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Zussammenf assung

Als nichtinvasive Methode wurde die dielektrische
Einzelzell spektroskopie zur Ermittlung der passiven elek-
trischen Eigenschaften und zur Interpretation von Mef3-
daten individueller Nadelbaumpollen eingesetzt. Die di-
elektrische Dispersion wurde in einem Frequenzbereich
von 100 Hz bis  MHz in einem Medium niedriger Leit-
fahigkeit untersucht. Die Zellbewegung, induziert Uber
rotierende elektrische Felder, gestattet Aussagen zur Vi-
talitdt und Keirnfahigkeit einzelner Pollen in vitro und
die Bestimmung von passiven elektrischen Parametern
einzelner Kompartimente (Exine, Intine, Membran, In-
nenraum). Im Sinne einer angepafdten Beschreibung der
Daten wurden die Berechnungen auf schalenférmig aufge-
baute Rotationsellipsoide ausgedehnt. Die Unterschiede
im Rotationsverhalten von vitalen und nichtvitalen Pol-
len werden im wesentlichen durch die Verénderung der
Leitfahigkeit des Innenraumes 0,15 S/m auf 0,03 S/m und
der Intine (3,5mS/m auf 55 mS/m) sowie der Veranderung
der Exine verursacht. Durch die passiven elektrischen
Eigenschaften der Exine (geringe Leitfdhigkeit und Dk)
hat das Plasmalemma nur einen geringen EinfluR auf das
Rotationsspektrum. Die an Einzelpollen gewonnenen Re-
sultate wurden mit anderen Ergebnissen aus in uitro
Tests — der Elektrolytfreisetzung, UV-Absorption, FDA-
Farbung — und aus in vivo Kreuzungsexperimenten ver-
glichen und unterstitzen diese Interpretation.

Schlagwoérter: Elektrorotation, elektrische Permeabilitat, Pollen-

vitalitat. Waldbaumarten, Artunterschiede. Rota-
tionsellipsoide.

Summary

The dielectric spectroscopy of single cells has been
proved to be a powerfull noninvasiv methode to determine
the electric properties and to characterise individual
pollen grains of coniferes. Measurements were carried
out in a surrounding medium o low conductivity with
electric field frequencies ranging from 100 Hz to  MHz.
The behavior o cells in rotating electric fields allows to
determine the electric parameters o comparti ments (exine,
intine, membrane, etc) and to distinguish between vital
and nonvital pullen cells. For fundamental interpretation
of the data the frequency response d multishell ellipsoidal
cell models was calculated analytically. Compared with
nonvital pollen the vital one has been found to have a
higher conductivity in the interior (0.15 S/m to 003 S/m)
and o the intine (35 mS/m to 55 mS/m). Due to low con-
ductivity and permittivity of the exine the plasma lemma
has nearly no impact on the frequency spectrum. The
results obtained with the dielectric spectroscopy on single
cells are supported by those of in uitro tests, electrolyte
release, UV-absorbtion, FDA staining (Fluorescein Di-
acetat) as weil as in vivo crossing experiments done in
parallel.
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1. Einleitung

Gleichermal3en wichtig fur die Kreuzungszichtung und
die Generhaltung ist die Kenntnis der Vitalitét von Pollen.
Eine Vitalitéatsbestimmung in uitro mit herkdbmmlichen
Keimmethoden ist verhdltnismaiig zeitaufwendig, dauert
1 bis 3 Tage und setzt ein bestimmtes Mal3 an Erfahrun-
gen voraus (WorsLEy, 1959; CHRISTIANSEN,
1973). In den 70er Jahren wurden deshalb Farbemethoden
zum Nachweis von Enzymaktivitaten alsVitalitatskriterium
eingefuhrt, mit z. T. schwer reproduzierbaren Ergebnissen
(STANLEY UNnd LINSKENS,1974; RYYNANEN, 1978).Der Esterase-
nachweis mit FDA (Fluoresceindiacetat) hat sich als
brauchbarer Vitalitatsnachweis auch fur Waldbaumpollen
herauskristallisiert (ryynANEN, 1978). In den Pionierarbei-
ten von CHine und cHing (1964, 1976) wurde durch die
Untersuchung des Effluxes von niedermolekularen Ver-
bindungen ein ebenfalls geeigneter Vitalitatstest in vitro
gefunden. Die Gemeinsamkeit aller in uitro Tests besteht
letztlich darin, Parameter fur die Integritat der Plasma-
membran bzw. der aufgelagerten Schichten (Sporoderm)
und des Polleninnenraumes zu finden und die gewonnenen
Daten mit dem Zustand einer grof3en Anzahl von Zellen
zu korrelieren und auf mdoglichst unkomplizierte Weise
die Keimfahigkeit des Blutenstaubes festzustellen.

Eine sehr empfindliche, nichtinvasive Methode, um die
passiven elektrischen Eigenschaften individueller Zellen
zu charakterisieren, ist die Elektrorotation, wie in zahl-
reichen theoretischen und experimentellen Arbeiten be-
legt werden konnte (ArnoLd und ZiMMERMANN, 1988; FUHR
et al., 1990; Fuur und Kuzmin, 1986; SAUER und sScHLOGL,
1985). Die Drehung von Zellen und mikroskopisch klei-
nen Partikeln induziert durch ein rotierendes elektri-
sches Hochfrequenzfeld bildet die Basis dieser Mel3-
methode. Der Effekt beruht auf der Wechselwirkung
des elektrischen Feldes mit induzierten Ladungen an den
Grenzflachen des Objektes. Dabei reflektiert das Ro-
tationsverhalten der Zelle die dielektrischen Eigenschaf-
ten (Dielektrizitatskonstanten -Dk, Leitfahigkeiten — Q)
einzelner Zellkompartimente, besonders der Membran und
des Innenraumes, in Abhangigkeit vom Aufbau und der
Struktur des Objektes. In der vorliegenden Arbeit wird die
von ArRNOLD und ZimMmeERMANN (1982) entwickelte Rotations-
technik erstmalig auf die Charakterisierung von Wald-
baumpollen angewandt. Um der differenzierten Geometrie
der Pollen Rechnung zu tragen, wurde die Theorie auf
vielschalige Rotationsellipsoide erweitert. Aufbauend auf
den Untersuchungen von cHing und CHing werden parallel
dazu allgemein anerkannte in vitro Kriterien der Vitali-
téatstestung wie Elektrolytfreisetzung, UV-Absorption und
FDA-Férbung, als Marker der Membranintegritét, heran-
gezogen und mit den im Kreuzungsexperiment, als in
vivo Test, erzielten Ergebnissen verglichen.

2. Material and Methoden
2.1. Pollenmaterial
In die Untersuchungen wurden Pollen von Douglasie
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(Pseudotsuga menziesii (MireeL) Franco, 6 Klone), Lérche
(Larix decidua MiLL., 6 Klone; Larix kaempferie (LAmMB.)
Carriere, 2 Klone), verschiedene Kiefern-Arten (Pinus
strobus L., 3 Klone; Pinus peuce Griss., 3 Klone; Pinus syl-
vestris L.; Pinus nigra ArnoLp; Pinus wallichina Jacks;

Pinus uncinata MiLL. ex Mirs.:), Fichte (Piceaabies L.) und
Aspe (Populus trernula L., 3 Klone) einbezogen. Fiur die
Berechnung und Modellierung des Rotationsverhaltens der
Pollen ist die Geometrie der Koérper ein wichtiger Para-
meter. Deshalb werden an dieser Stelle Form und Ab-
messungen der Pollen naher ausgefuhrt.

2.1.1. Pollen niit Luftsacken: Kiefer und Fichte

Das Pollenkorn vcn Pinus und Picea besteht aus dem
Pollenkdrper und den Luftsécken. Im lufttrockenen Zu-
stand ist der Pollenkdrper vorwiegend flach, schalenfor-
mig. Im walrigen Medium dehnt sich die Ventralseite
des Pollenkérpers aus. Dadurch wird eine nahezu kuglige
(Pinus) oder elliptische (Picea) Form des eigentlichen
Pollenkdrpers erreicht (siehe auch EisenHuTt, 1961; NiLson
et al., 1977). Da sich fur die genannten Arten Lange (b)
und Breite (a) nur geringflgig unterscheiden, wurde nur
eine durchschnittliche GroRRenangabe ((a+b)/2) in die Ta-
belle 1 aufgenommen Das Verhdltnis Breite/Hohe des Pol-
lenkornes wurde mit dem Wert 1,1 angenommen (EisenHuT,
1961). Die Luftsacke von Picea weisen Abmessungen von
ca 80x80x40 um auf. FUr Pinus sylvestris kdnnen Lange
und Breite des Poilenkorpers mit 34 bis 37 «m x 43 bis 46
um bei einer Hohe von 16 um bis 20 um angegeben wer-
den. Die Luftsdcke und Pollenkorper der anderen Pinus-
Arten sind nur unwesentlich hoher; Lange und Breite
differieren zwischen 40 um bis 65 um.

2.1.2. Pollen ohne Luftsacke: Larche, Douglasie und Aspe

Diese Pollen haben die Gestalt einer segmentierter,
Kugel. Fur Pollen im walrigen Medium kénnen 2 ver-
schiedene Formen unterschieden werden (siehe Abb. 4). In
der Aufsicht erscheint ein Teil der Pollen nahezu kreis-
rund und der andere Teil langlich, oval. Es wurden die
von EisenHuT (1961) vorgeschlagenen zu erfassenden Ab-
messungen der Lérchen- und Douglasienpollen Ubernoms-
men. Fur die in der Aufsicht kreisfénnig erscheinenden
Pollen sind in Tabelle 1 die optisch auffélligsten Para-
meter angegeben. Das sind zum einen der durchschnitt-
liche &ufRere Durchmesser des Pollenkornes und zum an-
deren der durchschnittliche Durchmesser des inneren
Pollenrandes. Bei Pollen, die im Ergebnis der Quellung
starke Gestaltsénderungen aufweisen, nimmt das urspring-
liche, im ungequollenen Zustand halbkugelférmige Pollen-
korn zunehmend eine langliche, rotationselliptische Form
an, wobei sich die Porentffnung verringert. Dann kippen
die in Ventralsicht liegenden Mikrosporen zur Seite. Fur
diese Zellen, die in der Draufsicht mehr oder weniger
stark von der Kreisform abweichen, wurden die jeweils
grofste Ausdehnung der Lénge und Breite in Tabelle 1
angegeben. Diese Werte sind zur Unterscheidung von den
kreisformigen Objekten mit einem C;) versehen.

22 Pollenkeimungin vitro

Fur die Pollenkeimung im h&ngenden Tropfen nutzten
wir stark verdinnte H,0,-Lésung (0,01%) als Keimmedium
(WorRsLEY, 1959). Bei der Auswertung der Keimproben wur-
de nach dem Grundsatz der elastischen Zahlung verfah-
ren (UTERMOHL, 1958); je nach Keimprobe wurden min-
destens 40 bis 100 K&rner ausgezahlt, was einem Vertrau-
ensinterval von 0,l entspricht (stanLey und LiNskens, 1974).
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2.3.FDA-Farbung

Der Esterasenachweis mittels Fluoresceindiacetat (FDA
Firma SERVA) wurde, wenn nicht anders vermerkt, nacl
2 bis 3 Stunden Inkubationszeit unter einem Fluoreszenz
mikroskop (Carl Zeiss Jena, Erregerfilter B 2239, Sperr
filter G 247) ausgewertet. Entsprechend HESLOP-HARRISO:
(1970) wurde eine 0,5% Stammldsung [w/v] von FDA ii
Aceton bei 4 °C angesetzt und fir die Farbung mit de
Suspension of 0,001%bis 0,01% verdunnt.

24. Kreuzungsexperimente

Fur die Experimente wurde sowohl frisch gewonnene
als auch bei —0 °C gelagerter Pollen genutzt. Bei dei
Kreuzungsexperimenten wurden die weiblichen Bluter
mittels Beuteln aus Polyamid- bzw. Polyesterdrahtgewebi
isoliert (kucHLER und Braun, 1988), nachdem die mann
lichen Bluten schonend entfernt wurden (siehe auch Orr
EWING, 1956). Zur Bestaubung mit dem zu priufenden Poller
verwendeten wir Pulverblaser nach karriErRske. Um den
Befall durch den Samenschadling Megastigmus spermo
trophus vorzubeugen, blieben die Isolierbeutel bei Dou
glasie bis zur Zapfenernte am Baum. Der Vollkornantei
des erzeugten Saatgutes wurde durch Rontgenanalyse er
mittelt (Spezialrontgengerét "FKA-2" der Firma Have
mann/Helsinki).

25. Leitfahigkeitsmessung

Der Pollen wurde in Becherglaser eingewogen und so
viel Wasser zugegeben, daf3 sich ein Verhaltnis von 1 m
Pollen zu 2 ml Aqua dest. ergab. Dabei wurde nur Pollei
gleichen Pollenwasscrgehaltes (gleicher Feuchte) einge
setzt. Nach 15 min Inkubationszeit erfolgten die Messun
gen mit dem Konduktometer LM 302 (Elektroapparatebai
Bannewitz) und einer 3-Elektroden-Pt-Mefzelle. Nacl
weiteren 15 min bis 20 min erfolgte eine 2. Messung ii
einem speziell fur diese Messungen entwickelten Wider
standsmef3gerat. Bei diesem Mel3gerét erzeugt ein Oszil
lator eine Wechselspannung von 1,5 V. Der Spannungsab
fall Uber der Mef3kammer wird Uber einen Gleichrichte
aufbereitet und an einem Digitalvoltmeter angezeigt. Nacl
vorheriger Eichung des Gerates mit einer Pollencharge de
Keimfahigkeit Gloals Nullpunkt und einer moglichst hoher
Keimfahigkeit als Endwert, wird bei weiteren Messungei
die Keimféhigkeit in Prozent angezeigt. (Eine ausfuhr
liche Beschreibung und ein Schaltplan kann bei Interessi
zugesandt werden).

Fur Parallelvergleiche von Elektrolytfreisetzung unc
UV-Absorbtion wurde Pollen in definierter Menge in 1
ml Aqua dest. fur 1 h inkubiert und dann abgefiltert. Da
Filtrat wurde dann fur die nachfolgenden Messungei
verwendet.

2.6. UV-Absorption

Nach dem Abfiltrieren der Pollen wurden 4 ml de
Filtrats in einer Quarzglas-Klvette mit dem UV/VIS
Spektrophotometer D-50 (Beckman, USA) in einem Wel
lenlangenbereich 200 nrn bis 900 nm vermessen und di~
entsprechenden Absorbtionsmaxima zur Auswertung her
angezogen.

2.7. Dielektrische Einzelzellmessungen

Der experimentelle Aufbau wurde von FuHr et al. (1987
beschrieben. Dabei sind 4 nadelféormige Edelstahlelek
troden 0 angeordnet, da} die Elektrodenspitzen ein
quadratische Grundform mit einem Abstand von 500 un
bilden. Die Drehung der Objekte erfolgt durch Anlege
von 4 um 90°-phasenverschobenen Rechteckimpulsen in
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Abb. 1. — Aufbau der Me3apparatur. Die Drehung der Pollen wird
uber ein Mikroskop beobachtet und mit einem Videosystem auf-
gezeichnet.

Frequenzbereich von 1 kHz bis 3 MHz, die durch ein Os-
Zilloskop und einen Frequenzzdhler kontrolliert werden.
Die Zellsuspension wird in einem Lo&sungstropfen (0,2 ml
bis 05 ml) auf den Objekttrédger aufgebracht und die
sedimentierte Pollenzelle Rotationsfeldern verschiedener
Frequenzen ausgesetzt. Der Wert der gemessenen Rota-
tionsfrequenz des Pollens wird in der Regel feldstarkenor-
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3 wobei R als "Rotation' bezeichnet

wird, _c;‘Kﬁrper die Winkelgeschwindigkeit der Zelle ist

und ¥ fur die elektrische Feldstarke steht).

Die Messungen wurden bei einer Feldstarke von 8 kvV/m
und einer Leitfahigkeit des AuRenmedium von g;=1mS/m
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ausgefuhrt. Um die durch das zusétzlich induzierte Mem-
branpotential mdgliche Belastung des Objektes gering zu
halten, wurde die Rotation immer vom MHz- zum kHz-
Bereich gemessen. Mdgliche, physikalische Wechselwir-
kungen der Objekte untereinander konnten ausgeschlossen
werden, indem jewells nur ein Pollenkorn im Kammer-
zentrum vermassen wurde. Damit Kiefern- und Fichten-
pollen bei dieser MefRanordnung auf den Objekttréger se-
dimentieren, missen die Luftsdcke durch leichten Unter-
druck mit Flussigkeit gefullt werden. Es wurde keine
Beeinflussung der Vitalitét der Pollen von Douglasie und
Kiefer durch das elektrische Drehfeld festgestellt. Fur
die Uberpriifung wurden die Pollen an 3 Tagen bei 3 Wie-
derholungen (n=200 bis 300) 10 min einem Drehfeld (10
kHz bis 5000 kHz) bei Feldstérken von 3 kV/m bis 9 kV/m
ausgesetzt und die Vitalitdt nach wors ey bestimmt.

3. Theorie

FiUr ein besseres Verstdndnis unserer Ergebnisse er-
scheint es notwendig, das Prinzip der Elektrorotation
ndher zu erkldren. Ausfuhrliche theoretische Erléute-
rungen zur Drehung dielektrischer Korper in rotierenden
Hochfrequenzfeldern sind von Fuxnr und kuzmin (1986),
Sauer und scHLoceL (1985) erarbeitet worden. Bringt man
im einfachsten Fall einen homogenen dielektrischen Kor-
per in ein elektrisches Feld, so werden an dessen Grenz-
flachen Polarisationsladungen induziert. Um diese La-
dungen zu erzeugen vergeht eine bestimmte Zeitspanne,
die auch als Relaxationszeit bezeichnet wird. Wandert das

Feld (E) um die Zelle, so bleiben die induzierten Ladungen

(mit einem Dipolmomentrrﬁ) ein wenig hinter dem Feld

zurick, woraus ein Drehmoment ﬁ_—_—,‘ﬁxE‘ resultiert,

das die gesamte Zelle in Rotation versetzt. Die Grof3e
und Frequenzlage des Drehmoments ist abhéngig von den

Abb. 2. — Schematischer Schalenaufbau (Querschnitt) eines Pollenkor nes als abgeflachter

Rotationsellipsoid.

e-Dielektrizititskonstante, g -spezifische elektrische Leitfahigkeit, die Indices entsprechen der
mor phologischen Schichtung des Pollenkornes: 1- AuRenlésung, 2- Exine, 3- Intine, C Membran,
innen-Polleninnenraum, h,- Dicke der Exine, hz- Dicke der Intine, ha- Dicke der Membran,x[ro]-

Abmessung des Pollenkornes in x-Richtung, z[l’o].Abmessung in 2-Richtung. Das Achsenver halt-

nie entspricht x[r )izlr, ] = 1.
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Abb. 3 — Typisches Rotationsspektrum R(w) eines vitalen (Kurventyp b. —@—)
und eines nicht vitalen (Kurventyp a, —@—) Kiefernpollens (Pinus strobus);
Kunrenverlauf entsprechend. Gleichung (All), Parameterindizes entsprechend
Abbildung 2; geometrische Parameter: ro=22,25 pm, n=1,1, h1=600120 nm. h2=5000
4+ 100 nm, h3=8t2 nm;
elektrische Parameter:

Kurve a2 DK:

LA =80, £, =55%2, ¢« =65%3, F =4+2, ¢

=40+
innen =40£2

Leitfahigkeit in mS/m: B =1, 8y,= =0,055, 33 =5,5, g =(,0005..5, 0. =30.

Kurve b: DK: & =80, ¢, _30+1 g =

Leltfahlgke|t|n mS/m g—l g,= =0,05, 8= =3,5, g =0,0015, O.

57,5%1, e4=4%2, a

innen

innen— =302

=150.

Rotation entgegengesetzt zum elektrischen Feld (Antifel c'lbere|ch) l;
Rotation mit dem elektrischen Feld (Cofeldbereich): 1l 111

Relaxationseigenschaften der Polarisationsladungen und
damit von den elektrischen Eigenschaften der entspre-
chenden Grenzflache (Dielektrizitatskonstante (DK, ¢ des
Koérpers und der Umgebungsl6sung) sowie der Geometrie
des verwendeten Korpers. Analytische Resultate fur das
auf einen Probekdrper wirkende Drehmoment lagen bisher
nur fur relativ einfache Geometrien vor (Hertz, 1881; so-
wie Haceporn und Funr, 1984, fir sphérische Korper;
Sauver und scHLocL, 1985, fur unendlich lange Zylinder;
BarT und Lang, 1989, fir flache Scheiben; sowie PauL und
Otwinowskl, 1991, fur homogene Ellipsoide). Pollen sind
komplizierter aufgebaute Kérper und kdnnen, wie in Ab-
bildung 2 dargestellt als schalenférmige Dielektrika ent-
sprechend dem 3-schichtigen morphologen Aufbau der
Gymnospermenpollen (NiLson et al., 1977) angesehen wer-
den. Ein leitfahiger Innenraum (innen) mittlerer Dk wird
von einer Membran (4) mit hohem elektrischen Wider-
stand und geringer Dk umhdillt. Dartber lagern sich eine
leitfahige, pektinreiche Intine (3) hoher Dk und die
Exine (2).

Um die Geometrie der Pollenkérner besser berlicksich-
tigen zu koénnen, wurde die Theorie der dielektrischen
Einzelzellspektroskopie auf schalenférmig aufgebaute Ro-
tationsellipsoide erweitert. Zur Erklérung der hier durch-
gefuhrten Experimente kénnen wir uns dabei auf 4 als
homogen bzgl. DK und Leitfahigkeit angenommene Kom-
partimente (siehe Abb. 2; Innenraum, Membran, Intine,
Exine) beschrénken. Prinzipiell lieffen sich weitere Un-
terteilungen vornehmen, dies erscheint jedoch auf Grund
der gemessenen Anzahl der Extrema im Rotationsspektrum
nicht sinnvoll. Die Berechnung der Potentiaiverteilung
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ist schon fur homogene Ellipsoide (siehe PauL und ortwi-

nowskl, 1991) relativ aufwendig (Detailsim mathematischen
Anhang), die numerische Auswertung ist jedoch unkompli-
ziert und wurde von uns als Programmpaket fur Mathe-
matica realisiert. Da bel der gewéhlten Darstellung die
Dicke der Schichten geringfigig variiert (siehe Abb. 2),
sind, um den Fehler zu minimieren, die Schichtdicken am
Aquator festzulegen, wo auch der groRte Feldeinflul
herrscht.

Das komplizierte Rotationsspektrum einer solchen Zelle
weist bis zu 4 Extrema auf.Auf der Basis des in der Ab-
bildung 2 angegebenen Modells (unter Zugrundelegung der
in der Abb. 3 angenommenen Parameter) Uberlagern sich
jedoch 2 Peaks und ein Frequenzspektum mit 3 Extrema
entsteht. Die Lage und H6he der Extrema werden sowohl
durch die elektrischen Eigenschaften des Modells als auch
von dessen Geometrie bestimmt.

4. Resultateund Diskussion

4.1. Rotationsexperirnente

Pollen von 4 verschiedenen Baumarten (Kiefer, Fichte,
Larche, Douglasie) wurden hinsichtlich des passiven di-
elektrischen Verhaltens miteinander verglichen. Dabei ka-
men vitale und nicht vitale Pollenchargen derselben
Klone zur Untersuchung. In Abbildung 3 sind stellvertre-
tend fur die ahnlich verlaufenden Rotationsspektren von
Fichte-, Larche- und Douglasiepollen die gemessenen und
modellierten Spektren von vitalen und von nicht mehr
keimfahigen Kiefernpollen dargestellt.



Tabelle 1. — Zusammenfassung (Mittelwerte)der charakteristischen Abmessun-
gen und Frequenzen (fI, fu, fm) fur vitale und nichtvitale Pollen von Kiefer,

Lé&rche und Douglasie.

Die Bezeichnung a (nichtvital) und b (vital) beziehen sich auf den Kurventyp
in Abbildung 3. Die mit einem (*) versenenen Gro6Renangaben beziehen sich auf

stark ovale Objekte.

Objekt Anzahl fi fn fm GroRe
inkHz inMHz inMHz in pm

Pinussylvestris @ 30 354+4 34104 43.842.5

b) 30 52 +10 3.4+0.65 22.1+4.4 44.5+3
Pinus nigra a 6 34515 2.6£05 46.9 £1.3

b 6 43 +17 26+ 03 19.0+3 48.6+24
Pinusstrobus a 7 176+£3 1.840.5 462+ 4

b 7 244417 15103 174437 45.8+2.4
Pinus pcuce a 6 21.9+2.5 2.7 %1 477 £3.5

by 6 34 +11 18£09 19344 48 + 43
Pinuswallichiana & s 219+4 27+09 47+ 4

b 5 23 £3 1.5£t03 1833 47.9422
Larixdecidua
4 Klone a) 60 207 +10 99 %1 71+ 4
2 Klone b 10 28 6 7 %3 2435  105+10x72+6*
Pseudotsuga menziesii
15 Klone a 80 14 £7 10.8%15 89.5 5
6 Klone b 30 204+ 8 4+ 2  26t4 127+14x89+8*

Im Ergebnis der Rotationsuntersuchungen wurden 2
prinzipiell unterschiedliche Rotationsspektren gefunden,
wobei bei keimenden Chargen in anndhernd gleichem
Prozentsatz Kurventyp b, bei nicht mehr keimenden Char-
gen Kurventyp a auftrat. Kurventyp a) weist jewells ei-
nen nahezu symmetrischen Peak im Anti- und Co-Feld
Bereich auf. Dabei liegen die Rotationsmaxima bei f; =
10 kHz und f;; = 10 MHz fur Léarche/Douglasie. Dieser
Kurventyp ist typisch fiur relativ rund erscheinende Ob-
jekte (Abb. 4). Wahrend fur Kiefer/Fichte Werte von
f=20 kHz bis 40 kHz und £;;=1,5 MHz bis 5 MHz gefunden
worden. FUr Kurventyp b) ist charakteristisch, da3 einem
symmetrischen Anti-Feld-Peak bei 20 kHz bis 50 kHz ein
unsymmetrischer, deformierter Co-Feld-Peak gegentber-
steht. Dabei kdnnen bei Pinus/Piceadie Deformationen so
stark ausgebildet sein, daf? sogar 2 getrennte Maxima im
Co-Feld-Bereich auftreten. Die charakteristischen Fre-
quenzen fur bel& Co-Feld-Peaks liegen fur Kiefer/Fichte
bei f;;=3 MHz bis 5 MHz und f;;;=20 MHz bis 24 MHz
und fur Larche/Douglasie bei fiy=4 MHz bis 7 MHz und
fI"=22 MHZ b|S m MHZ

Kurventyp b) ist charakteristisch fur mehr oder weni-
ger ovale und durch Quellung vergrofRerte Pollen (Abb. 4).
Die charakteristische Frequenz (f)) der keimenden Pol-
len ist i. a hoher als die von nichtkeimenden Pollen.
Neben artmafiigen Unterschieden ist eine starke Streuung
der f;-Werte auch innerhalb einer Art bzw. eines Klones

festzustellen. Die genannten Unterschiede zwischen kei-
menden und nicht mehr keimenden Pollen treten auch auf,
wenn die Charge der keimungsféhigen Pollen durch
Toluen (1%) oder durch Hitze (1 h, 90° C) behandelt wur-
de. Dann waren die Rotationsspektren der Uberlagerten
und der so behandelten Charge gleich (Abb. 3, Kurve a).
In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Messung an Kiefer,
Larche und Douglasie zusammengefald. Fiur die einzelnen
Chargen durchgefiihrte Keimungsversuche zeigten, dal3
Kurventyp a) bei nichtkeimenden und Kurventyp b) bei
keimenden Pollen auftrat. Die prozentuale Einschétzung
der Keimungsfahigkeit im Vergleich von Elektrorotation
und klassischer Methodefuhrten zur gleichen Aussage.
Obwohl die Frequenzlage der einzelnen Peaks artspezi-
fisch geringflgige Unterschiede aufweist, ist der gene-
relle Kurvenverlauf fir keimende und nichtkeimende
Pollen Uberall gleich. Wie die beschriebenen Messungen
an Pollen von Douglasie und L arche ergaben, kénnen aber
nicht alle oval aussehenden Pollenkérner als keimféhig
klassifiziert werden. Solche ovalen Pollenkorner z.B. von
Douglasie (120x90 um) rotierten ca 10 bis 20 mal lang-
samer entgegen dem Feld und zeigten nur einen sym-
metrischen Co-Feld-Peak bei 5 MHz (Messung 30 min bis
180 min nach Inkubation in Aqua dest.). Das deutet auf
einen sehr geringen Elektrolytgehalt im Polleninneren hin.
Bei einigen dieser Pollen konnte schon zu diesem frihen
Zeitpunkt ein morphologischer Unterschied gefunden wer-
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den; das Plasma fiullt den Raum bis zur Exine nicht mehr
voll aus. Dadurch erscheint der Saum zwischen Plasma und
Exine durchsichtig. Das experimentell gefundene Fre-
quenzverhalten der Pollen 143t sich sehr gut mit der Ro-
tationsanalyse erklaren. Diese wurde exemplarisch fur
Kiefernpollen durchgefiihrt (siehe Abb. 3 und Legende).
Fur die Widerspiegelung der passiven elektrischen Eigen-
schaften im Rotationcspektrum gelten folgende Zuord-
nungen:

Die vitalen und nichtvitalen Pollen unterscheiden sich
im wesentlichen in 4 Parametern: ginen» 8 £ und é.
Nach der Modellierung kénnen folgende Zuordnung der
Peaks zu den Zellkompartimenten getroffen werden: Ein
elektrolythaltiger Innenraum (&;,,0ns  innen) bEStimmt die
charakteristische Fnequenz fy;; im Co-Feld-Bereich. Ver-
liert der Pollen seine Vitalitdt, so verringert sich der
Elektrolytgehalt von 0,15 S/m auf 003 S/m und &,,., €r-
hoht sich von 0 auf 40. Entsprechend steigt die mel3bare
Leitfahigkeit in der AuRenlésung an (Abb. 5). Erste Un-
tersuchungen an Pollen von Kiefer mit der Roéntgen-
strahl-Mikroanalyse belegen, daf3 nicht mehr keimender
Pollen nur noch 20% bis 25% des Kaliumgehaltes kei-
mender Pollen aufweist, wahrend die Unterschiede in den
anderen Hauptelementen geringer sind (siehe auch cHing
und CHing, 1976; iwanami et d., 1988). Der Elektrolytver-
lust nach Schadigung der Membran fihrt dazu, dal3 die
fii~-Werte sinken und die zuvor mehr oder weniger ge-
trennten Co-Feld-Maxima (Peak Il und I11) in einem nahe-
zu symmetrischen Peak zusammenfliel3en. Die passiven
elektrischen Eigenschaften der Intine, als eine pektin-
und cellulosereichen Schicht, liegen in einem &hnlichen
Bereich, wie sie fur Zellwandsysteme hoéherer Pflanzen,
Hefen und die Zona pellucida von Eizellen bestimmt wur-
den (GeER et d., 1987; FuHr und kuzmin, 1986; mULLER et
a., 1990) und haben einen wesentlichen Einflul3 auf den
ersten Co-Feld Peak (I1).DieLeitfahigkeit der Intine nicht-
vitaler Pollen steigt an (von 3,5mS/m auf 55 mS/m), was
auf den lonenefflux zurtickzufuhren ist. Die Eigenschaf-
ten der Exine beeinflussen entscheidend den Anti-Feld-
Peak (f;;). Dabei mul3 beachtet werden, dal3 beide Peaks
eine Uberlagerung der Eigenschaften beider Schichten
darstellen und somit nicht unabhéngig voneinander sind.
Fir die Verringerung der f;-Werte und die geringeren
Rotationswerte der nichtvitalen Chargen ergibt sich aus
den Rechnungen neben der Veranderung der Leitfahig-

keit der Intine, eine Erhbhung der DK der Exine (30 auf 55)
und der Leitfdhigkeit der Exine (5,5. 10—% auf 5. 10—5 S/m).
Dieses Ergebnis bedeutet, daf3 sich die passiven elektri-
schen Eigenschaften der Exine wdhrend des Alterns andern
muften, zB. durch Ablésung bzw. Auflockerung von
Strukturen und Wassereinlagerung in die Exinschichten.

Im Unterschied zu allen bisher mit der Elektrorotation
untersuchten Objekte wie z. B. Eizellen, Protoplasten
und Blutzellen (Ubersicht bei arnoLD und ZIMMERMANN,
1988; FuHr et al., 1990) ist in Uberraschender Weise der
Einflu3 der Plasmamembran auf den Anti-Feld-Peak zu
vernachlassigen. Das aufRert sich darin, dal3 Veranderun-
gen der Membraneigenschaften von 10— S/m bis 10—* S/m,
der Dk und Membrandicke (um 100010)sich wenig im Ver-
lauf der Kurve niederschlagen. Es mul3 aber angemerkt
werden, daR die Modellierungen auf bestimmten Ver-
einfachungen beruhen (siehe Kap. 3). Isolierte Exinen
von Léarchen- und Douglasiepollen zeigen ein dielektrisches
Verhalten, das nur mit der Annahme 2er unterschiedlicher
Dielektrika erklért werden kann. In der Berechnung
wurde die Exine als homogen angenommen. Weiterhin
ist eine Dickenveranderung der Exine und Intine wahrend
der Alterung denkbar, es finden sich in der Literatur
jedoch keine Hinweise dazu. Unabhéngig davon &ndern
sich die qualitativen Aussagen zu den passiven dielektri-
schen Eigenschaften toter und vitaler Pollen durch diese
Einschrénkungen nicht. Die fur Kiefern-Polien ermittel-
ten Zusammenhdnge konnten auch fur Fichte, Douglasie,
Léarche in dhnlicher Weise bestétigt werden. Neuere Ar-
beiten an Pollen von Aspe, Haselnu? Sonnenblume und
Birke fuhren zu gleichen Aussagen. Um die Interpreta-
tion der Elektrorotationsdaten abzusichern, wurden analog
Untersuchungen mit bekannten Methoden ausgefuhrt.

42. FDA-Farbung

Vergleiche der Ergebnisse der FDA-Féarbung mit der
Elektrorotation (Tab. 1) bzw. den klassischen Keimbe-
stimmungsverfahren (Tab. 2) zeigen, da3 nur die Pol-
lenkdrner mit ausgepragter Fluoreszenz, und Douglasie/
Larche-Pollen, einem Achsenverhdltnis > 1,5 als keim-
fahig bzw. vital einzuschétzen sind. Die Korrelation der
Fluoreszenz zur Vitalitat beruht auf einer Barrierefunk.
tion des Plasmalemmas (HesLop-HARRISON, 1970; Recan und
MorraTT, 1990). Es wurde wahrend der ersten 15 min bis
30 min eine Zunahme der Fluoreszenz fir fast alle Pollen

Abb. 4. — Vergleich von Normalbild und Fluoreszenzbild von vuugiasiepo.ien nach 7 h Inkubation in 0.001% FDA-L&sung.
Die ovalen und fluoreszenten Pollenkérner wurden mit der Elektrorotation als vitale (elektrolytreiche) Objekte charakt-
erisiert. Sowohl das mit dem Pfeil gekennzeichnete ovale als auch die Ubrigen. anndhernd kugelformigen Pollenkorner
sind FDA negativ und wurden mit der Elektrorotation als nichtvitale, elektrolytverarmte Pollen identifiziert (siehe
Abb. 3).
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Abb. 5 — Zeitlicher Verlauf der Veranderung der Leitfadhigkeit des AuRenmediums
(g durch Inkubation von Pollen (5 mg/l0 ml Aqua dest.). Die mit (o) gekenn-
zeichneten Werte zeigen den Leitfahigkeitswert des Mediums nach Behandlung
der Pollen mit Toluen 1% oder Hitze D *C 12D min als Maximalwert an.

. = . Gemeine Kiefer, Hk 88 86 keimend. . § - Douglasie D301, 84% vital.

. % . Lérche La 74 2% vital, . A . Aspe 583 0% vital

festgestellt. Spéter trat eine Entféarbung der kleinblei-
benden, runden Koérner ein und das austretende Fluores-
cein farbt die AuBenlésung gelb; diese Objekte weisen
dann nur noch eine schwache Fluoreszenz auf, die auf
die Autofluoreszenz des Sporopollenins zurtickgeht (Hes-
LoP-HARRISON, 1970; Knox, 1984). Die Pollenkérner, bel
denen eine zunehmende VolumenvergrofRerung und eine
Verschiebung der Achsenverhdltnisse bis 1/1,5 auftrat,
zeigten bis zu einer Zeitspanne von 3 h bis 6 h eine sich
verstarkende Fluoreszenz, die dann konstant blieb. Bei
der Beobachtung der Pollen trat nach 5 min bis 15 min
eine deutliche Verringerung der Fluoreszenzintensitat auf,
was auf die lichtinduzierte Konversion des Fluorophors
(Bleaching, vgl. TavLor und SaiLmon, 1989; Larkin, 1976)
zuriickzufdhren ist.

43. Leitfahigkeit und UV-Absorption
4.31. spezifische elektrische Leitfahigkeit

FiUr unsere Untersuchungen stand nach der Anayse
des Gesamtelektrolytgehaltes des Pollens durch die Ro-
tationsmethode zunachst die Frage nach der Auslauf-
kinetik der Elektrolyte ins AuRenmedium im Vordergrund.
Dabei wurde an Kiefer, Fichte, Douglasie, Larche und
Aspe die Veranderung der spezifischen elektrischen Leit-
fahigkeit in Abhangigkeit von der Zeit bei verschiedenen
Keimraten untersucht (Abb. 5).

Dabei zeigte sich, dal3 sich die Aulenleitfahigkeit bei
Anwesenheit keimender Pollen nur geringfiigig erhoht
und dann Uber Stunden und Tage anndhernd konstant
bleibt. Im Gegensatz dazu steigt die Aulenleitfdhigkeit
nach der Inkubation nichtkeimender Pollen sprunghaft an
und bleibt nach 20 min bis 8 min fur Stunden ebenfalls
unverdndert. Bei verschiedenen Douglasie-Klonen wurde
allerdings bei Inkubation lénger als 10 h in grofRen Volu-
mina (30 ml Becherglaser) ein Anstieg der Leitfahigkeit,
bei gleichzeitiger Verringerung der Vitalitatsrate festge-
stellt.

432 UV-Absorbtion

CHing und cHing (1964, 1976) hatten in ihren Arbeiten
als Bezugsparameter die UV-Absorbtion bei 260 nm (Ver-
bindungen mit organischen Ringstrukturen, wie Purine
und Pyrimidine) herangezogen. Ungeklért blieb, ob noch
andere Absorbtionsmaxima fiur die Korrelationsbeziehun-

T T T

400 nm

Abb. 6. — Abhangigkeit der Extinktion (E) des AuRenmediums
von der eingestrahlten Wellenlange (UV-VIS Spectrophotometer,
Beckman). 5 mg Pollen/l0 ml Aqua dest. (Aspe2 mg/10ml) far Ih
inkubiert, dann die Pollen abfiltriert.

1— Aspe3B3 0% vital

2= -~ Douglasie D 24, 0o vital

3....LachelLa74 2, Fovital

4 = Spirke, Pinus uncinata 1413, 0% vital
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gen zur in vitro-Keimung herangezogen werden konnen.
In Abbildung 6 sind die typischen Extinktionsspektren fur
die Pollenarten von Kiefer, Fichte, Douglasie, L&rche und
Aspe im Waellenlangenbereich 200 nm bis 400 nm aufge-
tragen; oberhalb 400 nm bis 900 nm ging die Extinktion
stark zurtck.

Die Lage der Absorbtionsmaxima fir die verschiede-
nen Arten bzw. Gattungen unterscheiden sich im Bereich
um 260 nm nur geringfigig. Das Maximum liegt fur Dou-
glasie (12 Klone) bei 20 nm, fur Larche (6 Klone) bel 265
nm, Aspe (3 Klone) bel 264 nm. Ein Plateau im Absorp-
tionsverlauf weisen dagegen Pinus strobus (3 Klone, Pla-
teau 260 nm bis 266 nrn), Pinus peuce (3 Klone), Plateau
290 nm bis 2600 nm, Pinus uncinata (4 Klone, Plateau 240
nmbis 2530 nm), Pinus sylvestris (250 nm bis 260 nm), und
Fichte (250 nm bis 270 nm) auf. Deutlich ausgepragte
Nebenmaxima traten nur bei Aspe (340 nm) und bei Dou-
glasie (305 nm bis 310 nm) auf. Eine unterschiedlich stark
ausgepragte ,,Schulter” im Extinktionsspektrum im Be-
reich um 220 nm wurde fur Fichte, Kiefer, L&rche und
Douglasie detektiert. Eine genaue Zuordnung zu den chro-
mophoren Gruppen der eventuell in Frage kommenden
chemischen Verbindungen (z.B. Aminosduren, Proteine,
Nukleinsduren) ist aus diesen UV-Spektren allein aber
nicht moglich.

Es besteht eine qualitative Ubereinstimmung in der
Korrelation der verschiedenen Extinktionsmaxima zu den
Vitalitdtsangaben; im Maximum um 255 nm bis 270 nm
wurden die besten Korrelationswerte zu Einwaage (Pol-
lenmenge) und Vitalitat erzielt.

433, Zusammenhang Leitfahigkeit, UV-Absorption und
Einwaage

Es bestand die Frage, inwieweit mit geringsten Einwaa-
gen verladliche Ergebnisse erhalten werden konnen, da
andere Autoren nur mit grofRen Pollenmengen (siehe

cobpbARD Und MATTHEWS, 1981) gearbeitet hatten. In Ab-
bildung 7 ist die Abhéngigkeit der Leitfahigkeit und UV-
Absorption in Abhéngigkeit von der Einwaage bel ver-
schiedenen Objekten dargestelt.

Es besteht in allen Fallen ein linearer Zusammenhang
von g=g(Pollenmenge) und E=E(Pollenmenge) mit Korre-
lationskoeffizienten >0,975. Vergleichbare Ergebnisse
wurden ebenfalls an verschiedenen Arten der Kiefer und
an Fichte gewonnen. Wird fur die Untersuchung der Fil-
trationsschritt weggelassen, so verandern die in der L6-
sung befindlichen Pollen die Leitfahigkeitswerte nicht.
Demgegeniiber sind die Extinktionswerte um bis zu 50%
erhoéht, durch die zusétzliche Absorption der Pollenkérner
selbst. Hier kann ein deutlicher Fehler auftreten, wenn
der Filtrationsschritt nicht sauber durchgefthrt wird.

4.34. Leitfahigkeit und in vitro-Keimrate

Zunachst erfolgte die Analyse der Elektrolytfreisetzung
in Beziehung zur Vitalitat bzw. Keimfahigkeit der Pollen
Uber eine Verdunnungsreihe (Abb 8). Damit sollten vor-
handene klonspezifische Unterschiede in der Elektrolyt-
freisetzung ausgeschlossen werden. Nach der Inkubation
von Pollen unterschiedlicher Vitalitdt in Wasser gibt es
deutliche Art- bzw. Gattungsunterschiede in der Elektro-
lytabgabe. Die Hohe des |onenabgabeniveaus steigt in der
Reihenfolge Spirke (P. uncinata), Rumelische Weymouths
kiefer (P. peuce) und Lé&rche. Douglasie und Weymouths-
kiefer (P.strobus) lassen sich schlecht in diese Reihe ein-
ordnen, da die Elektrolytabgabe in Abhangigkeit von der
Vitalitat wesentlich gespreizter (flacher) verlauft und eine
Extrapolation auf hohe Vitalitdtswerte (um 100%) anhand
der vorliegenden Mef3werte nicht zuverléssig erscheint.
Es zeichnen sich signifikante Artunterschiede ab, wobei
auch Unterschiede zwischen den Farbvarietdten der
Douglasie (grun/blau) deutlich werden. Aspenpollen ver-
schliefdt sich sowohl den Vitalitétstests nach worsLey bzw.

Q1 [mS/m] E
2
1,5
- 1
- 0,6
7 0
0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20
Menge [mg]

Abb. 7. — Abhangigkeit der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit (g, X) und der Ex-
tinktion (E, §) bei 260 nm in Abhangigkeit von der Pollenmenge in 10 ml Aqua dest. fur
Douglasie. Larche und Aspenach 1 h Inkubation und Filtration.

Dabei gilt E = B robe Ewasser’ 878

probe Bwasser’

1- Aspe 5053, 0% vital: I1I- L&rche La74, 33% vital: III- Douglasie D301, 85% vital;
Korrelationskoeffizientr in allen Fallen r>0,975, bei a=0,05.
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Abb. 8 — Vitalitat (nach WrsLey) in Abhangigkeit von der freigesetzten Elektro-
lytmenge (gl) nach 10 min Inkubation. Die unterschiedlichen Vitalitaten wurden
durch Mischen der Probe mit einer nichtvitalen Probe desselben Klones einge-
stellt. Die Korrelation entsprechend der Form y=mx + n lag fur alle Proben
bei r>0,99, fur Pinus peuce und Pinus strobus betrug r=0,96.

—ml—, Pinusuncinata, m=-80,3, n=110.—[3-—, Douglasie (grin)24, m=-34,9, n=994,
—x—, Douglasie (blau) 84, m=-22,2, n=65,8,—%—, Japanlarche 74, m=-56,7, n=134,4,

—+—, Hybridlarche 1037, m= - 54.5. n=144,
Pinus peuce m=-80, n=146, Pinus strobus m=-15,

dem FDA-Test als auch einer Nutzung der Leitfahigkeits-
messung fur Vitalitétsaussagen. Er entlaft innerhalb we-
niger Sekunden einen Grofdteil des Elektrolytgehaltes in
das umgebende wéalkrige Medium, unabhangig von sei-
nem Vitalitétsniveau in vivo. Rotationsmessungen an Aspe
ergeben, daf? Pollen, der in vivo Vollkdrner erbringt, sig-
nifikant hthere Rotationswerte zeigt alsin vivo nichtvitaler
Pollen (5 MHz—3,5 MHZz). Dies ist ein Hinweis, da3 sich
die physikochemischen Eigenschaften dieser Objekte un-
terscheiden, aber in einem in vitro-Test schwer zu detek-
tieren sind. Diese Befunde betonen die Artspezifitdt ent-
sprechender Polleneigenschaften; bei Ching und CHing,
sowie bel roster und BriDGWATER (1979) werden solche
Beobachtungen nicht mitgeteilt. Die Versuchsergebnisse
(Abb. 8) legen den Schluf3 nahe, dal’ auf Grund des hohen
Auflésungsvermbgens der Methode Artvarietdten (Dou-
glasie) bzw. Hybriden und Eltern (L&rche) auch in den
Polleneigenschaften nachweisbar sind. Diese Unterschiede
erlangen z. B. in der differierenden Lagerfahigkeit von
Pollen verschiedener Klone einer Art praktische Bedeu-
tung (siehe Dietzg, 1973).

Erste Untersuchungen zu art- und klonspezifischen Un-
terschieden der Rotationsspektren von Pollen scheinen
die Unterschiede in der Elektrolytfreisetzung zu bestétigen.
So sind zum einen die Rotationswerte (und damit in erster
N&herung die Leitfdhigkeit) von P. peuce generell hdher
als von P. strobus (vgl. Tab. 1), parallel dazu differiert
die Elektrolytfreisetzung beider Arten (Abb. 8). Ahnlich
verhalten sich die hier gezeigten Klone von Douglasie D
24 und D 84.

44 Vitalitétsvergleich und Beziehung zur "in vivo"-Vitalitat

Ausschlaggebend fur alle Pollenvitalitéatstests ist die
Verifizierung der Befunde im Kreuzungsexperiment. Dal3
es dabei nicht zu einer linearen Beziehung zwischen Pol-

n=38,8

lenvitalitdt und erzielten Hybridembryonen kommen k a ~ ,
liegt in der Natur der Kreuzung:

1. Es wird bei der Bestaubung mit einem enormen Pol-
lenUiberschuld gearbeitet.

2. Zwischen Bestaubung und Ernte der reifen Zapfen
(Samen) liegen 6 bis 18 Monate (Douglasie-Kiefer). In die-
sem Zeitraum kann es durch vielerlei Einflisse noch zu
signifikanten Verlusten kommen.

Die statistische Auswertung aller in Tabelle 2 angege-
benen Daten fur diein vitro-Vitalitatstests ergibt (a=0,05)
eine signifikante Korrelation r im Bereich von 0,78 bis
0,88. Die in vitro-Tests zeigen in Beziehung zu Vollkorn/
Zapfen ebenfalls eine Korrelation im Bereich 046 bis
0,65 und liefern Werte, die mit denen von Foster und
BripewaTter (1979) fur andere Koniferenarten angegebenen,
vergleichbar sind. Aus den in Tabelle 2 zusammengefafdten
Ergebnissen geht klar hervor, dal3 hohe Vollkornzahlen
nur mit Pollen einer hohen Vitalitét erzielt werden konn-
ten. Pollen geringer Vitalitét erbrachte in der Regel keine
oder nur wenige Vollkdrner; d. h. die elegante Methode
der Vitalitatsbestimmung mittels Leitfahigkeitsmessung
ist trotz ihrer Schnelligkeit in ihrer Aussage ebensogut
wie die aufwendigeren Methoden des Keimtests. Mit dem
Einsatz des unter 25. vorgestellten Karnrnermef3gerédtes
ist eine weitere Zeiteinsparung gegeben. Dieses Gerat
muld vor jeder MefRreihe fir den Pollen der entsprechen-
den Art geeicht werden (Zeitaufwand ca 5 Minuten): nach
erfolgter Eichung bendtigt man pro Messung ca 1 Minute
und liest den Vitalitétswert ab. Fur die Messung benétigt
man nur ca 2 ml Melddsung, also 1 mg Pollen. Arbeitet
man mit einem herkdbmmlichen Leitféhigkeitsmef3gerét.
mul3 far jede Pollenart eine Eichkurve erarbeitet wer-
den. Diese Vorarbeiten erfordern einen deutlich héheren
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Tabele2 — Zusammenfassung von Vitalitat und Vollkorn/Zapfen-Ertragver schiedener

Nadelbaumpollen.

Art Klon Pollenjahr Vitalitat Vollkorn/Zapfen
WORSLEY FDA Melkammer  im Kreuzungs
in % experiment
Pinus 1410 1989 65 68 94 12.5
uncinata 1413 1988 76 70 76 8.9
1413 1986 0 0 0 0
1418 1988 73 69 89 49
Pinus 1513 1988 27 39 50 18.6
strobus 1514 1989 0 0 0 0
Pinuspeuce 1810 1987 34 15 17 6.7
1812 1988 65 49 36 11.5
1810 1989 0 0 0 0
Douglase 301 1989 52.5 37 83 17
menzessi 24 1990 69 58 46 14
24 1987 0 0 2 -
&4 1990 54 47 46 26
&4 1989 18 15 10 13
266 1990 26-49 20 54 9.5
165 1989 0 1 5 25
723 1986 0 0.5 0 -
Larix 1037 1989 68 34 40 28
decidua B 1989 0 0 0 0
B 1990 55 23 20 22
74 1990 71 52 60 59
74 1988 0 0 0 0
274 1987 0 0 0 0

Zeitaufwand und auch eine grof3ere Pollenmenge als die

Arbeit mit demm Kammermel3gerdt.

5. Mathematischer Anhang

Berechnung der Rotationsfrequenz fir schalenférmige El-
lipsoide in Abhangigkeit von der Feldfrequenz

x, = c,/cf +1sin(9)cos(p)

z, =¢0, cos()

wobel 0 < ¢ £ 2 2 und 05 v < # gilt. Der halbe Abstand
der Brennpunkte ¢ sowie die Exzentrizitét e der Ellipsoide
ergibt sich aus dem geforderten Achsenverhdltnis (Abplat-

tung) 1= % >1 unter der Annahme, da3 der betrach-

tete Korper aus einer Kugel mit dem Radi us r, gleichen
Volumenshervorgegangen ist zu:

Fur die schalenfonnig aufgebauten zusammengedriick-
ten Rotationsellipsoide wéhlen wir die folgende parame-
trische Darstellung:

Y, = c,/cr,t2 +15sin(®)sin ()

(AD)
1,

=.Jn-1 =0 (A2)
e=v1 e

Fur die Koordinaten der Exine erhalten wir 0y = 1/&

(Grenze Pollen-Flussigkeit). Die Koordinaten der inneren
Ellipsoide bestimmen sich aus den Scbhalendicken am
Aquator hy, gemaR:



ck+1=J[-\/1+G —-@c—] -1 (A3)

Bel harmonischer Zeitabhangigkeit kann die Gleichung
fur das Potential ¢ des elektrischen Feldes

(A4)
E=-VO ,®(x,y,zt)=Re(¢(x, y,2)exp(iot))
durch Kombination der Poissongleichung, der Kontinui-

tétsgleichung sowie des Ohmschen Gesetzes unter Ver-
nachl&ssigung des Ladungstransportes durch die Rotation

des Korpers ((DKt’rper << mFeld) zZu:

V[(g(x, ¥, z2)+iwe(x,y,2))Vo(x, y, z)] =0 (AS)

bestimmt werden. Dabei bezeichnet ¥/ den gewohnlichen
Nabla-Operator, g(x, Yy, z) die Leitfahigkeit und e(x, vy, 2)
die Dielektrizitdtskonstante. Da die einzelnen Schichten
hier als homogen angesehen werden, geniigt das Potential
dort der Laplacegleichung:

Ad,(x,y,2)=0 (A6)

Nehmen wir ferner an, dalR in hinreichender Entfer-
nung vom Untersuchungsobjekt das el ektrische Feld axial-
symmetrisch zur z-Achse ist und Uber 4 Extrema verfigt
(4 verwendete Elektroden), so kann die Lésung in nied-
rigster Ordnung in der Form:

0, = Eocsin(9) cos(9)a, p(0)+b,q(0)]

mit p(6)=v/6?+1 und g(0)= p(a)[arctan(—)——-"—]

angesetzt werden, wobel die Koeffizienten a, und by, aus
den Randbedingungen

0.9, =¢M ) .

(s +zmakeo]

zu berechnen sind. Die Lésung des resultierenden algebra-
ischen Gleichungssystems 1803t sich in iterativer Form fin-
den:

a(®),,.. =1 b®),,, =0

¢Iz (o )L,_,G. [gk+1 + lmkﬂeo]

(0') (A7)

A8
¢k+l (o )lo—w ( )

q'(c;)a(®); p(c;)+b(®),4(5 )] - 4(o; )[eos +2 ][a(w)p(o)w(w)q(o )]

a(w) i1

p()

b(w),, =[a(®),, - a(w), ] +b(co)

so dafd sich prinzipiell beliebig vielschalige Modelle be
rechnen lassen.

2 -3
Dasich (o) asymptotisch wie _EO'_?'*'O[G ] verhalt,

bestimmt b, die GréRe des induzierten Dipolmomentes.

.,
Der Ausdruck X._..__[ TELE,C | charakterisiert die

al3 ]

Antwortreaktion der Zelle auf ein dufleres elektrisches
Feld (komplexe Suszeptibilitdt, der Index 1 bezieht sich
auf das den Pollen umgebende Medium).

Der Imaginarteil von y bestimmt dann die Gr6Re desfir

p(c;)q'(c;)-p’ (Gj)q(o,-)

(A9)
die Rotation des Pollens verantwortlichen Drehmomentes:

N — 3 2

N= —e,En Imx (A].O)
Die Winkelgeschwindigkeit des Korners (g =2xf) €rgibt

sich nun aus dem berechneten Drehmoment und der dy-

namischen Viskositét n zu;

(AID)

-1

N J14 [4a 1
b7 Lol & 2y—
Kove = 8oy | 3¢ do [da (Garcm(a) l)],_z

Vollstandig analog lassen sich langgestreckte Rotations-
ellipsoide <1

2
Gi+l-oi-1 in Al , e=yI- , %ﬁ\ﬁ_[‘/":' ‘h_*]
c
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behandeln, wobei die Losungen von (A6) in der Form (A7)
mit:

(A12)

0+1 o

-1 p(o)

anzusetzen sind. Dies fuhrt wieder auf (A9) und man er-
halt schliefllich fur die komplexe Suszeptibilitat

b |4 3
X=——"| FTEEC
a3

und fur die Winkelgeschwindigkeit

p(o)=vo’ -1 q(0)=—P(0)

(A13)

(A14)

-1
& __N_ 1d, |é(o, o+l
Kover ~ 8qnr? |3eds | do\2 o-1/] 1

o=
e
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