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1 Einleitung

Phosphor (P) ist essenziell für alle Lebewesen, und somit auch ein wichtiger
Bestandteil der Pflanzenernährung (Blume et al. 2010). P ist an vielen phy-
siologischen und biochemischen Prozessen beteiligt (Energiemetabolismus,
Aktivierung und Regulierung von Enzymen) und Bestandteil wichtiger Verbin-
dungen (z. B. Nukleinsäuren, Phospholipide) (Hawkesford et al. 2012). Daher
ist es unbedingt notwendig Pflanzen mit ausreichend P zu versorgen.
Die landwirtschaftlich genutzten Flächen in Deutschland zeigen in Bezug auf
ihren P-Versorgungszustand ein heterogenes Bild. Auf der einen Seite sind
viele Flächen in Deutschland durch kosteneinsparenden Mindereinsatz von
Mineraldüngern und Abbau der Viehbestände unterversorgt (Bundesarbeits-
kreis Düngung 2010). Auf der anderen Seite zeigt die Gesamt-P-Bilanz 2007,
trotz rückläufiger Überschüsse, einen kumulierten Überschuss von 15,2 Mio.
t P (Frede et al. 2011). Auf solchen überversorgten Flächen kann durch eine
erhöhte P-Gabe keine Ertragssteigerung erzielt werden, sondern das Risiko
einer Eutrophierung nahegelegener Gewässer wird dadurch gesteigert (Blu-
me et al. 2010). 41% der deutschen Ackerflächen sind in Versorgungsstufe D
und E einzuordnen und damit überversorgt, 38% finden sich in der Optimal-
versorgung C wieder, die eine Erhaltungsdüngung empfiehlt und 21% liegen
dagegen in Stufe A und B, in denen ein Zuschlag zur Erhaltungsdüngung emp-
fohlen wird (Blume et al. 2010). Da P als Ressource endlich und durch kein
anderes Element ersetzbar ist (Hawkesford et al. 2012), gewinnt das Problem
einer Überversorgung weiter an Brisanz.
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Einleitung

Abbildung 1.1: Verschiedene Modelle von unterschiedlichen Autoren zu glo-
balen P-Verarmungsszenarien, denen unterschiedliche Schät-
zungen zu Grunde liegen (Cordell et al. 2014).

Die P-Vorkommen werden in Abhängigkeit von der Qualität des Abbauproduk-
tes, von der Investition in Abbauabläufe und von der Höhe des Verbrauches
in 60 bis 130 Jahren (Werner 1999) erschöpft sein. Andere Studien nennen
Zeiträume für das geschätzte Ende der P-Vorräte zwischen den Jahren 2025
und 2311-2411, wobei der Großteil der Schätzungen in den Jahren um ca.
2070 liegt (Cordell et al. 2014; Cordell et al. 2011) (Abb. 1.1). In der Abb. 1.2
wird der Verlauf der P-Produktion aus verschiedenen Szenarien dargestellt.
Die Fläche unter der jeweiligen Kurve und damit die Menge der verbleibenden
P-Vorräte ist in allen drei Fällen die gleiche. An diesen drei Varianten lässt sich
erkennen, wie schwierig es ist, den tatsächlichen Verlauf vorauszusagen, da
viele Faktoren hier eine Rolle spielen.
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Table 1. Estimates of lifetime of current world phosphate rock reserves by different authors. 

Author 

Estimated 

lifetime of 

reserves 

Estimated 

year of 

depletion * 

Assumptions 

Tweeten [16]  61 years  2050 Assumes 3.6% increase in demand; in [19]  

Runge-Metzger [17]  88 years  2083 
Assumes 2.1% increase, based on 1992 World Bank/FAO/UNIDO/ 

Industry Fertilizer Working Group 

Steen [18]  60–130 years  2058–2128 

Based on range of 2–3% increase demand rates, plus a ‘most 

likely’ 2% increase until 2020 and 0% growth thereafter if 

efficiency and reuse measures are implemented. 

Smil [7]  80 years 2080 At ‘current rate of extraction’ 

Fixen [19]  93 years 2102 At 2007–2008 production rates 

Smit et al. [20]  69–100 years  2078–2109 Assuming 0.7–2% increase until 2050, and 0% increase after 2050. 

Vaccari [15] 90 years 2099 At ‘current rates’  

Van Kauwenbergh [13]  300–400 years 2310–2410 At ‘current rates’ 

* year of depletion assumes lifetime estimated from date of publication. 

Figure 2. Three different models for estimating the critical point in time when demand for 
phosphorus will exceed supply: A. peak phosphorus production, B. depletion scenario 
based on average annual consumption and C. depletion scenario based on an assumption of 
generally increasing average consumption. In each case, the area under the curve is equal 
to the total remaining reserves. 

 
 

3.4. Uncertain Future Demand  

On the consumption side, the future phosphorus demand trends are far from static. While the supply 
of high-grade cheap phosphate rock is likely to be constrained in the future for the reasons identified 
above, the overall demand for phosphorus is anticipated to increase. Although fertilizer demand is 
stabilizing in parts of Europe and North America, where decades of over-application means that soils 
are saturated and thus only require application to replace what is lost in harvest [21], the situation is 
quite different in developing countries and emerging economies. Global demand is forecasted to increase 
in the short-term on average around 3% until 2014/15, with around 2/3 of this demand coming from  
Asia [22,23] (see Figure 3). Long-term trends are less clear, but likely to see an increased demand due to 
various factors. Key factors likely to contribute to a net increasing future demand for phosphorus include: 

Abbildung 1.2: Drei Modelle (A) Peak P-Produktion (B) Abbauszenario ba-
sierend auf einem durchschnittlich jährlichen Konsum (C)
Abbauszenario basierend auf einer Schätzung eines generell
steigenden Durchschnittskonsums. In allen drei Fällen ist
die Fläche unter der Kurve gleich den verbleibenden Reser-
ven.(Cordell et al. 2011)

Jedoch haben all diese Schätzungen die gleiche Grundaussage: die Vorräte
werden früher oder später erschöpft sein. Deshalb sollte der Einsatz von P
bewusster und effizienter werden, neue Recycling-Quellen sollten erschlos-
sen und vorhandene P-Bestände in Ackerböden besser genutzt werden. Der
letzte Punkt - die Ausnutzung der bestehenden P-Bestände - bietet den Aus-
gangspunkt dieser Arbeit.

P liegt im Boden in verschiedenen Phosphat-Fraktionen vor: adsorbiertes Phos-
phat, okkludiertes Phosphat, Calciumphosphat und organisch gebundenes
Phosphat (Porg) sowie das in der Bodenlösung gelöste Phosphat (Abb. 1.3).
Ca. 0,1% des Gesamt-P im Boden liegt in der Bodenlösung vor, aus der P in
Form von Phosphat aufgenommen wird.
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Abbildung 1.3: Phosphatfraktionen im Boden, modifiziert nach Steffens und
Schubert (2016)

Die Gesamt-P-Konzentration im Boden schwankt stark zwischen < 100 - 3000
mg P (kg Boden)-1 (Condron et al. 2005; Sims 2005). Aus Pinguinkot entstan-
dene Permafrostböden erreichen bis zu 10 g P (kg Boden)-1, während über
mehrere Jahrzehnte intensiv bewirtschaftete und gedüngte landwirtschaftli-
che Flächen bis über 2 g P (kg Boden)-1 erreichen (Blume et al. 2010). Einen
relativ großen Prozentsatz davon (25 - 65%) kann Porg in landwirtschaftlich
genutzten Oberböden einnehmen (Werner 1999). Der Anteil nimmt im Boden-
profil zusammen mit dem Humusgehalt ab (Blume et al. 2010). Es werden
verschiedenste Verbindungen in die Fraktion der Porg-Verbindungen eingeord-
net (Tab. 1.1). Am stärksten vertreten sind die Monoester und hierbei vor allem
das Phytat (= Inositol-Hexaphosphat). Die Konzentrationen dieser Verbindung
werden bei Turner et al. (2002) in einer Übersicht verschiedenster Studien
gezeigt und variieren je nach Boden von 0,3 bis 987 µg Inositolphosphat (g
Boden)-1, was Konzentrationen von 2,2 bis 67% des jeweils gesamten Porg

entspricht. In einer australischen Studie von Williams und Anderson (1968)
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wurde ein durchschnittlicher Wert von 16% des Boden-Porg angegeben.

Tabelle 1.1: Übersicht der Porg-Verbindungen nach (Condron et al. 2005).
(Abbildungen nach Überprüfung aus wikimedia.org und che-
mistry.about.com)

Orthophosphat-
monoester

Inositolphosphate z. B. myo-Inositol-Hexaphosphat

bzw. Phytat

Mononukleotide z. B. Adenosinmonophosphat
Phosphoproteine z. B. Casein
Zuckerphosphate z. B. Glucose-6-Phosphat

Orthophosphat-
diester

Nukleinsäuren z. B. DNA

Phospholipide z. B. Phosphatidylcholin
bzw. Lecithin

Teichonsäuren z. B. Lipoteichonsäuren

Phosphonate z. B. Glyphosat

Orthophosphat-
Anhydride

z. B. ATP

Aromatische
Verbindungen

Aromatische Dies-
ter

bisher keine spezifischen Struk-
turen indentifiziert
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Der Boden, ein Gefüge aus Mineralen, organischer Substanz, Bodenlösung
und -luft sowie den Bodenorganismen (Blume et al. 2010), ist ein komple-
xes System in dem Porg vorkommt. All diese Formen unterliegen laut Yan et
al. (2014) und Arai et al. (2007) physikochemischen Prozessen wie Sorpti-
on/Desorption und Ausfällung/Lösung , aber auch biologischen Abläufen wie
mikrobieller Immobilisierung, Remineralisation von immobilisiertem Phosphat
und der Mineralisation von nicht-lebendem Porg (Oehl et al. 2001) (Abb. 1.4).

Abbildung 1.4: Konzeptionelles Modell des Umsatzes von Porg modifiziert
nach Condron et al. 2005

Faktoren, die die Pflanzenverfügbarkeit von Porg beeinflussen, sind seit langer
Zeit Bestandteil der Forschung (Helal et al. 1991). Zum einen ist die „Black-
box“ Boden von großem Interesse mit ihren physiko- und biochemischen Pro-
zessen. Gerade die Einflüsse verschiedener Mikroorganismen auf die P-Ver-
fügbarkeit im Boden selbst, aber auch in Zusammenhang mit der Pflanze wie
Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) und Mykorrhiza sind zu disku-
tieren. Zum anderen darf der Einfluss der Pflanzen nicht außer Acht gelassen
werden, da viele Kulturpflanzen Porg als P-Quelle nutzen können (Nuruzza-
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man et al. 2006; Leppin 2007).
Um Porg für Pflanzen verfügbar zu machen, muss dieses zu Orthophosphat
hydrolisert werden. Eine Möglichkeit besteht durch die mikrobielle Umsetzung
im Boden. Diese ist gekennzeichnet durch die Unabhängigkeit der angebau-
ten Kultur und sollte in der für die Mikroorganismen optimalen Umgebung
ohne weiteres ablaufen können. Durch Faktoren, die auf die Mikroorganis-
menumgebung einwirken, sollte auch die Umsetzung beeinflussbar sein. Da
die Rhizosphäre jedoch durch die jeweilige Pflanze beeinflusst wird, kann ein
Einfluss durch die verschiedenen Pflanzen nicht ausgeschlossen werden. In
tieferen Bodenschichten sollte es nicht mehr zu einer Umsetzung von Porg in
Orthophosphat kommen, da in tieferen Bodenschichten die mikrobielle Aktivi-
tät stark in Abhängigkeit von Nahrungsangebot, Temperatur und Bodenfeuch-
te abnimmt (Blume et al. 2010). Daraus wird folgende Hypothese abgeleitet:

Hypothese 1: Bodeneigenschaften, wie z. B. die biologische Aktivität, beein-
flussen die Pflanzenverfügbarkeit des Porg in hohem Maße. Böden mit ver-
schiedenen Eigenschaften beeinflussen die Umsetzung und Aneignung von
Porg signifikant unterschiedlich.

Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass die Umsetzung von Porg in Or-
thophosphat durch die Pflanze selbst erfolgt. Die Fraktion des Porg kann von
verschiedenen Kulturpflanzen genutzt werden, ist jedoch nicht mit den ge-
wöhnlichen Standardbodenuntersuchungsmethoden erfassbar (Leppin 2007;
Steffens et al. 2010). Dadurch können P-Vorräte auf dem Feld unterschätzt
und die P-Verschwendung gefördert werden. Kulturen, die Porg nutzen kön-
nen, müssten nicht unbedingt mit P-haltigen Mineraldüngern zusätzlich ver-
sorgt werden.
Hier können ebenfalls verschiedene Faktoren Einfluss auf den Prozess der
Aneignung nehmen. Ein spezielles, gut erforschtes Beispiel ist die Weißlupi-
ne, die in den Proteoidwurzeln verschiedene Mechanismen besitzt, um sich
Phosphat schnell und effizient aneignen zu können (Dinkelaker et al. (1989),
(1995), Gerke et al. (1994), Miller et al. (2001), Neumann et al. (1999), (2000),
Yan et al. (2002)). Abb. 1.5 stellt eine Übersicht dieser Mechanismen von Zim-
mermann (2003) dar.
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Abbildung 1.5: Reaktionsmechanismen der Weißlupine auf P-Mangel aus
Zimmermann 2003.

Einer dieser Mechanismen, nicht nur bei der Weißlupine, sondern allgemein
bei Pflanzen, um Porg zu mobiliseren, ist die Saure Phosphatase. Dieses En-
zym gehört in die Gruppe der Phosphatasen und hydrolisiert Phosphorsäu-
reester (Vincent et al. 1992). Wie ihr Name schon andeutet liegt der optimale
pH-Wert unter 7 (Schinner et al. 1996). Diese Enzyme übernehmen verschie-
dene Aufgaben in der Pflanze: von der Mobilisierung des Phytats im Samen-
korn durch die Phytase (spezielle Form der Sauren Phosphatasen) (Brinch-
Pedersen et al. 2000), über Mobilisierung von Phosphat innerhalb der Pflanze
(Duff et al. 1991) bis zur Mobilisierung von Phosphat im Boden (Duff et al.
1991). Besonders stabil scheinen die Phosphatasen zu sein, die sich in der
Wurzelzellwand, dem Wurzelapikalmeristem und an der äußeren Oberfläche
der Wurzelepidermiszellen befinden (Vance et al. 2003). Die Aktivität dieser
Phosphatasen ist somit ein Weg für die Pflanze Porg verfügbar zu machen.
Das Aneignungsvermögen von Porg durch Pflanzen kann somit durch ver-
schiedene genetisch festgelegte Faktoren beeinflusst werden. Auf Grund der
genetischen Vielfalt verschiedener Pflanzenarten oder sogar Pflanzensorten
kann geschlussfolgert werden, dass sie sich in ihrem Aneignungsmechanis-
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mus unterscheiden. Leppin (2007) und Steffens et al. (2010) konnten zeigen,
dass verschiedene Kulturpflanzen beim Test auf ihre Fähigkeit sich Phosphat
aus Porg anzueignen unterschiedlich reagierten. Da die Kartoffel eine wichtige
Nutzpflanze darstellt - der Anbau in Deutschland beträgt 244800 ha (Statisti-
sches Bundesamt 2014) - und diese in vorangegangenen Studien noch nicht
in dieser Art und Weise getestet wurde, erwies es sich als interessant, die-
se weitere Kulturart zu untersuchen. Ein weiterer, interessanter Aspekt ist, ob
sich unterschiedliche Sorten verschieden im Bezug auf die Aneignung von
Porg verhalten. Es wurden daher die Sorten cv. Belana und cv. Marabel von
EUROPLANT Pflanzenzucht GmbH, als bekannte Speisekartoffelsorten, aus-
gewählt. Als Vergleichsreferenz für die Kartoffel wurde die bereits getestete
Rapssorte cv. Carousel genommen (Leppin 2007; Steffens et al. 2010). Mit
diesen Pflanzen sollte die folgende Hypothese getstet werden:

Hypothese 2: Die Aneignung von Phosphat aus Porg ist von der Pflanzenart
abhängig und damit genetisch bedingt.
a) Die Nutzpflanzen Raps (Brassica napus cv. Carousel) und Kartoffel (Sola-
num tuberosum cvs. Belana und Marabel) unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Porg-Aneignung signifikant.
b) Die Kartoffelsorten Solanum tuberosum cvs. Belana und Marabel unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer Porg-Aneignung signifikant.

Um diese Aspekte zu testen, stellen die P-Konzentration in der Pflanze sowie
die Aktivität der Sauren Phosphatase an der Wurzel entscheidende Fakto-
ren dar. Mithilfe des P-Gehaltes in der Pflanze kann die P-Aneignung getes-
tet werden. Hierbei spielen wiederum verschiedene Aspekte eine Rolle, die
Unterschiede zwischen den Pflanzen verursachen können: Wurzelsystem, P-
Transporter, Einfluss der Pflanze auf die Rhizosphäre und damit auf die Ver-
fügbarkeit von P für die Pflanze. Durch die Datenerhebung zur Phosphata-
seaktivität erhält man Ergebnisse zur Fähigkeit bzw. Reaktivität der Pflanze
P-Mangel zu erkennen und darauf entsprechend zu reagieren.
Weiterhin wurde die Kombination von Boden und Pflanze getestet. Wie unter-
scheidet sich die Aneignungseffizienz der genannten Pflanzenarten auf einem
Unterboden, der eine geringe biologische Aktivität besitzt, gegenüber der An-
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eignung auf einem Oberboden mit ausgeprägter biologischer Aktivität? Wer-
den die Unterschiede zwischen Pflanzenarten auf einem biologisch aktiven
Boden von den Einflüssen des Bodens überlagert, oder zeigen sich diese Un-
terschiede unabhängig hiervon? Können z. B. Mykorrhizapilze oder bestimmte
Bakterien so den P-Stoffwechsel beeinflussen, dass die pflanzeneigenen Me-
chanismen überdeckt werden? Oder zeigen sich diese Unterschiede, wenn
auch evtl. etwas weniger ausgeprägt, zwischen den Pflanzenarten auf jedem
Boden bzw. Substrat? Diese Überlegungen führten zur folgenden Hypothese:

Hypothese 3: Genetische Unterschiede bzgl. der Phosphat-Aneignung aus
Porg bei ausgewählten Nutzpflanzen zeigen sich bei eingeschränkter biologi-
scher Aktivität des Bodens.
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2 Material & Methoden

2.1 Bodeninkubation I - Einfluss von Bodentyp und
Glucosegabe auf die Mineralisation von Porg

Zur Charakterisierung der Faktoren, die auf die Porg-Fraktion einwirken, wur-
de ein Bodeninkubationsversuch unter aeroben Verhältnissen angelegt. Hier-
bei sollte getestet werden, ob verschiedene Bodentypen und eine zusätzliche
Glucosegabe sich auf die Mineralisierung von Porg auswirken. Zu Vergleichs-
zwecken wurde eine Variante ohne jegliche P-Gabe mitgeführt sowie eine mit
wasserlöslichem Phosphat.

Bodenaufbereitung

Für diesen Versuch wurden fünf verschiedene Bodentypen ausgewählt (nach
World Reference Base (WRB) klassifiziert):

• Luvisol Unterboden (Kleinlinden)
• Podsol (Düshorn)
• Luvisol Oberboden I (Hünfeld)
• Fluvisol (Gießen)
• Ferralsol (Lich)
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Tabelle 2.1: Physikochemische Bodeneigenschaften im Bodeninkubationsver-
such I;
(ergänzte Institutsunterlagen)

Parameter Luvisol Podsol Luvisol Fluvisol Ferralsol
Unter-
boden
(80-120
cm)

Ober-
boden
I

pH,
0,01 M CaCl2 7,1 5,7 7,2 5,2 5,5
Ct, % 0,28 2,64 1,75 2,62 0,33
Nt, % 0,02 0,12 0,17 0,24 0,02
St, % 0,02 0,03 0,07 n. b. 0,08
CAL-P, mg kg-1 5,9 22,5 39,5 18,7 0,3
CAL-K, mg kg-1 38,8 n. b. 169,0 26,9 6,7
Sand, % 47,9 90,8 8,8 4,9 30,4
Schluff, % 34,5 8,3 66,7 64,3 39,5
Ton, % 17,6 0,9 24,5 30,8 30,1
Bodenart sandiger Sand stark schluffiger schwach

Lehm toniger Lehm toniger
Schluff Lehm

Der Versuch wurde in Mitscherlichgefäßen durchgeführt. Folgende Nährstoff-
gaben wurden jeder Variante zugeführt, um den Bodeninkubationsversuch mit
anschließenden Pflanzenversuchen vergleichen zu können:

Tabelle 2.2: Nährstoffgaben im Bodeninkubationsversuch I
Nährstoff Form mg Nährstoff (kg Boden)-1
N NH4NO3 160
K K2SO4 400
Mg MgSO4 × 7 H2O 50
B H3BO4 0,46
Mo (NH4)6 Mo7O24 × 4 H2O 0,11
Mn MnSO4 × H2O 40
Zn ZnSO4 × 7 H2O 10
Cu CuSO4 × 5 H2O 5

Versuchsansatz und Versuchsdurchführung

Der Versuch umfasste die nachstehenden Varianten in vierfacher biologischer
Wiederholung:

• P0 als Kontrolle
• Ca(H2PO4)2 (100 mg P (kg Boden)-1)
• Na-Phytat (100 mg P (kg Boden)-1)
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Die Gefäße wurden unter kontrollierten Bedingungen (ohne Licht; 16 h bei
21°C und 60% relative Luftfeuchte sowie 8 h bei 16°C und 70% relative Luft-
feuchte) bei 50% Wasserhaltekapazität für insgesamt 140 Tage inkubiert, um
die Ergebnisse mit vorangegangenen Studien (Leppin 2007; Steffens et al.
2010) vergleichen zu können. Nach der Hälfte (Tag 70) des Versuchszeit-
raums wurden die Böden aller Varianten und biologischen Wiederholungen
zuerst getrocknet, anschließend in zwei gleich große Portionen geteilt und
entweder mit Glucosegabe (10 g (kg Boden)-1) oder ohne Glucosegabe zu-
rück in Mitscherlichgefäße bei gleichen Versuchsbedingungen verbracht. An
den Tagen 1, 2, 4, 8, 16, 32, 71, 106, 125 und 140 wurden Bodenproben mit
einem kleinen Bohrstock (Ø 1,5 cm) mit jeweils drei Einstichen pro Gefäß bis
zum Gefäßgrund entnommen. Die gezogenen Bodenproben wurden aufbe-
reitet und auf CAL-extrahierbares P analysiert (siehe 2.8 CAL-Extraktion und
Bestimmung der P-Konzentration S. 39).

2.2 Bodeninkubation II - Einfluss des Boden-pH-Wertes auf
die Mineralisation von Porg

Da sich in dem ersten Bodeninkubationsversuch zwei Böden mit relativ hohem
Boden-pH-Wert positiv in der Mineralisation von Porg darstellten, wurde ein
weiterer Versuch angelegt. Für den Einfluss des Boden-pH-Wertes auf die
Mineralisation von Porg wurde ein aerober Bodeninkubationsversuch angelegt,
bei dem die Versuchsböden auf einen bestimmten pH-Wert aufgekalkt und bei
unterschiedlichen Temperaturen inkubiert wurden.

Bodenaufbereitung

Für diesen Versuch wurden fünf verschiedene Bodentypen ausgewählt und
auf den pH-Wert 7,2 (pH-Wert des Luvisols I) aufgekalkt (Tab. 2.4), um zu
prüfen, ob der Boden-pH-Wert die Mineralisationseigenschaften aller Böden
einheitlich beeinflusst. Als weiterer Einflussfaktor auf den Mineralisierungs-
prozess wurde die Temperatur gewählt (15°C und 25°C), um zu testen ob die
mikrobiologischen Prozesse der Mineralisierung dadurch beeinflusst werden.
Es wurden nachstehende Bodentypen verwendet:
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• Luvisol I (Hünfeld) (ursprünglicher pH 7,2),
• Podsol (Düshorn) (ursprünglicher pH 5,7),
• Fluvisol (Gießen) (ursprünglicher pH 5,2),
• Luvisol II (Gladbacher Hof) (erodiert) (ursprünglicher pH 6,3)
• Ferralsol (Lich) (ursprünglicher pH 5,5).

Tabelle 2.3: Physikochemische Bodeneigenschaften im Bodeninkubations-
veruch II

Parameter Luvisol Podsol Fluvisol Luvisol Ferralsol
Ober-
boden
I

Ober-
boden
II

pH,
0,01 M CaCl2 7,2 5,7 5,2 6,3 5,5
Ct, % 1,75 2,64 2,62 1,02 0,33
Nt, % 0,17 0,12 0,24 0,10 0,02
St, % 0,07 0,03 n. b. 0,01 0,08
CAL-P, mg kg-1 39,5 22,5 18,7 25,4 0,3
CAL-K, mg kg-1 169,0 n. b. 26,9 n. b. 6,7
Sand, % 8,8 90,8 4,9 3,3 30,4
Schluff, % 66,7 8,3 64,3 68,0 39,5
Ton, % 24,5 0,9 30,8 28,7 30,1
Bodenart stark Sand schluffiger stark schwach

toniger Lehm schluffiger toniger
Schluff Ton Lehm

Tabelle 2.4: Applikation von CaCO3 zu den Versuchsböden zur Einstellung
auf pH 7,2

Boden CaCO3
je 500 g (g)
Luvisol I 0
Podsol 1,325
Fluvisol 1,426
Luvisol II 0,460
Ferralsol 1,046

Die Böden wurden mit den Nährstoffen wie in Tab. 2.2 beschrieben gedüngt.

Versuchsansatz und Versuchsdurchführung

Der Versuch wurde in Plastikgefäßen à 500 g Boden durchgeführt. Die Plastik-
gefäße wurden mit gelochter Frischhaltefolie abgedeckt, um ein Austrocknen
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der Böden zu verhindern, zugleich jedoch einen Luftaustausch zu ermögli-
chen. Der Versuch umfasste die nachstehenden Varianten in vierfacher Wie-
derholung:

• P0 als Kontrolle (+ Na2SO4 als Na-Ausgleich (140 mg Na (kg Boden)-1))
• Na-Phytat (100 mg P (kg Boden)-1) als Porg

Um ein mögliches Auftreten arbiträrer Effekte zu vermeiden, wurde, als Ver-
besserung gegenüber dem ersten Versuch, ein Na-Ausgleich in der Kontroll-
variante durchgeführt. Die Böden wurden unter kontrollierten Bedingungen
in den Varianten 15°C und 25°C, bei 60% relativer Luftfeuchte und bei 50%
Wasserhaltekapazität für insgesamt 140 Tage im Dunkeln inkubiert. An Tag 28
wurden Bodenproben mit einem kleinen Bohrstock (Ø 1,5 cm), an den Tagen
56 und 140 mit einem Beprobungslöffel (da dies, bei den kleinen Gefäßen,
praktikabler war) mit jeweils drei Einstichen pro Gefäß bis zum Gefäßgrund
entnommen. Die gezogenen Bodenproben wurden aufbereitet und auf CAL-
extrahierbares P analysiert (siehe 2.8 CAL-Extraktion und Bestimmung der P-
Konzentration S. 39).

2.3 Pflanzenanzucht I - Einfluss der Pflanzenart auf die
P-Aneignung aus Porg-Verbindungen am Beispiel der
Kartoffel (Solanum tuberosum cv. Belana)

Der Einfluss der Pflanzenart auf die Verfügbarkeit von Porg wurde zunächst
mit einem Versuch in Mitscherlichgefäßen getestet. Hierzu wurde die Pflan-
zenart Kartoffel (Solanum tuberosum cv. Belana) eingesetzt und auf ihre P-
Aneignung von Porg (Na-hexaphytat) getestet. Die Kartoffel wurde zum einen
ausgewählt, da es sich hierbei um eine wichtige Kulturpflanze in Europa han-
delt, zum anderen, da die Kartoffelpflanze von der Forschungsgruppe Frossard
gentechnisch manipuliert worden war (Zimmermann et al. 2003), um ihre P-
Aneignung aus Porg-Verbindungen zu verbessern. Die Kartoffel war in frühe-
ren Untersuchungen (Steffens et al. 2010) noch nicht auf die Aneignung von
Porg untersucht worden.
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Bodenaufbereitung

Zur Anzucht wurde aufgrund seiner geringen biologischen Aktivität und seiner
niedrigen CAL-P-Konzentration ein Luvisol-Unterboden (pH 7,1; Corg 0,22%,
CAL-P 5,9 mg P kg-1 Boden: „Kleinlinden 2010“) vgl. Tab. 2.1 genutzt. Um
die natürliche P-Konzentration noch weiter zu verringern, wurde Quarzsand
(50%) untergemischt, d. h. 3 kg Boden plus 3 kg Quarzsand. Es wurden die
Nährstoffe aus Tab. 2.2 zugegeben, um Nährstoffmangel auszuschließen.

Versuchsansatz und Versuchsdurchführung

Sechs verschiedene P-Düngevarianten in je dreifacher biologischer Wieder-
holung wurden hierbei verglichen:

• P0 als Kontrolle
• Ca(H2PO4)2 (100 mg P (kg Boden)-1)
• Na-Phytat (100 mg P (kg Boden)-1)

– Na-Phytat als aufbereitete Porg-Quelle; Porg-Produkt, hergestellt aus
Reis (Sigma-Aldrich, St. Louis USA)

• Maismehl (50 mg P (kg Boden)-1) (120 g Maismehl)
• Maismehl (100 mg P (kg Boden)-1) (240 g Maismehl)
• Maismehl (150 mg P (kg Boden)-1) (360 g Maismehl)

– Maismehl (0,42 mg P (g Maismehl)-1) als naturbelassene Porg-Quel-
le; Porg natürlichen Ursprungs, nicht aufbereitet

Die Gefäße wurden mit dem Großteil des Bodengemisches befüllt, die in Pla-
sitkschalen vorgekeimten Kartoffelknollen eingelegt und diese mit dem rest-
lichen Bodengemisch, etwa eine Handschaufel voll, bedeckt. Unter standar-
disierten Bedingungen der Klimakammer (Lichtphase: 16 h bei 21°C, 60%
relative Luftfeuchte, 200 Wm-2; Dunkelphase: 8 h bei 16°C, 70% relative Luft-
feuchte) wurden die Pflanzen 35 Tage angezogen. 2 Tage nach Versuchs-
beginn wurden Bodenproben von allen Varianten gezogen. 2 Wochen nach
Versuchsbeginn wurde 0,5 g N (NH4NO3) je Gefäß nachgedüngt.
Für die Auswertung der P-Gehalte in der Pflanze wurde der P-Gehalt in der
Knolle berücksichtigt. Dazu wurden alle Mutterknollen vor dem Setzen gewo-
gen. Eine representative Auswahl aus der gleichen Partie Setzkartoffeln wurde

25



Material & Methoden Pflanzenanzucht II

auf P nach Gericke und Kurmies (1952) untersucht (siehe 2.7 Ammonium-
Vanadat-Molybdat-Methode S. 39). Der Durchschnitt wurde dann als Grund-
lage für die Berechnung des P-Gehaltes in den gesetzten Mutterknollen ver-
wendet.

Ernte

Nach 35 Tagen wurden zuerst die Sprossteile der Pflanzen abgeschnitten, ge-
wogen, klein geschnitten und in Papiertüten bei 105°C bis zur Gewichtskon-
stanz im Trockenschrank getrocknet. Parallel wurden die abgeernteten Ge-
fäße eingeweicht, um danach die Wurzeln leichter vom Boden separieren zu
können. Dazu wurden die Gefäße über einem Sieb (5 mm) umgestülpt und
der Wurzelballen mit Wasser ausgespült. Die neu gebildeten Knollen sowie
die Mutterknolle, wenn jeweils schon/noch vorhanden, wurden abgeschnitten,
jeweils die Frischmasse ermittelt, klein geschnitten und bei 105°C in Aluscha-
len bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die grob gereinigten Wurzeln wur-
den im weiteren Arbeitsschritt fein gereinigt, d. h. anhaftender Boden sowie
andere Fremd- und Faserteile wurden vorsichtig mit einer Pinzette entfernt.
Dann wurden die Wurzeln sorgfältig trocken getupft, um die Frischmasse oh-
ne anhaftendes Wasser ermitteln zu können. Anschließend wurden auch die
Wurzeln klein geschnitten und bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz getrock-
net.

2.4 Pflanzenanzucht II - Einfluss eines Oberbodens auf die
P-Aneignung aus Porg-Verbindungen von Raps und
Kartoffel

In diesem Experiment sollte getestet werden, wie die P-Aneignung von Raps
und Kartoffel in biologisch aktivem Oberboden beeinflusst wird. Dazu wurde
ähnlich wie in der Pflanzenanzucht I verfahren.
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Bodenaufbereitung

Für diesen Versuch wurde ein biologisch aktiver Oberboden, vgl. Luvisol-Ober-
boden II, Tab. 2.3, S. 23, verwendet. Dieser wurde zu 50% mit Quarzsand ge-
mischt, um die Nährstoffkonzentration zu senken. D. h. es wurden 3 kg Boden
mit 3 kg Quarzsand vermengt und die üblichen Düngegaben hinzugefügt (vgl.
Tab. 2.2, S. 21).

Versuchsansatz und Versuchsdurchführung

Der Versuch umfasste die nachstehenden Varianten in dreifacher Wiederho-
lung:

• P0 als Kontrolle (+ Na2SO4 als Na-Ausgleich (140 mg Na (kg Boden)-1))
• Ca(H2PO4)2 (100 mg P (kg Boden)-1) (+ Na2SO4 als Na-Ausgleich (140

mg Na (kg Boden)-1))
• Na-Phytat (100 mg P kg-1 Boden) als Porg

Um ein mögliches Auftreten arbiträrer Effekte zu vermeiden, wurde, als Ver-
besserung gegenüber der ersten Pflanzenanzucht, ein Na-Ausgleich bei P0

und Ca(H2PO4)2 durchgeführt.
Weiter wurde so verfahren wie in Pflanzenanzucht I s. S. 25f. Anzumerken ist
hier, dass erst an Tag 3, nach der Bodenprobenentnahme, 6-10 Rapssamen
gesät wurden. Diese wurden dann 1-2 Tage nach dem Auflaufen (14 Tage
nach der Saat) auf drei homogene Pflanzen vereinzelt. Neben cv. Belana wur-
de mit einer weiteren Kartoffelsorte Solanum tubersum cv. Marabel gearbeitet.
Insgesamt umfasste der Versuch somit 27 Gefäße.

Ernte

Die Ernte erfolgte ebenfalls wie in Pflanzenanzucht I (s. S. 26). Zusätzlich wur-
de den abgetupften Wurzeln eine Mischprobe, bestehend aus 2 cm langen
Stücken von 1 g Wurzelmasse, des gesamten Wurzelapparates, für die Wur-
zellängenmessung entnommen und diese in Eisessig/Ethanol bis zur Mes-
sung gelagert.
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2.5 Pflanzenanzucht III: Aktivitätsmessung der
wurzelgebundenen Sauren Phosphatase in vivo von Raps
und Kartoffel

Pflanzenanzucht

Für das Wasserkulturexperiment wurden, wie in Pflanzenanzucht II, zwei Pflan-
zenarten verwendet. Die Kartoffelsorten Solanum tuberosum cvs. Belana und
Marabel sowie die Rapssorte Brassica napus cv. Carousel. Bis zum Einsetzen
in die Wasserkultur wurde unterschiedlich mit den verschiedenen Pflanzenar-
ten verfahren.

Anzucht Kartoffel

(a) Vorkeimen der Kartof-
feln

(b) Kartoffeln in Quarzsand (c) Abdrehen der Keimlinge

Abbildung 2.1: Anzucht und Vorbereitung der Kartoffeln für den Wasserkul-
turversuch

Die Kartoffelknollen beider Sorten wurden in einer Klimakammer, ausgelegt
in grünen, rechteckigen Plastikschalen, unter kontrollierten Bedingungen vor-
gekeimt (Abb. 2.1(a)), bis an den Augen deutlich erkennbare 3-5 mm lange
Triebe zu sehen waren. Sobald dies der Fall war, wurden die Knollen in klei-
ne Plastikgefäße mit Quarzsand gesetzt (Abb. 2.1(b)) und für 14 Tage mit 1
mM CaSO4-Lösung, die zusätzlich 10 µM H3BO4 enthielt, gegossen und in
der Klimakammer unter standardisierten Bedingungen (Lichtphase: 16 h bei
21°C, 60% relative Luftfeuchte, 200 Wm-2; Dunkelphase: 8 h bei 16°C, 70%
relative Luftfeuchte) angezogen. Nach diesen 2 Wochen waren die Keimlin-
ge so groß (ca. 2-3 cm), dass sie von der Mutterknolle an der Sollbruchstelle
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sanft abgedreht (Abb. 2.1(c)), mit Schaumstoff umwickelt und in 4,5 L-Gefäße
mit ¼ konzentrierter Nährlösung überführt werden konnten. Die Konzentration
der Nährlösung wurde von ¼ schrittweise nach 3 Tagen auf ½ und nach 4 Ta-
gen auf die volle Konzentration erhöht. Mit Erlangen der vollen Konzentration
wurde die P-Konzentration ebenfalls schrittweise (nach 3 und nach weiteren 4
Tagen) herabgesetzt (Tab. 2.5).

Anzucht Raps

Die Rapssamen wurden zum Keimen in einer Styroporschale auf Quarzsand
ausgestreut und für 11 Tage mit 1 mM CaSO4-Lösung, die zusätzlich 10 µM
H3BO4 enthielt, gegossen und unter standardisierten Bedingungen in der Kli-
makammer (Lichtphase: 16 h bei 21°C, 60% relative Luftfeuchte, 200 W m-2;
Dunkelphase: 8 h bei 16°C, 70% relative Luftfeuchte) angezogen. Die ca.
2-3 cm großen Keimlinge wurden mit Schaumstoff umwickelt und in die 5
L-Gefäße mit ¼ konzentrierter Nährlösung überführt. Die Konzentration der
Nährlösung wurde von ¼ schrittweise nach 3 Tagen auf ½ und nach 4 Ta-
gen auf die volle Konzentration erhöht. Mit Erlangen der vollen Konzentration
wurde die P-Konzentration ebenfalls schrittweise (nach 3 und nach weiteren 4
Tagen) herabgesetzt (Tab. 2.5).

Tabelle 2.5: Nährlösungzusammensetzung im Wasserkulturversuch
Nährstoff Nährlösung (mM) Nährsalz
N 2,00 Ca(NO3)2
N 1,00 NH4NO3

Mg 1,00 MgSO4 × 7 H2O
Cl 0,05 KCl
K 1,5 K2SO4

P (anfangs) 0,250 KH2PO4

(Übergang) 0,025
(Mangel) 0,001

Fe 0,1 Fe(III)-EDTA
Mn 0,001 MnSO4 × 1 H2O
Zn 0,001 ZnSO4 × 7 H2O
Cu 0,0005 CuSO4 × 5 H2O
Mo 0,00002 (NH4)6Mo7O24 × 4 H2O
B 0,01 H3BO4
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Enzymaktivitätsmessung in vivo

Nach 9 Tagen Anzucht unter P-Mangel-Bedingungen (0,001 mM P) wurde die
Phosphataseaktivität der Kartoffelwurzel bei unterschiedlichen Substratkon-
zentrationen in dreifacher Wiederholung untersucht. Jede Pflanze wurde für
zwei Konzentrationsstufen verwendet, wobei jeweils zuerst die niedrigere Kon-
zentrationsstufe untersucht wurde. In Voruntersuchungen hatte sich gezeigt,
dass keine signifikanten Abweichungen durch Mehrfachnutzung der Pflanzen
(6×) entstehen.

Abbildung 2.2: Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat durch die Phos-
phatase, modifiziert nach http://www.sfu.ca/bisc/bisc-
429/enzymeassay.html, 04.09.2016

Als Substrat wurde p-Nitrophenyl-Phosphat (NPP) verwendet (Abb. 2.2). Die-
ses Substrat hat den Vorteil, dass das Spaltungsprodukt Nitrophenolat (NP)
direkt ohne weitere Anfärbeschritte im alkalischen Bereich bei 405 nm pho-
tometrisch gemessen werden kann. Eine weitere Überlegung bestand dar-
in, nicht das Phosphat zu messen, um zu verhindern, dass eventuell durch
die Pflanze aufgenommenes Phosphat in diesem in vivo-Versuch nicht erfasst
wird. Jedoch kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Pflanzen Ni-
trophenolat aufnehmen (Breuer 2001).
Beim Raps wurde in ähnlicher Weise verfahren. Nach 6 Tagen P-Mangel (0,001
mM P) wurde hier ebenfalls die Phosphataseaktivität untersucht. Je Substrat-
konzentrationsstufe wurden hier drei Wiederholungen von drei unterschied-
lichen Rapspflanzen durchgeführt, und jede Pflanze wurde für zwei unter-
schiedliche Stufen benutzt. D. h. eine Kartoffelpflanze wurde sechsmal be-
nutzt, eine Rapspflanze nur zweimal, da sich beim Raps in den Voruntersu-
chungen nach mehrfacher Nutzung bei gleicher Konzentration Unterschiede in
der Enzymaktivität erkennen ließen. Da keine Unterschiede in den Vorunter-
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suchungen bis zu der genannten Wiederholung auftraten, wurde bei diesem
Versuch eine Teststatistik mit unabhängigen Stichproben durchgeführt. Eine
Mehrfachnutzung wurde angestrebt, um den Umfang an Pflanzen für die An-
zucht und Ernte zu reduzieren.
Die Enzymaktivität wurde nach einer von (Beißner 1997) modifizierten Technik
analysiert: Die Pflanzen wurden aus der Nährlösung entnommen, die Wurzeln
in einer 1 mM CaSO4-Lösung, die zusätzlich 10 µM H3BO4 enthielt, gewa-
schen und anschließend in mit Alufolie eingewickelte 250 mL-Bechergläser,
die 140 mL NPP-Lösung mit der entsprechenden Konzentration enthielten,
überführt. Die NPP-Lösung enthielt einen 0,1 M Na-Citrat-Puffer, eingestellt
auf pH 5,0. Es ist darauf hinzuweisen, dass die Aufrechterhaltung der niedri-
gen Substratkonzentrationen nicht garantiert werden konnte, da im Anschluss
an die Versuchsdurchführung keine Überprüfung der Substratkonzentration
stattfand. Zusätzlich wurden die Gefäße während der Inkubationszeit belüftet.
Nach 10 min Inkubationszeit wurden die Pflanzen entnommen, die Wurzeln
wieder mit der Waschlösung gewaschen und in ihre ursprünglichen Gefäße
überführt. Aus dem Becherglas wurde sofort nach Beenden der Inkubations-
zeit ein Aliquot von 1 mL entnommen und in 25 mL-Kölbchen gegeben, in
denen 4 mL 0,1 M NaOH vorgelegt worden waren. Durch dieses alkalische Mi-
lieu stoppte die Reaktion, färbte sich die Lösung gelb und konnte im Anschluss
im Photometer bei 405 nm gemessen werden. Die Messdaten wurden in ein
Modellberechnungsprogramm (DynaFit 3.28.070 © Petr Kuzic) eingegeben,
das aus den Messpunkten eine Regressionanalyse und damit eine Michaelis-
Menten-Kinetik erstellte. Es zeigte sich jedoch, durch eine Überprüfung mit
Lineweaver-Burk bzw. Scatchard-(reverser Eadie-Hofstee)Plot, dass hier bei
der Sauren Phosphatase keine Michaelis-Menten-Kinetik vorlag. Deswegen
wurden die Daten mit der Hill-Funktion dargestellt (nach Ahlers 1982):

v = Vmax
Sn

Km + Sn
(2.1)

Die Gleichung beschreibt im Kurvenverlauf die Reaktionsgeschwindigkeit (v)
einer Enzymkinetik, wobei hier Vmax für die Maximalgeschwindigkeit steht, Km

für die Substratkonzentration bei halbmaximaler Geschwindigkeit und S für
Substratkonzentration, die durch den Hill-Koeffizient n beeinflusst wird. Im Fol-
genden wird der Hill-Koeffizient n (s.o. Gleichung 2.1) mit h bezeichnet, um
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hier eine Eindeutigkeit in Bezug zur Hill-Gleichung zu schaffen. Er gibt die mi-
nimale Anzahl an Bindungsstellen am Enzym an (Ahlers et al. 1982). Wenn
der Hill-Koeffizient h > 1 ist, liegt positive Kooperativität vor, bei h = 1 liegt
Michaelis-Menten-Kinetik vor und bei h < 1 liegt negative Kooperativität vor.
Auch Km wird durch Kh ersetzt, um keine Verwechslungen mit der Michaelis-
Menten-Kinetik aufkommen zu lassen, und die eindeutige Zuweisung der Kon-
stanten zur Hill-Gleichung klar zu stellen. Um die Regressionsanalyse auf Ba-
sis der Hill-Gleichung (Hill 1910) zu berechnen, wurde das Programm Origin-
Pro verwendet.

Ernte

(a) Rapspflanzen am Tag der Ernte (b) Rapspflanze Nahansicht (32 Tage nach
Aussaat)

Abbildung 2.3: Rapspflanzen am Tag der Ernte nach einer Woche im P-
Mangel (1 µM)

Ein Tag nach den Tests wurden die betreffenden Pflanzen, die deutliche P-
Mangelsymptopme zeigten (vgl. Abb. 2.3), geerntet und in Spross und Wurzel
getrennt und die Sprossfrischmasse gewogen. Die Wurzeln wurden mit dest.
Wasser gespült, um anhaftende Nährlösung abzuwaschen. Nach dem Trock-
entupfen der Wurzeln wurde deren Frischmasse gewogen. 1 g Wurzelfrisch-
masse, bestehend aus 2 cm-Stücken des gesamten Wurzelapparates, wurde
zur Wurzellängenbestimmung in Eisessig/Ethanol aufbewahrt. Der Rest der
Wurzel sowie die Sprossteile wurden bei 105°C getrocknet, um später de-
ren P-Konzentration mit der P-Bestimmung nach Gericke und Kurmies (1952)
(siehe 2.7 Ammonium-Vanadat-Molybdat-Methode S. 39) zu ermitteln.
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2.6 Pflanzenanzucht IV: Biochemische Charakterisierung der
wurzelgebundenen Sauren Phosphatase in vitro von
Raps und Kartoffel

Pflanzenanzucht

Für ein Wasserkulturexperiment wurden wiederum zwei Pflanzenarten ver-
wendet. Die Kartoffelsorten Solanum tuberosum cvs. Belana und Marabel
sowie die Rapssorte Brassica napus cv. Carousel. Bis zum Einsetzen in die
Wasserkultur wurde unterschiedlich mit den verschiedenen Pflanzenarten ver-
fahren.

Anzucht Kartoffel

Die Anzucht erfolgte wie in der Pflanzenanzucht III mit Ausnahme des Nährlö-
sungswechsels: Die Konzentration der Nährlösung wurde von ¼ schrittweise
nach 4 Tagen auf ½ und nach 3 Tagen auf die volle Konzentration erhöht. Mit
Erlangen der vollen Konzentration wurde die P-Konzentration ebenfalls schritt-
weise (nach 4 und nach weiteren 3 Tagen) herabgesetzt (Tab. 2.5).

Anzucht Raps

Auch beim Raps erfolgte die Anzucht wie bei Pflanzenanzucht III. Hier waren
die Keimlinge allerdings schon nach 10 Tagen groß genug, um in die 5 L-
Gefäße mit ¼ konzentrierter Nährlösung überführt zu werden. Die Nährlösung
wurde von ¼ konzentrierter schrittweise nach 4 Tagen auf ½ konzentrierte
und nach 3 Tagen auf die volle Konzentration erhöht. Mit Erlangen der vollen
Konzentration wurde die P-Konzentration ebenfalls schrittweise (nach 4 und
nach weiteren 3 Tagen) herabgesetzt und für 17 Tage fortgeführt (Tab. 2.5).

Ernte & Zellwandextraktion

Nach insgesamt 31 Tagen Wachstum in Wasserkultur wurden die Pflanzen ge-
erntet und in Wurzel und Spross getrennt. Der Spross wurde gewogen, klein
geschnitten, bei 105°C getrocknet und als Rückstellprobe aufbewahrt. Die
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Wurzeln wurden mit dest. Wasser abgespült, trocken getupft, gewogen, in flüs-
sigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Anschließend erfolg-
te eine Extraktion der Wurzelzellwand modifiziert nach Dracup et al. (1984).
Hierzu wurde das tiefgefrorene Material in flüssigem Stickstoff gemörsert, 1
g davon abgenommen, in einen gekühlten Mörser gegeben und mit 10 mL
kühlem Homogenisationspuffer (500 mM Sorbitol, 2,5% (w/v) Ficoll, 50 mM
MES, 1 mM EDTA, 45 mM K+; pH 6,0) für 1 Minute gemörsert. Danach wurde
das Homogenisat über Nylongaze (200 µm lichte Maschenweite) gefiltert und
der Rückstand erneut mit 10 mL Homogenisationspuffer gespült. Das gesam-
te Filtrat wurde in gekühlten Zentrifugenröhrchen aufgefangen und bei 4°C mit
1000 g (Beckman J2-21M/E Centrifuge) 10 min zentrifugiert. Das gewonnene
Pellet wurde mit dem restlichen Rückstand, der in der Nylongaze aufgefan-
gen worden war, erneut, inkl. 0,1 g sauer gewaschenem Seesand sowie 10
mL Homogenisationspuffer, für 2 min gemörsert. Das gesamte Homogenisat
wurde dann erneut bei 1000 g für 10 min zentrifugiert. Danach wurde das
Pellet mit 5 mL Triton-X-100-haltigem Puffer (35 mM MES, 30 mM KOH, 1%
(v/v) Triton-X-100) 30 min auf dem Vortex resuspendiert, wobei die Zentrifu-
genröhrchen in einem Plastikgefäß während der gesamten Zeit auf Eis stan-
den. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation unter den genannten Bedingun-
gen. Anschließend folgten fünf Waschschritte mit dem sog. Dialysepuffer (35
mM MES, 30 mM K+, pH 6,5) und jeweils anschließender Zentrifugation. Das
Pellet wurde jeweils weitergeführt, der Überstand verworfen. Die gewonnene
Zellwandfraktion wurde zum Abschluss in 10 mL Dialysepuffer suspendiert, in
20 mL-Plastikgefäße umgefüllt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert.

Charakterisierung der wurzelgebundenen Sauren Phosphatase

Als Substrat der Sauren Phosphatase wurde p-Nitrophenyl-Phosphat (NPP)
verwendet (Abb. 2.2). Dieses Substrat hat den Vorteil, dass das Spaltungs-
produkt Nitrophenolat (NP) im alkalischen Bereich direkt bei 405 nm photo-
metrisch gemessen werden kann. Es besteht daher kein Bedarf, einen wei-
teren Anfärbeschritt wie bei der Phosphatbestimmung (siehe 2.7 Ammonium-
Vanadat-Molybdat-Methode S. 39, 2.8 CAL-Extraktion und Bestimmung der
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P-Konzentration S. 39 oder 2.8 Phosphat-Fraktionierung nach Kurmies S. 41)
durchzuführen. Jedoch muss beachtet werden, dass das Substrat nicht allzu
lange (gelöst in Assay-Puffer) gelagert werden sollte, da sich das NPP nach
einer gewissen Zeit durch Autolyse zersetzt und sich die Lösung nach und
nach gelb färbt. Dies kann zu einem sehr hohen Blindwert führen und könnte
die Umsetzungsgeschwindigkeit des Enzyms beeinflussen, da möglicherwei-
se nicht mehr ausreichend Substrat vorliegt.
In Vorversuchen wurde die Enzymaktivität im Überstand, der bei der Zell-
wandextraktion immer verworfen wurde, gemessen. Phosphataseaktivität war
vorhanden, jedoch deutlich geringer (nur 14% im Vergleich zu den eigentli-
chen Phosphataseaktivitätsmessungen der drei Genotypen) und vermutlich
von Phosphatasen verursacht, die nicht in der Zellwand lokalisiert sind. Die
Behauptung, dass die Umsetzung des Substrates im eigentlichen Assay haupt-
sächlich durch zellwandgebundene Phosphatasen stattfindet, kann durch Abb.
2.4 unterstützt werden, in der die deutliche Gelbfärbung des Pellets, also an
Zellwandpartikeln, zu erkennen ist.

Abbildung 2.4: Falcontube mit Zellwandsuspension während der Enzymre-
aktion

Die Aktivierungsenergie der Phosphatase der Wurzelzellwand wurde mit Hil-
fe von zwei verschiedenen Temperaturen bestimmt. Die Zellwandsuspension
wurde aufgetaut und ein Aliquot von 0,1 mL in 8,9 mL des Assaypuffers (pH
5,5; 35 mM MES; 40 mM K+ (pH-Wert-Einstellung mit 1 M KOH; restliches
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K+ in Form von 3 M KCl ergänzt)) in ein 14 mL-Falcontube gegeben. Enzym
und Puffer wurden zusammen im Wasserbad bei 20°C bzw. bei 30°C für ca.
15 min inkubiert. Anschließend wurde durch Zugabe des Substrates im Über-
schuss (10 mM NPP gelöst in Assay-Puffer pH 5,5) die Reaktion gestartet.
Nach 5, 10, 15, 20, 30 und 40 min wurde ein Aliquot (1 mL) entnommen und
die enzymatische Hydrolyse durch 2 mL vorgelegter 1 M KOH gestoppt. Jede
Zeitreihe wurde vierfach biologisch wiederholt. D. h., dass pro Variante mit je-
weils Zellwandextrakten von vier verschiedenen Pflanzen gearbeitet wurde.

Weiterhin wurde das pH-Optimum der zellwandgebundenen Phosphatase er-
mittelt. Hierzu wurde ein Aliqout der aufgetauten Zellwandsuspension von
0,1 mL in 8,9 mL der verschiedenen Assaypuffer (Tab. 2.6) in ein 14 mL-
Falcontube gegeben. Es waren zwei verschiedene Puffersysteme nötig, um
den breiten pH-Bereich abdecken zu können. Enzym und Puffer wurden zu-
sammen im Wasserbad (30°C) für ca. 15 min inkubiert. Anschließend wurde
durch Zugabe des Substrates (10 mM gelöst in Assay-Puffer) die Reaktion ge-
startet. Nach 30 min wurde ein Aliquot (1 mL) entnommen und die enzymati-
sche Hydrolyse durch 2 mL vorgelegter 1 M KOH gestoppt. Pro pH-Wert-Stufe
wurden vier biologische Wiederholungen durchgeführt.
Zur Untersuchung des Kh-Wertes wurde das Experiment wie folgt abgewan-
delt. Bei allen drei Sorten wurde im entsprechenden pH-Optimum gearbei-
tet. Ein Aliquot der aufgetauten Zellwandsuspension von 0,1 mL wurde in den
entsprechenden MES-Assaypuffern (Carousel: pH 5,6; Marabel: 5,65; Belana:
5,9) in ein 14 mL-Falcontube gegeben. Enzym und Puffer wurden zusammen
im Wasserbad (30°C) für ca. 15 min inkubiert.
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Tabelle 2.6: Assaypuffer
pH-Wert MES-Puffer Essigsäurepuffer

35 mM MES; 40 mM K+

(pH-Wert-Einstellung mit 1
M KOH; restliches K+ in
Form von 3 M KCl ergänzt)

35 mM Eisessig, 40 mM K+

(pH-Wert-Einstellung mit 1
M KOH; restliches K+ in
Form von 3 M KCl ergänzt)

4,3 ×
4,5 ×
4,9 ×
5,2 ×
5,6 ×
5,8 ×
6,4 ×
6,7 ×

Anschließend wurde durch Zugabe des Substrates in verschiedenen Konzen-
trationen von 0 bis 20 mM (Carousel), 40 mM (Belana) und bis 60 mM (Mara-
bel) die Reaktion gestartet. Nach 10 min wurde ein Aliquot (1 mL) entnommen
und die enzymatische Hydrolyse durch 2 mL vorgelegte 1 M KOH gestoppt. Je
Substratkonzentrationsstufe wurden vier biologische Wiederholungen durch-
geführt. Es ist darauf hinzuweisen, dass die Aufrechterhaltung der niedrigen
Substratkonzentrationen nicht garantiert werden kann, da im Anschluss an
die Versuchsdurchführung keine Überprüfung der Substratkonzentration statt-
fand.
Alle durch diese Untersuchungen erhaltenen und gestoppten Proben konnten
im Anschluss direkt am Photometer (LKB Biochrom Ultrospec II) bei 405 nm
gemessen werden. Diese Werte wurden mit Hilfe einer p-Nitrophenolat-Kali-
brierreihe abzüglich der Blindwerte, bestehend aus Puffer und NPP-Lösung
aber ohne Enzym, verrechnet. Die Daten wurden in OriginPro zur Auswertung
der Regressionsanalyse mittels der Funktion nach Hill eingegeben, da erneut
keine Michaelis-Menten-Kinetik vorlag. Dadurch konnte ein Modell der Kinetik
der Sauren Phosphatase erstellt und sich der tatsächlichen Kinetik angenä-
hert werden.
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2.7 Pflanzenanalysen

Wurzellängenbestimmung

Für die Wurzellängenbestimmung wurde das Gerät Comair Root Length Scan-
ner (Abb. 2.5) benutzt. Vor Beginn der Messung wurde darauf geachtet, dass
der Glasteller waagrecht ausgerichtet und staubfrei war. Um die Richtigkeit
der Messung zu überprüfen, wurde ein Nullabgleich sowie ein Kalibrierlauf
gestartet. Die Wurzelprobe (siehe z. B. 2.5 Pflanzenanzucht II Ernte S.32)
wurde anschließend in einem feinen Sieb aufgefangen und auf den Glasteller
mit Hilfe von 1 L destilliertem Wasser überspült. Die Probe wurde gleichmäßig
auf dem Glasteller im Wasser verteilt, um Überlagerungen der Wurzeln, und
damit ein Nichterfassen von Wurzelteilen, zu vermeiden. Die Messung erfolgte
durch einen Scan-Arm, der sich innerhalb von 9,5 min von innen nach außen
über den sich drehenden Glasteller bewegte, und durch die Unterbrechung
des Lichtstrahls, verursacht durch die Wurzelfragmente, deren Gesamtlän-
ge abscannte. Es wurden pro Probe mindestens zwei Messwiederholungen
durchgeführt.

Abbildung 2.5: Comair Root Length Scanner
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Ammonium-Vanadat-Molybdat-Methode

Um die P-Konzentration in der Pflanze zu ermitteln, wurde die Ammonium-
Vanadat-Molybdat-Methode nach Gericke und Kurmies (1952) verwendet. Da-
zu wurden die getrockneten Pflanzenteile jeweils grob zerkleinert, um an-
schließend in einer dafür geeigneten Mühle klein gemahlen zu werden. Dann
wurde von der entsprechenden Probe je 0,5 g in Tiegel eingewogen und über
Nacht bei 550°C im Muffelofen verascht. Parallel wurden ein Standard (Heu)
und ein Blindwert mitgeführt. Nach dem Abkühlen wurden die veraschten Pro-
ben mit ca. 1 mL destilliertem Wasser angefeuchtet. Anschließend wurden 2,5
mL verdünnte HNO3 (1 : 3) hinzugefügt und die Tiegel vorsichtig erhitzt. Die
Proben wurden in einen 50 mL-Kolben mit Hilfe warmen Wassers überspült,
auf 50 mL aufgefüllt und über einen Weißbandfilter (MN 640 Ø 125 mm) fil-
triert, wobei die ersten Milliliter des Filtrats verworfen wurden. Im Anschluss
wurden je Probe 10 mL entnommen, 0,75 mL verdünnter HNO3 (1 : 3) so-
wie 7,5 mL des Molybdat-Vanadat-Färbereagenz hinzugefügt und auf 25 mL
aufgefüllt. Nach frühestens einer halben Stunde wurde bei 450 nm photome-
trisch gemessen, und die P-Konzentrationen wurden in den einzelnen Proben
mit Hilfe der Kalibrierreihe errechnet.

2.8 Bodenanalysen

CAL-Extraktion und Bestimmung der P-Konzentration

Nach der Trocknung bei 40°C im Trockenschrank wurde der Boden gemörsert
und auf 2 mm gesiebt, um ihn für die Extraktion vorzubereiten. Für die Extrak-
tion wurden 5 g Boden in 250 mL-PE-Plastikflaschen eingewogen, ein kleiner
Maßlöffel (zylindrische Form, 1 cm lang, ø ca. 0,5 cm) Aktivkohle hinzugefügt
und anschließend 100 mL der CAL-Gebrauchslösung dazugegeben. Die Vor-
ratslösung besteht aus 395 g Calciumacetat, 770 g Calciumlactat und 895 mL
Eisessig in 10 L, die bei Bedarf auf 1 : 5 für die Gebrauchslösung verdünnt
wird (Schüller 1969). Die Flaschen wurden mit nur leicht angedrehtem Deckel
auf einen Horizontalschüttler (Edmund Bühler SM) gestellt und für eine 1 h
bei mit 120 horizontalen Bewegungen pro Minute (Einstellung 3,5) geschüt-
telt, damit freiwerdendes CO2 entweichen konnte. Anschließend wurden die
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Flaschen fest zugedreht und mit 160 horizontalen Bewegungen pro Minute
(Einstellung 4,5) eine weitere Stunde geschüttelt. Danach konnte die Lösung
über einen P-freien Faltenfilter MN 619 G ¼ filtriert (die ersten Milliliter des Fil-
trats wurden verworfen) und in 100 mL Plastikflaschen überführt werden (Abb.
2.6).

Abbildung 2.6: CAL-Extraktion

Um die P-Konzentration in den Extrakten zu bestimmen, wurde die Ammonium-
Vanadat-Molybdat-Methode verwendet. 20 mL des Filtrats wurden entnom-
men, in einen 50 mL-Kolben überführt und mit 0,8 mL konzentrierter HNO3

(w = 65%) versetzt. Nach Durchmischung wurden 4 mL P-Gelb-Reagenz (be-
stehend aus Salpetersäure, Ammoniumvanadat und Ammoniummolybdat; ge-
naue Zusammensetzung siehe (Schüller 1969)) zugegeben und erneut durch-
mischt. Nach einer halben Stunde Wartezeit konnte gegen den Blindwert am
Photometer bei 406 nm gemessen werden. Mit Hilfe einer Kalibriergeraden
und des Faktors von 0,437 (P = P 2O5 × 0, 437) konnte im Anschluss die
P-Konzentration im Boden errechnet werden.
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Phosphat-Fraktionierung nach Kurmies

Für die Phosphat-Fraktionierung nach Kurmies (1972) wurden die einzelnen
Bodenproben ähnlich der CAL-Methode aufbereitet (1 mm). Von dem homo-
genen Material wurden 5 g Boden in 250 mL-Polypropylen-Zentrifugenflaschen
eingewogen. Um Ca2+ zu eliminieren, wurden 75 mL einer alkoholischen KCl-
Lösung (Ethanol 99%ig : 1 M KCl, 6 : 4) hinzugefügt, 5 min auf dem Ho-
rizontalschüttler (Edmund Bühler SM) mit 180 horizontale Bewegungen pro
Minute (auf Stufe 5) geschüttelt und anschließend 10 min bei 5520 g zen-
trifugiert (Beckman J2-21M/E Centrifuge). Der Überstand wurde verworfen.
Diese Waschung wurde drei weitere Male wiederholt. Danach wurden zu der
gewaschenen Bodenprobe 75 mL der nächsten Lösung (1 M NaOH/0,5 M
Na2SO4), die zur Erfassung der Al-/Fe-Phosphate dient, gegeben, 1 h auf
dem Horizontalschüttler auf Stufe 5,5 (200 horizontale Bewegungen pro Mi-
nute) geschüttelt und dann bei 5520 g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand
(Ü1) wurde dann in einen 250 mL-Kolben überführt und ein zweites Mal 75
mL der Lösung zum Bodensatz zugegeben. Für 5 min wurden die Proben auf
dem Horizontalschüttler auf Stufe 5 (180 horizontale Bewegungen pro Minute)
aufgerührt, um danach für 2 h im Wasserbad (GFL Mot (100°C, 60 horizontale
Bewegungen pro Minute) zu verbleiben. Verdampftes Wasser wurde in dieser
Zeit mit Reinstwasser immer wieder aufgefüllt und der Bodensatz aufgerührt.
Nach dem Abkühlen der Proben erfolgte wiederum ein Zentrifugationsschritt
(10 min; 5520 g), wobei der Überstand (Ü2) zu dem anderen Überstand (Ü1)
in den 250 mL-Kolben überführt wurde. Danach wurde der Bodensatz einmal
mit einer 4%igen (w/v) Na2SO4-Lösung gewaschen, 5 min auf dem Horizon-
talschüttler aufgerührt, erneut zentrifugiert, dann der Überstand (Ü3) zu dem
anderen (Ü1 + Ü2) hinzugefügt und der 250 mL-Kolben mit Reinstwasser auf-
gefüllt (Fraktion F1 = Al-/Fe-Phosphate). Von dieser Fraktion wurden 25 mL
entnommen, in einen 100 mL-Kolben überführt und 5 mL 2,5 M H2SO4 hin-
zugefügt. Nach 30 min wurde mit Reinstwasser aufgefüllt und über Faltenfilter
(MN 619 G ¼) in Plastikflaschen filtriert. 5 mL dieser F1-Fraktion wurden mit 1
M KOH gegen Nitrophenol-Indikator in einem 25 mL-Messkolben neutralisiert
und mit der Phosphormolybdänblau-Methode nach Murphy & Riley (1962) an-
gefärbt, aufgefüllt, geschüttelt und nach 30 min bei 750 nm photometrisch
gemessen.

41



Material & Methoden Bodenanalysen

Für die zweite Fraktion (Fraktion F2 = Ca-Phosphate) wurden 75 mL der drit-
ten Lösung (0,5 M H2SO4) zum Bodensatz gegeben, um die Ca-Phosphate
zu extrahieren. Die Mischung wurde auf dem Horizontalschüttler wieder auf-
gerührt, um danach für 2 h in einem siedenden Wasserbad (100°C, 60 hori-
zontale Bewegungen pro Minute) zu verbleiben. Nach dem Abkühlen erfolgte
die erste Zentrifugation (10 min; 5520 g), wobei der Überstand in einen zwei-
ten 250 mL-Kolben überführt wurde (Ü4). Anschließend wurden mit 75 mL
der Waschlösung (4%ige (w/v) Na2SO4-Lösung) die Reste der Lösung 3 ent-
fernt, indem wiederum im Horizontalschüttler kurz aufgeschüttelt, zentrifugiert
(10 min; 5520 g) und der Überstand (Ü5) in den Kolben für F2 überführt wur-
de. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt (Ü6) und der Kolben mit
Reinstwasser aufgefüllt. Hiervon wurden dann 1,25 mL entnommen, in einem
25 mL-Messkolben mit 1 M KOH gegen Nitrophenol-Indikator neutralisiert und
mit der Phosphormolybdänblau-Methode angefärbt und wie oben genannt an-
schließend am Photometer gemessen.
Die dritte Fraktion (Porg) wurde aus der ersten gewonnen. Hierzu wurden 25
mL von F1 entnommen, in einen 100 mL-Kolben gegeben und mit 2 mL kon-
zentrierter H2SO4 (ρ = 1, 84 g/L) sowie 0,5 mL HClO4 (ρ = 1, 53 g/L) ergänzt.
Anschließend wurden die Proben auf ein Sandbad (150-160°C) gestellt und so
lange gekocht, bis das gesamte Wasser verdampft war und weiße Schwefel-
dämpfe aufstiegen. Nach einer kurzen Abkühlphase wurde 1 mL konzentrierte
HNO3 zugegeben und die Proben erneut auf das Sandbad gestellt. Nach wei-
teren ca. 2,5 h war der Aufschluss beendet, die Proben konnten abkühlen,
wurden zum Schluss mit Reinstwasser auf 100 mL aufgefüllt (F3.1) und über
P-freie Faltenfilter (MN 619 G ¼) gefiltert. Von dieser Lösung wurden 5 mL
wie oben beschrieben angefärbt und anschließend gemessen. Der Anteil an
Porg (F3) errechnete sich dann aus dieser Fraktion: F3 = F3.1− F1.
Für den Gesamtaufschluss (Ages) wurden 2,5 g Boden in einen 250 mL-Mess-
kolben eingewogen, 10 mL H2SO4 (ρ = 1, 84 g/L) sowie 2 mL HClO4 (ρ =

1, 53 g/L) zugegeben und auf dem Sandbad bis zur Verkohlung erhitzt. Nach
dem Auflösen der Verkohlung und dem Abkühlen der Proben wurden 2 mL
konzentrierte HNO3 zugefügt, die Proben erneut erhitzt und nach weiteren ca.
3 h war der Aufschluss beendet, wenn wiederum weiße Schwefeldämpfe auf-
stiegen. Nach dem Abkühlen der Proben konnte mit Reinstwasser aufgefüllt
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werden und im Anschluss daran wurden über P-freie Faltenfilter (MN 619 G
¼) die Proben gefiltert. Von dieser Fraktion wurden zum Schluss 1,25 mL mit
der Phosphormolybdänblau-Methode wie oben beschrieben angefärbt und am
Photometer gemessen.
Im Anschluss erfolgte die Berechnung der P-Konzentration der einzelnen Frak-
tionen.
Zur Übersicht:
Ü1+Ü2+Ü3 = F1 = Al-/Fe-Phosphate
Ü4+Ü5+Ü6 = F2 = Ca-Phosphate
F3.1 - F1 = F3 = Porg

Ages = F4 = Gesamt-Phosphat

2.9 Statistik

Jede Variante eines Versuches wurde in mindestens dreifacher Wiederholung
angelegt. Abweichungen hiervon wurden in der Versuchsbeschreibung kennt-
lich gemacht. Der Standardfehler wurde in Excel wie folgt berechnet: sx̄ = s√

n

(s = Standardabweichung; n = Stichprobenumfang).
Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit R bzw. R Studio (Versi-
on 3.0.2). Je nach Versuchsaufbau wurde ein zweiseitiger t-Test p = 5% oder
eine ein- oder mehrfaktorielle ANOVA p = 5% durchgeführt, der ein Tukey-
HSD-Anschlusstest p = 5% folgte. Verschiedene Buchstaben zeigen hier si-
gnifikante Unterschiede zwischen den Varianten an. Für die Auswertung der
in vivo- und in vitro-Versuche ist anzumerken, wurde mit OriginPro gearbeitet,
um die Regressionansanalyse mit der Funktion nach Hill (1910) durchzufüh-
ren.
Bei der Bodeninkubation I ist festzuhalten, dass meistens keine Varianzho-
mogenität vorlag, jedoch wurde trotzdem eine ANOVA durchgeführt, da die
Variantengruppen alle gleich groß waren (Stevens 2007).
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3 Ergebnisse

3.1 Bodeninkubation I - Einfluss von Bodentyp und
Glucosegabe

Um zu testen, welchen Einfluss unterschiedliche Bodeneigenschaften auf die
Mineralisation von organisch gebundenem Phosphat (Porg) haben, wurden
fünf verschiedene Böden mit den drei verschiedenen Düngevarianten (P0,
Pmin, Porg) in Mitscherlichgefäßen inkubiert. Nach 71 Tagen erfolgte eine Er-
weiterung der Varianten, indem der Versuch geteilt und der einen Hälfte Glu-
cose zur Unterstützung der mikrobiellen Aktivität hinzugefügt wurde. Die zu
zehn Terminen gezogenen Bodenproben wurden auf CAL-verfügbares Phos-
phat untersucht, um festzustellen, ob durch mikrobielle Aktivität, und damit
durch unterschiedliche Bodeneigenschaften, das organisch gebundene Phos-
phat mineralisiert wurde.
In der Abb. 3.1 (S. 45) sind die CAL-extrahierten Phosphatkonzentrationen
der fünf verschiedenen Bodentypen im Zeitverlauf aufgeführt. Ab der Hälf-
te der Zeit ist neben den drei unterschiedlichen Düngeformen (Ca(H2PO4)2,
Na-Phytat und Kontrolle), der zusätzliche Faktor Glucosegabe eingetragen.
In Abb. 3.1 a) ist die Mineralisierung von Na-Phytat im Luvisol Unterboden
(pH 7,1) zu sehen, der schon in einer vorangegangenen Arbeit (Leppin 2007)
untersucht wurde. Dabei wurde beobachtet, dass die Na-Phytat-Variante ca.
ab Tag 30 einer Mineralisation unterlag. Diese Entwicklung zeigte sich auch
im Experiment von (Leppin 2007) ab Tag 14. Die leicht lösliche, und damit
leicht verfügbare Düngevariante, das Ca(H2PO4)2 unterlag während der ge-
samten Inkubationszeit geringen Adsorptions- und Mineralisationsprozessen,
also natürlichen Schwankungen. Erstaunlich ist, dass die 100 mg P, die pro kg
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Boden zugefügt worden waren, selbst einen Tag nach Versuchsbeginn, durch
die CAL-Extraktion in keinem der fünf Bodentypen mehr wiedergefunden wer-
den konnten.
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Abbildung 3.1: Einfluss fünf verschiedener Bodentypen (Luvisol Unterbo-
den (a); Podsol (b); Luvisol Oberboden (c); Fluvisol (d)
und Ferrasol (e)) und einmaliger Glucosegabe (10 mg (kg
Boden)-1) auf die Mineralisation (CAL-extrahierbares P) von
Na-Hexaphytat (100 mg P (kg Boden)-1), Ca(H2PO4)2 (100
mg P (kg Boden)-1) und Kontrolle im Verlauf von 140 Tagen.
Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus
vier Wiederholungen dar. Statistische Auswertung siehe Tab.
3.1
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Bis zum Tag 71 kann man bei allen fünf Böden gleichermaßen feststellen,
dass sich die Ca(H2PO4)2-Variante signifikant von den anderen beiden Va-
rianten unterschied, d. h. dass in der Variante mit dem leicht verfügbaren
Phosphatdünger signifikant mehr P in der CAL-extrahierbaren Form vorlag.
Hingegen zeigte sich die Kontrollvariante im Vergleich zur Na-Phytat-Variante
in diesem Zeitraum bei allen Böden mit Ausnahme des Ferralsols an Tag 32
und des Luvisol Oberbodens an Tag 71 als nicht signifikant verschieden (siehe
Tab. 3.1).
In der zweiten Hälfte des Versuchs ab Tag 106 kam der zweite Faktor Glucose
neben der P-Düngung hinzu. Das Erstaunliche hierbei ist, dass in allen fünf
Böden der Trend, dass Glucose die CAL-P-Verfügbarkeit verminderte, zu er-
kennen ist.
Im Luvisol Unterboden (a) ist dieser Trend nur in der Ca(H2PO4)2-Variante
statistisch abgesichert. Jedoch zeigte der Luvisol Unterboden ab Tag 106 si-
gnifikante Unterschiede zwischen den Varianten Na-Phytat und Kontrolle, un-
abhängig davon, ob mit oder ohne Glucose. Im Podsol (b) ließen sich die signi-
fikanten Unterschiede zwischen der Variante mit und ohne Glucose nur in den
Varianten Ca(H2PO4)2 und Na-Phytat bestätigen. Die Kontrolle zeigte hier nur
an Tag 106 signifikante Unterschiede, danach waren die Varianten mit und oh-
ne Glucose bei der Kontrollvariante nicht signifikant verschieden. In der Abb.
3.1 (c) beim Luvisol Oberboden waren alle Varianten signifikant verschieden,
mit Ausnahme an Tag 106 und 140 die Varianten Ca(H2PO4)2 mit Glucose
und Na-Phytat ohne Glucose sowie an Tag 125 die Varianten Ca(H2PO4)2 mit
und ohne Glucose. Im Fluvisol (d) zeichnete sich an Tag 106 und 125 ab, dass
die Varianten Na-Phytat und Kontrolle, unabhängig von der Glucose, nicht si-
gnifikant verschieden waren. Jedoch besaß in der Ca(H2PO4)2-Variante an
allen drei folgenden Probeentnahmetagen (106, 125 und 140) die Variante
ohne Glucosegabe eine signifkant höhere P-Konzentration als die mit Glu-
cose. An Tag 140 unterschieden sich hingegen die Varianten Na-Phytat mit
Glucose, Kontrolle mit und ohne Glucose nicht voneinander. Die Na-Phytat-
Variante ohne Glucose war signifikant geringer in der P-Konzentration als die
Ca(H2PO4)2-Varianten, und signifikant höher als die Kontrollvarianten, aber
sie unterschied sich nicht signifikant von der Na-Phytat-Variante mit Glucose.
Im Ferralsol (e) unterschieden sich die Ca(H2PO4)2-Varianten mit und ohne
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Glucose nur an Tag 140, wobei hier die Variante ohne Glucose die höhere
CAL-extrahierbare P-Konzentration aufwies. Die Na-Phytat- und die Kontroll-
varianten unterschieden sich an allen 3 Tagen signifkant von der Ca(H2PO4)2-
Variante. Die Glucosegabe führte nur in der Kontrollvariante zu signifikanten
Unterschieden an Tag 125 und 140. Wobei hierzu zu sagen ist, dass insge-
samt die Konzentrationen im Ferralsol sehr gering waren und es dadurch nicht
verwunderlich erscheint, dass an Tag 125 die Variante mit Glucose, an Tag
140 aber die ohne Glucose signifkant niedriger war. Hervorzuheben in diesem
Versuch ist die Tatsache, dass nur in einem Bodentyp, dem Luvisol Ober-
boden, die Konzentration des CAL-extrahierbaren P der Na-Phytat-Variante
durch Mineralisation das gleiche Niveau wie die der Ca(H2PO4)2-Variante er-
reichte.

Tabelle 3.1: Statistische Auswertung zu Abb. 3.1. Buchstaben nur pro Tag
und pro Bodentyp vergleichbar.

Einfaktorielle ANOVA Zweifaktorielle ANOVA
Boden Tag 1 2 4 8 16 32 71 Glucose 106 125 140
Luvisol Ca(H2PO4)2 a a a a a a a ohne a a a
Unter- mit b b b
boden Na-Phytat b b b b b b b ohne c c c

mit c c c
Kontrolle b b b b b b b ohne d d d

mit d d d

Podsol
Ca(H2PO4)2 a a a a a a a ohne a a a

mit b b b
Na-Phytat b b b b b b b ohne c c c

mit d d d
Kontrolle b b b b b b b ohne c cd cd

mit d d d
Luvisol Ca(H2PO4)2 a a a a a a a ohne a a a
Ober- mit b a b
boden Na-Phytat b b b b b b b ohne b b b

mit c c c
Kontrolle b b b b b b c ohne d d d

mit e e e

Fluvisol
Ca(H2PO4)2 a a a a a a a ohne a a a

mit b b b
Na-Phytat b b b b b b b ohne c c c

mit c c cd
Kontrolle b b b b b b b ohne c c d

mit c c d

Ferralsol
Ca(H2PO4)2 a a a a a a a ohne a a a

mit a a b
Na-Phytat b b b b b b b ohne b b c

mit bc b c
Kontrolle b b b b b c b ohne c b d

mit bc c c
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In der Abb. 3.2 S. 49 ist der Einfluss der Bodentypen und der einmaligen Glu-
cosegabe auf die relative Mineralisation zu sehen. In dieser Darstellung wird
noch einmal verdeutlicht, wie stark die Bodentypen jeweils das Na-Phytat mi-
neralisierten im relativen Vergleich zu der mineralisch gedüngten Ca(H2PO4)2-
Variante. Hierzu wurden die jeweiligen Kontrollvarianten von den P-gedüngten
Varianten abgezogen und ins Verhältnis zu der Ca(H2PO4)2-Variante ohne
Glucosegabe, nach Abzug der entsprechenden Kontrollvariante, gesetzt, da
diese in allen Fällen die höchste CAL-P-Konzentration hatte:

Luvisol Oberboden als Beispielrechnung:
Variante Na-Phytat mit Glucose

Na-Phytatmit Glucose − Kontrollemit Glucose

Ca(H2PO4)2 ohne Glucose − Kontrolleohne Glucose
× 100% = 68, 3%

Variante Na-Phytat ohne Glucose

(Na-Phytatohne Glucose − Kontrolleohne Glucose)

Ca(H2PO4)2 ohne Glucose − Kontrolleohne Glucose
× 100% = 81, 8%

Dadurch ist der direkte Vergleich zwischen den Varianten einfacher. Man kann
erkennen, dass die relative Mineralisation der Variante Luvisol Oberboden Na-
Phytat ohne Glucose (81,8%) das gleiche Niveau erreichte wie die P-Konzen-
tration der Ca(H2PO4)2-Variante mit Glucose (92,1%). D. h., dass in diesem
Bodentyp nach 140 Tagen die CAL-extrahierbare P-Konzentration der Na-
Phytat-Variante ohne Glucose statistisch nicht verschieden zur Ca(H2PO4)2-
Variante mit Glucose war. Das Na-Phytat konnte also zum Großteil in die-
sem Boden mineralisiert werden. Ein anderer Bodentyp - der Luvisol Unterbo-
den - schaffte dies nur zu 48,9% (Na-Phytat ohne Glucose) im Bezug auf die
P-Konzentration der leicht löslichen Ca(H2PO4)2-Variante ohne Glucose. Der
Podsol (b), der Fluvisol (d) und der Ferralsol (e) zeigten hingegen wenig bis
gar keine Netto-Mineralisationsprozesse des Na-Phytats. Außerdem ist auch
in dieser Grafik (Abb. 3.2) erkennbar, dass die Varianten mit Glucose jeweils
verglichen mit der Variante ohne Glucose, den Trend aufwiesen, bzw. statis-
tisch abgesichert, geringere CAL-extrahierbare P-Konzentrationen besaßen.
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Abbildung 3.2: Einfluss fünf verschiedener Bodentypen (Luvisol Unterboden
(a); Podsol (b); Luvisol Oberboden (c); Fluvisol (d) und
Ferrasol (e)) und einer einmaligen (an Tag 71) Glucosegabe
(10 mg (kg Boden)-1) auf die relative Mineralisation. CAL-
extrahierbares P der Ca(H2PO4)2-Variante (ohne Glucosega-
be) nach Abzug der entsprechenden Kontrollvariante = 100%.
Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus
vier Wiederholungen dar. Statistik: Zweifaktorielle ANOVA
+ Tukey HSD 5%. Buchstaben sind jeweils nur pro Tag und
pro Bodentyp vergleichbar.
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3.2 Bodeninkubation II - Einfluss des Boden-pH-Wertes

In diesem Versuch lag der Schwerpunkt darauf, herauszufinden, ob der pH-
Wert einen entscheidenden Einfluss auf den Mineralisationsprozess von Na-
Phytat ausübt. Hierzu wurden fünf verschiedene Bodentypen für 140 d inku-
biert. Als weitere Faktoren dienten, neben dem Bodentyp, die P-Düngung (Na-
Phytat bzw. Kontrolle P0), die Inkubationstemperatur (15°C bzw. 25°C) und
der pH-Wert (ursprünglicher oder mittels CaCO3 auf pH 7,2 angehobener pH-
Wert).
Zu Beginn wurden die Ausgangsböden mittels Kurmies-Fraktionierung analy-
siert (Abb. 3.3).

Abbildung 3.3: Phosphat-Fraktionierung nach Kurmies der einzelnen Ver-
suchsausgangsböden. Die Prozentangabe ist der Anteil an
Porg am Gesamt-Phosphat. Jeder Datenpunkt stellt den Mit-
telwert ± Standardfehler aus zwei chemischen Wiederholun-
gen dar.

Deutlich zu sehen ist hier die Vielfältigkeit der Bodentypen hinsichtlich der
Phosphat-Fraktionen. Der Luvisol I zeigte relativ gleiche Anteile an Al-/Fe-,
Ca-Phosphaten und Porg. Der Podsol besaß insgesamt eine geringe Menge
an Gesamtphosphat, wovon in etwa die eine Hälfte aus Al-/Fe-Phosphaten be-
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stand, die andere Hälfte Porg war. Der Fluvisol zeigte ungefähr gleiche Anteile
an Al-/Fe- wie an Ca-Phosphaten und einen relativ hohen Anteil von Porg (82%
des Gesamtphosphats). Auffällig ist hier, dass die Summe aller Fraktionen hö-
her war, als der Gesamtaufschluss. Hierbei handelt es sich um Ungenauig-
keiten, die sich trotz hoher Präzision in der Versuchsdurchführung bei dieser
aufwändigen Methode nicht vermeiden lassen. Vermutlich wurde in Fraktion
4 nicht alles aufgeschlossen. In Luvisol II setzten sich die Fraktionen haupt-
sächlich aus Al-/Fe-Phosphaten und aus Porg zusammen. Der Ferralsol mit
der höchsten Phosphat-Gesamt-Konzentration bestand hauptsächlich aus Al-
/Fe-Phosphaten. Hier zeigten sich ebenfalls Diskrepanzen zwischen dem Ge-
samtaufschluss (F4) und der Summe aller Fraktionen, die hier geringer war
als F4. Dabei handelt es sich, wie oben schon erwähnt, um Ungenauigkeiten,
die sich bei der Anwendung dieser Methode nicht vermeiden lassen. Jedoch
erhält man durch diese Fraktionierung eine Vorstellung, welche Phosphatfrak-
tionen quantitativ in den einzelnen Böden vorkommen.

In Abb. 3.4 (S. 52) ist die Netto-Mineralisation der Na-Phytat-Variante, d. h.

CAL-P Na-Phytat − CAL-PKontrolle

unter Einfluss der fünf Bodentypen, des pH-Werts und der Temperatur zu se-
hen, wobei hier der Faktor pH-Wert durch die Darstellung im Vordergrund liegt.
Um zu prüfen, ob und wie stark die Faktoren die Netto-Mineralisation beein-
flussen, wurde eine mehrfaktorielle ANOVA durchgeführt. Die stärkste Varian-
zursache, laut F-Wert der mehrfaktoriellen ANOVA (F = 235,82), ist der Boden-
typ, der einen entscheidenden Einfluss auf die Mineralisation von Na-Phytat
hatte. Der pH-Wert sowie die Wechselwirkungen zwischen pH-Wert und Bo-
dentyp, beeinflussten die Netto-Mineralisation ebenfalls signifikant, bei einem
F-Wert von 28,81 bzw. 13,67. Die Temperatur beeinflusste den Mineralisati-
onsprozess in diesem Versuch hingegen nicht signifikant. Genauso die Wech-
selwirkungen von Temperatur und Bodentyp, Temperatur und pH sowie Tem-
peratur, pH und Bodentyp beeinflussten den genannten Prozess hier nicht. In
der Abb. 3.4 ist bei den beiden pH-Varianten des Luvisol I jeweils derselbe
Wert zu erkennen, da dieser als Kontrollboden einen ursprünglichen pH-Wert
von 7,2 aufwieß und somit nicht aufgekalkt werden musste. Es wurde deshalb
nur jeweils eine Variante bei 15°C und eine bei 25°C mitgeführt. Im Vergleich
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Abbildung 3.4: Einfluss des Boden-pH-Wertes fünf verschiedener Bodenty-
pen und zwei verschiedener Inkubationstemperaturen auf die
Mineralisation von Na-Phytat. CAL-extrahierbarer P der Na-
Phytat-Variante nach Abzug der entsprechenden Kontrollva-
riante in mg P (kg Boden)-1 nach 140 Tagen Inkubations-
zeit. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standard-
fehler aus vier biologischen Wiederholungen dar. Statistik:
3-fakt. ANOVA + Tukey-HSD 5%.

mit Abb. 3.1 ist zu sehen, dass hier ähnliche Werte der Netto-Mineralisation
(ca. 50 mg P kg-1) nach 140 d zu verzeichnen waren, was eine Wiederholbar-
keit des Prozesses nahelegt. Im Vergleich der Mittelwerte konnten drei Grup-
pen unterschieden werden. Der Luvisol I, also der Kontrollboden, erreichte die
höchste Netto-Mineralisation mit 50,15 mg P (kg Boden)-1 (15°C) und 45,98
mg P (kg Boden)-1 (25°C). Die zweithöchste Gruppe erreichten die Varian-
ten Fluvisol 25°C pH 7,2, Luvisol II 15°C pH 7,2 und 25°C pH 7,2 mit 12,28
mg P (kg Boden)-1, 23,51 mg P (kg Boden)-1 und 21,18 mg P (kg Boden)-1.
Diese Varianten des Luvisols II unterschieden sich damit jeweils signifikant
in ihren P-Konzentrationen von den dazugehörigen Varianten mit ursprüngli-
chem pH-Wert. Alle anderen Varianten des Podsols, des Ferralsols und auch
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alle Varianten des Fluvisols unterschieden sich untereinander nicht signifikant
und gehören damit zur dritten Gruppe, in der am wenigsten netto mineralisiert
wurde (-0,24 bis +12,27 mg P (kg Boden)-1).

3.3 Pflanzenanzucht I - Einfluss der Pflanzenart auf die
P-Aneignung aus Porg-Verbindungen am Beispiel der
Kartoffel (Solanum tuberosum cv. Belana)

Dieser Versuch wurde durchgeführt, um die Kartoffel auf ihre Eigenschaf-
ten hinsichtlich P-Aneignung aus Porg-Verbindungen zu überprüfen. Die Kar-
toffeln wurden in einem Unterboden-Sandgemisch inklusive Nährstoffe an-
gezogen und mit drei verschiedenen P-Varianten (Kontrolle, Na-Phytat und
Ca(H2PO4)2) gedüngt. Im Versuch wurde auch noch Maismehl in drei ver-
schieden hohen Mengen als natürliche Porg-Quelle gedüngt.

P0                      Ca(H2PO4)2           Na-Phytat                           Maismehl 
 
 0                     100                    100                50                     100                     150 
                                                          mg P (kg Boden)-1          
             

Abbildung 3.5: Einfluss verschiedener P-Düngemittel auf das Wachstum von
Kartoffel cv. Belana

Bei den mit Maismehl gedüngten Varianten stellte sich jedoch eine, möglicher-
weise durch Inhaltstoffe des Maismehls verursachte, hemmende Wirkung auf
das Wachstum der Kartoffelpflanzen heraus (Abb. 3.5 S. 53), sodass diese Va-
rianten bei der Auswertung der Pflanzenergebnisse nicht weiter berücksichtigt
und ausschließlich bzgl. der gezogenen Bodenproben (Abb. 3.6) ausgewertet
wurden.
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Abbildung 3.6: Phosphat-Fraktionierung nach Kurmies des Luvisol Unterbo-
dens an Tag 2 mit unterschiedlichen P-Düngevarianten zur
Wiederfindung der P-Düngegaben. Jeder Datenpunkt stellt
den Mittelwert ± Standardfehler aus sechs biologischen Wie-
derholungen mit je zweifacher chemischer Wiederholung dar.

In der Abb. 3.6 wurde zum einen dargestellt, inwieweit die verschiedenen P-
Gaben mit der Kurmies-Methode wiedergefunden werden können, zum an-
deren sollten die Fraktionen der einzelnen Düngegaben erfasst werden. Be-
trachtet man die Fraktion der Al-/Fe-Phosphate, ist zu erkennen, dass mit
der Na-Phytatgabe Al-/Fe-Phosphate nicht zunahmen. Mit der Ca(H2PO4)2-
Gabe wurden durch die Kurmies-Methode 62,32 mg P (kg Boden)-1 in dieser
Fraktion 1 erfasst. Mit dem Maismehl war ebenfalls Phosphat gedüngt wor-
den, welches der Al-/Fe-Phosphat-Fraktion zuzuordnen war. Mit zunehmen-
der Maismehlgabe erhöhte sich auch die Konzentration der Al-/Fe-Phosphate.
Die zweite Fraktion, die Ca-Phosphate, wurden durch die Düngegaben kaum
beeinflusst. Die Fraktion der organischen Phosphate erhöhte sich bei der Na-
Phytat-Variante gegenüber der Kontrollvariante um 95 mg P (kg Boden)-1, d.
h., dass fast die komplette P-Gabe (100 mg P (kg Boden)-1) mit dieser Me-
thode erfasst wurde. Auch das Maismehl zeigte einen hohen Anteil an organi-
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schem Phosphat: Die Gabe mit 50 mg P (kg Boden)-1 fand sich in der Summe
von F1 bis F3 (= 50,97 mg P (kg Boden)-1) vollkommen mit dieser Methode
wieder. D. h., dass jeweils nach Abzug der Kontrollvariante in F1 15,34 mg P
(kg Boden)-1, F2 1,57 mg P (kg Boden)-1 und in F3 34,06 mg P (kg Boden)-1

für die Variante Maismehl I wiedergefunden wurden. Bei Maismehl II konnte
ebenfalls die P-Gabe von 100 mg P (kg Boden)-1 wiedergefunden werden:
hier ergibt die Summe aus F1 (28,95 mg P (kg Boden)-1), F2 (5,09 mg P (kg
Boden)-1) und F3 (68,57 mg P (kg Boden)-1) einen Wert von 102,61 mg P
(kg Boden)-1. Betrachtet man die Summe der einzelnen Fraktionen bei der
Variante Maismehl III, erreichte diese nicht ganz die 150 mg P (kg Boden)-1,
die gedüngt worden waren. Hier waren es 122,20 mg P (kg Boden)-1, da die
Fraktion 2 in dieser Variante einen negativen Wert nach Abzug der Kontrollva-
riante aufwies. Stellt man diesem Wert den Gesamtaufschluss der Fraktion 4
gegenüber, zeigt sich wiederum ein anders Bild. Hier konnten mit der Kurmies-
Methode 96,88 mg P (kg Boden)-1 (≈ 100) in der Na-Phytat-Variante wieder-
gefunden werden, in der Ca(H2PO4)2 dagegen nur 42,09 mg P (kg Boden)-1

(� 100) nach Abzug der Kontrollvariante. Die Maismehlvarianten zeigten ein
ebenfalls gemischtes Bild, in der Maismehl I-Variante konnten im Gesamtauf-
schluss 44,58 mg P (kg Boden)-1 (< 50), in der Maismehl-II-Variante 138,47
mg P kg Boden-1 (� 100) und in der Maismehl-III-Variante 179,99 mg P (kg
Boden)-1 (� 150) gemessen werden. Wie in Kapitel 3.2 Bodeninkubation II,
Abb. 3.3 S. 50 bereits erwähnt, sind diese Ungenauigkeiten ein Nachteil die-
ser Methode.

Die Auswertung der Frischmasse ergab folgende Ergebnisse (Abb. 3.7 S. 56):
Mit 181 g Sprossfrischmasse bzw. 420 g Gesamtfrischmasse pro Gefäß war
die Ca(H2PO4)2-Variante die Variante mit der größten Frischmasse. Die Na-
Phytat-Variante folgte mit 51 bzw. 160 g und die Kontrolle mit 34 bzw. 135 g.
Sowohl die Frischmasse des Sprosses als auch die Gesamtfrischmasse der
Variante mit Ca(H2PO4)2 unterschied sich daher signifikant von der Kontroll-
und der Na-Phytatvariante.
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Abbildung 3.7: Einfluss verschiedener P-Düngemittel auf die Frischmasse der
Kartoffelpflanze (Solanum tuberosum) cv. Belana. Jeder Da-
tenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus vier
(Kontrolle) bzw. sechs (Na-Phytat und Ca(H2PO4)2) Wie-
derholungen dar. Statistik: Jeweils (Spross bzw. Gesamt-
frischmasse) einfaktorielle ANOVA + Tukey-HSD 5%.

Dies spiegelte sich auch in der P-Konzentration wider (Abb. 3.8 S. 57). Hier
zeigte sich, abgesehen von der Mutterknolle und den neu gebildeten Knollen,
sogar noch eine differenziertere Aufspaltung der Varianten. Im Spross, in der
Wurzel und in der Gesamtkonzentration, also dem Mittelwert aller Pflanzentei-
le, unterschieden sich alle drei Varianten signifikant voneinander.
Die Ca(H2PO4)2-Variante erreichte im Spross eine P-Konzentration von 3,9
mg P (g TM)-1, hingegen die Na-Phytat-Variante nur 2,9 mg P (g TM)-1 und die
Kontrollvariante lediglich 1,8 mg P (g TM)-1.
In der Wurzel war die Abstufung ähnlich: hier war die höchste Konzentration
3,3 mg P (g TM)-1 in der Ca(H2PO4)2-Variante, gefolgt von 1,9 und 1,4 mg P
(g TM)-1 in der Na-Phytat bzw. Kontrollvariante. Die Mittelwerte aus Spross,
Wurzel, neuen Knollen und Mutterknolle ergaben folgende P-Konzentratio-
nen: die Ca(H2PO4)2-Variante hatte im Schnitt 3,2 mg P (g TM)-1, die Na-
Phytat-Variante 2,4 mg P (g TM)-1 und die Kontrollvariante 1,5 mg P (g TM)-1.
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Abbildung 3.8: Einfluss verschiedener P-Düngemittel auf die P-Konzentrati-
on der Kartoffelpflanze (Solanum tuberosum) cv. Belana. Je-
der Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus
vier (Kontrolle) bzw. sechs (Na-Phytat und Ca(H2PO4)2)
Wiederholungen dar. Ausnahme: Neue Knollen: n = 2 (Kon-
trolle); n = 4 (Na-Phytat); n = 6 (Ca(H2PO4)2). Statistik:
Je Pflanzenteil einfaktorielle ANOVA + Tukey-HSD 5%.

Wenn man die neuen Knollen separat betrachtet, unterschieden sich nur die
P-Konzentrationen der Kontroll- und Ca(H2PO4)2-Variante (2,6 und 3,3 mg P
(g TM)-1) signifkant voneinander. Die Na-Phytatvariante lag mit 3,3 mg P (g
TM)-1 und einem größeren Standardfehler, als die Ca(H2PO4)2-Variante, da-
zwischen. Erwähnenswert ist ebenfalls, dass nur zwei Pflanzen der Kontroll-
variante neue Knollen bildeten, vier der Na-Phytat-Variante und alle Pflanzen
der Ca(H2PO4)2-Variante. Die P-Konzentration der Kontrollvariante in der Mut-
terknolle lag bei 1,5 mg P (g TM)-1 und damit tendenziell geringer als die der
Na-Phytat- (2,2 mg P (g TM)-1) und Ca(H2PO4)2-Variante (2,1 mg P (g TM)-1).
Jedoch unterschieden sie sich nicht signifikant voneinander.
Betrachtet man nun den P-Gehalt pro Pflanze und setzt die Na-Phytat-Variante,
nach Abzug der Kontrollvariante, ins Verhältnis zur Ca(H2PO4)2-Variante, eben-
falls nach Abzug der Kontrollvariante, erhält man die relative Aneignungseffi-
zienz. Diese liegt bei der Kartoffel bei 11% (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Relative P-Aneignungseffizienz verschiedener Kulturarten für
Na-Phytat. P-Aufnahme der Ca(H2PO4)2-Variante = 100%.
Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus
drei bzw. sechs (Kartoffel) Wiederholungen dar. Grafik mo-
difiziert nach Steffens et al. (2010).

3.4 Pflanzenanzucht II - Einfluss eines Oberbodens auf die
P-Aneignung aus Porg-Verbindungen von Raps und
Kartoffel

In diesem Versuch wurde untersucht, wie ein biologisch aktiver Oberboden die
Aneignungseffizienz von organisch gebundenem Phosphor beeinflusst. Der
Versuch sollte helfen zu verstehen, ob die Aneignung maßgeblich durch die
Pflanze beeinflusst wird oder ob auch der Boden eine entscheidende Rolle
spielt.
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(a) Solanum tuberosum cv. Belana (b) Solanum tuberosum cv. Marabel

(c) Brassica napus cv. Carousel

Abbildung 3.10: Einfluss von drei P-Düngevarianten (von links nach rechts:
Kontrolle, Ca(H2PO4)2, Na-Phytat) auf den Frischmasseer-
trag von Kulturpflanzen auf Oberboden Luvisol II. a) Sola-
num tuberosum cv. Belana; b) Solanum tuberosum cv. Ma-
rabel; c) Brassica napus cv. Carousel

Die Vermutung, die in der Abb. 3.10 mit dem bloßen Auge auftaucht, kann
mit der Abb. 3.11 (S. 60) statistisch nachgewiesen werden, dass sich bei al-
len Genotypen die mit P gedüngten Varianten in ihrer Frischmasse innerhalb
der Genotypen nicht signifikant voneinander unterschieden. Jedoch zeigte die
Kontrollvariante in allen drei Fällen eine statistisch signifikant geringere Frisch-
masse. Das gleiche Bild zeigte sich auch bei der P-Konzentration (Abb. 3.12
S. 60). Hier ist hervorzuheben, dass sich auch die P-Konzentration sowohl in
der Ca(H2PO4)2-Variante, als auch in der Na-Phytat-Variante, nicht signifikant
voneinander unterschieden. Nur die Kontrollvariante ohne P-Düngung wies
eine signifikant geringere P-Konzentration gegenüber den anderen Varianten
auf. Dies war bei allen drei Genotypen zu beobachten.
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Abbildung 3.11: Einfluss von drei P-Düngevarianten auf den Frischmasseer-
trag von Kulturpflanzen auf Oberboden Luvisol II. Jeder
Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus drei
Wiederholungen dar. Statistik: Zweifaktorielle ANOVA über
Gesamtfrischmasse + Tukey-HSD 5%.

Abbildung 3.12: Einfluss von drei P-Düngevarianten auf die P-Konzentration
von Kulturpflanzen auf Oberboden Luvisol II. Jeder Daten-
punkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus drei Wie-
derholungen dar. Statistik: Zweifaktorielle ANOVA über Ge-
samtkonzentration + Tukey-HSD 5%.
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Abbildung 3.13: Relative P-Aneignungseffizienz der drei Genotypen für Na-
Phytat. P-Aneignung der Ca(H2PO4)2-Variante = 100%.
Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler
aus drei Wiederholungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANO-
VA über den jeweiligen Genotyp + Tukey-HSD 5%.

In der Abb. 3.13 ist die relative P-Aneignungseffizienz der drei Genotypen für
Na-Phytat zu sehen. Alle drei Genotypen zeigten eine Aneignungseffizienz im
Vergleich zur Ca(H2PO4)2-Variante von ca. 70%. Sie unterschieden sich al-
so nicht signifikant voneinander. Im Vergleich zu den 100% der Ca(H2PO4)2-
Variante war die Aneignungseffizienz der Na-Phytatvariante von Belana signi-
fikant geringer, wie auch die von Carousel. Marabel hingegen unterschied sich
nicht signifikant in der Aneignungseffizienz zwischen den beiden Düngevari-
anten.
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Abbildung 3.14: Einfluss von drei P-Düngevarianten auf die Wurzellänge von
Kulturpflanzen auf Oberboden Luvisol II. Jeder Datenpunkt
stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus drei Wiederho-
lungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANOVA über den jewei-
ligen Genotyp + Tukey-HSD 5%.

In der Abb. 3.14 ist die gesamte Wurzellänge der drei Genotypen dargestellt.
Bei allen drei Genotypen war die Kontrolle die Variante mit der geringsten Wur-
zellänge (Belana 402 m, Marabel 377 m, Carousel 365 m). Bei Belana folgte
dann die Variante mit Na-Phytat mit einer Länge von 672 m und dann die Vari-
ante mit Ca(H2PO4)2 mit 778 m, welche sich signifikant von der Kontrollvarian-
te unterschied. Beim Raps erkennt man das gleiche Schema, hier unterschie-
den sich alle drei Varianten auf dem gewählten Niveau von 5% nicht voneinan-
der. Hier lag die Na-Phytat-Variante bei 475 m und die Ca(H2PO4)2-Variante
bei 716 m. Die zweite Kartoffelsorte Marabel hatte eine Wurzellänge von 743
m in der Na-Phytatvariante und 566 m in der Ca(H2PO4)2-Variante. Hier un-
terschied sich die Kontrollvariante signifikant von der Na-Phytat-Variante.
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Abbildung 3.15: Einfluss von drei P-Düngevarianten auf die Wurzelfeinheit
von Kulturpflanzen auf Oberboden Luvisol II. Jeder Daten-
punkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus drei Wie-
derholungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANOVA über den
jeweiligen Genotyp + Tukey-HSD 5%.

Die Abb. 3.15 zeigt die Wurzelfeinheit, die als Länge pro g Wurzelfrischmasse
gemessen wird. Es konnten innerhalb der Sorten keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden. Bei Durchführung einer zweifaktoriellen ANOVA,
erkannte man aber den durchaus nachvollziehbaren Einfluss der Sorte, hier
gab es Unterschiede zwischen Marabel und Carousel (hier nicht dargestellt),
jedoch sollte in dieser Abbildung der Fokus auf dem Einfluss der P-Düngung
liegen. Dieser war allerdings bei diesem Parameter statistisch nicht nachweis-
bar. Die geringste Wurzelfeinheit zeigte Marabel in der Ca(H2PO4)2-Variante
mit 4,94 m g-1, die höchste zeigte Carousel mit 10,11 m g-1 in der Ca(H2PO4)2-
Variante.
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3.5 Pflanzenanzucht III: Aktivitätsmessung der
wurzelgebundenen Sauren Phosphatase in vivo von Raps
und Kartoffel

Nachdem festgestellt worden war, dass die Kartoffel cv. Belana eine sehr nied-
rige P-Aneignungseffizienz hinsichtlich Na-Phytat besaß (Abb. 3.9, S. 58), soll-
ten die Gründe dieser Schwäche untersucht werden. Dazu wurde ein Was-
serkulturversuch angelegt und die Pflanzen unter P-Mangel angezogen. Ei-
ne weitere Kartoffelsorte cv. Marabel und als Kontrollvergleich die Rapssorte
cv. Carousel wurden als Versuchspflanzen ergänzt. Nach der P-Mangelphase
wurden die Pflanzen ihren Gefäßen entnommen und die Wurzeln der intakten
Pflanzen in ein Medium mit NPP getaucht, um die Enzymaktivität der Sauren
Phosphatase messen zu können.

Abbildung 3.16: Einfluss verschiedener Substratkonzentrationsstufen auf die
Enzymaktivität der Sauren Phosphatase (gesamt) in vivo.
Dargestellt ist jeder Datenpunkt als Mittelwert ± Stan-
dardfehler aus drei biologischen Wiederholungen und die
dazugehörige Regressionsanalyse („Modell“). Statistik: Ein-
faktorielle ANOVA (der Datenpunkte) + Tukey-HSD 5%
je Konzentrationsstufe (trotz ungleicher Varianzhomogeni-
täten). Buchstaben nur innerhalb einer Konzentrationsstufe
vergleichbar. Signifikanzen der unteren Konzentrationsstu-
fen siehe Anhang Tab. 7.1.
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In Vorversuchen wurden die freien, von der Wurzel abgeschiedenen Phospha-
tasen extra gemessen (nicht gezeigt). Hierbei stellte sich heraus, dass nur ca.
0,5 bis 3% des Vmax-Wertes der Gesamtphosphatase (= wurzelgebundene +
freie Phosphatase) erreicht wurde. Deshalb wurde in den nachfolgenden Ver-
suchen die Aktivitätserfassung der wurzelabgeschiedenen Enzyme vernach-
lässigt. Die Messwerte der Gesamtphosphatase wurden anschließend mit Dy-
naFit ausgewertet (Abb. 3.16 S. 64). Es zeigte sich jedoch, dass die Kinetik
nicht der Michaelis-Menten-Kinetik folgte, sondern einer negativen Kooperati-
vität unterworfen war. Deswegen wurde eine weitere Regressionsanalyse mit
OriginPro durchgeführt, bei der die Hill-Gleichung dieser Berechung zu Grun-
de gelegt wurde.
In der Abb. 3.16 ist die Enzymaktivität der Sauren Phosphatase an der Wurzel
in vivo von Raps und Kartoffel zu sehen. Die Datenpunkte sind die Messda-
ten, die durch den oben beschriebenen Versuch 2.5 „Pflanzenanzucht III: Akti-
vitätsmessung der wurzelgebundenen Sauren Phosphatase in vivo von Raps
und Kartoffel“ (S. 28) erhoben wurden. Die drei Kurven sind die jeweiligen
Regressionanalysen, die mittels der Datenpunkte und der Hill-Gleichung (mit
OriginPro) (vgl. Gleichung 2.1 S. 31) errechnet wurden und eine Annäherung
an die tatsächliche Enzymaktivität der Sauren Phosphatase darstellen.
In dieser Abb. 3.16 ist die Enzymaktivität von Raps hervorzuheben. In der
Regressionsanalyse war die Aktivität der Phosphatase von Raps bis zu einer
Substratkonzentration von 525 µM NPP höher als die von Belana und Mara-
bel. Ab dieser Substratkonzentration war die Aktivität von Belana höher als
die von Carousel. Bei 1750 µM NPP überstieg dann auch die Aktivität der
Sauren Phosphatase von Marabel die Aktivität der Sauren Phosphatase von
Carousel. Die Regressionsanalyse der Phosphataseaktivität beschreibt somit
bei Carousel ei-nen steilen Anstieg zu Beginn, jedoch erreichte die Aktivität
bald ihr Maximum. Im Gegensatz dazu begannen beide Kartoffelsorten eher
verhalten, erreichten aber bei hohen Substratkonzentrationen eine ca. doppelt
so hohe Enzymaktivität wie Carousel.
Vergleicht man die Datenpunkte, worauf sich die statistische Auswertung be-
zieht, stellt man fest, dass die gemessenen Phosphataseaktivitätswerte von
Carousel bei allen hohen Konzentrationsstufen von 900 bis 14000 µM NPP,
mit Ausnahme von 2700 µM NPP, signifikant niedriger waren als die von Bela-
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na. Marabel lag dazwischen, jedoch ab einer Konzentration von 7200 µM NPP
aufwärts unterschied sich auch diese Kartoffelsorte signifikant in ihrer Enzy-
maktivität von Carousel. Der untere Konzentrationsbereich war etwas diffuser.
Hier schwankten die signifikanten Unterschiede (vgl. Anhang Tab. 7.1). Diese
Auswertung sollte eine erste Idee geben. Deshalb ist es wichtig sich Kenn-
zahlen der Regressionsanalyse, also des Aktivitätsverlaufes, anzusehen und
diese zu vergleichen.
Zuerst wurde eine Michealis-Menten-Kinetik angenommen, jedoch zeigte sich
nach einer Auftragung der Werte als Scatchard-Plot (Abb. 3.17) und einer wei-
teren Überprüfung durch Lineweaver-Burk (hier nicht dargestellt), dass die Ki-
netik der Sauren Phosphatase bei allen drei Genotypen nicht einer Michaelis-
Menten-Kinetik folgt. Die Kinetik würde in diesem Fall eine Gerade aufweisen,
wie sie in der Abb. 3.17 als schwarze Gerade eingezeichnet ist.

Abbildung 3.17: Scatchard (reverser Eadie-Hofstee)-Plot der Sauren Phos-
phatase (gesamt) in vivo. Jeder Datenpunkt stellt den Mit-
telwert ± Standardfehler (senkrecht wie waagrecht) aus drei
biologischen Wiederholungen dar. Die schwarze Gerade be-
schreibt einen hypothetischen Michealis-Menten-Verlauf der
Datenpunkte.
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Daraus lässt sich schließen, dass die Kinetik einer Kooperativität unterworfen
ist. Positive Kooperativität bedeutet allgemein, dass wenn Liganden sich an
die Untereinheiten anlagern, diese den Weg ans Enzym bzw. den Weg zur
Umsetzung durch das Enzym für weitere Liganden erleichtern (Ahlers et al.
1982). Negative Kooperativität bedeutet dagegen, dass wenn Liganden an
Untereinheiten binden, der Weg für weitere Liganden erschwert wird (Ahlers
et al. 1982). Um diese Kinetiken als Gleichung darstellen zu können, wurde
die Gleichung nach Hill verwendet.

Abbildung 3.18: Vmax-Werte der Sauren Phosphatase in vivo bei Kartoffel
cvs. Belana und Marabel sowie Raps cv. Carousel (links)
und Vmax-Werte der Sauren Phosphatase in vivo bei Kar-
toffel (gepoolt aus cvs. Belana und Marabel) sowie Raps
(cv. Carousel) (rechts). Berechnet mit OriginPro unter der
Annahme der Hill-Gleichung. Die Anpassung (Fit) ist für
Marabel fehlgeschlagen. Jeder Datenpunkt stellt den Mittel-
wert ± Standardfehler aus drei Wiederholungen dar. Zwei-
seitiger t-Test 5% zwischen Belana und Carousel signifikant
verschieden. Zweiseitiger t-Test 5% zwischen Kartoffel und
Raps nicht signifikant verschieden.

Die Abb. 3.18 zeigt die Vmax-Werte, die durch die Regressionsanalyse - unter
Annahme der Hill-Gleichung - errechnet wurden. Marabel wurde in der Be-
schreibung außen vor gelassen, da hier die Anpassung fehlgeschlagen ist
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(vermutlich auf Grund dessen, dass die Werte der höchsten Substratkon-
zentrationen noch kein Plateau erreicht hatten). Belana (0,14 µmol NP (m
Wurzellänge)-1 min-1) und Carousel (0,04 µmol NP (m Wurzellänge)-1 min-1)
unterschieden sich signifikant voneinander. Fasst man Marabel und Belana zu
„Kartoffel“ zusammen, schlägt allerdings die hohe Standardabweichung von
Marabel durch, wodurch Kartoffel und Raps keinen signifikanten Unterschied
zeigten.

Abbildung 3.19: Kh-Werte der Sauren Phosphatase in vivo bei Kartoffel cvs.
Belana und Marabel sowie Raps cv. Carousel (links) und
Kh-Werte der Sauren Phosphatase in vivo bei Kartoffel (ge-
poolt aus cvs. Belana und Marabel) sowie Raps (cv. Carou-
sel) (rechts). Berechnet mit OriginPro unter der Annahme
der Hill-Kinetik. Die Anpassung (Fit) für Marabel ist fehl-
geschlagen. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Stan-
dardfehler aus drei Wiederholungen dar. Zweiseitiger t-Test
5% zwischen Belana und Carousel nicht signifikant verschie-
den. Zweiseitiger t-Test zwischen Kartoffel und Raps nicht
signifikant verschieden.

In Abb. 3.19 ist nach dem gleichen Verfahren, wie oben genannt, der Kh-Wert
errechnet und hier dargestellt worden. Hier konnten jedoch weder zwischen
Belana und Carousel noch zwischen Kartoffel und Raps Unterschiede festge-
stellt werden.
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3.6 Pflanzenanzucht IV: Biochemische Charakterisierung der
wurzelgebundenen Sauren Phosphatase in vitro von
Raps und Kartoffel

Nach den Zwischenergebnissen aus der Pflanzenanzucht III, in der die En-
zymaktivität der Sauren Phosphatase in vivo gemessen worden war, sollte
sichergestellt werden, dass die Messungen nicht von physiologischen Pro-
zessen der intakten Pflanze, die evtl. mit Stress auf die veränderte Wurzelum-
gebung reagieren könnte, gestört werden. Außerdem sollte überprüft werden,
ob die Tendenz, dass Vmax und Kh der Sauren Phosphatase bei den Kartoffel-
pflanzen höher waren, sich signifikant nachweisen ließe. Deshalb wurde eine
weitere Pflanzenanzucht in Wasserkultur durchgeführt, um erneut zu testen,
ob sich die Pflanzenarten in den Eigenschaften ihrer Sauren Phosphatase un-
terscheiden. Die Pflanzen wurden unter P-Mangel angezogen und die Wurzeln
am Tag der Ernte schockgefroren. Die Wurzelzellwand wurde extrahiert und
daran erfolgte dann die Charakterisierung und Aktivitätsmessung der Sauren
Phosphatase (vgl. Material und Methoden 2.6, Pflanzenanzucht IV: Biochemi-
sche Charakterisierung der wurzelgebundenen Sauren Phosphatase in vitro
von Raps und Kartoffel, S. 33).
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Abbildung 3.20: Aktivierungsenergie der Sauren Phosphatase (gesamt) in vi-
tro bei Solanum tuberosum cvs. Belana und Marabel sowie
Brassica napus cv. Carousel. Jeder Datenpunkt stellt den
Mittelwert ± Standardfehler aus vier biologischen Wieder-
holungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANOVA + Tukey-
HSD 5% (trotz ungleicher Varianzhomogenitäten).

Zunächst wurde die Aktivierungsenergie der Sauren Phosphatase (Abb. 3.20)
in den jeweiligen Genotypen mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung bestimmt (Me-
thode siehe S. 36). Das Enzym von Belana besaß eine Aktiverungsener-
gie von 32,13 kJ mol-1, Marabel eine von 31,91 kJ mol-1 und Carousel eine
von 31,06 kJ mol-1. Diese sind statistisch nicht signifikant voneinander unter-
scheidbar.
Als nächstes erfolgte die pH-Optimum-Bestimmung für jeden Genotyp. Hierzu
wurden die zellwandgebundenen Enzyme in verschiedenen Essays, die einen
pH-Bereich von 4,3 bis 6,7 erfassten, inkubiert und deren Aktivität ausgewertet
(Methode siehe S. 36). Die Kurven in Abb. 3.21, die mit Hilfe von Excel durch
die Datenpunkte gelegt wurden (polynomische Trendlinien), beschreiben eine
quadratische Funktion. Hierdurch konnte das Maximum dieser quadratischen
Funktion und damit das pH-Optimum (Abb. 3.22) berechnet werden. Belana
besaß das pH-Optimum bei pH 5,95, Marabel bei 5,64 und der Raps Carousel
bei 5,57. Auch diese drei Ergebnisse sind statistisch nicht signifikant verschie-
den.
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Abbildung 3.21: Einfluss verschiedener Assay-pH-Werte auf die Enzymakti-
vität der Sauren Phosphatase (gesamt) in vitro bei Solanum
tuberosum cvs. Belana und Marabel sowie Brassica napus
cv. Carousel. Substratkonzentration = 10 mM. Jeder Da-
tenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus vier
biologischen Wiederholungen dar. Die Funktionen wurden
mit Hilfe polynomischer Trendlinien durch Excel berechnet.

Abbildung 3.22: pH-Optimum (berechnet aus dem Maximum der polynomi-
schen Trendlinien) der Sauren Phosphatase (gesamt) in vitro
bei Solanum tuberosum cvs. Belana und Marabel sowie Bras-
sica napus cv. Carousel. Jeder Datenpunkt stellt den Mit-
telwert ± Standardfehler aus vier biologischen Wiederho-
lungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANOVA + Tukey-HSD
5% (trotz ungleicher Varianzhomogenitäten).
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Daraufhin wurde für jeden Genotyp ein Assay-Puffer angesetzt, bei dem der
pH-Wert entsprechend dem pH-Optimum eingestellt wurde (vgl. Material und
Methoden 2.6, Charakterisierung der wurzelgebundenen Sauren Phosphatase,
S. 36). In diesen Assay-Puffern wurden dann die jeweiligen Aktivitätsmessun-
gen durchgeführt.

Abbildung 3.23: Einfluss verschiedener Substratkonzentrationsstufen auf die
Enzymaktivität der Sauren Phosphatase (gesamt) in vitro
bei Solanum tuberosum cvs. Belana und Marabel sowie Bras-
sica napus cv. Carousel. Jeder Datenpunkt stellt den Mit-
telwert ± Standardfehler aus vier biologischen Wiederho-
lungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANOVA + Tukey-HSD
5% je Konzentrationsstufe. Buchstaben nur innerhalb einer
Konzentrationsstufe vergleichbar. Signifikanzen der unteren
Konzentrationsstufen siehe Anhang Tab. 7.2.)

In der Abb. 3.23 sind zum einen die jeweiligen Messpunkte, als auch die
Regressionsanalysen mittels Origin Pro berrechnet, zu sehen. Sie beruhen
auf dem Modell von Hill. Statistisch verschieden waren die Messpunkte von
Carousel und Marabel hinsichtlich ihrer Phosphataseaktivität, ab ≥ 4,5 mM
NPP, mit Ausnahme bei 7,2 mM NPP. Bei den Kartoffelsorten wurde die Sub-
stratkonzentration bis 40 mM NPP (Belana) und 60 mM NPP (Marabel) er-
höht, da beide bei 20 mM NPP noch immer eine deutliche Zunahme ihrer
Enzymaktivität zeigten. Auch in diesem in vitro-Versuch zeigte sich erneut,
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wie im in vivo-Versuch, dass der Raps eine deutlich niedrigere Maximalge-
schwindigkeit erreichte, als die beiden Kartoffelsorten. Um die Einzelheiten
näher zu betrachten, musste nun näher auf den Ablauf der Kinetik geschaut
werden. Schon im vorangegangenen Versuch stellte sich beim Auswerten
des Versuches heraus, dass keine Michaelis-Menten-Kinetik vorlag. Deswe-
gen wurde auch bei diesem Versuch mittels eines Scatchard-(reverser Eadie-
Hofstee)Plots (Abb. 3.24), der sehr empfindlich auf Abweichungen von ei-
ner Michaelis-Menten-Kinetik reagiert, überprüft, ob eine Michaelis-Menten-
Kinetik vorliegt oder nicht.

Abbildung 3.24: Scatchard(reverser Eadie-Hofstee)-Plot der Sauren Phos-
phatase (gesamt) in vitro bei Solanum tuberosum cvs. Be-
lana und Marabel sowie Brassica napus cv. Carousel. Jeder
Datenpunkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler (senk-
recht wie waagrecht) aus vier biologischen Wiederholungen
dar. Die schwarze Gerade beschreibt einen hypothetischen
Michaelis-Menten-Verlauf der Datenpunkte.

Wenn man sich diese Grafik nun ansieht (Abb. 3.24), stellt man fest, dass der
Verlauf der Enzymkinetik der Sauren Phosphatase aller drei Genotypen sich
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als eine Kinetik darstellte, die nicht Michaelis-Menten folgte. Die Kinetik würde
in diesem Fall eine Gerade aufweisen, wie sie in der Abb. 3.24 als schwarze
Gerade eingezeichnet ist. Daraus lässt sich schließen, dass die Kinetik der
Formel von Hill folgt und einer negativen Kooperativität unterworfen ist. Daher
wurden die Daten mit der Hill-Gleichung ausgewertet (vgl. 2.1 S. 31).
Ein weiterer Hinweis ist der Vergleich der beiden Regressionsanalysen. Da die
korrigierten R2-Werte bei der Regressionsanalyse nach Hill jeweils höher sind
(Tab. 3.2), als die bei Michaelis-Menten-Kinetik, kann angenommen werden,
dass die Anpassung durch die Hill-Gleichung der wahren Enzymkinetik der
Sauren Phosphatase besser entspricht.

Tabelle 3.2: Vergleich der korrigierten R2-Anpassung von Michaelis-Menten-
Kinetik und der Hill-Gleichung

Sorte Michaelis-Menten Hill
Solanum tuberosum cv. Belana 0,92 0,96
Solanum tuberosum cv. Marabel 0,86 0,87
Brassica napus cv. Carousel 0,93 0,97
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Abbildung 3.25: Vmax der Sauren Phosphatase (gesamt) in vitro bei Sola-
num tuberosum cvs. Belana und Marabel sowie Brassica na-
pus cv. Carousel (ungepoolt und gepoolt). Berechnet mit
OriginPro unter Annahme der Hill-Gleichung. Jeder Daten-
punkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus vier biolo-
gischen Wiederholungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANO-
VA + Tukey-HSD 5% (linke Seite) bzw. zweiseitiger T-Test
5% (rechte Seite).

Aus diesem Grund wurde die Auswertung der Enzymaktivität mit OriginPro
vorgenommen, welches die allgemeinere Formel von Hill zur Berechnung der
Regressionsanalyse zu Grunde legte. In Abb. 3.25 ist Vmax abgetragen. Be-
lana zeigte hier die höchste Maximalgeschwindigkeit mit 11,57 µmol NP g-1

min-1, welche sich signifikant von Carousel mit 5,36 µmol NP g-1 min-1 unter-
schied. Marabel lag mit 9,25 µmol NP g-1 min-1 dazwischen und unterschied
sich von beiden nicht signifikant. Verwendet man den gepoolten Datensatz
(Belana + Marabel = Kartoffel) so ist deutlich erkennbar, dass die Kartoffel-
pflanze eine signifikant höhere Maximalgeschwindigkeit (10,3 µmol NP g-1

min-1) besaß als der Raps (5,4 µmol NP g-1 min-1) (Abb. 3.25 rechts).
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Abbildung 3.26: Kh der Sauren Phosphatase (gesamt) in vitro bei Solanum
tuberosum cvs. Belana und Marabel sowie Brassica napus
cv. Carousel (ungepoolt und gepoolt). Berechnet mit Ori-
ginPro unter Annahme der Hill-Gleichung. Jeder Daten-
punkt stellt den Mittelwert ± Standardfehler aus vier biolo-
gischen Wiederholungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANO-
VA + Tukey-HSD 5% (trotz ungleicher Varianzhomogenitä-
ten).

Die zweite charakteristische Kennzahl ist Kh. Sie ist, wie schon beschrieben,
mit dem Km-Wert der Michaelis-Menten-Kinetik vergleichbar. Wie aus der Abb.
3.26 ersichtlich, unterschied sich der Kh-Wert von Belana (11121 µM NPP) si-
gnifikant von Carousel (1089 µM NPP). Marabel lag mit 3869 µM NPP dazwi-
schen. Poolt man die Kartoffelsorten (Kartoffel = 6310 µM NPP) unterschieden
diese sich signifikant vom Raps (1089 µM NPP).
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Abbildung 3.27: Der Hill-Koeffizient h der Sauren Phosphatase (gesamt) in
vitro bei Solanum tuberosum cvs. Belana und Marabel so-
wie Brassica napus cv. Carousel. Berechnet mit OriginPro
unter Annahme der Hill-Gleichung. Jeder Datenpunkt stellt
den Mittelwert ± Standardfehler aus vier biologischen Wie-
derholungen dar. Statistik: Einfaktorielle ANOVA + Tukey-
HSD 5%.

Eine weitere Kenngröße in der Hill-Gleichung ist der Hill-Koeffizient h. Die-
ser betrug bei allen drei Sorten h ≤ 1, was einer negativen Kooperativität
gleichzusetzen ist. Belana unterschied sich hier mit 0,44 (einheitslos) signi-
fikant von der zweiten Kartoffelsorte Marabel mit 0,60. Der Hill-Koeffizient h
von Carousel (0,51) unterschied sich jedoch nicht signifikant von den beiden
Kartoffelsorten.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss verschiedener Faktoren des Bodens auf die
Mobilisierung von organisch gebundenem Phosphat

In dieser Arbeit sollte geklärt werden, welche Faktoren an der Mobilisierung
von organisch gebundenem Phosphat (Porg) mitwirken und damit der Pflanze
das Orthophosphat zur Aneignung bereitstellen. Es sollte untersucht werden,
welchen Anteil hierzu die Pflanze, der Boden und auch das Zusammenspiel
beider leisten.
Da in vorangegangenen Studien (Steffens et al. 2010; Leppin 2007) verschie-
dene Pflanzen auf ihre Fähigkeit getestet wurden, sich Phosphat aus organi-
schen Verbindungen anzueignen, lag der Fokus darauf, inwieweit die Pflanzen
vom Umsatz im Boden abhängig sind, oder ob sie selbst einen großen Beitrag
dazu liefern.
Dazu wurde die erste Hypothese aufgestellt: Bodeneigenschaften, wie z. B.
die biologische Aktivität, beeinflussen die Pflanzenverfügbarkeit des Porg in
hohem Maße. Böden mit verschiedenen Bodeneigenschaften beeinflussen die
Umsetzung und Aneignung von Porg signifikant unterschiedlich.

Daher wurde zunächst untersucht, welche Eigenschaften im Boden von Vor-
teil sind, um Porg zu mobilisieren und damit pflanzenverfügbar zu machen. Es
wurde untersucht, ob die Mobilisierung von Porg in verschiedenen Bodenty-
pen unterschiedlich verläuft und ob diese in verschiedenen Bodentypen auf
gezielte Änderungen von Einflussfaktoren reagiert.
In dem hierzu angesetzten Versuch zeigte sich, dass verschiedene Bodenty-
pen das zugegebene Na-Phytat unterschiedlich stark mobilisieren (S. 45, Abb.
3.1). Die beiden Bodentypen, Luvisol Unterboden und Luvisol Oberboden I,
bei denen eine messbare Mineralisation stattfand, besitzen beide einen sehr
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ähnlichen pH-Wert (7,1 und 7,2). Eivazi und Tabatabai (1977) berichten, dass
in den meisten Böden ein Aktivitätsmaximum der Phosphatasen nahe des
neutralen pH-Wertes auftritt. Es ist also möglich, dass bei diesem pH-Wert
sich Mikroorganismen bevorzugt ansiedeln, die Phosphataseaktivität besitzen
oder deren Phosphatasen bei diesem pH-Wert optimal bzw. verstärkt arbeiten.
Dies erscheint auf der anderen Seite wiederum erstaunlich, da es sich bei
dem einen Bodentyp um einen Unterboden handelt, der eigentlich eine gerin-
ge biologische Aktivität haben sollte. Dieser Unterboden wurde jedoch auch
bei Leppin (2007) einer Bodeninkubation mit denselben Rahmenbedingungen
unterzogen und lieferte vergleichbare Ergebnisse. Dass aber genau dieser
Bodentyp, neben dem Luvisol Oberboden, der einzige war, der Porg deutlich
mineralisierte (S. 49, Abb. 3.2), bleibt trotzdem erklärungsbedürftig. Entwe-
der gibt es weitere Faktoren, die hier nicht berücksichtigt wurden, aber einen
Einfluss auf die Mineralisation besitzen, oder es herrscht in dem Unterboden
zwar eine durchschnittlich geringe biologische Aktiviät, aber für die Mineralisa-
tion von Porg mit genau den richtigen Mikroorganismen, die Schritt für Schritt,
jedoch kontinuierlich, die organisch gebundenen Phosphatverbindungen um-
setzen.
Beim Ferralsol ist, aufgrund der hohen Sesquioxidkonzentration (Fe- und Al-
Oxide) zu vermuten, dass die Phosphate des Na-Phytats wie auch die des
leicht löslichen Ca(H2PO4)2 mit den Fe- und Al-Oxiden reagierten und ad-
sorbiert wurden (Stewart et al. 1987). Yan et al. (2014) nennt eine weitere
Möglichkeit: die Ausfällung der Inositolhexaphosphatmoleküle an den Al-Hy-
droxiden. Aufgrund der nicht vorhandenen Netto-Mineralisation (Netto-Mine-
ralisation bedeutet mit der CAL-Methode messbare Veränderungen in der P-
Konzetration) (S. 45, Abb. 3.1) kann hierbei also nur spekuliert werden, ob eine
Mineralisation stattfand und das entstandene Phosphat gleich wieder adsor-
biert wurde, oder ob die Bedingungen in diesem Boden für eine Mineralisation
eher ungünstig sind. Schwarz (2005) vergleicht u.a. die biologische Aktivität
brasilianischer Ferralsole (ca. 1200 mg NP (kg Boden h)-1) mit deutschen Pa-
rabraunerden (ca. 300-500 mg NP (kg Boden h)-1). Die biologische Aktivität
von Ferralsolen hinsichtlich Phosphataseaktivität kann also relativ hoch sein
(Schwarz 2005), wodurch die erste Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden
sollte.
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Der Fluvisol und der Podsol zeigten auch keine maßgebliche Mineralisation
während der 140-tägigen Inkubationszeit (S. 49, Abb. 3.2). Hier kann wie-
der nur spekuliert werden, welche Faktoren dabei ausschlaggebend sind. Der
Fluvisol hat, wie auch der Podsol, einen niedrigen pH-Wert (5,2 bzw. 5,7). Der
Podsol mit seinem sehr hohen Sandanteil ist wenig biologisch aktiv und ein
vorwiegend nährstoffarmer Bodentyp. Interessant ist, dass frühestens nach 16
Tagen der Mineralisationsprozess bei allen untersuchten Bodentypen sichtbar
einsetzte. Dies liegt vermutlich daran, dass anfangs nur geringe Mengen mi-
neralisiert wurden, die nicht messbar waren bzw. von den Mikroorganismen
selbst sofort wieder genutzt wurden.
Entscheidend für eine messbare Netto-Mineralisation von Na-Phytat ist das
Vorhandensein von biologischer Aktivität (Oehl et al. 2004). Je nach Umwelt-
faktoren bilden sich unterschiedliche Mikroorganismengemeinschaften aus,
deren Ansprüche unterschiedlich sind. Dies können zum einen die Porengrö-
ße, Bodenfeuchte und -temperatur, Sauerstoffkonzentration sowie ein optima-
ler Boden-pH-Wert sein, aber auch die Nährstoffmenge und deren Verhält-
nisse zueinander. Dies zeigte sich auch ab der Hälfte des Versuches nach
Zugabe von Glucose. Bei Kim et al. (1998) wurde die Glucose zur Ernährung
phosphorlösender Bakterien genutzt, weshalb auch in diesem vorliegenden
Experiment die Glucose als Energielieferant hinzugefügt wurde. Hier sollte
nochmals erwähnt werden, dass in beiden Bodeninkubationsversuchen dem
Boden eine Nährlösung zugegeben wurde, um gleiche Voraussetzungen für
die Mikroorganismen zu schaffen und vor allem das mikrobielle Wachstum
nicht durch den Mangel eines bestimmten Nährstoffes zu hemmen. Da aber
jeder Boden die Nährstoffe anders annimmt, durch verschiedene chemische
Reaktionen, könnte es vorgekommen sein, dass z. B. bestimmte Nährstof-
fe sofort wieder festgelegt wurden und damit den Mikroorganismen nicht zur
Verfügung standen. Dies sollte jedoch die Ausnahme sein. Zu Beginn der In-
kubation wurde vermutet, dass durch die Glucosegabe die Mikroorganismen
in ihrer Aktivität unterstützt würden, dadurch mehr Na-Phytat mineralisiert wür-
de und deshalb vermehrt CAL-extrahierbares P zur Verfügung stünde. Jedoch
zeigte sich in dem hier vorliegenden Versuch ein gegenläufiger Trend bei der
Mineralisation, denn mit Zugabe der Glucose stellte sich in allen Böden ei-
ne geringere CAL-extrahierbare P-Konzentration ein. Bei zwei Böden (Podsol
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und Luvisol Oberboden) waren die CAL-extrahierbaren P-Konzentrationen in
der Variante mit Glucose sogar signifikant niedriger (siehe Tab. 3.1) als ohne
Glucose. Als logische Erklärung hierfür kann die Vermehrung der Mikroor-
ganismen herangezogen werden, deren Populationen aufgrund des höheren
Zuckerangebotes wuchsen. Aber für das Wachstum ist nicht nur Kohlenstoff
erforderlich, sondern auch andere Nährstoffe wie z. B. P (Blume et al. 2010).
D. h. je mehr Kohlenstoff gegeben wird, desto mehr P wird organisch in den
Mikroorganismen gebunden und ist deshalb weniger verfügbar. Anzumerken
ist, dass bei Kim et al. (1998) keine Kontrollvariante zu dieser Methode mit
Glucose geführt wurde. Es könnte also durchaus sein, dass auch hier sich
Unterschiede ergeben hätten. Auf der anderen Seite besteht auch die Mög-
lichkeit, durch Veränderung des Nahrungsangebotes Mikroorgansimen zu för-
dern, die Porg nicht mineralisieren oder die mineralisierenden Mikroorganis-
men hemmen (Blume et al. 2010). Spohn und Kuzyakov (2013) stellten in
einer anderen Studie fest, dass mit der Gabe von Glucose-6-phosphat die
Mikroorganismen vor allem Glucose, aber nur einen geringen Teil des mine-
ralisierten P aufnahmen. Sie schlossen daraus, dass die Mineralisation durch
Mikroorganismen von organisch gebundenem P eher ein Nebeneffekt der An-
eignung von Kohlenstoff sei, wovon die Pflanzen gut profitieren könnten. Auch
beim Experiment Boden-inkubation I könnte dieses Phänomen die dargestell-
ten Ergebnisse untermauern. Da hier nur Glucose gegeben wurde und nicht
Glucose-6-phosphat, musste die wachsende Mikroorgnismenpopulation ihren
geringen, benötigten Anteil an Phosphat aus dem vorhandenen Pool entneh-
men. Durch die Inkorporation des mineralisierten P konnte weniger P im Bo-
den nachgewiesen werden (Abb. 3.1). Vermutlich ist der enzymatische Auf-
schluss des Phytats aufwändiger für die Mikroorganismen, um an die Kohlen-
stoffe im Inositol zu gelangen, als die Glucose als C-Quelle zu nutzen. Die
Mikroorganismen scheinen somit durch die C-Quelle limitiert worden zu sein,
nicht jedoch durch P.
Abschließend ist noch einmal zu betonen, dass der Luvisol Oberboden in die-
sem Versuch als einziger eine CAL-P-Konzentration in der Na-Phytat-Variante
zeigte, die nach 140 Tagen ca. 80% der Konzentation in der Ca(H2PO4)2-
Variante entsprach. Dies war mit Abstand die höchste netto-Mineralisation.
Hier sei noch einmal der pH-Wert von 7,2 und die Corg-Konzentration von
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1,75% als mögliche entscheidende Faktoren erwähnt. Insgesamt ist das Er-
gebnis dieses Versuchs so zu bewerten, dass verschiedene Bodentypen durch
verschiedenste, nicht näher definierte Faktoren unterschiedlich Na-Phytat mi-
neralisierten.

Da diese Einflussfaktoren im ersten Versuch nicht genau geklärt werden konn-
ten, wurde im zweiten Bodeninkubationsversuch der Fokus auf die Inkubati-
onstemperatur und den pH-Wert gelegt. Es stellte sich jedoch heraus, dass
die Inkubationstemperatur kein signifikanter Faktor war, der die Mineralisation
in irgendeiner Art und Weise beeinflusste (S. 52, Abb. 3.4). Eine Überlegung
ist die, dass der Mineralisationsprozess biologisch unabhängig verläuft, dass
es also ein rein chemischer Prozess ist. Dies erscheint jedoch sehr unwahr-
scheinlich. Es wäre zu erwarten gewesen, dass sich bei einer Temperaturan-
hebung von 10°C Unterschiede ergeben hätten, da man davon ausgeht, dass
die Mikroorganismen sich der Optimaltemperatur annähern und dann aktiver
sind. Warum dieser Versuch aber trotzdem keine Mineralisationsunterschie-
de zeigte, bleibt spekulativ. Eine Möglichkeit besteht darin, dass durch die
Aufteilung in zwei Klimakammern, die kälteren Proben mit anderen Umwelt-
einflüssen konfrontiert waren, als in der warmen Klimakammer. Dies sollte
man jedoch vernachlässigen können, da der Versuch mit großer Sorgfalt und
Überwachung durchgeführt worden ist. Aber es könnten auch folgende Grün-
de für die nicht vorhandenen Unterschiede verantwortlich sein. Die Mikroorga-
nismen, die für die Mineralisation zuständig sind, könnten sich genau in dieser
Temperaturspanne (15-25°C) möglicherweise in ihrem Optimum befunden ha-
ben oder zumindest keine signifikanten Unterschiede bzgl. der Mineralisation
aufweisen. Ullah et al. (1987) wiesen für eine Saure Phosphatase in Asper-
gillus ficuum ein breites Temperaturspektrum nach. Sie zeigten, dass diese
aufgereinigte Phosphatase bei 0°C hoch stabil ist, jedoch ab 70°C instabil
wird, ein sehr breites Temperaturoptimum besitzt und ihr Aktivitätsmaximum
bei 63°C liegt. Wenn man eine größere Temperaturspanne gewählt hätte, wä-
ren die Unterschiede in der vorliegenden Arbeit evtl. hervorgetreten, wobei
dies weniger den realen Temperaturen im Boden entspräche und auch von
den Bakterien abhängen würde, welche Optimal- bzw. Maximaltemperatur sie
besitzen. Auch Rastin et al. (1988) berichten von keiner Korrelation zwischen
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Enzymaktivität der Sauren Phosphatase und Bodenfeuchte bzw. Bodentem-
peratur in einem Buchenwaldboden.
Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass, wie bei der Glucosegabe, die
Mikroorganismen sich bei der höheren Temperatur zwar vermehrt, jedoch da-
her mehr P für sich selbst beansprucht haben, und deshalb kein sichtbarer
Einfluss der Temperatur erkennbar ist. Dadurch könnte der Netto-Umsatz zwi-
schen den beiden Temperaturen gleich geblieben sein.
Der zweite Faktor, der näher untersucht wurde, war der Boden-pH-Wert. Da im
ersten Inkubationsversuch, der Bodentyp mit dem höchsten pH-Wert (pH 7,2)
die höchste nachweisbare Mineralisation aufwies, wurde dieser Luvisol Ober-
boden aus Versuch 1 als Referenz gewählt und alle weiteren Bodentypen auf
den pH-Wert von 7,2 aufgekalkt. Es konnte beobachtet werden, dass auch
hier wiederum der Bodentyp, als dritter Faktor in diesem Versuch, mit all sei-
nen Einflussgrößen, die Mineralisation von Na-Phytat innerhalb von 140 Tagen
beeinflusste. Die Anhebung des pH-Wertes auf 7,2 führte bei zwei weiteren
Böden (S. 52, Abb. 3.4), neben dem schon zuvor getesteten Luvisol I (Ober-
boden), zu einer, zum Teil signifikant, erhöhten Mineralisation von Na-Phytat.
Wenn man diese beiden Bodentypen hinsichtlich ihrer P-Fraktionen betrach-
tet (S. 50, Abb. 3.3), kann man erkennen, dass die Gesamt-P-Konzentration
derjenigen von Luvisol I ähnlich war. Außerdem waren die Konzentrationen
der Al-/Fe-Fraktion (F1) in allen drei Bodentypen auf einem vergleichbaren Ni-
veau, der Anteil an Porg unterschiedt sich jedoch. Der ursprüngliche pH-Wert
der beiden Böden lag im sauren Bereich bei 5,2 (Fluvisol) und 6,3 (Luvisol II).
Daher kann eine mikrobielle Gemeinschaft angenommen werden, in der Sau-
re Phosphatasen vorherrschen, da Saure Phosphatasen verstärkt in sauren
Böden vorkommen (Juma et al. 1978). Für den Boden Luvisol II liegen außer-
dem von einem Nachbarschlag Ergebnisse zur mikrobiellen Biomasse (964 ±
144 µg C (g Boden)-1 in 0 - 12 cm Bodentiefe) sowie zur Dehydrogenaseak-
tivität (49,5 ± 3,2 µg Iodonitrotetrazoliumformazan (g Boden)-1 in 0 - 12 cm
Bodentiefe bzw. 35,5 ± 1,3 µg Iodonitrotetrazoliumformazan (g Boden)-1 in 0 -
40 cm Bodentiefe) vor (Schulz 2012). Die Dehydrogenaseaktivität gibt an, wie
gut ein Boden unter gegebenen Bedingungen zugegebene Elektronenakzep-
toren reduzieren kann (Schinner et al. 1996) und damit, ob mikrobielles Leben
vorhanden ist. Mit der Erweiterung auf 40 cm Bodentiefe sinkt dieser Wert.
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Dies ist darin begründet, dass Mikroorganismen Luft, Wasser und organische
Substanz zum Leben benötigen. Die Konzentration dieser Faktoren nimmt mit
zunehmender Bodentiefe deutlich ab. Die Werte der Dehydrogenaseaktivität
im Nachbarschlag des Versuchsbodens Luvisol II liegen im Bereich normaler
Ackerböden (Kumar et al. 2013).
Eivazi und Tabatabai (1977) konnten zeigen, dass das pH-Optimum für Saure
Phosphatase in sauren Böden zwischen 6 und 7 liegt. Dies steht jedoch etwas
im Widerspruch mit den Böden aus dem vorliegenden Bodeninkubationsver-
such II, da der Luvisol II schon bei seinem Ursprungs-pH deutliche Minera-
lisation gezeigt hätte. Möglicherweise wurde mit der Erhöhung des Boden-
pH-Wertes eine Stimulation der Alkalischen Phosphatasen erreicht (Acosta-
Martínez et al. 2000), so dass diese durch positive Korrelation mit dem pH-
Wert auch aktiviert wurden und ein Aktivitätsmaximum durch beide Phos-
phatasen entstand. Ein anderer Aspekt könnte der indirekte Einfluss des pH-
Wertes auf die Aktivität der Sauren Phosphatase sein, indem der pH-Wert die
Nährstoffverfügbarkeit für die Mikroorganismen positiv verändert. Durch die
pH-Wert-Änderung könnte die mikrobielle Gemeinschaft so verschoben wer-
den, dass vermehrt Mikroorganismen wachsen, die Phosphatasen verstärkt
nutzen. Es könnte aber auch sein, dass der pH-Wert die Konzentrationen von
Inhibitoren oder Aktivatoren beeinflusst und somit die Mineralisation gestei-
gert wird (Dick et al. 2000). Außerdem konnten Acosta-Martínez und Tabata-
bai (2000) zeigen, dass die Aktivität der Sauren Phosphatase (pH-Optimum
bei 6,5) negativ, die der Alkalischen Phosphatase (pH-Optimum bei 11,0) po-
sitiv mit dem Boden-pH korreliert. Wie oben bereits schon einmal erwähnt,
berichten Eivazi und Tabatabai (1977), dass in den meisten Böden ein Aktivi-
tätsmaximum der Phosphatasen nahe des neutralen pH-Wertes auftritt. Daher
kann aus diesem Versuch geschlossen werden, dass weitere Aspekte für die
Mineralisation im Boden wichtig sind, da die Erhöhung der Boden-pH-Werte
auf 7,2 nicht durchgängig zu der erwünschten Mineralisation von Na-Phytat
führte. Beispielsweise könnte die Ionenkonkurrenz und die Zusammensetzung
des Bodenlebens Einfluss ausüben.
Hypthese 1 kann nicht widerlegt werden, da verschiedene Bodeneigenschaf-
ten, wie z. B. der pH-Wert, zu signifikant unterschiedlichen Umsatzraten führ-
ten. Ein Temperaturunterschied von 10°C führte zu keinen Unterschieden.
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Insgesamt betrachtet sollten all diese Faktoren noch weiter untersucht und
erforscht werden.

4.2 Einfluss verschiedener Faktoren der Pflanze auf die
Mobilisierung von organisch gebundenem Phosphat

Nach dem Boden wurde der Fokus auf die Pflanze gerichtet. In vorangegan-
genen Studien konnte gezeigt werden, dass Pflanzen in unterschiedlichem
Ausmaß in der Lage sind, Porg zu mobilisieren und sich P daraus anzueignen
(Steffens et al. 2010; Leppin 2007).
Aus Abb. 3.9 S. 58 geht hervor, dass Raps, Straucherbse und Phacelia fast
zu 100%, also genauso gut das P aus dem Na-Phytat nutzen können, wie das
aus der Ca(H2PO4)2-Variante. Es besteht eine hohe relative Nutzungseffizi-
enz. Es folgen mit rund 80% der Mais und die Weißlupine und in absteigender
Reihenfolge Zuckerrübe, Weizen, Mexikanische Sonnenblume und Buchwei-
zen mit 58 - 51%. Zu 34% kann Roggen P aus Na-Phytat im Vergleich zur
Ca(H2PO4)2-Variante nutzen.
In der vorliegenden Arbeit wurde eine weitere Nutzpflanze, die Kartoffel (Sola-
num tuberosum), in Gefäßversuchen untersucht. Die Kartoffel stellt zum einen
eine wichtige Kulturart in Deutschland dar und zum anderen wählte eine For-
schergruppe diese Pflanzenart aus, um sie gentechnisch zu verändern. Hier-
bei wurde eine synthetisierte Phytase hochreguliert (Zimmermann et al. 2003),
um damit die Aneignung von Porg zu steigern. Außerdem gilt die Ertragfä-
higkeit der Kartoffel als sehr vom im Boden verfügbaren Phosphor abhän-
gig (Hüwing 2011). Der Phosphor-Düngebedarf bei der Kartoffel liegt je nach
Versorgungsstufe bei 0 - 180 kg/ha, in der Versorgungsstufe C bei 70 - 100
kg/ha (Hüwing 2011). Es wird empfohlen den Dünger aufgrund des schwa-
chen Wurzelsystems wurzelnah zu platzieren. Dies bedeutet entweder eine
Unterfußdüngung vorzunehmen oder den Dünger in den Damm einzuarbeiten
(Hüwing 2011).
Daher kam die Frage auf, wie effizient diese Pflanzenart sich P aus Porg aneig-
nen kann. Dies führte zu Hypothese Nummer 2: Die Aneignung von organisch
gebundenem Phosphor Porg ist von der Pflanzenart abhängig und damit gene-
tisch bedingt.
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a) Die Nutzpflanzen Raps (Brassica napus cv. Carousel) und Kartoffel (Sola-
num tuberosum cvs. Belana und Marabel) unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Porg-Aneignung signifikant.
b) Die Kartoffelsorten Solanum tuberosum cvs. Belana und Marabel unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer Porg-Aneignung signifikant.
Es zeigte sich bei dem oben genannten Versuch (Abb. 3.9, S. 58), dass die
Kartoffel nur minimal Porg als P-Quelle verwenden konnte und statistisch kei-
ne Unterschiede in der Frischmasse im Vergleich zur Kontrolle auftraten (Abb.
3.7, S. 56). In der Übersicht und im Vergleich zu anderen Kulturarten wird
deutlich, dass die Kartoffel so gut wie keine Fähigkeit besitzt (11%), sich Porg

anzueignen (Abb. 3.9).
Da es sich bei dem Versuchsboden um den Luvisol Unterboden handelte,
konnte eine mikrobielle Aktivität innerhalb der Versuchszeit von 35 Tagen ver-
nachlässigt werden (Abb. 3.1a). Daher kann davon ausgegangen werden,
dass die Unterschiede in der Aneignungseffizienz durch die Pflanze hervorge-
rufen wurden. Eine unterschiedliche Porg-Aneignungseffizienz könnte in den
Wurzelexsudaten begründet liegen. Verschiedene Strategien, die z. B. die
Weißlupine verwendet, um sich P anzueignen, stellt Zimmermann (2003) in
einer Übersicht sehr anschaulich dar (s. S. 17, Abb. 1.5). Er nennt hier u.a.
die Sekretion von organischen Anionen, Chelatkomplexen, Phosphatasen und
Phenolen, die reduzierend auf z. B. Eisenphosphate (FePO4+1e− −→ Fe2++

PO3−
4 ) wirken und organische Anionen vor mikrobiologischem Abbau schüt-

zen.
Eine zusätzliche Gabe von organischen Anionen, vor allem Citrat, führen bei
Kohl unter P-Mangelbedingungen zu einer verbesserten P-Aufnahme (De-
chassa et al. 2004), da die Anionen einen Austausch von Phosphat an amor-
phem Aluminium fördern können (Dechassa et al. 2004; Fox et al. 1990; Bolan
et al. 1997). Im Vergleich dazu führt ein P-Mangel bei der Kartoffel nur zu ei-
ner erhöhten Exudation von Succinat (Dechassa et al. 2004), welches nicht so
stark wirksam zur Mobilisierung von P ist, wie Citrat (Nagarajah et al. 1970).
Hoffland et al. (1989) untersuchten Raps auf die Abscheidung von organi-
schen Anionen und stellten fest, dass vor allem Malat und Citrat direkt hinter
der Wurzelspitze mit einer signifikant höheren Menge als in anderen Wurzel-
zonen abgeschieden wurden. Die Exudation organischer Anionen war bei der
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P-Mangelvariante signifikant höher als bei der mit ausreichend P versorgten
Rapspflanze, aber auch die Ansäuerung der Rhizosphäre und die Konzen-
tration an organischen Säuren in den entsprechenden Wurzelabschnitten wa-
ren signifikant erhöht (Hoffland et al. 1989). Raps könnte daher durch Abgabe
von Protonen das pH-Optimum für die P-Verfügbarkeit und die wurzelgebun-
dene Phosphatase besser als die Kartoffel einhalten. Man vergleiche hierzu
auch die Abschnitte der Wurzel an denen ausreichend Phosphataseaktivität
messbar ist (Zimmermann et al. 2004). Diese Abschnitte decken sich, auch
wenn jeweils zwei unterschiedliche Pflanzenarten untersucht wurden, annä-
hernd mit denen der Citrat- und Malatabgabe. Hoffland et al. (1989) und an-
dere Wissenschaftler sprechen von organischen Säuren, wobei darauf hinge-
wiesen werden muss, dass nicht organische Säuren, sondern deren Anionen
abgeschieden werden und ein Ausgleich je nach Pflanzenart mit unterschied-
lichen Kationen erfolgt (Ryan et al. 2001). An der Weißlupine (Lupinus albus
L.) konnten Zhu et al. (2005) zeigen, dass die Abgabe von Citrat über die
Plasmamembran der Proteiodwurzelzellen nicht streng an die Abgabe von H+

gebunden ist, es können auch andere Kationen, wie K+ und Na+ dazu dienen.
Die Abgabe von Malat zeigt jedoch eine starke Abhängigkeit zur H+-Abgabe
(Zhu et al. 2005).
In Vorversuchen in Wasserkultur konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass kaum Aktivität von Sauren Phosphatasen, die abgeschieden
wurden, in der Lösung vorlag (ca. 0,5 bis 3% des Vmax-Wertes der Gesamt-
phosphatase (= wurzelgebundene + freie Phosphatase)). Im Gegensatz dazu
konnte festgestellt werden, dass wurzelgebundene Saure Phosphatasen eine
viel höhere Aktivität zeigten. Deshalb wurde in den nachfolgenden Versuchen
die Aktivitätserfassung der wurzelabgeschiedenen Enzyme vernachlässigt.
Hierbei kann davon ausgegangen werden, dass die Pflanze Werkzeuge abge-
ben würde, die in der Bodenlösung zwar ihre Arbeit leisten, wobei aber noch
nicht gesichert ist, dass das abgespaltene Phosphat tatsächlich die Wurzel
wieder erreicht, oder ob vorher ein Mikroorganismus oder eine Konkurrenz-
pflanze das Phosphat aufnimmt. Wurzelgebundene Enzyme haben daher den
Vorteil, die Chancen erheblich zu erhöhen, das abgespaltene Phosphat direkt
über nebenliegende Transporter aufzunehmen. Inwieweit die Effizienz der P-
Transporter eine Rolle spielt, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht überprüft.
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Auf der anderen Seite ist das Abscheiden der Enzyme dann von Vorteil, wenn
die Mobilität der Substrate, aufgrund z. B. ihrer Größe oder Ladung, einge-
schränkt ist.

Warum die Aneignung von P aus Porg bei der Kartoffel aus dem Unterboden
so schlecht ausfiel (s. S. 53, Abb. 3.5 bzw. S. 58, Abb. 3.9), sollte mit Hilfe der
Wasserkulturversuche untersucht werden, bei denen die wurzelgebundenen
Sauren Phosphatasen, in den Fokus rückten. Es sollte geklärt werden, welche
biochemischen Unterschiede bei dem, für die Mobilisierung wichtigen Enzym,
zwischen den Pflanzenarten und gegebenenfalls Pflanzensorten (Solanum tu-
berosum cvs. Belana und Marabel) die Ursache für die schlechte bzw. gute
P-Aneignugnseffizienz aus organisch gebundenen Verbindungen sind. Eine
mögliche Ursache wären verschiedene Isoformen der Sauren Phosphatase in
unterschiedlichen Pflanzenarten oder auch -sorten.
In dem in vivo-Experiment stellte sich heraus, dass die Enzyme, die getestet
wurden (Saure Phosphatasen) unterschiedliche Affinitäten zu dem Substrat
NPP aufwiesen (Abb. 3.19; S. 68). Dies war der erste Hinweis auf Unterschie-
de in der genetischen Ausstattung der verschiedenen Pflanzenarten bezüglich
der Fähigkeiten, P aus organisch gebundenen Verbindungen anzueignen.
Erstaunlich war bei beiden Wasserkulturversuchen, dass sowohl in vivo also
auch in vitro die Enzymkinetik der Sauren Phosphatase nicht der Michaelis-
Menten-Kinetik folgte (S. 66 Abb. 3.17; S. 73 Abb. 3.24). Es konnte durch die
Eadie-Scatchard-Darstellung eine negative Kooperativität festgestellt werden.
Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von Zimmermann (2003), der ebenfalls
einen sigmoidalen Verlauf der Enzymaktivität der Phosphomonoesterase fest-
stellte. Mögliche Ursachen für eine negative Kooperativität sind bei Ahlers et
al. (1982) erklärt. Die Autoren weisen nicht nur auf allosterische Effekte hin,
die die mögliche Ursache für dieses Phänomen sein können, sondern len-
ken die Aufmerksamkeit zum einen auf mögliche elektrostatische Abstoßun-
gen zwischen den Liganden, die den normalen Ablauf der Michaelis-Menten-
Kinetik stören, und zum anderen auf die Möglichkeit, dass die Kinetik sich aus
zwei Isoformen mit jeweils eigener Michaelis-Menten-Kinetik zusammenset-
zen könnte. Ganz unwahrscheinlich ist der letzte Aspekt nicht, da als Substrat
NPP verwendet wurde, das als Molekül, welches nicht in der Natur vorkommt,
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mit seiner Struktur wahrscheinlich mehrere Phosphatasen anspricht. Jedoch
wird vermutlich bei keiner Phosphatase die höchste Affinität erreicht, da evo-
lutionstechnisch keine gemeinsame Entwicklung möglich war. Daher könnte
es sein, dass z. B. das Enzym Phytase auf NPP angesprochen hat, aber auch
gleichzeitig eine andere Saure Phosphatase. Es könnte sich natürlich auch um
allosterische Effekte handeln, dass das Enzym mehr als eine Bindungsstelle
aufweist und beim Andocken des ersten Liganden sich in seiner Struktur ver-
ändert, sodass ein zweiter Ligand nur erschwert an die andere Bindungsstelle
herankommt (Bisswanger 2008).
Im in vivo-Experiment wurde weiterhin festgestellt, dass der Raps mit seiner
niedrigen Maximalgeschwindigkeit, dafür aber auch mit niedrigerer Konstan-
te Kh besser für die niedrigen Porg-Konzentrationen in der Bodenlösung (Bo-
denlösung: ca. 10 - 200 µM Porg (Steffens 2011)) geeignet zu sein scheint
(s. S. 64, Abb. 3.16). Die im Gegensatz zur Kartoffel hohe Affinität der Sau-
ren Phosphatase beim Raps, ist eine mögliche Ursache für die bessere P-
Aneignungseffizienz des Rapses.
Mit dem Substrat NPP, welches in der wissenschaftlichen Praxis üblicherweise
für ebendiese Versuchszwecke verwendet wird, konnte vorerst geklärt werden,
ob überhaupt Unterschiede bei den Enzymen bestehen. Um diese Erkennt-
nis auf andere Substrate zu übertragen, müssten diese erst getestet werden.
Bekanntlich sind einige Enzyme sehr substratspezifisch, andere weniger. Auf
der anderen Seite konnte in dem ersten Pflanzenexperiment gezeigt werden,
dass die Kartoffel das Na-Phytat kaum nutzen kann. Es scheinen also Par-
allelen zwischen den Substraten aufzutreten, was das Ergebnis dieser Arbeit
unterstützt.

In dem zweiten Wasserkulturversuch sollte die Zellwand der Wurzeln inkl. der
Zellwand gebundenen Phosphatase isoliert werden, um arbiträre Fehler aus-
zuschließen. Die Ergebnisse des ersten Wasserkulturversuches sollten mit
diesem Versuch bestätigt werden, da ausgeschlossen werden sollte, dass die
Pflanze durch mögliche Stressreaktionen im in vivo-Versuch durch die Ver-
suchsdurchführung Einfluss auf die Enzymaktivität hatte. Aber es zeigte sich,
auch wenn die absoluten Zahlen aufgrund der unterschiedlichen Größenein-
heiten schlecht miteinander vergleichbar sind, dass die Aussagen, dass Un-
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terschiede in der Enzymaktivität bestehen, grundsätzlich die gleichen bleiben.
Die Sauren Phosphatasen in der Zellwand zeigten keine weiteren biochemi-
schen Unterschiede, pH-Optimum und Aktivierungsenergie waren bei allen
drei Genotypen statistisch nicht signifikant verschieden (S. 71 Abb. 3.22; S.
70 Abb. 3.20). Das lässt darauf schließen, dass die eben genannten bioche-
mischen Eigenschaften im Genom konserviert wurden. Es können posttrans-
lationale Modifikationen in den jeweiligen Genotypen nicht ausgeschlossen
werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Hypothese II a) nicht wider-
legt werden kann. Die beiden Pflanzenarten Raps (cv. Carousel) und Kartoffel
(cvs. Belana und Marabel) unterschieden sich signifikant in der Aneignung von
P aus Porg. Die Hypthese II b) muss vorerst abgelehnt werden, da die Untersu-
chungsergebnisse - mit Ausnahme des Hill-Koeffizienten - alle nicht signifikant
verschieden waren. Man sollte nochmals darauf hinweisen, dass eine gewisse
Tendenz zum Unterschied zu sehen ist. Dazu müssten aber molekulargeneti-
sche Methoden verwendet werden, um die Aussage schärfen zu können. Es
liegt jedoch bei der gleichen Pflanzenart nahe, dass die Unterschiede nicht
allzu groß sind, weil darauf kein Zuchtziel ausgerichtet wurde.

4.3 Einfluss der kombinierten Faktoren des Bodens und der
Pflanze auf die Mobilisierung von organisch gebundenem
Phosphat

Nach diesen Erkenntnissen wurde ein erneuter Gefäßversuch angelegt, der
die bisherigen Erkenntnisse kombinieren sollte. Es wurde angenommen, dass
die biologische Aktivität doch ingesamt mehr Einfluss auf die Verfügbarkeit
ausübt, als die genetischen Unterschiede innerhalb der Pflanzen, was zur
dritten Hypthese führt: Genetische Unterschiede bzgl. der Porg-Aneignung bei
ausgewählten Nutzpflanzen zeigen sich bei eingeschränkter biologischer Ak-
tivität des Bodens.

Um dies zu testen, wurde der Boden Luvisol Oberboden II verwendet, als
aktiver Oberboden (siehe S. 83), der von einer Fläche des ökologisch wirt-
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schaftenden Universitätsversuchsbetriebes Gladbacher Hof stammt. Getestet
wurden wiederum Raps (cv. Carousel) und Kartoffeln (cvs. Belana und Ma-
rabel) unter Kontrollbedingungen ohne P-Gabe, mit Ca(H2PO4)2 und mit Na-
Phytat. Erstaunlicherweise konnten sowohl bei Raps, als auch bei den beiden
Kartoffelsorten jeweils keine signifikanten Unterschiede bei der Frischmasse
(s. S. 60, Abb. 3.11) und der P-Konzentration (s. S. 60, Abb. 3.12) zwischen
der Ca(H2PO4)2- und der Na-Phytat-Variante festgestellt werden. Dass in der
Tendenz die Kartoffelsorten eine höhere P-Konzentration in der Na-Phytat-
Variante besaßen als bei der Ca(H2PO4)2-Variante, lässt sich mit dem Effekt
der Aufkonzentrierung erklären. Auch lag in diesem Versuch bei allen drei Ge-
notypen die Aneignungseffizienz des Phosphats aus Na-Phytat bei ca. 70% (s.
S. 61, Abb. 3.13). Die Kartoffeln konnten in diesem Oberboden deutlich besser
die angebotene P-Quelle nutzen, als in den Versuchen auf dem Unterboden.
Dagegen zeigte der Raps schlechtere Werte als angenommen. Durch den
Vergleich mit den Bodeninkubationsversuchen, die eine deutlich längere Ver-
suchszeit aufwiesen, kann eine vermehrte Mineralisation im Oberboden nicht
der Grund für diesen Anstieg der Aneignugnseffizienz bei den Kartoffeln sein.
Eine Möglichkeit, die verbesserte Aneignungseffizienz bei der Kartoffel zu er-
klären, ist, dass die Porg-Konzentration der Bodenlösung in dem Vmax-Bereich
der Kartoffelphosphatase liegt. Dadurch könnte sie einen gewissen Vorteil im
Bezug auf die Aneignung besitzen. Eine wahrscheinlichere Erklärung, jedoch
nicht nachgewiesen, ist die mögliche Mykorrhizierung der Kartoffeln. Dadurch
könnte eine ca. siebenfach höhere Aneignungseffizienz (vgl. Abb. 3.13, S. 61)
im Vergleich zu dem Pflanzenanzucht I Versuch (vgl. Abb. 3.9, S. 58) erklärt
werden, da aufgrund der ökologischen Wirtschaftsweise eine hohe biologi-
sche Aktivität vorhanden ist, und damit die Wahrscheinlichkeit höher auch auf
passende mykorrhizierende Pilze zu treffen. In einer Untersuchung von Bay-
rami et al. (2012) konnte festgestellt werden, dass durch die Inokulation von
Kartoffelpflanzgut mit Mykorrhiza-Pilzen, der Aufwand von P-Düngemitteln re-
duziert werden konnte. Das Argument, dass durch die Präsenz der Pflanze
im Boden die Aktivität der Phosphatasen und die Population der Mikroorga-
nismen erhöht werden kann (Tarafdar et al. 1988), sollte mit Vorsicht genutzt
werden, da dies dann auch auf den Raps zutreffen könnte. Hierbei müsste
näher untersucht werden, ob die Wurzelexsudate der zwei Pflanzen sich in
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der Auswirkung auf Mikroorganismenpopulationen unterscheiden. Des Weite-
ren wird bei Yao et al. (2001) beschrieben, dass durch die Mykorrhizierung
eine pH-Absenkung in der unmittelbaren Nähe der Hyphen erfolgte. Dadurch
könnten die Umstände, P verfügbarer zu machen, sich bei der Kartoffel ver-
bessert haben. Raps, wie alle Brassicaceae, geht keine Symbiose mit einem
Mykorrhizapilz ein (Kadereit et al. 2014). Die Erklärung für das schlechte Ab-
schneiden des Raps, ist zum einen, dass in der Ca(H2PO4)2-Variante mehr
vorhandenes Boden-P aufgenommen wurde, als in der Kontrolle, da in dieser
Variante die P-Aneignungsmaschinerie schneller durch die Ca(H2PO4)2-Gabe
angelaufen war und durch z. B. vermehrtes Wurzelwachstum die verschiede-
nen P-Quellen besser erschließen konnte. Dadurch wäre der P-Gehalt in der
Pflanze, der aus dem Düngemittel stammt, überschätzt worden und drückt da-
mit das Verhältnis aus Na-Phytat zur Ca(H2PO4)2-Variante. Die andere, wahr-
scheinlichere Möglichkeit ist, dass in der Na-Phytat-Variante weniger vorhan-
denes Boden-P aufgenommen wurde, da es wahrscheinlich gleichwertig zum
hinzugefügten Na-Phytat war, wenn man den Aufwand für die Pflanze sich P
aus diesen beiden Quellen anzueignen, vergleicht. Dies hat zur Folge, dass
eine zu große P-Menge der Kontrollvariante von der Na-Phytat-Variante abge-
zogen wurde, woraus sich schließen lässt, dass eine größere Menge an P aus
dem Na-Phytat vom Raps aufgenommen wurde, als angenommen und da-
her die Aneignungseffizienz eigentlich größer als 70% sein müsste. Allerdings
hätte man dies nur mit radioaktiver Markierung der Düngemittel nachweisen
können.

Eine Möglichkeit, weshalb das Projekt von (Zimmermann et al. 2003) nicht
weiter verfolgt wurde, könnten die Eigenschaften des Enzyms selbst sein. Die-
ses Enzym wurde, durch die Hochregulation, vermehrt gebildet. Diese Maß-
nahme konnte zwar auf Substrat (Quartz) mit Phytatzusatz eine 40% erhöhte
P-Konzentration in den Blättern und um 20% verbesserte Sprossmasse erzie-
len, jedoch konnten in Vorversuchen auf Bodensubstrat keine Unterschiede
bei der P-Konzentration im Spross zwischen genetisch veränderter und Kon-
trollpflanze festgestellt werden (Zimmermann et al. 2003). Dies wiederum un-
termauert die Vermutung der dritten Hypothese, dass nur bei eingeschränkter
biologischer Aktivität genetische Unterschiede hervortreten. Ob die Verfüg-
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barkeit von Porg im Boden oder ob das Phosphat gleich wieder gebunden wird
und damit limitierend wirkt (Zimmermann et al. 2003), oder ob die Enzymki-
netik die Ursache sein könnte, bleibt zu klären. Weiterhin sollte berücksich-
tigt werden, dass die Aneignungseffizienz aus der Effizienz der Komponente
Nährstofftransport zur Wurzel und der Nährstoffaufnahme in die Pflanze be-
steht (Schubert 2006). Daher könnte man die Wurzelmorphologie als Ursache
für verschiedene Effizienzen annehmen. Je größer das Wurzelsystem ist, de-
sto besser bzw. wahrscheinlicher ist die Nährstoffaufnahme, da der Transport
zur Wurzel wahrscheinlicher ist. Auch die Verteilung der Enzyme an der Wur-
zel könnte einen Einfluss auf die Aneignung haben (Zimmermann et al. 2004).
So ist bei der Kartoffelsorte Desiree, bei den Sauren Phosphatasen StPAP2
und StPAP3, die bei P-Mangel vermehrt produziert werden, hauptsächlich an
den Wurzelspitzen Aktivität zu sehen (Zimmermann et al. 2004). In dem Pflan-
zenexperiment mit dem Oberboden (Pflanzenanzucht II) zeigten sich jedoch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen bei der Wurzel-
frischmasse (s. S. 60, Abb. 3.11 bzw. bei der Wurzellänge (s. S. 62, Abb. 3.14)
nur zwischen wenigen verschieden gedüngten Varianten. Ein Grund hierfür
könnte der begrenzte Wurzelraum in den Mitscherlichgefäßen sein.
In einem normalen Bodenprofil ist die Kartoffel dem Raps mit seinem Wurzel-
system unterlegen (Hopkins 2015), wie z. B. bei der Wurzeldichte (50% gerin-
ger als bei Weizen und Winterraps) (Stalham et al. 2001). Auch beim Auftreten
von Haarwurzeln im Vergleich zur Gesamtwurzel schneidet die Kartoffel im
Vergleich zum Weizen schlecht ab (nur 21% der Kartoffelwurzeln hatten einen
Durchmesser von 10 µm, im Vergleich Weizen: 58%; Raps wurde nicht unter-
sucht) (Yamaguchi 2002). Außerdem unterscheidet sich in der Wurzelfeinheit
der Genotyp Carousel (Raps) signifikant von Marabel (Kartoffel) (Abb. 3.15).
Wie schon vorher erwähnt, könnte der Grund für die Kartoffel, ein nicht so
feines Wurzelsystem auszubilden, daran liegen, dass sie mit den Mykorrhiza-
Pilzen eine Symbiose eingeht und daher feinste Wurzelhaare nicht ausbilden
muss.
Ein weiterer Aspekt ist, dass je nach Alter der Pflanzen der Bedarf und da-
mit die Aneignung von P in einer Pflanze unterschiedlich ist (Gransee 2002),
daher kann nur gemutmaßt werden, dass die gewählten Zeiträume von Raps
und Kartoffel sich entsprechen. Jedoch zeigen die Pflanzenversuche, dass bei
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beiden Kulturarten nach 35 Tagen ein P-Mangel in den Kontrollpflanzen nach-
zuweisen war.

Somit kann die dritte Hypothese, dass genetische Unterschiede bzgl. der Porg-
Aneignung bei ausgewählten Kulturpflanzen sich nur bei eingeschränkt biolo-
gisch aktiven Böden darstellen, nicht widerlegt werden, da sich keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Genotypen auf dem biologisch aktiven
Boden zeigten. Wie genau dies alles in seiner Komplexität zusammenhängt,
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht genau erörtert werden. Jedoch scheint
es, als wären die Pflanzen genetisch so codiert, dass sie mit oder auch ohne
Hilfe anderer Organismen Systeme aufgebaut haben, um Porg für sich verfüg-
bar zu machen.
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5 Zusammenfassung

Phosphor ist eine endliche Ressource. Deswegen wird in der Landwirtschaft
nach Möglichkeiten gesucht, die Ressource zu schonen, um sie so lange wie
möglich als Nährstofflieferanten zu erhalten. Verschiedene Recyclingmetho-
den, aber auch die Nutzung vorhandener P-Vorräte im Boden, wie z. B. orga-
nisch gebundenen Phosphaten (Porg), stehen im Fokus. In dieser Arbeit wurde
die Mobilisierung von Phosphat aus Porg in verschiedenen Bodentypen, das
Aneignungsvermögen von Phosphat aus Porg von verschiedenen Pflanzenar-
ten bzw. -sorten, sowie das Zusammenspiel von Mobilisierung im Boden und
Aneignung der Pflanze bzgl. Porg untersucht.
Wie verschiedene Faktoren die Mobilisierung von Porg im Boden beeinflussen,
wurde anhand von zwei Bodeninkubationsversuchen, die unter kontrollierten
Bedingungen abliefen, untersucht. Es stellte sich heraus, dass der Bodentyp
auf die Umsetzung von Porg zu Phosphat signifikanten Einfluss hat. Auch der
pH-Wert beeinflusst die Mobilisierung signifikant. Bei unterschiedlichen Tem-
peraturen (15°C und 25°C) konnten keine Unterschiede festgestellt werden.
Der zweite Aspekt der Arbeit war die Fähigkeit zu untersuchen, wie gut sich
Pflanzen Phosphat aus Porg aneignen können. In vorangegangenen Arbeiten
wurden schon einige Kulturpflanzenarten, wie z. B. Mais oder Zuckerrübe da-
zu untersucht. In dieser Arbeit wurde die Kartoffel (Solanum tuberosum cvs.
Belana und Marabel) dem Raps gegenübergestellt (Brassica napus cv. Carou-
sel), von dem bekannt ist, dass er Porg nutzen kann. Es stellte sich im Versuch
auf biologisch kaum aktivem Unterboden heraus, dass die Kartoffel (Solanum
tuberosum cv. Belana) nur 11% des Phosphats aus Porg in Form von Na-Phytat
nutzen konnte. Deswegen wurden weitere Untersuchungen bzgl. der Phos-
phataseaktivität (eine Möglichkeit der Pflanzen Phosphat zu mobilisieren) an
den drei Versuchspflanzen vorgenommen, um mögliche Gründe der Unter-
schiede zwischen Pflanzenarten oder sogar -sorten zu finden. Beim Vergleich
der Enzymkinetik konnte festgestellt werden, dass sich die Pflanzearten signi-
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fikant unterscheiden. Die Unterschiede zwischen den Kartoffelsorten waren
nicht signifikant, jedoch eine gewisse Tendenz erkennbar, dass auch hier Un-
terschiede, evtl. auf molekulargenetischer Ebene, vorliegen. Sowohl im in vivo-
als auch im in vitro-Versuch wurde festgestellt, dass die Saure Phosphatase
nicht einer Michaelis-Menten-Kinetik folgt, sondern einer negativen Koopera-
tivität unterliegt.

Zum Schluss wurden beide Faktoren (Pflanze und Boden) zusammen unter-
sucht, ob die genetischen Unterschiede bzgl. der Phosphataneignung aus Porg

sich nur bei eingeschränkt biologischer Aktivität des Bodens zeigen. Dazu
wurde ein biologisch aktiver Oberboden verwendet und die drei Genotypen mit
drei Düngungsvarianten darauf angezogen. Es konnten keine Unterschiede in
der Porg-Aneignung festgestellt werden. Daraus lässt sich schließen, dass vie-
le Einflussfaktoren in diesem komplexen System Pflanze/Boden noch nicht
bekannt sind bzw. noch nicht untersucht wurden. Es scheint jedoch so, dass
Pflanzen Systeme entwickelt haben, wie sie mit oder ohne Hilfe von Mikroor-
ganismen, Phosphat aus Porg-Verbindungen mobilisieren können.
Deshalb sollten Methoden entwickelt werden, um Porg standardmäßig in Bö-
den zu untersuchen, um P-Düngemittel bei entsprechend fähigen Pflanzen
einsparen und dadurch die P-Vorkommen besser schonen zu können.
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6 Summary

Phosphorus is an exhaustible raw material. For this reason agriculture is sear-
ching for possibilities to conserve the resource, keeping it as a nutrient supplier
as long as possible. Various recycling methods, but also the use of available
P in the soil, such as organically bound phosphates (Porg), stand at the focal
point of view. In this work, the mobilization of phosphate from Porg in different
types of soil, the uptake capacity of phosphate from Porg of different plant spe-
cies or varieties, as well as the interaction of mobilization in soil and uptake
efficiency Porg of the plant was investigated.
How different factors affect mobilization of Porg in soil was investigated with
two soil incubation trials that took place under controlled conditions. It turned
out that the type of soil has significant impact on the mobilization of phosphate
from Porg. Also the pH-value influenced the mobilization significantly. At diffe-
rent temperatures (15°C and 25°C), no differences were found.
The second aspect of the work was to investigate the ability of how well plants
can acquire phosphate from Porg. In previous works already some other crop
species, such as corn or sugar beet have been studied. In this work potato
(Solanum tuberosum cvs. Belana and Marabel) was opposed to oilseed rape
( textit Brassica napus cv. Carousel) which is known to be able to use Porg. In
a trial with hardly biological active soil it turned out that the potato (Solanum
tuberosum cv. Belana) could only use 11% of the phosphate derived from Porg

in form of Na-phytate. Therefore further investigations of the phosphatase ac-
tivity (one possible kind of mobilizing phosphate by the plant) had to be done
by testing the three plants to find possible causes of the differences between
plant species or even varieties. When comparing the enzyme kinetics signifi-
cant differences of the plant species were observed. The differences between
the varieties of potatoes were not significant, however, a certain tendency can
be seen that differences possible at the molecular genetic level might occur.
Both in vivo- as well as in in vitro-trials showed that acid phosphatase does
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Summary

not follow Michaelis-Menten kinetics, but a negative cooperativity.

Finally, both factors (plant and soil) were examined together, whether the ge-
netic differences of phosphate acquisition from Porg only occur at limited bio-
logical activity of the soil. A biologically active topsoil was used and the three
genotypes with three fertilization treatments were grown on it. There were no
differences in the Porg acquisition. This suggests that many factors in this com-
plex plant/soil system are not yet known or have not yet been studied. Howe-
ver, it appears that plants have developed systems for phosphate mobilization
from Porg compounds with or without the aid of microorganisms.
Therefore, methods should be designed to investigate Porg in soils by default to
reduce P-fertilizer in accordance to plant types and to protect the P-deposits
better.
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7 Anhang

Tabelle 7.1: Einfaktorielle ANOVA + Tukey HSD je Konzentrationsstufe. Si-
gnifikanzen für Abb.3.16

Substrat-
konzentration
in µM

Belana Marabel Carousel Varianz-
homogenität

14000 a a b ja
9000 a a b ja
7200 a b c ja
4500 a ab b ja
2700 a a a ja
900 a ab b ja
500 a a a nein
300 a a a nein
200 a b b ja
150 a b a nein
100 a b b nein
75 a b b ja
50 a b a nein
20 a a a nein
10 a c b ja
5 b a a ja
2 a a a nein
0 a a a ja
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Tabelle 7.2: Einfaktorielle ANOVA + Tukey HSD je Konzentrationsstufe. Si-
gnifikanzen für Abb. 3.23

Substrat-
konzentration
in µM

Belana Marabel Carousel Varianz-
homogenität

20000 a a b ja
14000 ab a b ja
10000 ab a b ja
7200 a a a ja
4500 a a b ja
2700 a a a ja
900 a a a ja
500 a a a ja
100 a a a ja
50 a a a ja
10 a b b ja
0 a b b ja
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