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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 SOz fumigation 
(0,3 ppm/m3) on the concentration of these nucleotides has been investigated. As compared 
to  the control 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/Z(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 t o  be used as 
indicator of SOz effects on plant metabolism. 

Zur Messung der Purinnukleotide AMP, ADP und ATP in Sprossen von Pisum sativum 
ist eine enzymatische Methode ausgearbeitet worden. Der EinfluD von SO1-Begasung 
(0,3 ppm/m3) auf die Konzentration der genannten Adenylate wurde ermittelt. Im Vergleich 
zur Kontrolle sind die Konzentrationen von AMP, ADP und ATP in den begasten PAanzen 
um 40% erhoht. Nach 10 Tagen der S02-Einwirkung fallen die Konzentrationen der 

Auszug aus einer Dissertation. 
ZSonderdruckan forderungen. 
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184 J. HOFFMANN, E. PAHLICH AND L. STEUBING 

Nukleotide gegenfiber der Kontrolle langsam ab und erreichen beim Auftreten nekro- 
tischer Blattanteile ein Minimum. Das molare VerhEltnis von ADP: AMP: ATP bleibt 
fiber einen Zeitraum von drei Wochen in den Kontrollpflanzen und den begasten Chargen 
konstant. Somit iindert sich auch die Energieladung [ADP+ 2ATP/Z(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, urn als Indikator fiir S02-bedingte Veriinderungen des Stoffwechsels herange- 
zogen zu werden. 

El NLElTU NG 

Die Beeintrachtigung physiologischer Abllufe in Pflanzen durch Schwefel- 
dioxid sind vielfaltig und reichen von Storungen der Stomafunktion’ uber 
Verlnderungen der photosynthetischen CO,-Fixierungz und Beeintrlchti- 
gung der Membranf~nktionen~ bis hin zu MoWerungen der katalytischen 
und regulatorischen Eigenschaften von Enzymproteinen4- ’. Dieses weitge- 
streute Spektrum der SO,-Wirkung macht deutlich, daD das Schadgas als 
ausgesprochen unspezilischer Effektor betrachtet werden muD. Wegen der 
spezifischen Art der Aufnahme des SO, uber die Stomata und die dann 
ablaufenden physikalischen und chemischen Vorgange der Losung, Verteilung 
und Metabolisierung des Molekiils und seiner Folgeprodukte ist eine kausale 
Voraussage der m erwartenden Effekte im Sinne eines Mechanismus- 
Modells schwierig, wenn nicht gar unmoglich. * Trotzdem bleibt die Suche 
nach Kriterien wunschenswert, die eine Beurteilung der physiologischen 
Gesamtsituation nach SO,-EinfluD 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 ubergeordnete Stellung einnehmen. Ein derartiges System 
ist das Adenylatsystem, das in der von Atkinsong 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 Atkinsong sind bei hohen Konzentrationen an ATP (im Verhiiltnis 
zu ADP und AMP) anabole, also energieverbrauchende Stoffwechselse- 
quenzen gefordert (z.B. Aminosauresynthese), wiihrend 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 bestatigt worden (fur ATP- 
regenerierende Systeme : Shen et al.: Hansford;” fur ATP-verbrauchende 
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ENZYMATISCH-ANALYTISCHE UNTERSUCHUNGEN 185 

Systeme; Atkinson und Fa1112, Atkinson und Walton,’ Klungsoyr et d.,“ 
Shen und Atkins~n, ’~  Miller und Atkinsod6). Da SO, sowohl fordernd 
als auch hemmend auf das Wachstum der Pflanzen wirken kann, ist zu 
vermuten, daD die jeweilige Situation der Ausdruck einer Veranderung des 
Verhaltnisses von anabolen zu katabolen Stoffwechselvorgangen ist. Dies 
sollte sich auch in Verlnderungen der Energy Charge niederschlagen. Um 
diese Hypothese zu priifen, wurden die vorliegenden Untersuchungen 
durchgefuhrt. - 

MATERIAL UND METHODEN 

Anzucht des pflanzenmaterials und begasung der erbsenkulturen 

Als Untersuchungsobjekt fur die zu beschreibenden Versuche dienten 
Erbsen (Pisum sativum var. Spaths Violetta). Fur die Begasungsexperimente 
wurden die in Chlorwasser obedachensterilisierten Erbsensamen drei Tage 
in feuchtem Vermiculite vorgekeimt und dann in Hydrokultur genommen. 
Als Kulturmedium diente eine Nahrlosung nach Knop.’ Die Keimlinge 
wurden uber einen Zeitraum von drei Wochen unter kontrollierten Bedin- 
gungen in Klimaschranken bei 25°C und 80% Luftfeuchtigkeit im 16- 
Stundentag gehalten.’ Die Atmosphare fur die Begasungsexperimente 
enthielt 0,3 ppm (0,9 mg/m3) SO,. In regelmd3igen Abstanden wurden 
Pflanzenproben entnommen und auf ihren Adenylatgehalt hin untersucht. 

Aufbereitung der pflanzen 

Der AufschluB des PBanzenmaterials 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 Triathanolamin-Puffer (0,l M;  pH 7,6) drei 
Minuten lang mazeriert. Nach schnellem Abkuhlen folgte dann die Homo- 
genisation der Pflanzen (Virtis-Homogenisator, 40 sec bei Stufe “high”, 
dies entspricht ca. 45 OOO U/min). Das Homogenat wurde bei 2500 U/min 
zentrifugiert, das Sediment nochmals mit 5 ml Puffer gewaschen und die 
vereinigten Uberstande auf 20 ml aufgefullt. Dieser Pflanzenextrakt diente 

Abkiirmngen : ADP Adenosindiphosphat, AMP Adenosinmonophosphat, ATP 
Adenosintriphosphat, EDTA khylendiamintetraessigsiiure, GAPDH Glywrinaldehydpho- 
sphat-Dehydrogenase, GTP Guanosintriphosphat, ITP Inosintriphosphat, LDH Lactat- 
dehydrogenase, MK Myokinase, NAD+ Nikotinsaureamidnukleotid (oxidierte Form), 
NADH Nikotinsiiureamidnukleotid (reduzierte Form), PEP Phosphoenolpyruvat, PGK 
P h o s p h o g l y c e r a t ,  Pi Phosphatrest (anorganisch), PK Pyruvatkinase, UTF’ Uridintri- 
phosphat. 
B 
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186 J. HOFFMANN, E. PAHLICH AND L. STEUBING 

direkt zur Messung der Adenylate. Wiederholtes Waschen des Sedimentes 
lieferte nur noch insgesamt 2-5% der bereits extrahierten Adenylate und 
unterblieb deshalb . 

Bestimmung der adenylatgehalte 

Die Bestimmung der Adenylate wurde mit einer modifkierten Methode 
nach Jaworek et al.,'l enzymatisch vorgenommen. Dam wurden AMP 
und ADP zunachst quantitativ in ATP iiberfiihrt (siehe G1. (1) und (2)) und 
das gebildete Pyruvat im optischen Test quantitativ ermittelt (Gl. (3)): 

1) AMP+ATP MK 2 ADP 

2) ADP + PEP % ATP + Pyruvat 

3) Pyruvat + NADH + H+ % ?  Lactat + NAD+ 

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

4) ATP+ Glycerat-3-P E G 2  ADP+ Gl~cerat-1~3-P~ 

5) Glycerat-1,3-P2 + NADH + H+ zD2 Glycerinaldehyd-P+NAD+ +Pi 

Die Ansatze zur Bestimmung von AMP und ADP enthielten : 
2,oml Triathanolamin-Puffer (0,l M; pH 7,6), 
0,15 ml PEP (0,Ol M PEP; 1,2 M KC1; 0,4 M MgSO,), 
0,05 ml NADH (0,014 M), 
0,l ml ATP (0,02 M), 
0,l ml KCN (0,l M) und 
0,2 ml des aufgearbeiteten Pflanzenextraktes 
(3 ml Gesamtvolumen des Testansatzes). 
Jeweils funf Minuten nach Zugabe der Enzyme LDH (1,7 pg Enzymproteinl 
Kuvette), PK (1,3 pg) und MK (1,7 pg) sind die Reaktionen abgelaufen, 
und aus den Extinktionsdifferenzen konnen die Adenylate berechnet werden 
(siehe unten). 

Die Ansiitze zur Bestimmung des ATP enthielten : 
2,25 ml Puffer-Substrat-Losung (0,l M Triiithanolamin-Mer ; 0,Ol M Mg 

SO4; 0,Ol M Glycerat-3-P als Ba-Salz (Ba als BaSO, ausgeEllt); 
0,001 M EDTA; auf pH 7,6 eingestellt) 

0,05 ml NADH (0,014 M) 
0,l ml KCN (0,l M) und 
0,2 ml des aufgearkiteten Pflanzenextraktes. 
Jeweils funf Minuten nach Zugabe der Enzyme GAPDH (6,7pg Enzym- 
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ENZYMATISCH-ANALYTISCHE UNTERSUCHUNGEN 187 

protein/Kuvette) und PGK (1,3 pg) wurden die Extinktionen ermittelt. 

Beziehung : 
Die Berechnung der Konzentrationen der Adenylate erfolgte nach folgender 

AEXtAMp x F x 0,79 = mg AMP/SproB 

AExt,, x F x 1,94 = mg ADP/SproB 

AExt,,, x F x  2,31 = ATP/SproB 

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

Zur Frage der Bezugseinheit ist zu erwahnen, daB Frischgewicht, Trocken- 
gewicht, Prateingehalt, Stickstoffgehalt usw. im Begasungsexperiment selbst 
Variable dar~te1len.~’- 2 4  Der absolute Gehalt an Adenylaten in Pflanzen 
ist nur vergleichbar, wenn er auf konstante GroBen wie definierte Blatt- 
flachen oder ganze Pflanzenorgane bezogen wird. Deshalb wurden die nach 
der obigen Methode erhaltenen Werte fur AMP, ADP und ATP in den 
begasten und unbegasten Erbsenkeimlingen pro SproB berechnet. 

Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus funf unabhiingigen 
MeBreihen. Durch eine Varianzanalyse nach Rauen’ wurde-die Signrfikanz 
der MeBwerte uberpriift. 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 stsrker berucksichtigt. 

TABLE I 

Absicherung der Mejmethode durch Zusatz bekannter Mengen an Adenylaten (Konzen- 
tration: 0,1 m a d )  zum Pflamnextrakt (Werte als Fxtinktionsdifferenzen angegeben). 

0,l ml 
Adenylatlsg. + 

0,2 ml 0,l ml 0,2 ml % 

ATP 0,035 0,017 0,052 100 

Testansatz Pfhmnextrakt Adenylatlosung pB.-Ektrakt Wiedehdung 

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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188 J. HOFFMANN, E. PAHLICH AND L. STEUBING 

Die Chemikalien fiir die Adenylatbestimmung, die Enzyme in Ammonium- 
sulfat-Suspension, die Coenzyme und Adenylate wurden von Boehringer 
(Mannheim) bezogen. 

ERGEBNISSE 

Wiederf indungsexperimente 

Um sicherzustellen, daI3 die beschriebene Methodik durch extraktbedingte 
Storfaktoren nicht beeintrachtigt wird, wurden bekannte Mengen an Adeny- 
laten den Manzenextrakten zugesetzt und anschlieknd zuriickbestimmt. 

Wie aus Table I hervorgeht, sind die Adenylatmengen im Pflanzenextrakt 
und in den entsprechenden Testgemischen additiv (Spalte 3), die Wieder- 
ilndung betragt 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- 
k n ,  von denen bekannt ist, dal3 sie zu hohe ATP-Werte vortiiuschen 
konnen, 21 wurden zusatzliche Experimente unternommen. Nach Zusatz 
von MK, die nur Adenylate umsetzen kann, 263 " konnten keine mel3baren 
Mengen der genannten Triphosphate festgestellt werden. 

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

Da bekannt ist, dal3 die Konzentrationen von Adenylaten in Geweben 
kurzfristig erhebliche Veranderungen erfahren konnen, die auch von der 
Aufarbeitungsdauer des Analysenmaterials abMngig * wurden zunachst 
verschiedene AufschluSverfahren verglichen (Tab. "I). 
Aus der Tabelle geht folgendes hervor : 

1) In hitzgetrocknetem Manzenmaterial (a) sind sehr hohe Werte fur 
ADP und AMP nachweisbar, die vermutlich durch artefizielle VerInderungen 
im Pflanzengewebe wiihrend 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 30min noch nicht beendet, einem Zeitintervall, 
das fur derartige Messungen zu lang ist. 

3) Nach schnellem Abtoten der Pflanzen im siedenden Puffer oder Wasser 
(c) werden Werte erzielt, die sich erheblich von denen der vorausgehenden 
Versuche unterscheiden. Da bei dieser Aufarbeitung metabolische VerInder 
ungen ausgeschlossen werden konnen, ein vorhandener Leerschleich durch 
Cyanid ausgeschaltet werden kann, entschieden wir uns fur diese Methode. 
Die Ergebnisse sind gut reproduzierbar (was auch Stewart und Guinnzo 
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ENZYMATISCH-ANALYTISCHE UNTERSUCHUNGEN 189 
TABLE LI 

Vergleich verschiedener Aufarbeitungsmethoden (Zahlen 
bedeuten ExtinktionsdiEerenzen). Je 3g Erbsensprosse 
wurden (a) bei 100°C getrocknet und dann in PufFer homo- 
genisiert, (6) direkt in eiskaltem M e r  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; Verand.: 
Extinktionsdifferenz nimmt auch nach 15 min Reaktions- 
zeit noch zu (+ Extinktionsdifferenz nach 10 min, + + 
nach 15min). ( x )  MK-Zusatz trotz vorhergehender 
permanenter Extinktionsiinderung. 

ATP 0,020 0,033 0,029 
konst. 0,037+ konst. 

0,040+ + 

verand. 

ADP 0,03 1 0,024 0,020 
konst. 0,028 konst. 

0,030 
veriind. 

AMP 0,025 0,013 (X)  0,008 
konst. 0,015 konst. 

0,018 
verand. 

TABLE III 

Vergleich gekochter und unbehandelter Adenylat- 
lbsungen mit und ohne KCN-Zusatz Oyerte a l s  Extink- 
tionsdfierenz angegeben). Gekochte Losung: 5 ml jeder 
Losung wurden 5 min im Wasserbad bei 100°C gekocht, 
abgekiihlt und wieder auf 5 m l  mit H,O aufgefiillt. 
Adenylatkonzentration: 0,l mg/ml. 

~ ~ ~~~~ ~ 

nicht gekocht gekocht 

ohneKCN mit KCN mit KCN 

AMP 0,082 0,082 0,084 
ADP 0,036 0,035 0,030 
ATP 0,034 0,035 0,034 
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190 J. HOFFMANN, E. PAHLICH AND L. STEUBING 

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, daI3 
die drei Adenylate durch Kurzzeiterhitzung nicht zerstort werden, und daB 
KCN keinen EinfluD auf die enzymatische Messung hat (Tab. HI). 
Die beschriebenen Versuche belegen, daB die veiwandte Methode zur Be- 
stimmung der Adenylate in Manzenextrakten die Gewahr bietet, den 
tatsachlichen Gehalt dieser Verbindungen zu erfassen. 

Veranderung der adenylatgehalte in begasten und unbegasten 
erbsensprossen 

Die Veranderungen 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. Enthalt die Atmosphare jedoch 0,3 ppm SO,, so erfahren 
die Adenylatgehalte zunschst eine Erhohung gegenuber den Kontrollpflanzen. 
Bei einsetzender nekrotischer Schadigung (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 fur mehrfache Gliederung’ gezeigt werden konnte. 

Aus Tabelle IV ist zu entnehmen, daI3 die begasten Pflanzen nach zehn 
Tagen ca. 40 % mehr Adenosinphosphate enthalten als die Kontrollen. 
Berechet man aus den Ergebnissen der Tabelle N die “Energy Charge”,g 
so ergaben sich fur den gesamten Versuchszeitraum Werte, die urn 0,69 
liegen. Das bedeutet, daB die “Energy Charge” durch die SO,-Begasung 
praktisch nicht beeinflufit wird, das Verhaltnis der drei Adenylate zueinander, 
wie es in der Gleichung fur die “Energy Charge” beschrieben ist, also nicht 
verandert wird. Demgegenuber 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, wiihrend das der SO,-begasten Pflanzen generell niedriger 
ist, nach dem zehnten Tag sogar stark abfallt. 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 dafur, daB nach dem zehnten Kulturtag 
eine entscheidende Veranderung im Wasserhaushalt der begasten Pflanzen 
eintritt. Vermutlich ist ein zunehmend negatives Wasserpotential die eigent- 
liche Ursache fur die offensichtlich auftretende Umorientierung des Stoff- 
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TABLE IV 
Adenylatgehalte der begasten (G) und unbegasten (K) Erbsensprosse in ,ug/SproJ (S02-Konzentration: 0,3 ppm). K/G = das Verhaltnis 
der Adenylate in Kontrollpflanzen und begasten Chargen. “Energy Charge” = ADP+ 2ATP/UAMP+ ADP+ ATP); Faktoren zur Um- 
rechnung der ,ug Adenylat in mol: ATP = 1,97, ADP = 2,34, AMP = 2,88. Aufgearbeitet wurden ca. 3g Pflanzensprosse/Bestimmung. 
Die Adenylatgehalte wurden aus funf MeJreihen mit einer Sicherungsgrenze kleiner als 0,1% ermittelt. k? 

2 

Alter (Tage) 0 

g Frischgew./SproJ 0,03 

pg ATP/SproJ 63 

,ug ADPISproJ 5,3 
% der Kontrolle 

Pg AMP/SproJ 0,8 
% der Kontrolle 

K/G (ATP) 1 ,oo 

% der Kontrolle 

3 3 

0,23 0,20 

84 109 
130 

64 71 
111 

9 11 
122 

0,77 

7 7 

0.65 0,60 

192 275 
143 

192 237 
123 

20 26 
130 

0,70 

10 10 13 

0,89 0,86 1,13 

238 333 340 
140 

223 314 291 
140 

24 35 29 
146 

0,71 

~ ~~ ~~ 

G K G K G K G K Gi Keiml. K G K 

Q 2o I 
16 20 

0,75 1,45 0,59 
L 

421 455 393 8 107 

423 475 
127 

86 B 
3;; 3 E 
:: 1 

46 49 
128 

,93 1,16 
K/G (ADP) 1,oo 0,90 0,81 0,71 0,87 0,79 1,38 
K/G (AMP) 1,oo 0,82 0,77 0,69 0,72 0,78 1,40 

13 16 

0,80 1.24 

398 392 
117 

334 334 
115 

40 36 
138 

.85 

“Energy Charge” 0,68 0,70 0,72 0,68 0,70 0,69 0,68 0,70 0,70 0,70 0 68 0,67 0,70 
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wechsels in den begasten Keimlingen. Diese Umorientierung lul3ert sich 
darin, daD die einzelnen Adenylate gegenuber der Kontrolle zwar drastische 
Verlnderungen erfahren, die Gesamtbilanz der Adenylat-metabolisierenden 
Sequenzen, wie sie durch die “Energy Charge” erfal3t wird, aber unverandert 
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 verlauft die Frischgewichtszunahme 
bei beiden Chargen identisch. 

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

Wertet man die Konzentrationen der Adenylate als Gradmesser fur die 
Stoffwechselaktivitat, ist in den begasten PBanzen eine Stimulierung zu 
beobachten, die etwa bis zum 16. Tag der Anzucht anhllt. Welche Moglich- 
keiten der Erkllrung fur dieses Phanomen bieten sich an? 

Es kann als gesichert gelten, daD Modifkierungen der Kulturbedingungen 
(Licht, Gasstoffwechsel) sofort (Sekunden- bis Minutenbereich) Verlnder- 
ungen im Gehalt der Adenylate AMP, ADP und ATP nach sich ziehen, also 
generell ein schneller Umsatz dieser Verbindungen moglich ist. 9 O Bleiben 
die veranderten Kulturbedingungen Engere 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 Fehlermoglichkeit ausgeschlossen zu haben, soda0 die 
angegebenen Werte den tatsachlichen 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 Konzentrationserhohungen 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 
erhohten Purinnukleotidgehalte erzielt werden. An zwei Moglichkeiten kann 
man denken. Einmal konnen durch die Begasung die fur die Purinsynthese 
erforderlichen Metabolitkonzentrationen gesteigert sein, die zu verstarkter 
Neubildung Veranlassung geben. Zum anderen kann bei gleichbleibender 
Synthesegeschwindigkeit der Abbau des AMP gehemmt sein. Da alle drei 
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Adenylate eine Konzentrationserhohung erfahren, ist nach Bomsel und 
Pradet’ eine Neusynthese wirksam. Wie die Purinsynthese in hoheren 
Pflanzen jedoch reguliert wird, ist weitgehend unbekannt. In Anlehnung an 
Untersuchungen an Bakterien und tierische Zellen ist zu vermuten, daB 
Glutamin, Glycin und Asparaginsaure in der Synthesekette des Purinkorpers 
eine wichtige Rolle   pi el en.^' Weissman3’ konnte zeigen, daO Glutamin 
und Asparaginsaure in jungen Weizenblattern, die mit Ammonium statt 
mit Nitrat ernahrt wurden, in hoheren 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 Amrnoni~mernahrung.~ 3 ,  34 Den direkten 
Zusammenhang zwischen Ammoniumernahrung und Adenylatgehalt konnte 
Weissman3 schlieBlich auch nachweisen. In Blattern und Wurzeln von 
Sojabohnen und Sonnenblumen ist danach der Gesamtgehalt der Adenin- 
nukieotide auf ammoniumhaltigem Medium um 2749% hoher als in den 
entsprechenden Nitratkulturen. Es besteht demnach eine direkte Beziehung 
zwischcn Ammoniumernahrung der Manzen und dem Gehalt an Glutamin, 
Glycin und Asparaginsaure einerseits und einem gesteigerten Gehalt an 
Adenylaten andererseits. 

Grade  von den genannten Aminosauren aber ist bekannt, daB sie nach 
SO,-Begasung von Erbsenkeimlingen in den Sprossen ansteigenYz2. 3 6 1  3 7  

woraus auf eine gesteigerte Adenylatsynthese geschlossen werden kana 
Nach langerer Begasungsdauer (14 bis 16 Tage) zeigten die Erbsenpflanzen 

in einigen Blattregionen irreversible nekrotische Schldigungen. Diese 
Nekrosen weisen auf einen Zusammenbruch des Stoffwechsels hin. In diesem 
Stadium ist die Sulfatkonzentration in den Manzen stark angestiegen,”* 
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 fruhen Zeitpunkt bereits eine Um- 
stimmung im Stoffwechsel zu erfolgen, womit eine Parallelitat zwischen der 
Entwicklung des Frischgewichts und der stoffwechselphysiologischen 
Situation offensichtlich wird. In diesem Zusammenhang ware nochmals 
an eine Veranderung des Wasserpotentials in der Zelle zu denken, die der 
AnlaB fur die generelle Umstimmung im Stoffwechsel sein kann. 

Wie diese Umstimmung auf die Adenylatbildung einwirkt, ist nicht 
untersucht. Die Storungen im Stoffwechsel durften mit einer Entkopplung 
der Elektronentransportkette von der zyklischen und der nichtzyklischen 
Photophosphorylierung in den Chloroplasten und/oder der oxidativen 
Phosphorylierung in den Mitochondrien zusammenhangen. Dieser Verdacht 
wird durch Ergebnisse von Asada et u Z . , ~ ’  untermauert, die den Effekt der 
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Sulfat-, Glyoxalbisulfit und SuEt-Ionen auf die Photophosphorylierungsak- 
tivitat von isolierten Spinatchloroplasten genauer untersucht haben. Im 
Gegensatz zu NaCl und NaN03, die keine Effekte oder aber eine leichte 
Stimulation bewirken, wurde die An-Bildung in der zyklischen und nicht- 
zyklischen Phosphorylierung durch hohere Konzentrationen der oben 
genannten Ionen gehemmt. Auf Grund ihrer Befunde wird vermutet, daD 
Sulfat als Entkoppler wirkt, indem es den Elektronentransport von der 
Phosphorylierungsreaktion trennt. Allerdings wird im Unterschied zu den 
ublichen Entkopplern durch hohere Sulfatkonzentrationen die Geschwindig- 
keit des Elektrondusses in der Elektronentransportkette nicht beeintrbh- 
tigt. Eine iihnliche Situation ergibt sich fur die oxidative Phosphorylierung. 
Ballantyne4’ konnte zeigen, daD die ATP-Produktion in Mitochondrien 
von Maiskoleoptilen und Bohnenhypokotylen durch Sulfitionen gehemmt 
wird. Hasson-Porath und P~ljakoff-Mayber~’ beobachteten in Erbsenwurzeln 
bei steigendem Sulfatgehalt des Nlhrmediums ebenfalls einen Abfall des 
ATP-Gehaltes. 

Man mu13 annehmen, daD 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 Santarius4, hervor, die gezeigt haben, daD eine durch 
Glukose verhinderte Entkopplung durch NaCl, MgCl, und Na,SO, wieder 
riickglngig gemacht werden kann. Moglicherweise deuten die erhohten 
Glukose-und Fruktose-Gehalte in Erbsen nachS0,-Begasung auf einen Selbst- 
schutzmechanismus gegen solche Entkopplungsreaktionen hin. Da die 
Konzentrationen solcher schutzender Metabolite durch entsprechende 
KulturmaDnahmen und insbesondere durch die Niihrstoffversorgung der 
Pflanze gesteuert werden kann, eroffnet sich eine Moglichkeit, durch 
geeignete Diingung die schldigenden Eintliisse von SO ,-Immissionen auf 
Manzen zu verringern oder hina~szuzogern.~~ - 4 5  

Von besonderem Interesse ist der Befund, daD sich die “Energy Charge” 
uber 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, daD uber die Reaktion der Adenylat- 
Kinase das Gleichgewicht AMP: ADP: ATP aufrecht erhalten wird. Mes- 
sungen der Aktivitiit dieses Enzyms liegen bisher nicht vor. Von der Energie- 
bilanz her konnen jedenfalls keine SO,-Effekte registriert werden, was dieses 
System fiir diagnostische Zwecke uninteressant erscheinen 1ZDt. 

Die Untersuchungen wurden mit Mittdn der Deutschen Forschmgsgemeinschaft und 
der Stiftung Volkswagenwerk unterstiitzt. 
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