin, werden aber durch die folgende Verseifung
praktisch entfernt).

Die griine Benzinphase wird mit 10--15 em?® konzentr. methanoli-
scher Kalilauge 5 Minuten anhaltend geschiittelt und dabei durch Ver-
seifung die Chlorophylle vollstindig aus der Benzinschicht entfernt, so
daB diese — nun goldgelb — nur noch das Karotin enthilt. Die Benzin-
phase wird mehrfach zur restlosen Entfernung des Chlorophyllinkaliums
mit Wasser gewaschen, bis sie rein gelb und vollkommen klar ist, und
kann dann unmittelbar gegen den von KueN und BROCKMANN ange-
gebenen Azobenzolstandard kolorimetriert werden. Zu diesem Zwecke
werden 14,5 mg reines Azobenzol in 96% Athanol gelost, auf 100 em?®
aufgefiillt; diese Standardlésung ist farbgleich mit einer Benzinlésung,
die in 1 em?® 0,00235 mg Karotin (bzw. 0,00252 mg Xanthophyll) enthilt.

Dieser insgesamt etwa 15—20 Minuten beanspruchende Vorgang
wurde in mehreren hundert Feldversuchen an verschiedenen Weide-
pflanzen erprobt, woriiber an anderer Stelle berichtet wird; seine
Brauchbarkeit wird am Vergleich mit Ergebnissen der kapillaranalyti-
schen Trennung weiter unten beschrieben.

b) Die vereinfachte Chlorophyll a—b-Trennung an Stérke:

Zum Erfolg der Chromatographie von Stoffgemischen ist neben der
Wahl des geeigneten Losungs- und Adsorptionsmittels bekanntlich die
Entwicklung von entscheidender Bedeutung. Es galt, einen moglichst
einfach zusammengesetzten Entwickler zu finden, der in kiirzester Zeit
eine reinliche Scheidung der Blattgriinanteile in einem Gang ermiglicht,
dabei ist es immer giinstig, wenigstens die Hauptmengen von Xantho-
phyll vorher zu entfernen. In diesem Punkte kénnen wir WENDEL (1950)
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nicht beipflichten, der stets von einer vorhergehenden Xanthophyll-
abtrennung absehen zu kdnnen glaubt. Zwar liefert die Stiarkechromato-
grahpie in vielen Fillen, besonders an jungen Blittern durchgefiihrt,
ohne Xanthophyllentfernung gute Ergebnisse, bei manchen Pflanzen, zu-
‘mal an dlteren Blédttern im Herbst, schiebt sich oft eine Vielfalt von
Xanthophyllzonen an und zwischen die Blattgriinschichten und stort so
eine reinliche Trennung, wie in der folgenden Abbildung gezeigt wird.

Auf die oben beschriebene Benzin-Methanolextraktion der Blatt-
masse folgt also in gleicher Weise die Xanthophyllabtrennung mit 90%
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Abb. 1. Stadien der Aufieilung des Rohextraktes alter Brennesselbldtter bei

Entwicklung mit verschiedenen Benzin-Propanolgemischen; links mnach

25 cm?, rechts nach 50 cm?® Entwicklerdurchfluff. 1...0,126%, 2...0,26%,
3...0,6%,4...1,0% i-Propanol in Benzin.

Methanol, dann wird dieses mit Wasser aus der Benzinschicht aus-
gewaschen., Die wasserfreie Benzinfraktion wird nun in eine trocken
unter Saugung gefiillte Kartoffelstdrkesiule von etwa 25 ecm Linge bei
2 em Durchmesser eingesogen und sogleich ein Gemisch von Benzin mit
0,2% Isopropanol nachgegossen. Wahrend das Karotin kaum absorbiert
wird und abflieBt, erfolgt in den oberen Teilen der S#ule schon mnach
kiirzester Zeit die Trennung der Blattgriinanteile und ist bei méBiger
Saugung nach 3—5 Minuten Entwicklung beendet. An der halbtrocken
gesogenen Siule erfolgt Trennung und Extraktion der Zonen mit per-
oxydfreiem Athyldther in gewohnter Weise. Darin schlieBt sich die Aus-
wertung der Farbstédrke im Pulfrich-Photometer.

Die Erprobung des geeignetsten Entwicklungsgemisches ist in der
obigen Abbildung wiedergegeben, welche verschiedene Stadien der
Aufteilung des Rohextraktes alter Brennesselblidtter bei Entwicklung
mit verschiedenen Benzin-Propanolgemischen darstellen soll. (An jungen
Blittern, im Friihling, treten die mit der x, und x, bezeichneten
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Xanthophyllzwischenzonen nicht auf; diese und der Hauptanteil x, fallen
natiirlich bel Vorbehandlung mit 909 Methanol im Chromatogramm
weg!)

Unter den verschiedenen erprobten Gemischen ergibt ein Zusatz von
etwa 0,2—0,3 Vol-% i-Propylalkohol zum Benzin die besten Entwick-
lungserfolge.

¢) Verlustlosigkeit der beschriebenen Trennungsmethode:

Zur TUntersuchung dieses wesentlichen Punktes wurden drei
Versuche an verschiedenartigem Material durchgefiithrt; einer unter
Beibehaltung von Xanthophyll, die beiden folgenden nach Entfernung
desselben.

2 g Sonnenblumenblitter ergaben 120 em?® Benzinrohextrakt; diese
wurden in 2 gleiche Anteile zu 60 cm* geteilt, der eine Teil direkt chro-
matographiert. Dabei wurde nach Durchflull des Karotins die Vorlage
gewechselt, um auch das Xanthophyll, das sich aus methanolischer
Losung (Elution der Xanthophyllzone an Stérke) nur schlecht wieder
in Benzin iiberfithren 1dBt, mit Benzin durchzuwaschen. Leider blieb
dabei etwas hartnickig an der am Grund der Séule befindlichen Ab-
schluBwatte haften und ging damit verloren. Die Chlorophyll a- und b-
Zonen wurden getrennt mit Methanol eluiert und nach Zusatz von Was-
ser quantitativ in Benzin iibergefiihrt. Die Fraktionen wurden zunichst
getrennt im Pulfrichphotometer gemessen, dann zusammengegossen, das
Volum auf 360 em?® mit Benzin erginzt und photometriert (....I).

Der zweite Teil des Rohextraktes wurde ebenfalls mit Benzin auf
360 cm?® aufgefiillt und im Pulfrichphotometer bei Filter Sg, 8¢ und
8,, die Extinktion E” bei 20 mm Schicht bestimmt (....II).

Mittel aus 5

Volum: B, Eg, E,, f&blesungen)
[ 360 em? 0,31 0,23 0,568
IE s o s 360 cm3 0,31 0,23 0,62

Daraus ergibt sich beziiglich der Blattgriinanteile wohl gute Uber-
einstimmung; der Fehlbetrag in der Absorption des Blaulichtes (8,,)
erklirt sich durch Xanthophyllverlust an der Watte. Um dies zu ver-
meiden wurden im folgenden Versuch mit Lowenzahnbldttern 50 em?
Gesamtauszug mit Methanol vom Xanthophyll befreit und 2 Anteile von
je 15 cm? wie oben beschrieben weiterbehandelt.

Nach Vereinigung der Chromatogrammfraktionen ergaben sich
145 em? Losung I; der zweite Anteil Rohauszug auf 145 cm? aufgefiillt
stellte Losung IT dar:

Volum: Eg B, E,,

Lo waa 145 cm?® 0,20 0,11 0,13
I a6 3 95 % 145 cm?® 0,20 0,11 0,14
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Die nun auch beziiglich der gelben Pigmente befriedigende Uberein-
stimmung wurde nun noch an einem dritten Versuch mit Friihjahrs-
blattern des Scharbockskrautes, die sehr reich an gelben Pigmenten
sind, erhértet:

Es wurden wieder 2 Anteile zu 15 cm® wie oben verarbeitet, die
Abweichungen liegen innerhalb der moglichen Ablesefehler:

Volum: Eg E;: E,;

; G 60 cm? 0,33 022 0,41
;1 AP 60 c® 0,33 022 0,40

d) Vergleich der Feldbestimmungsmethode fiir Karotin (a) mit der
Chromatographie an Stidrke (b):

Junge Brennesselbldtter wurden wie iiblich ausgezogen, der Extrakt
in 8 gleiche Anteile zu 15 em3 (I, II, II1) aufgeteilt: I direkt, II nach
Abtrennen des Xanthophylls chromatographiert und schlieBlich III nach
dem Verseifungsverfahren (a) auf Karotin verarbeitet. Die Karotin-
fraktionen der drei Anteile bei Filter S,, im Stufenphotometer gemessen:
E,, (Mittel aus 6 Ablesgn.) I..... 42, Il ws 048; IIL : saes 0,44

In #hnlicher Weise wurden Extrakte junger Scharbockskrautblitter
verarbeitet, die Karotinanteile gaben innerhalb der Ablesefehler gut
iibereinstimmende Extinktion bei Filter S,, (je 21 ecm3, 20 mm Schicht) :

E L 0,70, T s w5 4 0,71

Damit ist erwiesen, daB die einfachere Phasentrennungsmethode
auch zuverldssige Ergebnisse zu liefern vermag, die gut mit den kapil-
laranalytisch ermittelten Werten iibereinstimmen: wenn auch die Kolori-
metrie der Verseifungsprodukte, der Chlorophylline, mnach unseren
orientierenden Versuchen moglich ist, bleibt diese doch ungenau. Man
wird also die Karotinfeldmethode vorwiegend dann anwenden, wenn es
nur auf die Feststellung von Provitamin-A-Gehalten ankommt und
Laboratoriumseinrichtung nicht verfiigbar ist.

47

Hauptversuche

a) Kernndhrstoffeinfluf auf Klee- und Graskulturen in Mitscher-
lichgefdBen.

Im Zusammenhang mit Reihenuntersuchungen iiber die Vitamin-A-
Versorgung der Landbevolkerung im bayerischen Voralpengebiet (Kreis
Murnau) wurden im Spitsommer 1949 zahlreiche Pigmentanalysen an
Wiesenpflanzen, die als Milchviehfutter dienten, durchgefiithrt und da-
bei Anhaltspunkte dafiir gewonnen, daB neben den klimatischen Bedin-
gungen vor allem die Vorbehandlung der Weiden, insbesonders ihre
Diingung, die Pigmentgehalte der Pflanzen entschieden beeinfluBt. Da
aber diese orientierenden Feldversuche, iiber die an anderer Stelle be-

12
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richtet wird, botanisch nicht so interessant waren, insofern, als die
Diingungsvorgeschichte nicht wissenschaftlich exakt zu fassen war und
eine Vielzahl von Einwirkungen mitspielte, wurden fiir 1950 Gef#B-
diingungsversuche an kennzeichnenden Weidepflanzen unter méglichst
gleichen Bedingungen geplant.

Tabelle 1

Pigmentwerte (bei der Kontrolle in mg/g, bei den iibrigen Diingungs-
arten darauf bezogen in %)

[N
Pflanze und Blattfarb- normal o
| =
Kulturdauer  stoff (Kontr.)K"“i 4K N4 4N P4 4P 5
@
Rotklee Chl. a 2,18 105 91 90 -110 107 89 103
(1 Mon.) Chl b 1,06 102 92 92 111 100 73 110
Kar. 0,23 96 85 65 120 120 108 95
Rotklee Chl. a 1,96 120 96 88 114 118 92 117
(2 Mon.) Chl. b 0,91 112 98 86 106 110 93 110
Kar. 0,19 89 88 100 93 90 128 93
Weiliklee Chl. a 2,07 93 84 89 108 102 91 109
(1 Mon.) Chl. b 0,95 97 94 96 104 92 93 114
Kar. 0,20 90 76 71 118 115 108 11
Weillklee Chl. a 2,79 102 88 95 95 104 87 101
(2 Mon.,) Chl. b 1,12 108 97 107 108 125 95 108
Kar. 0,21 91 85 85 112 8 122 95
Raygras Chl. a 1,26 142 81 87 129 109 97 108
(114 Mon.) Chl. b 0,60 136 32 95 126 110 96 118
Kar. 0,11 85 82 79 144 112 100 109
Raygras Chl. a 0,97 — 100 66 220 113 105 105
(214 Mon.) Chl. b 0,32 — 100 65 212 110 109 100
Kaz. 0,12 — 5 8 139 106 105 103

Wiesenhafer Chl a 1,08 106 78 68 134 120 100 118
(115 Mon.) Chl. b 0,50 106 74 66 122 112 98 106
Kar. 0,15 84 68 40 132 132 108 92

Wiesenhafer Chl a 1,18 116 94 77 146 184 80 103
(215 Mon.) Chl. b 0,45 118 100 82 142 183 82 100
Kar. 0,16 98 97 98 201 182 200 99

Durch freundliches Entgegenkommen der Landesanstalt fiir Pflan-
zenschutz und Pflanzenbau Miinchen wurden diese Versuche unter Mit-
wirkung von Herrn cand. rer. nat. Luger und Fréulein Dipl.-Landw.
TrosaN am Versuchsgut Nederling in Miinchen ermoglicht. Neben
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den Genannten gilt mein besonderer Dank Herrn Reg.-Rat Dr. BONING,
der durch Bereitstellung von Avrbeitskriften und Arbeitsmitteln die
Arbeit wesentlich forderte.

Die Mitscherlichtopfe wurden mit Quarzsand der Amberger Kaolin-
werke unter geringem Torfzusatz gefiillt. Dieser sehr nidhrstoffarme
Boden erhielt folgende Normaldiingung (pro Gefil):

1,6 g KCl, 3,4 g NH,NO,;, 1,1 g Ca(H,PO,),, 1,6 g MgS0O,, 3,6 g
CaCO, und 0,4 g FeS0,.

Daneben wurden Versuche mit jeweils 1/, und der vierfachen Gabe
an N, P und K, sowie zum Vergleich eine an Gesamtstickstoff (Kjeldahl)
gleiche Jauchediingung durchgefiihrt; die Kulturen standen nebenein-
ander im selben Versuchsgewichshaus und wurden gleichmidBig mit
Regenwasser versorgt. Versuchsbeginn: Mitte Mai 1950; Ernte jeweils
nach 1 (11/,), bezw. 2 (2!/,) Monaten. Dabei wurden aus Blittern von
je 10 Pflanzen Mischproben hergestellt und je 1 g frische Blattmasse
nach der oben angefiihrten Methode (b) chromatographisch auf ihre
Pigmentanteile verarbeitet.

Die Tabelle 1 stellt die wesentlichsten Ergebnisse zusammen,
wobel neben dem Absolutwert (in mg/g Frischgewicht) der Kon-
trolle der Ubersichtlichkeit halber die anderen Werte in Prozenten des-
selben dargesteilt sind (Kontrolle = 100%).

Die mittlere Fehlerbreite der Chlorophyll-a-Bestimmung betréigt
etwa 4,7%, beim Chlorophyll b 2%, beim Karotin rund 3,2%; dies ist
fiir die Beurteilung der Ausschlige unter Mangel- und tUberschuBdiin-
gung wichtig.

In der Chlorophyllbildung sprechen die Griser auf Stickstoffunter-
schiede in der Diingung wesentlich stidrker an als der Klee; auch der
Kali-EinfluBl prigt sich bei ihnen stdrker aus, derart, daB Kalimangel
den Blattgriingehalt gegeniiber KaliiiberschuBl deutlicher erhtht als beim
Klee.

Phosphormangel wirkt sich — in Ubereinstimmung mit unseren frii-
heren Befunden (1942) — auf die Blattgriinbildung erhthend, reichliche
Phosphorversorgung aber fast stets senkend aus.

Der Karotinspiegel folgt nicht immer den Verdnderungen im Chloro-
phyllgehalt; so ist z. B. die Vermehrung des Blattgriins iiber den Wert
der Kontrolle bei Kalimangel nicht von einem Anstieg des Karotins,
sondern eher von einer leichten Senkung unter die Norm begleitet.
Anderseits entspricht aber der Blattgriinsenkung durch Kaliiiberschuf
auch in der Regel ein geringerer Gehalt an gelbem Pigment.

Stark wird der.Karotingehalt von der Stickstoffgabe beeinflul3t:
Stickstoffmangel senkt den Wert meist weit unter die Kontrolle; reich-
liche Stickstoffversorgung férdert beim Klee (der wie oben erwihnt in
seiner Blattgriinbildung weniger von der Stickstoffmenge abhingt als
die Griser), den Gehalt an gelbem Pigment stidrker als an griinem. Aber

12*
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auch bei den Grisern ist reichliche N-Versorgung mit einem entspre-
chenden Karotinanstieg verbunden.

Die Phosphordiingewirkung auf das Karotin ist uneinheitlich; meist
fordert P-Mangel die Karotinbildung in dhnlichem Ausmall wie die des
Blattgriins, doch nicht immer. Der die Chlorophyllmenge meist driik-
kende Phosphoriiberschull wirkt sich auf das Karotin in vielen Fillen
recht giinstig aus, zumal bei spiter Ernte.

Wir sehen aus dem Ergebnis dieser Versuchsreihe, daB sowohl
Blattgriin- wie auch Karotingehalte der Blitter von der gebotenen Menge
an Kernnidhrstoffen beeinfluBt werden, nicht immer aber im gleichen
Sinne. Die zum Vergleich in der letzten Spalte der Tabelle angefiihrte
Jauchediingung mit gleicher Gesamtstickstoffmenge wie die Normal-
diingung zeigt gegeniiber der Kontrolle wenig ausgeprigte Unterschiede,
teilweise eine leichte Fiérderung.

Das Verhéltnis der Chlorophyllkomponenten zueinander, das bei
unseren Pflanzen einen Quotienten a/b = 2,2—3 aufweist, also ziemlich
niedrig liegt, verschiebt sich nicht wesentlich durch den Diingereinflul;
mitunter ist bei Anstieg des Gesamtblattgriingehaltes ein leichtes Vor-
auseilen der a-Komponente zu verzeichnen, zumal bei 4 N- und P/4-
Diingung.

Nebenbei sei hier nur vermerkt, daB mit Chlorophyllvermehrung
bei K/4- und P/4-Gabe in der Regel ein erhthter Vitamin-C-Spiegel ein-
hergeht, woriiber LuGer berichten wird.

b) Wirkung von Mineralstoffmangel auf den Blattfarbstoffgehalt
von Tradescantio laekenensis in Wasserkultur:

Aus Stecklingen von Tradescantia laekenensis wurden an Hand der
Angaben von STOCKER (1942) Wasserkulturen hergestellt und drei
Monate im Gewéichshaus gezogen. Die Néhrlosungen hatten folgende
Zusammensetzung (fir 1 Liter Wasser):

Normal (Kontr.): 2,6 g Calciumnitrat, 0,6 g prim. Kaliumphosphat,

0,56 g Magnesiumsulfat, Spur Ferrosulfat.

Normal - ,,Spurenelemente”: ebenso, dazu nmoch 1 cm? Hoagland AZ-

Losung.

Ohne Kali: 2,5 g Calciumnitrat, 0,7 g sek. Magnesiumphosphat, 0,5 g

Magnesiumsulfat, Spur Ferrosulfat.

Ohne Stickstoff: 1,8 g Calciumsulfat, 0,6 g prim. Kaliumphosphat, 0,5 g

Magnesiumsulfat, Spur Ferrosulfat.

Ohne Phosphor: 2,5 g Calciumnitrat, 0,4 g Kaliumsulfat, 0,5 g Magne-
siumsulfat, Spur Ferrosulfat.
Ohne Magnesium: 2,56 g Calciumnitrat, 0,6 g prim. Kaliumphosphat,

0,4 g Kaliumsulfat, Spur Ferrosulfat.
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Ohne Calcium: 2,9 g Kaliummitrat, 0,6 g prim. Kaliumphosphat, 0,5 g
Magnesiumsulfat, Spur Ferrosulfat.
Ohne Eisen: wie die Kontrolle, doch unter Wegfall von Ferrosulfat.
Rein #duBerlich betrachtet, fiel zundchst die iippige Entwicklung der
Pflanzen mit Spurenelementzusatz auf, die alle anderen an Blattmasse
weit iiberfliigelten, dabei aber etwas blasser griin als die Kontrollen
ergschienen. Bleiches Aussehen zeigten (in abnehmender Stirke) die
Fe-, N- und Mg-Mangelkulturen; die N-Mangelkulturen waren dabei
recht kiimmerlich und gleichméBig griingelb, Fe-Mangel duBerte sich
bei verhidltnismidBig reicher Blattentwicklung in blasser, stellenweise
fast weiBllicher Blattfarbe. Die Ca- und K-Mangelpflanzen zeigten bei

Tabelle 2
Chloroph. a Chloroph. b Karotin
Art der Diingung: I I I I I I
Normal + Spurenelemente 785 ( 93) 236 205 ( 90) 61 74 ( 93) 22
Normal (Kontrolle) 844 (100) 298 228 (100) 81 80 (100) 28
ohne Kalium 810 ( 96) 230 274 (120) 77 82 (103) 23
ohne Stickstoff 360 ( 42) 112 67 ( 29) 20 49 ( 61) 16
ohne Phosphor 880 (104) 242 206 ( 90) 57 97 (121) 27
chne Magnesium 595 ( 71) 176 124 ( 55) 37 6T ( 84) 20
ohne Calcium 780 ( 92) 226 219 ( 96) 85 T1 ( 89) 20
ohne Eisen 264 (30) 79 68 (30) 21 22 (28) 7

spirlichem Wachstum normalgriines, die P-Mangelkulturen bei klein-
bleibenden Blédttern besonders tiefgriines Aussehen. Es ist bei den spér-
lich wachsenden Mangelkulturen stets zu beachten, da vom Korper des
Stecklings her Mineralstoffreserven vorhanden waren und durch geringe
Neubildung von Pflanzenmasse keine sehr wesentliche Verarmung (,,Ver-
diinnung®) eintrat; man kann daher hier von keinem sbsoluten N#hr-
stoffmangel, sondern nur von einem relativen sprechen. Dies diirfte auch
der Grund dafiir sein, daB wir bei Kalimangel nie die Chloroseerschei-
nungen erhielten, die mehrfach beschrieben wurden (Prrson 1937, 1938).

Zur Analyse wurden jeweils zehn runde Scheibchen mit dem Kork-
bohrer (Fliche: 2,84 ecm?) von je zwei Kulturen gleicher Diingungsart
entnommen, fiinf gewogen und in bekannter Weise mit Benzin-Methanol
extrahiert und chromatographiert. Die restlichen fiinf Scheibchen wur-
den getrocknet (eine Woche bei 105°C) und nach Trockengewichts-
bestimmung im Mikrokjeldahl auf Gesamtstickstoff untersucht. Dieser
Vorgang ermoglicht die Beziehung der Pigmentgehalte auf Fliche,
Frisch- und Trockensubstanz, schlieflich auch auf den Stickstoffgehalt
der Proben. _

Tabelle 2 bringt in den Spalten ,,I* die Gehalte in Gammal/g Frisch-
masse, in den Spalten ,,II¥ die Werte bezogen auf 10 c¢m? Blattfliche;
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dabei sind in Spalte I in Klammern die Prozentualwerte bezogen auf die
Kontrolle (= 100%) angefiihrt.

Betrachten wir zunichst die auf das Frischgewicht bezogenen
Pigmentmengen: Eisenmangel senkt am ausgesprochendsten alle
Pigmentanteile, Chlorophyll a und b im gleichen MaB, besonders deut-
lich den Karotingehalt. Die ,,Chlorose¥ erstreckt sich demnach auch auf
das Karotin; damit scheint das Eisen nicht nur fiir die Blattgriin-
bildung, sondern ebenso fiir die Karotinsynthese wichtig zu sein., Sehr
stark betroffen sind auch die Stickstoffmangelpflanzen, dabei leidet die
Bildung von Chlorophyll a etwas weniger als die von Chlorophyll b; das
Karotin erreicht immerhin noch mehr als die Hilfte des Normal-
gehaltes.

Auch beim Magnesiummangel sind die Blattfarbstoffe allgemein
vermindert, am deutlichsten wieder der b-Anteil des Blattgriins. Die
Karotinbildung ist weniger gehemmt als die der Chlorophylle.

Der Fortfall von Kalksalzen in der Nihrlosung hat einerseits
schlechteres Wachstum, geringere Widerstandskraft verbunden mit
leichtem Welken zur Folge, wirkt sich anderseits auf die Pigmentbildung
nur geringfiigig aus: die Werte liegen nur wenig unter der Norm. So
wenig, dall die iippig gedeihenden, mit Spurenelementen (AZ-Lésung)
versorgten Pflanzen etwa die gleichen, leicht gesenkten Pigmentmengen
aufweisen. Die Stimulation des Wachstums erstreckt sich bei diesen
nicht auf die Pigmentbildung, man hat fast den Eindruck, daf diese
hinter der raschen Bildung neuer Blattmasse nachhinkt.

Phosphor- und Kalimangel sind auf die Blattgriinbildung nieht von
einheitlicher Wirkung, deutlich tritt aber — in Ubereinstimmung mit
unseren geschilderten GefidBkulturversuchen —- eine Karotinforderung
durch Phosphormangel zutage.

Auf die Blattfliche bezogen, treten die Férderungen nicht mehr auf,
wohl aber die Hemmungen hervor; hier zeigt sich deutlich die Ab-
héngigkeit des Ergebnisses von der Wahl der BezugsgroBe. Zur wei-
teren Untersuchung dieses Umstandes seien nun noch die auf Trocken-
gewicht, bzw. auf den Gesamtstickstoffgehalt bezogenen Werte an-
gefithrt; vorerst sei noch darauf hingewiesen, dal das mittlere Trok-
kengewicht unserer Proben 6,8—7,99% der Frischmasse ausmacht. Am
wasserreichsten waren die Normalkulturen mit Spurenelementzusatz
(Trockenmasse etwas unter 6% des Frischgewichtes). Den hochsten
Trockengewichtsanteil (8,6% des Frischgewichtes) wiesen die Phosphor-
mangelblitter auf.

Der Stickstoffgehalt, bestimmt nach nasser Veraschung mit Schwe-
felsdure unter Perhydrolzusatz im Apparat nach PARNAS-WAGNER, belief
sich auf rund 83—49% des Trockengewichtes, war auffallend hoch bei den
Kalimangelpflanzen mit 4,4%. Dies weist in Richtung des Kali-Stick-
stoffantagonismus im Sinne von Gassnir und Goeze (1934) hin und
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kénnte auch erkliren, warum wir bei rel. Kalimangel kaum Verminde-
rung der griinen Blattfarbstoffe finden, dagegen eine deutliche Ab-
nahme derselben in den vorher beschriebenen Gefif3versuchen mit Kali-
iitberschuBdiingung. Die Kontrolle ohne Spurenelemente iibertrifft mit
mehr als 4% N die mit AZ-Zusatz erndhrten Blitter.

In der folgenden Tabelle 3 sind in den Spalten III die Farbstoff-
mengen auf 10 mg Trockenmasse, in den Spalten IV auf jeweils 1 mg
Stickstoff bezogen.

In Klammern bringt Tabelle 8 die auf die normal ernihrte Kontrolle
bezogenen Prozentanteile.

Tabelle 3
G ma Chloroph. a Chloroph. b Karotin
Art der Diingg. 111 v 11T v 111 IV
Normal m.
Spurenel. 133( 87) 331(102) 34,5( 84) 85( 98) 12,4( 86) 30,7(100)
Normal o.
Spurenel. 154(100) 323(100) 41 (100) 87(100) 14,4(100) 80,6(100)

ohne Kalium 108( 70) 239( 74) 36,6( 89) 81( 93) 11,0( 76) 24,3( 79)
ohne Stickstoff 56( 36) 386(119) 10,6( 25) T3( 84) 17,8( b4) 53,7(175)
ohne Phosphor  107( 70) 319( 99) 24 ( 59) 74( 85) 11,5( 80) 85,2(115)
ohne Magnesium 84( 55) 272( 84) 17,6( 43) b57( 65) 9,5( 66) 30,56(100)
ohne Calcium 99( 66) 302( 94) 37 ( 90) 113(128) 9,0( 63) 27,4( 90)
ohne Eisen 43( 28) 110( 34) 11,4( 28) 29( 83) 3,6( 25) 9,2( 30)

In Hinblick auf beide BezugsgrioBen wirkt sich Kalimangel leicht
senkend auf alle Pigmente aus; Phosphormangel zeigt bei Bezug auf die
Trockenmasse deutlichere Blattgriinsenkung als auf den Stickstoff-
gehalt berechnet. Deutlich tritt hinsichtlich beider Bezugsgriofen die
relative Karotinvermehrung bei Phosphormangel in Erscheinung.

Besonders interessant ist hier das Verhalten der Pigmentmengen
bei Stickstoffmangel: wihrend, bezogen auf die Trockenmasse, die
starke Pigmenthemmung erhalten bleibt, kehrt sie sich bei Bezug auf
den Stickstoffgehalt der Blilter geradezu in einen Mehrgehalt um!
Diese Umkehr der Verhiltnisse weist darauf hin, daB bei geringem
Stickstoffangebot dieses Nihrelement an anderen Zellbausteinen eher
eingespart wird als an der Pigmentausstattung der Chloroplasten; be-
sonders erhoht erscheint bei Bezug auf den Stickstoffgehalt der Karo-
tinanteil.

In allen Fillen ist die Hemmung der Pigmentbildung durch Magne-
siummangel deutlicher ausgepriigt als bei geringer Kalkversorgung. Be-
merkenswert erscheint auch der Umstand, daB sich die Eisenchlorose in
allen Fillen, fast unabhingig von den von uns gewihlten Bezugsgrofen,
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in der Senkung aller Pigmentanteile auf ein Drittel bis ein Viertel des
Normalwertes ausdriickt.

Wesentlich erscheint schlieBlich, daB in unseren GefidB- und Was-
serkulturversuchen die Karotingehalte durch geringe Phosphatversor-
gung in der Regel nicht leiden, z. T. sogar leichte Forderung erfahren.
Die eindeutige Entscheidung dieser vielleicht wichtizen Frage erfordert
aber noch Ausdehnung der Versuche auf weitere Objekte. Wie wir aber
gchon 1942 anlifBlich der Besprechung der Phosphatdiingewirkung be-
tonten, diirfen wir nicht unbeachtef lassen, daB Phosphormangel durch
Wachstumshemmung schlieBlich zu Ertragsminderungen fiihrt.

Mit Ausnahme der Eisenmangelerscheinungen, sind die bei Bezug
auf Frisch-, Trockengewicht und Blattfliche deutlich ausgeprigten
Pigmentverminderungen durch verschiedenen Mineralstoffmangel be-
ziiglich des Gesamtstickstoffgehaltes stark gemildert; ein Hinweis dar-
auf, wie sehr die Wahl der Bezugsgrolle die Versuchsergebnisse zu be-
einflussen vermag. Dieser Umstand liBt aber auch darauf Schliisse zu,
daBl die Pigmentausbildung mehr der Stickstoffaufnahme als dem Gang
der anderen Bezugsgriofien folgt.

Der Quotient Chlorophyll a/b liegt bei unseren Tredescantic-Was-
serkulturen, normal gediingt, mit oder ohne Spurenelementzusatz, um
4 (3,7—3,9); er erweist sich naturgem&B nicht abhingig von der Art
der Bezugsgrife. Ein gewisser Einiluf der Mineraldiimgung ist jedoch
bemerkbar: bei Magnesium- und besonders bei Stickstoffmangel steigt
er auf etwa 5, anderseits ist er bei Kalimangel auf rund 3 gesenkt.
Eisenchlorose wirkt sich auf Jas Komponentenverhdltnis nicht aus
(a/b=3,8). Wenn sich an weiteren Versuchen die Quotientenerhshung
bei geringem N- und Mg-Angebot erhirten liBt, bedeutet dies, daB bei
Mangel an den strukturnotwendigen Bauelementen N und Mg die blau-
griine Chlorophyllkomponente in ihrer Aushildung weniger leidet als die
gelbgriine.

Zusammenfassung der wesentlichen Befunde

1. Es wird eine einfache Feldmethode mit geringem Gerdtebedarf
zur Schnellbestimmung des Karotin-(Provitamin-A-)Gehaltes von Bliti-
tern beschrieben, die mit 0,6—1,0 g Frischmaterial das Auslangen findet.

2. Die Entwicklungstechnik der Blattpigmenttrennung an Stirke
wird durch Einfiihrung geeigneter Benzin-i-Propylalkoholgemische ver-
einfacht und rascher gestaltet.

3. Die beiden Arbeitsweisen werden gegeneinander und auf Ver-
lustfreiheit gepriift. Die Ubereinstimmung der Extinktionswerte im
Stufenphotometer (bei Filter Sg, S; und S,) von frischem Gesamt-
extrakt und der nach Chromatographie vereinigten Ausziige erweist die
Verlustfreiheit der beschriebenen kapillaranalytischen Trennmethode.
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Die gute Ubereinstimmung der Extinktionswerte im Blau, der einerseits
durch Ausschiitteln, andererseits chromatographisch erhaltenen Karotin-
anteile erhirtet die Brauchbarkeit der Schnellbestimmungsmethode.

4, Mit Hilfe der Kapillaranalyse wurden GefdBkulturen von zwei
Kleearten (T7rifolium pratense und repens) und zwei Grisern
(Lolium perene und Avena elatior), die unterschiedliche Kernnéhrstoff-
gaben erhielten, in monatlichen Ernteabstéinden auf den Gehalt an Karo-
tin und den beiden Blattgriinanteilen untersucht. Tabelle 1 mit anschlie-
Bender Besprechung vermittelt Einblick in die erzielten Ergebnisse.

5. Mit gleicher Arbeitsweise wurden drei Monate alte Wasserkul-
turen von Tradescantia laekenensis auf Pigmentgehalte untersucht. Da-
nach erscheint das Eisen nicht nur zur Chlorophyllausbildung, sondern
auch zur Karotinsynthese wichtig. Das lippige Wachstum durch Spuren-
elementzusatz (AZ-Losung nach HoaGrLAnND) Hullert sich in héherem
Wassergehalt und wird nicht von einer besseren Ausbildung der Blatt-
farbstoffe begleitet. Eine eingehendere Behandlung der Ergebnisse fin-
det sich im AnschluB an die Tabellen 2 und 3.

6. Die BezugsgroBe (Frisch-, Trockengewicht, Blattfliche und Ge-
samtstickstoffgehalt) ist von wesentlichem EinfluB auf die Ergebnisse;
besonders eindrucksvoll tritt dies an den Pigmentgehalten der N-Man-
gelblitter bei Bezug auf den Stickstoffgehalt hervor: trotz geringer
Pigmentmengen sind die auf Blattstickstoffgehalt bezogenen Blattfarb-
stoffwerte hoher als bei den iibrigen Kulturen, Dies weist darauf hin,
daB bei Stickstoffuntererndhrung der photosynthetisch wichtige Farb-
stoffapparat der Chloroplasten auf Kosten anderer Zellbestandteile ge-
schont wird.

7. Bei Eisenmangel erscheinen die Pigmentgehalte unabhingig von
der BezugsgriBe gegeniiber normaler Diingung auf ein Drittel bis ein
Viertel herabgesetzt. Eisenchlorose bleibt aber auf das Chlorophyll-a/b-
Verhiltnis ohne Einflufl.

8. Der Ausfall der Wasserkulturversuche mit Tradescantic scheint
darauf hinzuweisen, daB bei Mangel an dem fiir die griinen Pigmente
als Bauelemente wichtigen Stickstoff und Magnesium der Quotient zu-
gunsten von Chlorophyll a verschoben ist. Dies kann so gedeutet werden,
daB die blaugriine Komponente unter diesen Bedingungen gegeniiber der
gelbgriinen bevorzugt gebildet wird. Die Versuche werden noch fort-
gesetzt.
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