Rasche Bestimmung des Manganmangels in
Koniferennadeln durch ESR-Spektroskopie**

Von Peter Laggner*, Ruth Mandl, Annemarie Schuster,
Monika Zechner und Dieter Grill

Mangan ist ein weitverbreitetes Spurenelement in grii-
nen Pflanzen'" und spielt als spezifischer Cofaktor eine
zentrale Rolle bei der lichtinduzierten Wasseroxidation im
Photosystem 113, Daneben findet sich in Blittern und
Nadeln ein Mn'-Pool, dem eine Funktion als Cofaktor in
Superoxid-Dismutasen zukommt“®\, Ein phinomenologi-
scher Zusammenhang zwischen Manganmangel und be-
eintrichtigter Baumvitalitat ist in der Literatur ausfiihrlich
dokumentiert’®”, Mn" zeigt ein intensives, charakteristi-
sches Sechslinien-ESR-Spektrum!®%, das sehr leicht von
den Spektren anderer paramagnetischer Spezies des Pho-
tosyntheseapparates unterschieden werden kann. Diese
spektroskopische Eigenschaft haben wir nun zur Entwick-
lung einer raschen und einfachen Methode zum Nachweis
von Manganmangelerscheinungen an Koniferennadeln ge-
nutzt. Die Resultate einer dreijahrigen Untersuchungsreihe
in osterreichischen Waldbestanden zeigen den diagnosti-
schen Wert dieser Methode auf.
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Abb. 1. a) Typische ESR-Spektren von Fichtennadeln ; P. abies). Fiir die Auf-
nahme der Spektren wurde ein E104-A-X-Band-Spektrometer (Varian, Palo
Alto, CA) verwendet. Die Spektren wurden von Hand geglittet. Typische In-
strumenteneinstellungen waren: 3400 GauB Feldstirke; Aufnahmebereich/
100 kHz Feldmodulation: 1000/2 GauB (fur das Mn''-Signal), 40/2 Gaufl
(fiir Signal A und B); 9.48 GHz Mikrowellenfrequenz: 10 mW Mikrowellen-
energie; Aufnahmezeit/ Zeitkonstante: 2 min/0.25 s (fir Mn""), 4 min/4 s (fiir
Signal A und B). Die Nadelproben wurden 3-4 cm hoch in eine Quarzki-
vette mit 0.4 cm Innendurchmesser gefiillt. Die Packungsdichte nach leich-
tem Schitteln war 0.4+0.025 g cm =2 (£ S.D. filr n= 14). Waschversuche mit
destilliertem Wasser und Metallkomplexbildnern (EDTA) schlossen eine Be-
eintrachtigung durch Oberflichenanlagerungen aus. b) Doppeltlogarithmi-
sche Auftragung der Signalhdhe A (in willkirlichen Einheiten) von Spektren
des Typs C gegen Gesamtmangankonzentration (vom Trockengewicht),
durch Atomabsorptionsspektroskopie in 36 Nadelproben ermittelt. Die Ge-
rade wurde durch Linearregression bestimmt (r = 0.85).

Generell koénnen in Fichtennadeln (P. abies) drei Grund-
typen von ESR-Signalen qualitativ unterschieden werden

[*] Prof. Dr. P. Laggner, Dr. R. Mandl, A. Schuster, M. Zechner
Institut far R&ntgenfeinstrukturforschung
der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften und
der Forschungsgesellschaft Joanneum
Steyrergasse 17, A-8010 Graz (Osterreich)
Prof. Dr. D. Grill
Institut fir Pflanzenphysiologie der Universitit
SchubertstraBe 51, A-8010 Graz (Osterreich)

[**] Diese Arbeit wurde durch den Steiermirkischen Wissenschaftsfonds ge-
fordert. Wir danken Dr. W. Kosmus, Institut fiir Analytische Chemie der
Universitat Graz, {iir die Unterstiitzung bei den Atomabsorptionsmes-
sungen.

1790 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1988

10 100 1000

(siche Abb. 1a). Zwei von ihnen, von uns als Typ A und B
bezeichnet, sind relativ schwach und scharf und erfordern
bei der Aufnahme eine hohe Verstirkung und Auflésung.
Der Spektrentyp A wurde frither dem Plastosemichinon-
Radikalkation im Photosystem I1''"" zugeordnet; neueste
Ergebnisse deuten jedoch mit groBerer Wahrscheinlichkeit
auf ein Tyrosin-Radikal hin!""'2. Typ B wird bei sichtlich
erkrankten Baumen beobachtet und ist vermutlich ein pa-
thologisch veriandertes Spektrum des Typs A"l Der Spek-
trentyp C ist eindeutig dem Mn' zuzuordnen. Das charak-
teristische, sich iiber etwa 500 GauB erstreckende Sechsli-
nienspektrum weist eine Hyperfeinaufspaltung von 95
GauBl auf; dies 14Bt auf eine teilweise Immobilisierung
durch Bindung an groéBere Strukturbestandteile schlie-
Ben!'*% Abbildung 1b zeigt die Korrelation zwischen
dem durch Atomabsorptionsmessungen bestimmten Ge-
samtgehalt an Mangan in den Nadeln und der ESR-Si-
gnalhéhe in Spektren vom Typ C. Aus der statistischen Re-
gressionsgeraden kann der Gesamtmangangehalt im Be-
reich zwischen 50 und 1000 ppm direkt aus der Signalthdhe
abgeschitzt werden. Zwischen 25 und 50 ppm dominiert
Typ A, unter 25 ppm Typ B.

In Abbildung 2 sind die oben definierten Spektrentypen
und die Baumvitalitit jeweils als Funktion der Mangan-
konzentration dargestellt; die letztgenannte Beziehung
wurde bereits von Kreurzer'®™” dokumentiert. Unter Be-
riicksichtigung einer Uberlappung der Spektrentypen ei-
nerseits und der diagnostischen Befunde andererseits kann
man von einer guten Korrelation der Spektrentypen mit
der dreigeteilten Vitalitdtsskala sprechen.
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Abb. 2. Bereiche der Mangankonzentration tvom Trockengewicht) fiir die in
dieser Studie definierten Spektrentypen (oben) und fiir die Vitalitit nach
Kreutzer {6, 7] (unten).

Es ist bekannt, daB das Mn'"-Signal photosynthetischer
Organe eine deutliche Lichtabhingigkeit!'* ' aufweist. Bei
den vorliegenden Untersuchungen wurden allerdings nur
die Dunkelsignale beriicksichtigt, so da@ diesem Effekt bei
der hier getroffenen Klassifizierung nicht Rechnung getra-
gen werden muB. Kontrollversuche haben gezeigt, daB3 die
Mangangehalte mit zunehmendem Nadeljahrgang und au-
Berdem zum Kronenbereich hin systematisch ansteigen;
allerdings liegen diese Schwankungen unter 20% und sind
wesentlich geringer als jene zwischen vitalitditsmafig
verschieden klassifizierten Bidumen. Somit sind die
Schwankungen fiir die Gesamtbeurteilung unerheblich. An
Proben von ein und demselben Baum wurden niemals
Spektren aller drei Typen gefunden.
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Abbildung 3a zeigt repridsentative Ergebnisse einer ein-
jahrigen Versuchsreihe mit monatlicher Probenahme in ei-
nem Beobachtungsgebiet, in dem alle drei Vitalitatsgrup-
pen vertreten sind. Aus der Verteilung der Spektrentypen
ist ersichtlich, daB3 der Anteil der Biume ohne Mangan-
mangel (Typ C) etwa unverindert blieb, wihrend der An-
teil an erkrankten Biumen (Typ B) auf Kosten der ge-
schwichten (Typ A) zunahm. Zu Beginn der Vegetations-
periode in den Monaten Mai und Juni wurden parallel Na-
delproben von Jungtrieben und einjihrigen Trieben ver-
messen. Die Jungtriebe wiesen generell jeweils den glei-
chen Spektrentyp auf wie die einjdhrigen, allerdings waren
die Signale signifikant schwicher ausgeprigt; dies l4Bt
sich durch einen erhéhten Wassergehalt der Jungtriebe er-
kldren. Der Jahreslauf fiir einen einzelnen Baum ist in Ab-
bildung 3b dargestelit.
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Abb. 3. a) Jahreszeitliche Abhingigkeit der spektralen Verteilung fiir ein Be-
obachtungsgebiet (Olberg, 14 Biaume). Die Nadeln wurden von markierten
Biumen in monatlichen Abstinden iiber einen Zeitraum von Oktober 1985
bis April 1988 entnommen. Die Zeichnung zeigt die Ergebnisse fir einen
Jahreslauf (November 1985-Oktober 1986). Die Zweige wurden in das Labo-
ratorium gebracht und dort dunkel im Kiihlraum (2-4°C) bis zur Vermes-
sung gelagert, die spdtestens nach 48 Stunden erfolgte. Innerhalb dieses Zeit-
raums wurden keine Verinderungen der ESR-Signale beobachtet. b) Charak-
teristischer Jahreslauf fiir einen geschwiachten Baum, der ungefihr 15 Jahre
alt ist und auf felsigem Grund unter Druck von Nachbarbidumen im Unter-
stand wachst und zusitzlich Anzeichen von Kronenverlichtung und Rotfiule
aufweist. ¢) Spektrale Verteilung fiir vier Beobachtungsgebiete im Monat No-
vember dreier aufeinanderfolgender Jahre (1985-1987).

Die Resultate fiir vier Beobachtungsgebiete im gleichen
Monat dreier aufeinanderfolgender Jahre sind in Abbil-
dung 3c zusammengefalt. Im allgemeinen stimmen die
spektroskopischen Befunde gut mit der von Forstbeh6érden
getroffenen Einteilung in Belastungszonen iiberein. So
korreliert der sehr hohe Anteil des Typs C in der Region
,.Gruber” gut mit der dort herrschenden geringen Bela-
stung, wihrend die Ergebnisse der Region , Au” die
schlechten Gegebenheiten fiir Fichten in stddtischer Um-
gebung widerspiegeln.
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Unabhingig von den spektroskopischen Resultaten wur-
den alle Probenbiume nach pflanzenphysiologischen
Standardkriterien beurteilt. Abbildung 4 zeigt die Gegen-
iiberstellung dieser Befunde und der Spektraltypen am
Beispiel des Untersuchungsgebietes ,Olberg™. Bei allen
Biumen, die mit zwei oder mehr StreBfaktoren behaftet
sind, tritt starker Manganmangel auf, wie er dem Spektren-
typ B entspricht, wihrend Baume mit Spektren des Typs C
durchweg gute Vitalitit haben. Biume, die im Unterstand
wachsen, aber keine sichtbaren Mangelerscheinungen auf-
weisen, zeigen Spektren des Typs A. Diese systematische
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Abb. 4. Korrelation zwischen sichtburen Risikotaktoren und Spektrentypen
fir 14 Biume im Gebiet ,.Olberg".

Ubereinstimmung wurde auch fiir die anderen Beobach-
tungsgebiete gefunden. Obwohl wir nicht ausschlieBen
koénnen, daB es erkrankte Biume mit hinreichender Man-
ganversorgung gibt, kann nach unseren Befunden der posi-
tive SchluBl gezogen werden, da Manganmangel, der
durch das Fehlen des Spektrentyps C nachgewiesen wird,
ein guter und allgemein giiltiger Indikator fiir Baumer-
krankungen ist.

Die bemerkenswert gute Ubereinstimmung zwischen
dem Auftreten des dominanten Mn'"-Spektrums (Typ C)
und einer intakten Vitalitat fordert tiefere pflanzenphysio-
logische Betrachtungen heraus. Mangan liegt im Photosy-
stem II drei- und vierwertig vor'>*!; diese hoheren Oxida-
tionsstufen sind fiir die ESR-Spektroskopie bei Raumtem-
peratur ,,unsichtbar”. Dies legt den SchluBl nahe, daB das
spektroskopisch ,sichtbare” Mn'' fiir die Photosyntheseak-
tivitdt keine essentielle Rolle spielt. Nach neuesten Ergeb-
nissen!’” verindert Belichtung von Fichtennadeln die
Stirke des Mn''-Signals. Daraus konnte abgeleitet werden,
daB ein UberschuB an Mangan benétigt wird, um das Re-
doxgleichgewicht im Photosyntheseapparat aufrecht zu er-
halten; dieser Mn''-Pool konnte aber auch als Radikalfin-
ger dienen und so vor photooxidativen Reaktionen schiit-
zen.

Fiir den flachendeckenden Einsatz sind nur leicht und
schnell anwendbare Untersuchungsmethoden geeignet. So
ist das Hauptziel dieser Arbeit auch nicht in einer sehr ge-
nauen Mn-Bestimmung zu sehen, sondern in der diagnosti-
schen Auswertung der spektroskopischen Befunde.

Trotz der dargelegten Beziehung zwischen Vitalitdtsgrad
und spektroskopisch bestimmbarer Mn''-Konzentration
darf nicht unerwihnt bleiben, daB eine unterschiedliche,
standortabhingige Mn'-Verfiigbarkeit im Boden den
Mangangehalt der Nadeln beeinflussen kann""®, Zur Auf-
klarung dieser Einfliisse und anderer, kombinierter Um-
welteffekte bietet die hier beschriebene, einfache und
rasche ESR-Methode ein attraktives Hilfsmittel.

Eingegangen am 31. Mai,
verdnderte Fassung am 24. August 1988 [Z 2793]
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Bildung eines oxalat-gefiillten Hohlraums im
reduzierten achtkernigen Polyoxomolybdat
[("'C4H9)4NHM080]6(0CH3)3(C204)] aus
a-{(n-C,Hy),NLiMogO,4] und Rhodizonséure**

Von Qin Chen, Shuncheng Liu und Jon Zubieta*

Wechselwirkungen zwischen Polyoxometallat-Clustern
und organischen Substraten interessieren unter anderem
wegen der Strukturverwandtschaft von Polyoxo-Anionen
und festen Oxiden"'-*. Im Falle der Polyoxomolybdat-Car-
bonyl-Wechselwirkungen wird normalerweise eine Carbo-
nylgruppe in eine Molybdin-Sauerstoff-Bindung einge-
schoben"), Die Synthesen von Organooxomolybdaten 1
mit Acetal-*}, 2 mit Diacetal-'*' und 3 mit Diketalstruktur!”!
wurden unter dem Aspekt von Bindungsstellen fiir Sdure-
Base-Paare und als Modelle fiir die Bindung von Substra-
ten an feste Oxidoberflichen diskutiert®. Die Produkte

[RCHMo,O,sHP*® [HCCHMo,0,X]*®
1 2

[(C.1sHs)M0,0,5(OH)]*®
3, C,4;H; = Phenanthrendiyl

derartiger Molybdat-Carbonyl-Reaktionen héngen jedoch
auch sehr stark von der Natur der organischen Ausgangs-
verbindung ab, wie anhand der Isolierung des Oxalatodi-
molybdats 4 gezeigt werden konnte. Die Verbindung ent-
steht bei der Reaktion des Komplexes § mit Chloranil-
sdure 6 in Methanol”’. Diese Beobachtung legt nahe, daB
sich bei Anwesenheit von organischen Resten, welche eine
kationische Abgangsgruppe stabilisieren kénnen, direkt an
die Carbonyl-Insertion eine Spaltung des Liganden an-
schlieBt. Um die Allgemeingiiltigkeit der Carbonyl-Inser-
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tion mit Spaltung des Liganden fiir die Polyoxomolybdat-
Carbonyl-Chemie zu priifen, haben wir die Reaktion des
Molybdats § mit Rhodizonsiure 7 untersucht.

[(n-C4H4)sN1:[M0,0.Cl(C,04)] a-[(n-C4Hg)aN1i[M0gO5]
4 5

HO. Cl 0 OH

Die Umsetzung von § mit 7 ergibt eine hellgriine, kri-
stalline, diamagnetische Verbindung der analytischen Zu-
sammensetzung 8. Das IR-Spektrum von 8 zeigt eine

[(n-C4Ho)s N]:[M0gO(OCH;)g(C:0,)] 8

Bande bei 2930 cm ™', die der CH-Streckschwingung der
Methoxygruppen zuzuordnen ist, sowie starke Absorptio-
nen bei 1665 und 1543 c¢m ™', die den Carbonylstreck-
schwingungen v(C=0) nicht dquivalenter Carbonylgrup-
pen entsprechen. Die Bande bei 972 cm ~' wird der Streck-
schwingung v(Mo=0,) zugeordnet (O, = endstindige
Oxogruppe); die Lage der Absorptionen deutet dariiber
hinaus darauf hin, daB die Molybdinzentren der MoV'-
Startverbindung reduziert worden sind. Die Bande bei 815
cm ™! zeigt die Gegenwart von verbriickenden Oxogruppen
an (Mo—0O,—Mo).

Abb. 1. Struktur des Dignons (Mo, O JOCH g C00) von 8 im Kristall,
Ausgewihlte Bindungslingen [/\] und -winkel [°]: Mol1-O1 2.367(7), M02-O2
2.377(7), Mo3-02 2.385(8), Mo3-Ola 2.367(7), Mo-O, 1.678(11) (Durch-
schnittswert), Mo-O, 1.932(12) (Durchschnittswert), Mo-O(Methoxy)
2.106(11) (Durchschaittswert), Mo1-Mo2 2.582(2), Mo2-Mo3 3.262(1), Mo3-
Mo4 2.574(2), Mod4-Mola 3.312(1), C1-O1 1.25(2), C1-02 1.37(2), C1-Cla
1.43(2): 03-Mo1-04 71.4(3), O5-Mo1-06 94.3(3), 09-M03-010 94.2(3), O3a-
Mo4-O4a 71.2(3), 09-M04-O10 94.5(3), Mo-O,-Mo 83.7(5) (Durchschnitts-
wert), Mo-O(Methoxy)-Mo 101.7(6) (Durchschnittswert). Abkiirzungen: O,
endstindige Oxogruppe, Oy verbrickende Oxogruppe, O(Methoxy) dber O
verbriickende Methoxygruppe.

Das komplexe Anion von Verbindung 8 (Abb. 1)!'” be-
steht aus einem Achteck aus Molybdinatomen, die ab-
wechselnd von zwei Methoxy- oder zwei Oxogruppen
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