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An enzymatic method has been elaborated to measure the concentration of the purine
nucleotides AMP, ADP and ATP in green plant material. The influence of SO, fumigation
(0,3 ppm/m?) on the concentration of these nucleotides has been investigated. As compared
to the cortrol the concentration of AMP, ADP and ATP is increased by 40% in the fumi-
gated peas. After ten days of treatment the concentration of the nucleotides decreases
slowly in the fumigated seedlings and drops far below that of the control when necrotic
leaf areas appear. The molar ratio of AMP: ADP: ATP remains constant in fumigated and
unfumigated plants over a period of three weeks of culture. Consequently also the energy
charge [ADP+2ATP/2(AMP+ADP+ATP)] doesn’t change. The value of the energy
charge is 0,69 and indicates a slightly anabolic situation of the metabolism throughout the
time of investigation. Therefore the energy charge is an insufficient criterion to be used as
indicator of SO effects on plant metabolism.

Zur Messung der Purinnukleotidle AMP, ADP und ATP in Sprossen von Pisum sativum
ist eine enzymatische Methode ausgearbeitet worden. Der EinfluB von SO;-Begasung
(0,3 ppm/m?3) auf die Konzentration der genannten Adenylate wurde ermittelt. Im Vergleich
zur Kontrolle sind die Konzentrationen von AMP, ADP und ATP in den begasten Pflanzen
um 40% erhéht. Nach 10 Tagen der SO,-Einwirkung fallen die Konzentrationen der

+Auszug aus einer Dissertation.
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Nukleotide gegeniiber der Kontrolle langsam ab und erreichen beim Auftreten nekro-
tischer Blattanteile ein Minimum. Das molare Verhiltnis von ADP:AMP:ATP bleibt
Gber einen Zeitraum von drei Wochen in den Kontrollpflanzen und den begasten Chargen
konstant. Somit dndert sich auch die Energieladung [ADP+2ATP/2(AMP+ ADP + ATP)]
in dem fraglichen Zeitraum nicht. Der Wert der Energieladung von 0,69 ist ein Hinweis
fiir eine anabole Gesamtsituation des Stoffwechsels. Die Energieladung ist kein geeignetes
Kriterium, um als Indikator fiir SO,-bedingte Verinderungen des Stoffwechsels herange-
zogen zu werden.

EINLEITUNG

Die Beeintrachtigung physiologischer Ablidufe in Pflanzen durch Schwefel-
dioxid sind vielfiltig und reichen von Storungen der Stomafunktion! iiber
Verinderungen der photosynthetischen CO,-Fixierung? und Beeintrichti-
gung der Membranfunktionen? bis hin zu Modifizierungen der katalytischen
und regulatorischen Eigenschaften von Enzymproteinen*~7. Dieses weitge-
streute Spektrum der SO,-Wirkung macht deutlich, daB das Schadgas als
ausgesprochen unspezifischer Effektor betrachtet werden muB. Wegen der
spezifischen Art der Aufnahme des SO, iiber die Stomata und die dann
ablaufenden physikalischen und chemischen Vorginge der Losung, Verteilung
und Metabolisierung des Molekiils und seiner Folgeprodukte ist eine kausale
Voraussage der zu erwartenden Effekte im Sinne eines Mechanismus-
Modells schwierig, wenn nicht gar unméglich.® Trotzdem bleibt die Suche
nach Kiriterien wiinschenswert, die eine Beurteilung der physiologischen
Gesamtsituation nach SO,-EinfluB erlauben (besonders auch fiir diagno-
stische Zwecke).

In der vorliegenden Untersuchung sollte gepriift werden, ob SO,-Effekte
auch an Regelsystemen zu erkennen sind, die in der Steuerung des Zell-
stoffwechsels eine iibergeordnete Stellung einnehmen. Ein derartiges System
ist das Adenylatsystem, das in der von Atkinson® formulierten Weise der
““‘Adenylate Energy Charge” einen Index zur Beurteilung der energetischen
Gesamtsituation der Zelle darstellt. Die Energy Charge errechnet sich nach
der aufgefiihrten Formel aus den Konzentrationen der drei Adenylate
AMP, ADP und ATP:

(ADP)+2(ATP)/2((AMP)+(ADP) +(ATP)).
Nach Atkinson® sind bei hohen Konzentrationen an ATP (im Verhiltnis
zu ADP und AMP) anabole, also energieverbrauchende Stoffwechselse-
quenzen geférdert (z.B. Aminosiuresynthese), wihrend bei niedrigen Kon-
zentrationen an ATP katabole, also energieliefernde Prozesse (z.B. Citrat-
zyklus) forciert werden. Inzwischen ist die Wirksamkeit dieses Regulator-
systems durch eine ganze Reihe von Befunden bestitigt worden (fiir ATP-
regenerierende Systeme: Shen et al.,'® Hansford;!! fiir ATP-verbrauchende



09: 51 19 January 2011

Downl oaded At:

ENZYMATISCH-—ANALYTISCHE UNTERSUCHUNGEN 185

Systeme; Atkinson und Fall'?, Atkinson und Walton,'? Klungséyr et al.,'*
Shen und Atkinson,'® Miller und Atkinson'®). Da SO, sowohl fordernd
als auch hemmend auf das Wachstum der Pflanzen wirken kann, ist zu
vermuten, dafl die jeweilige Situation der Ausdruck einer Verdnderung des
Verhiltnisses von anabolen zu katabolen Stoffwechselvorgingen ist. Dies
sollte sich auch in Verdnderungen der Energy Charge niederschlagen. Um
diese Hypothese zu priifen, wurden die vorliegenden Untersuchungen
durchgefiihrt.

MATERIAL UND METHODEN

Anzucht des pflanzenmaterials und begasung der erbsenkulturen

Als Untersuchungsobjekt fiir die zu beschreibenden Versuche dienten
Erbsen (Pisum sativum var. Spéaths Violetta). Fiir die Begasungsexperimente
wurden die in Chlorwasser oberflichensterilisierten Erbsensamen drei Tage
in feuchtem Vermiculite vorgekeimt und dann in Hydrokultur genommen.
Als Kulturmedium diente eine Nihrlgsung nach Knop.!” Die Keimlinge
wurden iiber einen Zeitraum von drei Wochen unter kontrollierten Bedin-
gungen in Klimaschrinken bei 25°C und 809, Luftfeuchtigkeit im 16-
Stundentag gehalten.!® Die Atmosphire fiir die Begasungsexperimente
enthielt 0,3 ppm (0,9 mg/m3) SO,. In regelmiBigen Abstinden wurden
Pflanzenproben entnommen und auf ihren Adenylatgehalt hin untersucht,

Aufbereitung der pflanzen

Der AufschluB des Pflanzenmaterials erfolgte nach einer modifizierten
Methode von Stewart und Guinn.?° Die zwei Stunden nach *“Tagesbeginn”
geernteten griinen Erbsensprosse (ca. 3g) wurden rasch gewogen und danach
sofort in 15 ml! kochendem Tridthanolamin-Puffer (0,1 M; pH 7,6) drei
Minuten lang mazeriert. Nach schnellem Abkiihlen folgte dann die Homo-
genisation der Pflanzen (Virtis-Homogenisator, 40 sec bei Stufe ‘“high”,
dies entspricht ca. 45 000 U/min). Das Homogenat wurde bei 2500 U/min
zentrifugiert, das Sediment nochmals mit 5 ml Puffer gewaschen und die
vereinigten Uberstinde auf 20 ml aufgefiilit. Dieser Pflanzenextrakt diente

Abkiirzungen: ADP Adenosindiphosphat, AMP Adenosinmonophosphat, ATP
Adenosintriphosphat, EDTA Athylendiamintetraessigsiure, GAPDH Glycerinaldehydpho-
sphat-Dehydrogenase, GTP Guanosintriphosphat, ITP Inosintriphosphat, LDH Lactat-
dehydrogenase, MK Myokinase, NAD* Nikotinsdureamidnukleotid (oxidierte Form),
NADH Nikotinsdureamidnukleotid (reduzierte Form), PEP Phosphoenolpyruvat, PGK
Phosphoglyceratkinase, P; Phosphatrest (anorganisch), PK Pyruvatkinase, UTP Uridintri-
phosphat.

B
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direkt zur Messung der Adenylate. Wiederholtes Waschen des Sedimentes
lieferte nur noch insgesamt 2-59; der bereits extrahierten Adenylate und
unterblieb deshalb.

Bestimmung der adenylatgehalte

Die Bestimmung der Adenylate wurde mit einer modifizierten Methode
nach Jaworek et al.,' enzymatisch vorgenommen. Dazu wurden AMP
und ADP zunichst quantitativ in ATP iiberfiihrt (siche GI. (1) und (2)) und
das gebildete Pyruvat im optischen Test quantitativ ermittelt (Gl. (3)):

1) AMP+ATP ¥X 2 ADP
2) ADP+PEP X, ATP+ Pyruvat
3) Pyruvat+NADH +H™* 2%, Lactat+ NAD*

Die ATP-Bestimmung erfolgte ebenfalls in gekoppelter Reaktion (Gl. (4)
und (5)):

4) ATP+ Glycerat-3-P Y9% ADP + Glycerat-1,3-P,
5) Glycerat-1,3-P,+ NADH +H* SAPPH, Giycerinaldehyd-P+ NAD* +P,

Die Ansitze zur Bestimmung von AMP und ADP enthielten:

2,oml Tridthanolamin-Puffer (0,1 M; pH 7,6),

0,15 m1 PEP (0,01 M PEP; 1,2 M KCl; 0,4 M MgSO,),

0,05 ml NADH (0,014 M),

0,1 ml ATP (0,02 M),

0,1 ml KCN (0,1 M) und

0,2 ml des aufgearbeiteten Pflanzenextraktes

(3 ml Gesamtvolumen des Testansatzes).

Jeweils fiinf Minuten nach Zugabe der Enzyme LDH (1,7 ug Enzymprotein/
Kiivette), PK (1,3 pug) und MK (1,7 ug) sind die Reaktionen abgelaufen,
und aus den Extinktionsdifferenzen kénnen die Adenylate berechnet werden
(sieche unten).

Die Ansitze zur Bestimmung des ATP enthielten: -

2,25 ml Puffer-Substrat-Lésung (0,1 M Tridthanolamin-Puffer; 0,01 M Mg
SO,; 0,01 M Glycerat-3-P als Ba-Salz (Ba als BaSO, ausgefillt);
0,001 M EDTA; auf pH 7,6 eingestellt)

0,05 ml NADH (0,014 M)

0,1 m1 KCN (0,1 M) und

0,2 ml des aufgearbeiteten Pflanzenextraktes.

Jeweils fiinf Minuten nach Zugabe der Enzyme GAPDH (6,7 ug Enzym-
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protein/Kiivette) und PGK (1,3 ug) wurden die Extinktionen ermittelt.
Die Berechnung der Konzentrationen der Adenylate erfolgte nach folgender
Beziehung:
AExt, \p x Fx 0,79 = mg AMP/Spro

AExt,pp X Fx 1,94 = mg ADP/Spro83
AExt,1p x Fx 2,31 = ATP/Spro

F = ml Gesamtvolumen des Pflanzenextraktes/Anzahl der Pflanzen. Die
aus Eichkurven ermittelten Umrechnungsfaktoren gelten fiir 0,2 ml Pflanzen-
extrakt pro Ansatz.

Zur Frage der Bezugseinheit ist zu erwihnen, daB Frischgewicht, Trocken-
gewicht, Proteingehalt, Stickstoffgehalt usw. im Begasungsexperiment selbst
Variable darstellen.?2~ 24 Der absolute Gehalt an Adenylaten in Pflanzen
ist nur vergleichbar, wenn er auf konstante GréfBen wie definierte Blatt-
flichen oder ganze Pflanzenorgane bezogen wird. Deshalb wurden die nach
der obigen Methode erhaltenen Werte fiir AMP, ADP und ATP in den
begasten und unbegasten Erbsenkeimlingen pro SproB berechnet.

Die dargesteliten Ergebnisse sind Mittelwerte aus fiinf unabhingigen
MeBreihen. Durch eine Varianzanalyse nach Rauen?® wurde-die Signifikanz
der MeBwerte iiberpriift. Diese statistische Methode bietet den Vorteil,
daB sie nicht nur die Werte der begasten und der Kontrollchargen, sondern
auch die Werte in verschiedenen Altersstadien miteinander vergleicht und
dadurch die Streuung im biologischen Material stirker beriicksichtigt.

TABLE 1

Absicherung der Mefmethode durch Zusatz bekannter Mengen an Adenylaten (Konzen-
tration: 0,1 mg/ml) zum Pflanzenextrakt (Werte als Extinktionsdifferenzen angegeben).

0,1ml
Adenylatlsg. +
0,2 ml 0,1 ml 0,2 ml %
Testansatz  Pflanzenextrakt Adenylatlosung Pfl.-Extrakt Wiederfindung
ATP 0,035 0,017 0,052 100
ADP 0,025 0,018 0,042 : 98
AMP 0,010 0,042 0,051 98

Gerate und Chemikalien

Die enzymatischen Bestimmungen der Adenylatgehalte in den Pflanzen-
extrakten erfolgten in einem registrierenden Riele-Filterphotometer (UPHO)
bei 366 nm.
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Die Chemikalien fiir die Adenylatbestimmung, die Enzyme in Ammonium-
sulfat-Suspension, die Coenzyme und Adenylate wurden von Boehringer
(Mannheim) bezogen.

ERGEBNISSE

Wiederfindungsexperimente

Unm sicherzustellen, daB die beschriebene Methodik durch extraktbedingte
Storfaktoren nicht beeintrichtigt wird, wurden bekannte Mengen an Adeny-
laten den Pflanzenextrakten zugesetzt und anschlieBend zuriickbestimmt.

Wie aus Table I hervorgeht, sind die Adenylatmengen im Pflanzenextrakt
und in den entsprechenden Testgemischen additiv (Spalte 3), die Wieder-
findung betrdgt praktisch 100%,. Im Bereich von 0-1 mg/ml Adenylat
herrscht zwischen Konzentration und Extinktion eine lineare Beziehung.

Um Storeffekte durch die Triphosphate ITP, GTP und UTP auszuschlie-
Ben, von denen bekannt ist, daB sie zu hohe ATP-Werte vortiuschen
konnen,?! wurden zusitzliche Experimente unternommen. Nach Zusatz
von MK, die nur Adenylate umsetzen kann,2% 27 konnten keine meBbaren
Mengen der genannten Triphosphate festgestellt werden.

Eine als Leerschleich storend wirkende NADH-Oxidase wurde durch
Cyanid-Zusatz vollstindig gehemmt.

Da bekannt ist, daB die Konzentrationen von Adenylaten in Geweben
kurzfristig erhebliche Verdnderungen erfahren konnen, die auch von der
Aufarbeitungsdauer des Analysenmaterials abhingig ist,2® wurden zunichst
verschiedene AufschluBverfahren verglichen (Tab. II).

Aus der Tabelle geht folgendes hervor:

1) In hitzgetrocknetem Pflanzenmaterial (a) sind sehr hohe Werte fiir
ADP und AMP nachweisbar, die vermutlich durch artefizielle Verinderungen
im Pflanzengewebe wihrend des Trocknungsprozesses verursacht werden.

2) Wurden die Sprosse rasch in eiskaltem Puffer verarbeitet (b) so konnten
die Adenylate wegen des hohen Leerschleichs nicht gemessen werden. Die
Reaktion war auch nach 30 min noch nicht beendet, einem Zeitintervall,
das fiir derartige Messungen zu lang ist.

3) Nach schnellem Abtéten der Pflanzen im siedenden Puffer oder Wasser
(¢) werden Werte erzielt, die sich erheblich von denen der vorausgehenden
Versuche unterscheiden. Da bei dieser Aufarbeitung metabolische Verdnder
ungen ausgeschlossen werden kdnnen, ein vorhandener Leerschleich durch
Cyanid ausgeschaltet werden kann, entschieden wir uns fiir diese Methode.
Die Ergebnisse sind gut reproduzierbar (was auch Stewart und Guinn?2°
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TABLE 11

Vergleich verschiedener Aufarbeitungsmethoden (Zahlen
bedeuten Extinktionsdifferenzen). Je 3g Erbsensprosse
wurden (a) bei 100°C getrocknet und dann in Puffer homo-
genisiert, (b) direkt in eiskaltem Puffer homogenisiert, (c)
drei Minuten in siedendem Puffer gekocht, abgekiihlt und
homogenisiert. Weitere Verarbeitung wie in Material und
Methoden beschrieben. Es bedeuten: konst. : enzymatische
Reaktion war nach fiinf Minuten abgeschlossen; Verind.:
Extinktionsdifferenz nimmt auch nach 15 min Reaktions-
zeit noch zu (+ Extinktionsdifferenz nach 10 min, + +
nach 15min). (x) MK-Zusatz trotz vorhergehender
permanenter Extinktionsdnderung.

@ ®) ©
ATP 0,020 0,033 0,029
konst. 0,037+ konst.
0,040+ *
veriand.
ADP 0,031 0,024 0,020
konst. 0,028 konst.
0,030
verand.
AMP 0,025 0,013 (x) 0,008
konst. 0,015 konst.
0,018
verdnd.
TABLE III

Vergleich gekochter und unbehandelter Adenylat-
16sungen mit und ohne KCN-Zusatz (Werte als Extink-
tionsdifferenz angegeben). Gekochte Losung: S ml jeder
Losung wurden 5 min im Wasserbad bei 100°C gekocht,
abgekithlt und wieder auf 5ml mit H,O aufgefiillt.
Adenylatkonzentration: 0,1 mg/ml.

nicht gekocht gekocht

ohne KCN mit KCN mit KCN

AMP 0,082 0,082 0,084
ADP 0,036 0,035 0,036
ATP 0,034 0,035 0,034

189
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beobachtet haben). Eine weitere Aufarbeitung des Analysenmaterials
eriibrigt sich deshalb und erleichert dadurch Serienmessungen. Zudem konnte
mit reinen Losungen von ATP, ADP und AMP sichergestellt werden, daB
die drei Adenylate durch Kurzzeiterhitzung nicht zerstdrt werden, und daB
KCN keinen EinfluB auf die enzymatische Messung hat (Tab. III).

Die beschriebenen Versuche belegen, daB die veitwandte Methode zur Be-
stimmung der Adenylate in Pflanzenextrakten die Gewihr bietet, den
tatsichlichen Gehalt dieser Verbindungen zu erfassen.

Veranderung der adenylatgehalte in begasten und unbegasten
erbsensprossen

Die Verinderungen der Adenylatgehalte im Verlaufe der Kultur sind in
Abb. 1 aufgezeichnet. Unter Kontrollbedingungen steigen die Konzentra-
tionen aller drei Adenylate von Beginn der Hydrokultur bis zum 20. Tag
kontinuierlich an. Enthilt die Atmosphére jedoch 0,3 ppm SO,, so erfahren
die Adenylatgehalte zunéchst eine ErhGhung gegeniiber den Kontrollpflanzen.
Bei einsetzender nekrotischer Schidigung (nach dem 15. Tag) fallen sie
jedoch drastisch ab und liegen dann unter denen der Kontrollen. Die in
diesen Untersuchungen gemessenen Unterschiede in den Adenylatgehalten
sind signifikant verschieden (Sicherungsgrenze < 0,1%), wie mit Hilfe der
Varianzanalyse fiir mehrfache Gliederung?? gezeigt werden konnte.

Aus Tabelle IV ist zu entnehmen, daB die begasten Pflanzen nach zehn
Tagen ca. 409, mehr Adenosinphosphate enthalten als die Kontrollen.
Berechnet man aus den Ergebnissen der Tabelle TV die “Energy Charge”,®
so ergaben sich fiir den gesamten Versuchszeitraum Werte, die um 0,69
liegen. Das bedeutet, daB die “Energy Charge” durch die SO,-Begasung
praktisch nicht beeinfluBt wird, das Verhiltnis der drei Adenylate zueinander,
wie es in der Gleichung fiir die “Energy Charge” beschrieben ist, also nicht
verdndert wird. Demgegeniiber durchlaufen die Quotienten aus den Kon-
zentrationen der Adenylate der Kontrollpflanzen und der begasten Sprosse
ein Minimum (K/G in Tab. IV). Die Werte fallen von 1 beim Begasungs-
beginn langsam auf etwa 0,7 am zehnten Tag ab und steigen danach wieder
an. Parallel dazu nimmt das Frischgewicht der Kontrollpflanzen kon-
tinuierlich zu, wihrend das der SO,-begasten Pflanzen generell niedriger
ist, nach dem zehnten Tag sogar stark abfillt. Der Abfall des Frischgewichtes
der begasten Keimlinge vom zehnten Tag der Kultur an wird gefolgt von
dem Auftreten nekrotischer Blattanteile.

Der Befund ist ein starkes Indiz dafiir, daB nach dem zehnten Kulturtag
eine entscheidende Verdnderung im Wasserhaushalt der begasten Pflanzen
eintritt. Vermutlich ist ein zunehmend negatives Wasserpotential die eigent-
liche Ursache fiir die offensichtlich auftretende Umorientierung des Stoff-
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wechsels in den begasten Keimlingen. Diese Umorientierung dufert sich
darin, daB die einzelnen Adenylate gegeniiber der Kontrolle zwar drastische
Verdnderungen erfahren, die Gesamtbilanz der Adenylat-metabolisierenden
Sequenzen, wie sie durch die “Energy Charge” erfaBt wird, aber unverindert
bleibt.

DISKUSSION

Vergleicht man das Wuchsverhalten (Frischgewicht) der in diesen Unter-
suchungen verwendeten Keimlinge der Kontroll-und der begasten Charge,
so lassen sich zwei Phasen der SO,-Einwirkung feststellen:

a) Bis zum zehnten Tag der Anzucht verliuft die Frischgewichtszunahme
bei beiden Chargen identisch.

b) Ab dem zehnten Tag der Anzucht bleibt das Frischgewicht der begasten
Pflanzen hinter dem der Kontrollen zuriick und nimmt sogar mit zuneh-
mender Begasungsdauer wieder ab.

Wertet man die Konzentrationen der Adenylate als Gradmesser fiir die
Stoffwechselaktivitit, ist in den begasten Pflanzen eine Stimulierung zu
beobachten, die etwa bis zum 16. Tag der Anzucht anhélt. Welche M&glich-
keiten der Erklarung fiir dieses Phdnomen bieten sich an?

Es kann als gesichert gelten, daB Modifizierungen der Kulturbedingungen
(Licht, Gasstoffwechsel) sofort (Sekunden- bis Minutenbereich) Verinder-
ungen im Gehalt der Adenylate AMP, ADP und ATP nach sich ziehen, also
generell ein schneller Umsatz dieser Verbindungen méglich ist.2°> 3° Bleiben
die verinderten Kulturbedingungen lingere Zeit bestehen, so stellt sich der
Ausgangszustand nach einigen Minuten, bei tieferen Temperaturen erst
nach Stunden wieder ein.?® Bei Nichtbeachten dieser Erkenntnis sind also
durch die Aufarbeitung bedingte Schwankungen der Adenylate nicht aus-
geschlossen. Durch das Aufkochen der gerade geernteten Versuchspflanzen
glauben wir, diese Fehlermdglichkeit ausgeschlossen zu haben, sodaB die
angegebenen Werte den tatsdchlichen Gehalt an AMP, ADP und ATP
wiedergeben. Da die Proben immer zur selben Tageszeit geerntet wurden,
sind auch Fehler, die durch eine Tagesrhythmik bedingt sein konnten,
eliminiert. Die beobachteten KonzentrationserhShungen der Adenylate
sind demnach als direkte Folge der SO ,-Einwirkung zu interpretieren.

Es erhebt sich nun die Frage, auf welchen Wegen in den Pflanzen die
erhéhten Purinnukleotidgehalte erzielt werden. An zwei Moglichkeiten kann
man denken. Einmal kénnen durch die Begasung die fiir die Purinsynthese
erforderlichen Metabolitkonzentrationen gesteigert sein, die zu verstirkter
Neubildung Veranlassung geben. Zum anderen kann bei gleichbleibender
Synthesegeschwindigkeit der Abbau des AMP gehemmt sein. Da alle drei
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Adenylate eine KonzentrationserhShung erfahren, ist nach Bomsel und
Pradet?® eine Neusynthese wirksam. Wie die Purinsynthese in hdheren
Pflanzen jedoch reguliert wird, ist weitgehend unbekannt. In Anlehnung an
Untersuchungen an Bakterien und tierische Zellen ist zu vermuten, daB
Glutamin, Glycin und Asparaginsiure in der Synthesekette des Purinkdrpers
eine wichtige Rolle spielen.?! Weissman®? konnte zeigen, daB Glutamin
und Asparaginsiure in jungen Weizenblittern, die mit Ammonium statt
mit Nitrat erndhrt wurden, in hheren Konzentrationen zu finden sind. Auch
Analysen der Ausscheidungsprodukte der Wurzeln von Sonnenblumen sowie
Sojabonnen zeigen eine hohere Konzentration der drei Stickstoffmetaboliten
unter den Bedingungen der Ammoniumernihrung.3-34 Den direkten
Zusammenhang zwischen Ammoniumerndhrung und Adenylatgehalt konnte
Weissman3® schlieBlich auch nachweisen. In Blittern und Wurzeln von
Sojabohnen und Sonnenblumen ist danach der Gesamtgehalt der Adenin-
nukleotide auf ammonjumhaltigem Medium um 27-499, hoher als in den
entsprechenden Nitratkulturen. Es besteht demnach eine direkte Beziehung
zwischen Ammoniumernidhrung der Pflanzen und dem Gehalt an Glutamin,
Glycin und Asparaginsiure einerseits und einem gesteigerten Gehalt an
Adenylaten andererseits.

Gerade von den genannten Aminosduren aber ist bekannt, daB sie nach
SO,-Begasung von Erbsenkeimlingen in den Sprossen ansteigen,??:36-37
woraus auf eine gesteigerte Adenylatsynthese geschlossen werden kann.

Nach lingerer Begasungsdauer (14 bis 16 Tage) zeigten die Erbsenpflanzen
in einigen Blattregionen irreversible nekrotische Schidigungen. Diese
Nekrosen weisen auf einen Zusammenbruch des Stoffwechsels hin. In diesem
Stadium ist die Sulfatkonzentration in den Pflanzen stark angestiegen,2?:38
jedoch ein Abfall des Gesamtgehaltes an Adenylaten zu beobachten. Dieser
Abfall zeichnet sich schon vom zehnten Tag der Begasung an ab, wie aus der
relativen Abnahme der Adenylate im Vergleich zur Kontrolle hervorgeht
(Tab. 4, K/G). Also scheint zu diesem friihen Zeitpunkt bereits eine Um-
stimmung im Stoffwechsel zu erfolgen, womit eine Parallelitdt zwischen der
Entwicklung des Frischgewichts und der stoffwechselphysiologischen
Situation offensichtlich wird. In diesem Zusammenhang wéire nochmals
an eine Verinderung des Wasserpotentials in der Zelle zu denken, die der
AnlaB fiir die generelle Umstimmung im Stoffwechsel sein kann.

Wie diese Umstimmung auf die Adenylatbildung einwirkt, ist nicht
untersucht. Die Storungen im Stoffwechsel diirften mit einer Entkopplung
der Elektronentransportkette von der zyklischen und der nichtzyklischen
Photophosphorylierung in den Chloroplasten und/oder der oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien zusammenhingen. Dieser Verdacht
wird durch Ergebnisse von Asada et al.,° untermauert, die den Effekt der
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Sulfat-, Glyoxalbisulfit und Sulfit-Ionen auf die Photophosphorylierungsak-
tivitit von isolierten Spinatchloroplasten genauer untersucht haben. Im
Gegensatz zu NaCl und NaNQ,, die keine Effekte oder aber eine leichte
Stimulation bewirken, wurde die ATP-Bildung in der zyklischen und nicht-
zyklischen Phosphorylierung durch hohere Konzentrationen der oben
genannten Ionen gehemmt. Auf Grund ihrer Befunde wird vermutet, daB
Sulfat als Entkoppler wirkt, indem es den Elektronentransport von der
Phosphorylierungsreaktion trennt. Allerdings wird im Unterschied zu den
iiblichen Entkopplern durch héhere Sulfatkonzentrationen die Geschwindig-
keit des Elektronenflusses in der Elektronentransportkette nicht beeintrich-
tigt. Eine dhnliche Situation ergibt sich fiir die oxidative Phosphorylierung.
Ballantyne*® konnte zeigen, daB die ATP-Produktion in Mitochondrien
von Maiskoleoptilen und Bohnenhypokotylen durch Sulfitionen gehemmt
wird. Hasson-Porath und Poljakoff-Mayber*! beobachteten in Erbsenwurzeln
bei steigendem Sulfatgehalt des Nihrmediums ebenfalls einen Abfall des
ATP-Gehaltes.

Man muB annehmen, daB eine Entkopplung wirksam wird, die mit
Verinderung der Mitochondrienmembran einhergeht, welche durch SO,,
bzw. dessen Folgeprodukte’ ausgelost wird. Das geht aus Untersuchungen
von Heber und Santarius*? hervor, die gezeigt haben, daB eine durch
Glukose verhinderte Entkopplung durch NaCl, MgCl, und Na,SO, wieder
riickgingig gemacht werden kann. Moglicherweise deuten die erhoéhten
Glukose-und Fruktose-Gehalte in Erbsen nach SO ,-Begasung auf einen Selbst-
schutzmechanismus gegen solche Entkopplungsreaktionen hin.?® Da die
Konzentrationen solcher schiitzender Metabolite durch entsprechende
KulturmaBnahmen und insbesondere durch die Nihrstoffversorgung der
Pflanze gesteuert werden kann, erdffnet sich eine Moglichkeit, durch
geeignete Diingung die schidigenden Einfliisse von SO,-Immissionen auf
Pflanzen zu verringern oder hinauszuzdgern.** =43

Von besonderem Interesse ist der Befund, daB sich die “Energy Charge”
iiber den gesamten Versuchszeitraum nicht verindert, die erwartete Umorien-
tierung des Stoffwechsels von anabolen zu katabolen Prozessen also nicht
zu beobachten ist. Es ist zu vermuten, daB iiber die Reaktion der Adenylat-
Kinase das Gleichgewicht AMP:ADP:ATP aufrecht erhalten wird. Mes-
sungen der Aktivitit dieses Enzyms liegen bisher nicht vor. Von der Energie-
bilanz her kdnnen jedenfalls keine SO ,-Effekte registriert werden, was dieses
System fiir diagnostische Zwecke uninteressant erscheinen la8t.

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
der Stiftung Volkswagenwerk unterstiitzt.
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Adenylatgehalte der unbegasten (@——@) und der mit 0,3 ppm SO, begasten (O——O)

Erbsensprosse im Verlaufe der ersten drei Wochen der Entwicklung in ug/SproB. A:

ATP, B: ADP, C: AMP. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus fiinf unabhéngigen Bestim-

mungen.




