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Uber die Atmung lebender Tabakblitter

Von Elie Eichenberger

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der ETH in Ziirich)
Eingegangen am 14. November 1951
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Im Laufe der letzten Jahre ist eine bedeutende Zahl von Arbeiten
tiber Atmung und Abbau der Kohlenhydrate in hoheren Pflanzen ver-
offentlicht worden. Unsere Kenntnisse iiber Substrat und Enzyme, die

123



in den Dissimilationsvorgang einbezogen werden, sind so weit fortge-
schritten, daB wir uns heute ein allgemeines Schema iiber den Atmungs-
vorgang in hoheren Pflanzen zurechtlegen koénnen (James, 1946;
Sumnerund Somers, 1947; Lardy, 1950; Bonner, 1950).
Eine Untersuchung des Stoffwechsels der Kohlenhydrate und der
Terminaloxydasen des Tabakblattes bietet insofern ein besonderes Inter-
esse, als der Tabak eine an organischen Sduren besonders reiche Pflanze
ist und ein Verstéindnis des Stoffwechsels im lebenden Blatt den Aus-
gangspunkt gibt fiir eine Untersuchung der Tabakfermentation.

IL. Die verschiedenen Blattypen

Material: Als Untersuchungspflanze wurde die Sorte Nicotiana Ta-
baccum Mt-Calme brun verwendet, die genetisch einheitliches Material
liefert. Die Pflanzen wurden im Gew#chshaus oder im Freiland gezogen.

Morphologisch durchlaufen die Tabakblitter verschiedene Ent-
wicklungsstadien. Der Vergleich der verschiedenen Blattypen zeigt, daB
parallel zur morphologischen Veréinderung verschiedene physiologische
Zustandsinderungen ablaufen.

Blitter junger Tabakpflanzen fallen durch ihre ausgesprochene
Zartheit auf. Sie sind diinn, hellgriin und unbehaart; sie werden durch
mechanische Einwirkung sehr leicht geschadigt. Sie sind hier — im
Gegensatz zu den spiter ausgebildeten Blittern — als Jugendblitter
bezeichnet. Wachsen die Pflanzen unter giinstigen Bedingungen, so
werden die neu entstehenden Blidtter — im Gegensatz zu den ersten
Blittern — dunkelgriin, dicker und stark behaart. Sezernierende Drii-
senhaare verleihen der Pflanze eine klebrige Oberfliiche. Im Gegensatz
zu den Jugendblittern besitzen sie ein ausgesprochenes Wachstums-
vermogen und liefern die groBen Tabakblétter. Durch das Auswachsen
verandert sich der urspriingliche Charakter der Blitter. Sie werden
diinner, meistens heller als die jungen Blitter; die Behaarung tritt durch
das starke Flichenwachstum bedingt zuriick, die Haardriisen stellen
ihre Tétigkeit ein. Wir bezeichnen diese beiden Blattypen, die mehr oder
weniger flieBend ineinander iibergehen, als junge und ausgewachsene
Altersbldtter. Hat das Blatt ein gewisses Alter erreicht, so setzt der
Chlorophyllabbau ein, das Blatt vergilbt. Den Ubergang zwischen den
ausgewachsenen und vergilbten Blittern bilden die reifen Blitter.

Wir kénnen somit in der Entwicklung der Tabakpflanze vier von-
einander morphologisch verschiedene Blattypen unterscheiden: die
Jugendbliitter (bei ganz jungen Pflanzen), die jungen und die ausge-
wachsenen Altersbliatter und die vergilbenden Bliitter (und als Uber-
gangsstadium die reifen Blitter).

Diese Stadien lassen sich an Freilandtabak besonders schén be-
obachten; sie sind auch an Gewichshaustabak sichtbar, erscheinen
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jedoch bei solchen Pflanzen weniger scharf ausgepriigt. Besonders im
Winter, wenn das Wachstum stagniert, verharren die Bléitter von Ge-
wichshauspflanzen im Jugendblattstadium, und es kommt nicht zur
Bildung von typischen Altersbliitern; erst gegen das Friihjahr hin
wurde die Bildung von Altersblittern beobachtet.

Die Beziehung zwischen Polyphenoloxydaseaktivitit und Blattypus
wurde einer besonderen Untersuchung unterzogen. Es ergab sich, da§
die Aktivitit des Fermentes eng an den Entwicklungszustand des
Blattes gebunden ist. Sehr wahrscheinlich besteht auch fiir andere
Fermente eine Beziehung zwischen Fermentaktivitit und Blattzustand.
Verschiedene Beobachtungen weisen in dieser Richtung, besonders die
Verinderung des R. Q. unter verschiedenen pH-Bedingungen.

I1I. Methodik

Die Untersuchung beschrinkt sich auf die manometrische Messung
des Gasstoffwechsels von Geweben und Homogenaten unter verschie-
denen experimentellen Bedingungen. Die Messungen wurden mit einer
Warburgapparatur nach dem Prinzip des konstanten Volumens durch-
- gefithrt. Die Versuchstemperatur war 25° oder 30° C. Die Messungen
wurden nach Erreichung des Temperaturgleichgewichtes nach 15 Mi-
nuten Vorlauf begonnen. Die Reaktionsgefdafe besaBen ein Volumen von
20 bis 30 cm®. In die Einsédtze wurde 0,5 cm® 20prozentige KOH gegeben
und bei Blausidurevergiftung 0,5 cm® 3n KCN sowie Filterpapier zur
Erhéhung der Kohlensidureabsorption. Bei der eingehaltenen Schiittel-
frequenz von 180 Umdrehungen pro Minute (1 cm Weg) wirkte sich die
Sauerstoffdiffusion nicht als begrenzender Faktor aus. Die Bestimmun-
gen des R. Q. wurden bei pH 4,5 nach der direkten Methode (Um -
breit et al., 1950) ohne KOH durchgefiihrt. Bei groBeren pH-Werten
als 4,5 wurde fiir die Kohlensiureretention durch den Puffer eine Kor-
rektion angebracht (nach M. J. Johnson, sicthe Umbreit et al,
1950), oder die CO.-Werte wurden nach der Zugabe von Salzsiure
bestimmt. Die Abweichungen zwischen zwei Parallelmessungen lagen
im allgemeinen unter 5% der umgesetzten Gasmengen. Bei Hemm-
versuchen, die sehr kleine Werte ergaben, waren die Fehler zum Teil
etwas groBer. Die angegebenen Werte geben das Mittel von zwei Parallel-
messungen wieder. Wo die gleichzeitige Durchfiihrung von zwei Mes-
sungen nicht moglich war, wurden die Ergebnisse durch weitere Ver-
suche gesichert.

Als Aufschlimmedium wurden Phosphatpuffer M 5 verwendet. Die
Homogenate wurden im Blendor mit Phosphatpuffern zubereitet (mei-
stens 30 g Blitter auf 60 cm® Puffer und je nach Bediirfnis verdiinnt).
AuBer den Homogenaten wurden auch Saftzentrifugate verwendet, die
mit einer Saftzentrifuge hergestellt wurden, womit die Moglichkeit
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gegeben war, unverdiinnten Pflanzensaft zu verwenden. In einzelnen
Fallen wurden PreBsifte von gefrorenen und wieder aufgetauten Blit-
tern untersucht (siehe unter Ascorbinsiureoxydase).

Fiir die Versuche wurden Blattstreiflein von zirka 1 mm Breite
und 5 mm Linge verwendet unter AusschluB der Hauptrippe. Wie Vor-
versuche ergeben haben, beeinflult die BlattgroBe wohl die Atmungs-
intensitit ziemlich stark, aber der Charakter der Atmung bleibt bei
kleinen oder groBeren Blattstiicklein derselbe, da die respiratorischen
Quotienten bei verschiedener BlattgroBe nicht wesentlich voneinander
abweichen. Die Blattschnitzel wurden im Puffer unter Vakuum infil-
triert, um das Eindringen der zugegebenen Stoffe zu erleichtern. Die
Atmung wurde durch diese Behandlung nicht beeinfluBt. Wie sich
spéter zeigen wird, spielt der physiologische Zustand der Blitter fiir
Intensitéit und Art der Atmung eine wichtige Rolle, so daB Vergleiche
nur unter gleichwertigen Geweben durchgefiihrt werden kénnen. Soweit
moglich, wurden die Unterschiede zwischen den verschiedenen Blatt-
typen beriicksichtigt. (Siehe speziell die Kapitel iiber die Atmung und
die Polyphenoloxydase.)

Die Messungen wurden alle im Dunkeln durchgefiihrt.

B. Allgemeine Charakterisierung der Atmung
I. Sauerstoffaufnahme und respiratorischer Quotient

1. Die Sauerstoffaufnahme

Die Atmungsintensitiit verschiedener Blattypen ist, auf das Frisch-
gewicht bezogen, verschieden gro. Withrend sie bei ganz jungen Pflan-
zen recht gering ist, erreicht sie bei jungen Altersblittern ein Maximum.
Mit zunehmendem Blattalter klingen die Werte ab (siehe Tabelle 5 mit
den Zusammenstellungen der R. Q.-Werte von verschiedenen Blattypen).

Im allgemeinen ist die Atmung der Blattstreifen iiber mehrere
Stunden konstant, besonders bei ausgewachsenen Altersblittern und
Gewichshauspflanzen. Hingegen klingt die O.-Aufnahme von jungen
Altersbliittern innerhalb von zwei bis drei Stunden meistens mehr oder
weniger stark ab. Mit zunehmendem Alter der Blatter wird die Atmung
stabiler. Es ist sehr wahrscheinlich, da die Abnahme der Atmungs-
intensitit mit einem Verbrauch des normalen Atmungssubstrates zu-
sammenhédngt, da gleichzeitig der R. Q. mehr oder weniger stark sinkt.

2. pH-Abhéngigkeit der O,-Aufnahme

Bei der Verwendung von Phosphatpuffern wird die O,-Aufnahme
vom pH nur wenig beeinfluBt (Tabelle 1). In einzelnen Fillen kann
zwar eine gewisse Steigerung der O,-Aufnahme im neutralen Bereich
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beobachtet werden, die aber nicht sehr ausgeprigt ist und 10 %o gegen-
tiber den Werten um pH 4,5 kaum iiberschreitet.

Tabelle 1
Beziehung pH-O,-Aufnahme
Oy-Aufnahme pro mm? in 1 Std. 200 mg Frischgewicht, junge Altersblatter
Phosphatpuffer. 25°

pH-Werte aq. dest. Phosphatpuffer
5,5 4.4 5,5 6,4 7,0 8,0
0,-Aufnahme ... 79,6 73,1 750 | a3 [Tl gEet

3. Temperaturabhéngigkeit der 02-Aufnchme‘

Wird die Atmungsintensitiit junger Altersblitter bei steigenden
Temperaturen gemessen, so ergibt eine Steigerung um 5° im Bereich
von 25° bis 35° eine Forderung der O,-Aufnahme um rund 10 %. Zwi-
schen 35° und 40° wird die O,-Aufnahme sprungweise um rund 60 %o
erhoht. Eine weitere Erhohung der Temperatur um 5° auf 45° fordert
die Aufnahme des Sauerstoffes gegeniiber dem Werte bei 40° um
15,8 %0. Wenn auch die Atmung iiber 40° nicht weiter untersucht wor-
den ist, so ist doch anzunehmen, daB der Sprung im Bereich von 40°
durch wesentliche Verdnderungen des Stoffwechsels hervorgerufen
wird, die nicht durch eine allgemeine Steigerung der chemischen
Reaktionen zufolge der Temperaturerhohung erklirt werden koénnen.
Wahrscheinlich setzen Vorgénge ein, die fiir die Tabakfermentation
charakteristisch sind und moglicherweise auf einer Verinderung der
Aktivitat der verschiedenen Fermentgruppen beruhen, so daB sich das
Bild der Atmungsvorgéinge grundlegend verindert (Tabelle 2).

Tabelle 2
Temperaturabhingigkeit der O,-Aufnahme

Os-Aufnahme in !/2 Std. 200 mg Blattstreifen von jungen Altersblittern
_ Phosphatpuffer pH 6,5

Temperatur

Bl

300

35¢

400

450

mm? O, in der ersten 1 Std. 27.4 29,6 31,3 52.4 59,7
in der zweiten 14 Std. ..... 23.8 28.0 31,5 48,3 58,0
Total in 1 Std. 51,2 | 57,6 62,8 | 1007 117.7

4. Der respiratorische Quotient (CO./O,)

~ Bilden die Kohlenhydrate das hauptséichliche Atmungssubstrat, so
liegt der R. Q. nahe bei 1 (z.B. Klee [Steinmann, 1950], Riiben-
wurzeln [Weeksand Robertson, 1950], Spinatblétter [Bonner
und Wildman, 1946], Gerstenwurzeln [Laties, 1949]).
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Die Messungen des R. Q. von Tabakblattstreifen wurden in Phos-
phatpuffer mit pH 4,5 durchgefiihrt, um die CO,-Retention zu verhin-
dern. In einzelnen Féllen wurde, um eventuell gebundenes CO, frei-
zusetzen, Salzsdure zugeschiittet.

Bei einem pH von 4,5 liegt der R. Q. von frischen Tabakblittern,
ob es sich um junge wachsende oder schon ausgewachsene Blitter han-
delt, iiber 1, meistens zwischen 1,15 und 1,35 (Tabelle 3).

In einzelnen Féllen wurden Werte bestimmt, die bedeutend hoher
lagen, so zum Beispiel an jungen im Freiland gezogenen Pflanzen (im
Rosettenstadium, pro Pflanze 5—7 Blitter, die nicht iiber 8 cm grof8
sind), wo der R.Q. 1,67 erreichte (drei Parallelmessungen, Dauer
/2 Stunde). :

Tabelle 3
R. Q. von Tabakblittern
Material Temperatur Respiratorischer Quotient

GroBere Gewiichshauspflanzen . 30° 1.23:1:22:°1122
Junge Gewiichshauspflanzen .. 30° 1,28; 1,35; 1,34
Freilandpflanzen ............. siehe Tabelle 5
Zum Vergleich:

Spinatblfitter .. i i esve i 30° 1,01; 1,005 0,98
Kleebldtter ..........coun... 25° 0,92; 0,96

5. pH-Abhdngigkeit des respiratorischen Quotienten

Werden Messungen des R. Q. von Gewichshaustabakblittern bei
verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt, so kann beobachtet werden,
daB der R. Q. pH-abhéngig ist. Die Werte wurden durch HCI-Zugaben
und nach der Methode von Johnson bestimmt. Bei der Methode von
Johnson (sieche Lardy, 1950) wird die CO,-Retention in die GefaB-
konstanten miteinbezogen. Wenn die Werte, die auf diese Weise be-
stimmt werden, von den Bestimmungen mit HCl abweichen, so hingt
dies mit der Verinderung des pH wihrend des Versuches zusammen,
die in den hier angefithrten Versuchen nicht direkt gemessen wurde.
Die Messungen nach Johnson werden mehr zur qualitativen Besti-
tigung der Veridnderungen angefiihrt, die mit der Siduremethode be-
stimmt werden (Tabelle 4).

Tabelle 4
pH-Abhingigkeit des R. Q. von Blittern von Gewiichshaustabak
Zwei weitere Bestimmungen bei pH 7,0 ergeben nach der Siuremethode einen R. Q. 0,65
und nach Johnson 0,75. Versuchsdauer 2!/2 Std. 300

4,4 ' 7,2 nach Johnson 7,2 HCl-Zusatz
R Q 0, co, f R.Q. | o, co, | R.Q. o, co,

1,33 | 123,0 I64,0| 0,84 {142,3 120,0 | 0,68 |142,3 | 97,0
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Ein Vergleich der verschiedenen Blattypen zeigt aber, daB diese
pH-Abhingigkeit des R. Q. nur fiir Jugendblitter gilt, d.h. also fiir
Blatter ganz junger Pflanzen oder von solchen, die im Winter im Ge-
wichshaus gezogen werden. Die R. Q. von jungen und ausgewachsenen
Altersblittern liefern die gleichen Werte fiir die beiden gepruften
pH-Bereiche (Tabelle 5).

Tabelle 5
Verglﬂch der R. Q. verschiedener Blattypen
Gasstoffwechsel in 1 Stunde bei 25°. Altersbliitter 200 mg, Jugendblitter 400 mg

pH 4,5 pH 7,0 HC1 pH 7,0 Johnson

0, co, |R.Q.| o, en, i | co, | R.Q.

Jugendbldtter
Ca. 1 Monat alte
Pflinzchen, 400 mg | 39,2 | 50,7 | 1,30 | 34,4 | 29,1 | 0,84 | 34,0 | 25,7 | 0,76

Altersblitter
Junge A.-BL.,

200me i 132,8 |164,0 | 1,24 |136,0 |172,7 | 1,27 {119,0 |[141,0 | 1,19
Ausgewachsene A.-Bl., :

200 st 76,0 | 97,5 | 1,28 | 97,9 |126,6 | 1,29 | 91,0 |121,9 | 1,34

Eine dhnliche Abhingigkeit des R. Q. vom pH wurde auch an
anderen Pflanzen beobachtet (Avenakoleoptilen [Bonner, 1936] und
Spinatblitter [Bonner und Wildman, 1946]).

Wenn auch die Erscheinung vorderhand nicht gedeutet werden
kann, so ist sie doch dadurch bemerkenswert, da sie auf eine Ver-
schiedenheit im Stoffwechsel von Jugend- und Altersblittern hinweist
und vermuten l48t, daBl die verschiedenen Blattypen durch verschiedene
enzymatische Vorginge charakterisiert sind. Tatsichlich 148t sich eine
solche Verschiedenheit am Beispiel der Polyphenoloxydase nachweisen,
wie aus den spéteren Darlegungen hervorgehen wird, allerdings ohne
daB sie mit dem hier beschriebenen Phinomen in Zusammenhang ge-
bracht werden koénnte.

6. R. Q.-Werte wéhrend der Nacht

Die relativ groBen Werte fiir den R. Q. wihrend des Tages lassen
die Frage aufwerfen, ob vielleicht im Tabakblatt ein Tagesrhythmus im
Siurestoffwechsel besteht, in dhnlicher Weise, wie er von den Sukku-
lenten bekannt ist (Thimann und Bonner, 1950). Tagesschwan-
kungen im Siuregehalt der Tabakblitter sind unseres Wissens bisher
nicht beschrieben worden, ebensowenig konnte bei den Messungen des
R. Q. wihrend des Tages ein wesentlicher Unterschied zwischen den
Messungen am Vormittag und Nachmittag nachgewiesen werden. In
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einer einzelnen Nachtmessung (fiinf Parallelversuche) wurde ein B Q.
von 1,13 festgestellt (Tabelle 6).

Tabelle 6
R. Q. bei Nacht (Blatter um 0.00 Uhr gepfliickt, Messung von 2.15—4.15 Uhr)

Altersblitter: O,-Aufnahme in 2 Std. pH 4,5 Sduremethode

Junge (3 Messungen Ausgewachsene (2 Messungen
g =4 g g

0, co, | R.Q. ' 0, | co, | R.Q.

190,1 214,8 | 1,13 } 101,3 | 114,8 { 1,13
Vergleiche mit Tabelle 5.

Eine kleine Senkung gegeniiber den Tageswerten kann also beob-
achtet werden, doch ist sie nur gering (vgl. Tabellen 3 und 5). Es ist
daher anzunehmen, dal der Tabak trotz seines groflen Gehaltes an
organischen Siuren physiologisch nicht in die Gruppe der Sukkulenten
eingereiht werden kann.

Il. Die Hemmung der Schwermetallfermente

Der Hauptteil der Atmung von Tieren und Pflanzen wird durch
Schwermetallfermente katalysiert, die HCN-, azid- und im Dunkeln CO-
hemmbar sind. Die Atmung kann daher durch diese Gifte mehr oder
weniger blockiert werden.

Zwischen 70 und 90 %o der Atmung der Tabakblitter lassen sich
durch NaN, und HCN 10> M hemmen (Tabellen 7 und 8).

Tabelle 7
Hemmung verschiedener Tabakblattypen durch NaN; 10— M. pH 4,5. O,-Aufnahme
_in 1 Std.
Ganz junge Junge Ausge%achsene :
Jugendblitter Altersbldtter Altersblétter
400 mg 200 mg 200 mg
Kontrolle ....... 25,2 1009 76,1 1009 60,7 1009
Na-Azid ........ 3.3 13,19, 92.3 29,19, 9,6 15,89
Tabelle 8
Hemmung verschiedener Tabakblattypen durch HCN 10— M. pH 6,7. Os-Aufnahme
in 2 Std.
Ganz junge Junge : Ausgewachsene
J ugen_dblﬁtter Altersblitter Altersblitter
400 mg 200 mg 200 mg
Kontrolle ....... 41,4 1009 202,0 1009 130,7 .1009%
HCIN ounisiniss 8,2 19,89 25,9 11.89% 25,1 - T
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Wichtig ist die Feststellung, da zwar gewisse Unterschiede in der
Hemmbarkeit der verschiedenen Blattstadien gegeniiber HCN und
Natriumazid vorhanden sind, daB sie aber innerhalb enger Grenzen
liegen. Daraus kann geschlossen werden, daB wohl gewisse Differenzen
im Atmungsmechanismus verschieden alter Tabakblitter bestehen, das
sie aber bei weitem nicht so tiefgreifender Art sind, wie dies zum Bei-
spiel bei Riibenblittern beobachtet worden ist, wo die Atmung aus-
gewachsener Bléitter im Gegensatz zu den jungen mit Schwermetall—
fermentgiften nicht gehemmt werden konnte (Marsh und God-
dard, 1939). :

Aus den Versuchen geht hervor, daB HCN und Natriumazid sich in
ihrer Wirkung nicht decken. Werden junge Altersblitter mit Natrium-
azid vergiftet, so wird das Aufschliimmedium gebriunt, und die Blati-
streifen bekommen einen mehr oder weniger dunklen Saum. Dieselbe
Reaktion, nur stirker, zeigen die Gewebe bei der Zugabe von Katechol.
. Bei Geweben, die keine Reaktion auf Polyphenoloxydase ergeben, kann
~diese Erscheinung nicht beobachtet werden. Bei der Verglftung mit
Blausdure treten keine Pigmentbildungen auf.

Es liegt daher nahe, anzunehmen, da8 durch das Natriumazid die
Tétigkeit der Polyphenoloxydase nicht ganz gehemmt wird, so da8 die
Pigmentbildung, eine fiir dieses Ferment so charakteristische Reaktion,
ablaufen kann. Wird zu Na-Azid-vergifteten Blittern Katechol zugege-
ben, so ist die Atmungssteigerung im Gegensatz zu HCN -vergifteten
tatsachlich nicht unterbunden.

Es ist sehr wohl moglich, daB diese Erscheinung fiir die unter-
schiedliche Hemmbarkeit der Atmung von jungen und ausgewachsenen
Altersblattern einerseits und fiir die Differenz der Natriumazid- und
HCN-Wirkung auf die Gewebe junger Altershlatter andererseits ver-
antwortlich ist.

Der Unterschied zwischen HCN- und Natriumazidwirkung wird
durch die Werte des R. Q. bei der Hemmung mit diesen Giften bestitigt
(Tabelle 9). Der R. Q. bei HCN-Vergiftung liegt im Bereich der Kontroll-
werte. Da bei den beobachteten Hemmwerten die Ablesungsfehler gro-
Ber sind als bei anderen Messungen, kann nicht sicher entschieden
werden, ob’ sich der R. Q. mit den Kontrollwerten deckt oder davon
abweicht und eher um 1 liegt.

Tabelle 9

Bestimmung des R. Q. der Restatmung von mit Na-Azid und HCN 10—2 M vergifteten
jungen Altersblittern. pH 5,1. Os-Aufnahme in 90 Min.

| 0, | Co, | R.Q.
Kontrolle .. 119.0 138.5 119
Na-Azid ... 35.5 16,1 0,45
HCON ... . 19,4 21,2 1,09

Weitere Messungen: Kontrolle 1,18, HCN 10—2 M 1,20, Natrlumand 1042 M 0, 68
(Dauer 3 Std.).
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IT1. Der Trikarboxylsdurezyklus

Die Tabakblitter sind sehr reich an organischen Pflanzensiduren.
Nach Pucher und Vickery (1949) sind bei der Sorte Rosenberg
von Nicotiana Tabaccum 23,3 °o des organischen Trockengewichtes
organische Sduren (16,2°%, Apfelsdure, 2,2 %o Zitronensiure, 1,4 %
Oxalsidure und 3,5 %0 unbekannte Siuren. Daneben sollen noch geringe
Mengen Bernstein- und Fumarsiure vorhanden sein. Ob Brenztrauben-,
Oxalessig-, Ketoglutar-, Aconit- und andere verwandte Siduren in nach-
weisbaren Mengen vorhanden sind, ist bisher nicht abgekléirt worden
[siche Pucher und Vickery fiir die Literaturangaben]).

Wie aus Untersuchungen- an isolierten Tabakblittern (Pucher
und Vickery, 1949) hervorgeht, werden die Sduren, die am Trikarb-
oxylsidurezyklus teilnehmen, von den Blittern aufgenommen und im
Stoffwechsel weiter verarbeitet. Es wurde daher untersucht, ob die fiir
den Trikarboxylsdurezyklus charakteristischen Reaktionen bei Tabak-
bliattern erhalten werden. :

Nach der Theorie iiber den Trikarboxylsiurezyklus von Krebs
und Johnson (1937) nimmt die Brenztraubensiure im Abbau der
Kohlenhydrate in der Zelle eine zentrale Stellung ein.

1. Die Veratmung von Glukose und organischen Séuren

Frische Tabakblitter zeigen bei einer Zugabe von Glukose und
Brenztraubensiure nur eine geringe Steigerung der Atmung, die unter
10 %o liegt. Werden die Blitter einige Zeit ausgehungert, so ist die For-
derung der Atmung deutlicher (Tabelle 10).

: Tabelle 10

Abgeschnittene Tabakpflanzen 8 Tage im Dunkeln in Wasser eingestellt
Kontrolle ....... 61,8 100 9% pH 7,0. O,-Aufnahme in 45 Min.
Glukose 10—2.... 82,1 1339,
Kontrolle ....... 46,6 100 %- pH 4,5. O,-Aufnahme in 45 Min.
Na-Pyruvat ..... 25° :
0,025 M ... .00 58,7 126 %
D06M . coivains 63,6 1379%

Der Zusatz von organischen Siduren zu jungen, frischen Tabak-
blittern fiihrt im Gegensatz zu Glukose und Pyruvat z. T. zu stiirkerer
Steigerung der Atmung (Tabelle 11).

Sowohl Zitronensiure als auch Bernsteinsiure wirken auf die O,-
Aufnahme stimulierend, wihrend Fumarsiure und Apfelsiure ohne
Wirkung sind. Der Ausfall einer Steigerung der Atmung bei Apfelséure-
zusatz ist iiberraschend, besonders da abgeschnittene Blitter Malat auf-
nehmen und z.7T. in Zitronensdure iiberfitlhren (Pucher und
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Tabelle 11

Kontrolle ....... 165,0 100 9,
Zitronensiure ... 1 e M 196,5 119 %
Apfelsiure ...... e M 165.5 100 9%
Kontrolle ....... 132,0 100 9%
Bernsteinsdure .. Yiee M 189,0 143 %

Yo M 193,0 146 9
Fumarsiure . .... Yoo M 132,5 100 9

Yo M 128,0 97%

Oq-Aufnahme in 2 Std. pH 5,5. Jugendblitter von Gewichshauspflanzen

Vickery 1949). Es mag sein, da8 bei der hohen Malatkonzentration
in den Geweben (Apfelsiure ist die wichtigste organische Sdure in
Tabakblittern) sich die Konzentrationsinderung durch das einge-
drungene Malat nicht auf den Stoffwechsel auswirken kann. (Tatséch-
lich vermag Apfelsiure die Atmung ausgehungerter Blatter zu fordern.)

Daf die blatteigenen Reserven eine bedeutende Rolle spielen, be-
weist das Verhalten der jungen Altersblitter von Freilandtabak. In
frischen Blittern vermag die Zugabe von organischen Siuren die At-
mung nicht zu steigern. In ausgehungerten Blittern hingegen werden
die zugegebenen Siuren in den Stoffwechsel aufgenommen (Tabelle 12).

Tabelle 12
Zugabe von organischen Siuren zu jungen Altersbliittern
Bliitter 5 Tage im Dunkeln ausgehungert. pH 6,0. O;-Aufnahme in 60 Min.

Kontrolle ....... 73,4 1009,
Bernsteinsiure .. YoM 93,9 128 9,
Bernsteinsiure .. Yo M 91,5 1259,
Zitronensiure ... YoM 84,5 1159%
Zitronensiure ... Yo M 86,2 1179
Apfelsaure ...... bty MK 87,5 119%

2. Die Hemmung der Atmung mit Natriumfluorid

Fluoride hemmen die Enolase wie auch die Phosphatasen von
Tieren, Hefen und hoheren Pflanzen (Laties, 1949). Da die Blok-
kierung der Enolase die Neubildung von Brenztraubensiure verhindert,
ist es maoglich, die Bedeutung der Brenztraubensiure durch NaF-Ver-
giftung abzukliren. : :

Die Atmung der Tabakblitter wird durch NaF stark gehemmt. Die
Hemmung ist abhiingig von der Einwirkungsdauer des Giftes und er-
reicht nach drei Stunden bei einer Konzentration von */,,, M NaF 80 bis
90 %/ (Tabelle 13).
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Tabelle 13
Hemmung der O,-Aufnahme durch Natriumfluorid. O,-Aufnahme wiihrend 3 Stunden.
pH 4,6. 300 mg Blattstreifen. 30°

,  Kontrolle l NaF 1/,, M NaF 1/, M

158,3 1009, 6,3 49 23,3 14,79%

Bei schwicheren Fluoridkonzentrationen ist die NaF-Vergiftung
durch Brenztraubensiurezusatz reversibel. Sowohl die gleichzeitige Zu-
gabe von NaF und Pyruvat wie die Zugabe von Pyruvat nach der
Vergiftung fiihren zu einer Steigerung der Atmung zur GroéBenordnung
der Kontrollwerte. Die Vergiftung beruht in diesem Falle offensichtlich
auf einer Blockierung der Enolase (Figur 1).

mm*0z {15 Min.
25 + e, :

20 -
15
0k ~—— HKontrolle
w--- Naf 04 mg (1) + Natrium Pyruval 0,025 M (2)
; s—— Naf 04mg + Natrium Pyruvat 0,025 M

1 | 1 L

1 i [ s
0 30 60 90 120 150 180 210 Min

Figur 1 ‘
Wirkung. des Natriumpyruvates auf natriumfluoridvergiftete
Tabakblattstreifen. Natriumfluorid /a0 M (0,4 mg/GefaB). 300.
300 mg Blattstreifen. Gewéichshauspflanzen

Bei hoheren Konzentrationen ist die Vergiftung durch eine Na-
triumpyruvatzugabe nicht mehr reversibel. In diesem Falle wird nicht
nur die Enolase, sondern es werden auch die Phosphatasen blockiert
(Figur 2). '

Tabelle 14
R. Q. bei NaF-Vergiftung und Brenztraubenséurezusatz. pH 4,5
0, co, R.Q.
Kontrolle ..o il o vt sovssvidaiiins s g b st 408.,0 507.0 1,24
Nal 0.0 napfen® . < oon T bl e e g T 220,0 279,0 1,26
NaF 0,1 mg/em?® + Brenztraubensiure 0,025 M . 369,0 480,0 127

(Eine Diskussion der R. Q.-Veréinderungen liBt sich hier nicht durchfiihren, da
zu wenig Messungen vorliegen.) '
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DaB bei den hier angefiihrten Versuchen die Atmung als Ganzes
blockiert, wieder hergestellt und die zugegebene Brenztraubensiure
regelrecht veratmet wird, ergibt sich aus der Messung der respirato-
rischen Quotienten (Tabelle 14).

o—— Kontrolle

mm®0z [45 Min x---—- Naf 16mg + Natrium Pyruval 0050M
30 — a—-— Naf t,8mg (1) + Natrium Pyruval 0050 M (2)
Ly — 2
~
2 Y
“\,\\
a\'\ 2
o
Lt S N \\\‘A______ l‘;l(
e e A —. o AN PR S
1 ! | ! t L |
0 30 60 0. 120 150 180 Min
Figur 2

Wirkung des Natriumpyruvates auf natriumfluoridvergiftete
Tabakblattstreifen. Natriumfluorid Y10 M (1,6 mg/Gefiaf3). 30°.
300 mg Blattstreifen. Gewichshauspflanzen

3. Die Vergiftung mit Malonsdure

Die Malonsdure hemmt die Bernsteinsiuredehydrase kompetitiv,
d. h. die Hemmung ist durch Bernsteinsiurezusatz wieder aufhebbar,
was auf die strukturelle Verwandischaft der beiden Verbindungen zu-
riickgefiihrt wird. Nach Pardee und Potter (1949) wird auerdem
auch die Oxalessigsdureoxydation blockiert.

Die Malonsdurehemmung ist stark pH-abhingig und gelingt nur
im sauren pH-Bereich, wihrend bei neutraler Reaktion keine Hemmung
beobachtet werden kann (Tabelle 15).

Tabelle 15
pH-Werte 4,4 5,5 6,8
Kontrolle .......... 11,5 71,8 l 69.5
Malonséure /50 M .. 36,0 46,2 i 72,4

0s-Aufnahme wihrend einer Stunde. 309.

Durch Bernsteinsiure wird die Hemmung aufgehoben. Auch Apfel-
sdure und Fumarsidure vermindern die Hemmung, es werden aber die
Kontrollwerte nicht erreicht (Tabelle 16). '
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Tabelle 16

Kontrolle ..... TR 5 e S b Sl s e 8 G 57,0 100 9%
Matomafiope: Heo B b s il s i e s i b b s 31,4 55 %
Malonstvre L ML o L R T e 20,2 359%
Malonsaure /,50 M 4 Bernsteinsiure /50 M ....... 55,4 97%
+ Apfelsiure M M uiicl i 43,1 76 %
+ Fumarsiure - Yoo M....... 43,8 105

O-Aufnahme in 45 Min. 2 Stunden nach der Zugabe der Substanzen. pH 5,5.

Wie der Zusatz von Zitronenséure (Tabellen 11 und 12) und Bern-
steinsdure (und bei ausgehungerten Blittern auch Apfelsdure) zeigt,
werden diese Sduren aufgenommen und im Stoffwechsel weiter ver-
arbeitet. Die Hemmung durch Natriumfluorid und Malonsdure und ihre
Reversibilitit durch verschiedene Substrate sind ein Beweis dafiir, daB
im Tabakblatt einige fiir den Trikarboxylsiurezyklus charakteristische
Fermentsysteme vorhanden sind. In Ubereinstimmung mit Pucher
und Vickery (1949) ist daher anzunehmen, daB diesem System in -
den Tabakblittern eine wichtige Rolle zukommt. Insofern liegen aber
beim Tabak besondere Verhilinisse vor, als die organischen Siuren
nicht nur ein voriibergehendes Zwischenprodukt des Stoffwechsels dar-
stellen, sondern dhnlich den Zuckern zu einem gewissen Teil auch ein
Ausgangssubstrat der Atmung sind, wie die Messungen des respirato-
rischen Quotienten ergeben. :

C. Die Terminaloxydasen

I. Ubersicht

Unter den Terminaloxydasen verstehen wir jene Gruppe von Fer-
menten, die durch Dehydrogenasen freigesetzten Wasserstoff oder
Elektronen auf den Luftsauerstoff iibertragen. Sie konnen zwei ver-
schiedenen Hauptgruppen angehéren, den schwermetallhaltigen Fer-
menten und einer nicht HCN-hemmbaren Gruppe, wahrscheinlich vor-
wiegend Flavinenzymen. Da in den meisten Pflanzen die Schwermetall-
fermente den Hauptteil der Atmung katalysieren, ist besonders diese
Gruppe niher untersucht worden, wiihrend unsere Kenntnisse iiber die
nicht HCN-hemmbaren Terminaloxydasen noch sehr liickenhaft sind.

Im Folgenden soll eine kurze Charakterisierung der wichtigsten in
den Pflanzen vorkommenden Enzyme gegeben werden, die als Ter-
minaloxydasen in Frage kommen.

Die schwermetallhaltigen Enzyme. Die Peroxydase: Sie vermag in
Anwesenheit von H,O, Phenole, aromatische Amine, Dihydroxymaleim
saure und Cytochrom ¢ zu oxydieren. Da sie nur in Gegenwart von
H,0, Oxydationsprozesse katalysieren kann, in den meisten Pflanzen-

136



geweben sich aber H,O, im allgemeinen nicht in nachweisbaren Mengen
vorfindet, ist nicht eindeutig, ob die Peroxydase unter normalen Bedin-
gungen als Terminaloxydase funktionieren kann. Boswell und
Whiting (1940) nehmen an, daB das Enzym mit andern Ferment-
systemen gekoppelt ist, die bei den Oxydationsvorgédngen H,0, produ-
zieren, wie Ascorbinsidure- und Polyphenoloxydase. Altschul et al
(1948) konnten feststellen, daB wiihrend der Keimung von Baumwoll-
samen der Gehalt an Peroxydase stark zunimmt, wihrend der Katalase-
gehalt abnimmt, so daB dem Ferment wohl eine biologische Bedeutung
zukommen muB. '

Die Polyphenoloxydase: Fermente, die phenolische Substrate zu
oxydieren vermdégen, sind in héheren Pflanzen weit verbreitet. Das
wichtigste Enzym dieser Gruppe ist die Polyphenoloxydase, die auch
als Tyrosinase, Kartoffeloxydase, Phenolase oder Katecholoxydase be-
zeichnet wird. Im angelséichsischen Schrifttum wird im allgemeinen die
Bezeichnung Tyrosinase auf Grund von Priorititserwigungen vorge-
zogen (Nelson und Dawson, 1944) und weil durch die Bezeich-
nung als Polyphenoloxydase die Monophenolasenaktivitit des Fer-
mentes nicht beriicksichtigt wird.

Wihrend im allgemeinen ein Ferment eine relativ hohe Spezifitiit
zeigt, vermag die Tyrosinase eine groBe Anzahl von verschiedenen Sub-
straten anzugreifen, was sich in der Namengebung des Fermentes aus-
wirkte. (Eine Zusammenstellung der oxydierbaren Substrate findet sich
bei L ar dy : Respiratory Enzymes, S. 161, 1951.) Neben der Tyrosinase
gibt es andere verwandte Fermente, die phenolische Derivate zu oxy-
dieren vermogen. Thre Verschiedenheit von der Tyrosinase ist jedoch
noch nicht in allen Féllen sichergestellt worden.

Da in den vorliegenden Versuchen nur mit Polyphenolen als Sub-
strat gearbeitet wurde, wird die Bezeichnung Polyphenoloxydase bei-
behalten. = ,

Eine grofie Zahl von Versuchen im Laufe der letzten Jahre hat die
Bedeutung der Polyphenoloxydase stark hervorgehoben. Es wurde an-
genommen, daB in verschiedenen Pflanzen bis 80 %o der Terminal-
oxydasentitigkeit von der Polyphenoloxydase iibernommen werden.
Diese Annahme stiitzt sich auf folgende Argumente:

1. Wird einem Pflanzengewebe, das Polyphenoloxydase enthiilt
(z. B. Kartoffelknollengewebe), Katechol zugegeben, so sinkt die At-
mungsintensitit nach einer kurzfristigen Forderung unter die Kontroll-
werte ab. Boswell und Whiting (1938) beobachteten, daB eine
zweite Zugabe von Katechol keine weitere Atmungssteigerung auslost.
Sie nahmen daher an, die Polyphenoloxydase sei vergiftet worden und
die restliche Atmung entspreche demjenigen Teil der Atmung, der nicht
durch Polyphenoloxydase katalysiert werde. Fiir Kartoffelknollen-
gewebe ergibt sich eine Hemmung von rund 70 %b.
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2. Nelson und Baker (1943) lehnten die Interpretation, die
Boswell und Whiting ihren Versuchen gaben, ab. Werden zu
Kartoffelknollenscheibchen steigende Mengen Katechol zugegeben, so
wird nach einer Forderung in allen Féllen eine gleich grofe Hemmung
der Atmung festgestellt, unabhiingig von der zugegebenen Katechol-
menge. Eine zweite Zugabe von Katechol zeigt aber, daB bei den
Geweben mit schwicheren Katecholgaben die Polyphenoloxydase nicht
zerstért worden ist. Es besteht somit keine direkte Beziehung zwischen
Atmungshemmung und Enzyminaktivierung. Die Autoren kommen aber
dennoch zum SchluB, daB ungefihr 70—80 %0 der Kartoffelterminal-
oxydasen Polyphenoloxydase sein muB. Die Knollenatmung ist zu 85 %o
hemmbar mit 4-Nitrokatechol, das als spezifisches Polyphenoloxydasen-
gift angesehen wird. Da die Hemmung mit 4-Nitrokatechol derjenigen
mit HCN entspricht, wird angenommen, die Hauptterminaloxydase der
Kartoffel sei Polyphenoloxydase.

3. Ein weiteres Argument bringen Bonner und Wildman
(1946) vor. p-Nitrophenol vermag die Atmung von Spinatblattern zu
80 %o zu hemmen. p-Nitrophenol soll spezifisch die Polyphenoloxydase
hemmen, o-Nitrophenol wirkt bedeutend weniger stark. Die Versuche
werden in der Weise gedeutet, da8 die Polyphenoloxydase in den Spinat-
blittern die Hauptterminaloxydase darstellt.

4. Bei der Zugabe von Katechol wurde in allen Fillen eine starke
Hemmung der Atmung beobachtet und ein Absinken des R. Q., was
damit erkliart wird, daB die Oxydationsprodukte des Katechols toxisch
sind. Werden natiirliche Phenole, wie z. B. Dopa, zugegeben, so ist die
hemmende Wirkung viel geringer. Protokatechusiiure vermag die At-
mung zu férdern unter Beibehaltung des R. Q. von 1 (Baker und
Nelson, 1943). Da diese Substanz als H-Ubertriger wirkt, d. h. die
Atmung mehr férdert, als ihrer vollstindigen Oxydation entspricht, ist
die Moglichkeit der Eingliederung von Polyphenolen in ein biologisches
System gegeben; dies ist ein wesentliches Argument zugunsten der Be-
deutung der Polyphenoloxydase als Terminaloxydase. ;

Fassen wir diese Punkte zusammen, so stimmen die verschiedenen
Autoren darin iiberein, daff die Polyphenoloxydase als Terminaloxydase
in Frage kommen kann und in einer Anzahl von Pflanzen die Haupt-
terminaloxvdase darstellt.

Die Cytochromoxydase: Ausfiihrliche Arbeiten iiber das Cytochrom-
system in Pflanzen sind jungen Datums. Keilin und Hartree
(1938) zeigten, daB die Cytochromoxydase mit der Indophenoloxydase
identisch ist. Das Cytochrom ¢ wurde zuerst spektroskopisch in Pollen,
Zwiebelschalen, verschiedenen Samen und Embryonen nachgewiesen
(sieche Zusammenstellung bei Goddard, 1944, und Bhagvat und
Hill, 1951). Ahnlich wie in tierischen Geweben ist auch in Pflanzen

Cytochromoxydase und Bernsteinsiiuredehydrase zum Cytochromsystem
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vereinigt.. (Das System 148t sich sowohl in Blittern, die daran beson-
ders reich sind — wahrscheinlich in den Chloroplasten lokalisiert —
~wie in andern Pflanzengeweben nachweisen [Bhagvat und Hill,
1951].) In den Wurzeln ist das System eng mit der Ionenaufnahme ge-
koppelt (Diskussion der bisherigen Veroffentlichungen iiber dieses Pro-
biem sieche Robertson, 1950). J Bl

Die Ascorbinsdureoxydation: Ascorbinsiure kann durch verschie-
dene Oxydasen oxydiert werden. Daneben besteht aber eine spezifische
Ascorbinsiureoxydase, ein Kupferproteid. Die Oxydase wurde in einer
groBen Zahl von Pflanzen nachgewiesen (unter anderem Gersten, Kar-
toffeln, Riiben, Spinat. Eine ausfiihrliche Liste findet sich in Lardy,
1950). Die oxydierte Ascorbinsiure kann durch Glutathion reduziert
werden, so daB ein Redoxsystem entsteht, welches die Voraussetzung
fiir die Titigkeit der Terminaloxydase bildet (Newcomb, 1951).
James und Cragg (1943) stellten fest, da in etiolierten Gersten-
keimlingen Milch-, Glykol- und Weinséure in Gegenwart von Ascorbin-
sdure oxydiert werden. Sie nehmen an, dal diese Siuren die Rolle von
Wasserstoffdonatoren fiir das Ascorbinsiuresystem iibernehmen. Eine
Beziehung zwischen dem Stoffwechsel organischer Siuren und der
Ascorbinséiureoxydase wurde bisher nicht an weiteren Pflanzen nach-
gewiesen, aber Newcomb (1951) schreibt der Ascorbinsdureoxydase
eine Beteiligung an den Wachstumsprozessen zu. In intensiv wachsen-
den Geweben kann die Ascorbinsédureoxydase in groBeren Konzentra-
tionen nachgewiesen werden als in ruhenden. Bei einer Férderung der
Zellstreckung mit Indolylessigsiure nimmt auch der Ascorbinséure-
oxydasengehalt zu. Interessant ist die Feststellung, da die Oxydase vor
allem an der Zellperipherie lokalisiert ist. (Diese Tatsache wird in jener
Arbeit ausfiihrlich auf ihre mogliche Bedeutung hin diskutiert.)

Die nicht schwermetallhaltigen Enzyme: In den meisten Fillen 148t
sich die Atmung von Pflanzengeweben durch Natriumazid oder HCN
nicht vollkommen hemmen. Es bleibt ein nicht hemmbarer Rest iibrig,
der verschieden groff sein kann. In einzelnen Fillen ist der nicht hemm-
bare Betrag sehr groB, oder die Atmung wird durch Natriumazid sogar

gefordert (Marsh und Goddard, 1939; Stenlid, 1949).

I1. Die Peroxydase

Da die Peroxydase ziemlich temperaturunempfindlich ist und auch
durch Kochen nur wenig oder nicht geschidigt wird (Sumner und
Somers, 1947), wurde vermutet, daBl diesem Ferment bei der Fermen-
tation des Tabaks eine groBie Bedeutung zukommen kénnte, da anzu-
nehmen ist, daB die meisten andern Fermente durch den Trocknungs-
vorgang mehr oder weniger stark geschiidigt werden. Tatsichlich
wurde auch nachgewiesen, daB bei der Teefermentation die Peroxydase
‘eine ganz wesentliche Rolle spielt (Roberts und Sarma, 1938).
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Im Blatthomogenat 148t sich die Peroxydase mit Hilfe der Benzidin-
probe (gesittigte wisserige Benzidinlosung und wenig H,0,) sehr leicht
nachweisen. Die Farbbildung ist natriumazid- und HCN-hemmbar.

Die Peroxydase vermag unter Zugabe von wenig H,O, Ascorbin-
sdure und Katechol zu oxydieren.

Wird mit einem Homogenat die Benzidinprobe durchgefiihrt, so
tritt die Bildung des blauen Farbstoffes momentan ein. Werden aber
dem Homogenat einige Tropfen Ascorbinsiure zugegeben, so verstreicht
eine gewisse Zeitspanne bis zur Pigmentbildung. Die Liinge dieser Zeit-
spanne ist abhéingig von der zugegebenen Ascorbinsiure. Diese Reaktion
1aBt sich dadurch erkliren, daB zuerst alle Ascorbinséiure oxydiert wird,
worauf dann erst die Pigmentbildung stattfinden kann.
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Figur 3
Peroxydasenaktivitit von Saftzentrifugat von Gewiichs-

hauspflanzen. Verdiinnung 1 : 60. Katechol 5,5 mg.
H0, zirka 18 mg. 220. I, III und IV mit Katechol

Die Oxydation des Katechols durch die Peroxydase 148t sich sehr
schon kolorimetrisch nachweisen (siehe Figur 3). Im vorliegenden
Falle wurde das Homogenat stark verdiinnt (1 :60). Die Aktivitiat der
Polyphenoloxydase wurde dadurch stark vermindert, die Peroxydase- -
aktivitit ist aber sehr intensiv. Durch HCN 10— M wird die Peroxydase
vollstindig blockiert.

Wenn auch in den Tabakbléittern eine kriftige Peroxydase vorhan-
den ist, so scheint ihre biologische Bedeutung sehr fraglich. Eine Funk-
tion als Terminaloxydase im lebenden Tabakblatt wire nur vorstellbar
unter der Voraussetzung, dal geniigend H,O, in den Geweben vorhanden
ist. Es gelingt aber nicht, im Homogenat auch nur Spuren von H,O,
mit der KJ-+ Stirke+FeSO,-Methode, die sehr empfindlich ist, nach-*
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zuweisen. Dabei wird das negative Resultat der Probe nicht durch
irgendwelche Stérung durch das Homogenat verursacht, da eine Zugabe:
von rund 0,05 mg H.0, auf 10 cm® Homogenat noch zu einer sehr inten-
siven Reaktion fiihrt.

Es ist daher recht unwahrscheinlich, daB unter normalen Bedin-.
gungen die Peroxydase im lebenden Tabakblatt als Terminaloxydase
funktioniert.

II1. Die Polyphenoloxydase

1. Nachweis der Polyphenoloxydase

Wird zu einem Homogenat oder PreBisaft von Tabakblattern Kate-
. chol oder Dopa (3,4-dioxy-phenylen-Alanin) zugegeben, so wird das
Substrat rasch oxydiert. Nach einer intensiven Steigerung sinkt die
O.-Aufnahme, bevor alles Substrat oxydiert worden ist. Die entstehen-
den Chinone werden weiter oxydiert und lagern sich zu schwarzbraunen
- Pigmenten zusammen. Falls keine Polyphenoloxydase vorhanden ist
oder das Enzym vergiftet wurde, unterbleibt die Pigmentbildung. Diese
gibt uns daher wie die O,-Aufnahme bei der Zugabe des Substrates ein
Ma8 fir die Aktivitit des Fermentes. Auler bei Jugendblittern tritt die
Pigmentbildung in Homogenaten und in gefrorenen Bléittern spontan auf.

Durch Kochen von 2 Minuten wird die Aktivitit des Fermentes
- vollstindig zerstort. Die Oxydation des Katechols wird durch HCN /4, M
vollig und durch Difthyldithiocarbamat ‘/;,0 M weitgehend gehemmt.
Die zugegebenen Phenole werden also vorwiegend durch ein Kupfer-
proteid, die Polyphenoloxydase, oxydiert.

Katechol kann auch als Wasserstoffiibertriger wirksam sein und
die Oxydation von Substraten katalysieren, die nicht direkt von der
Polyphenoloxydase oxydiert werden, wie Hydrochinon und Ascorbin-
sdure. Dies beweist, dal die Oxydation der zugegebenen Substrate im
Tabakhomogenat tatsichlich iiber die Polyphenoloxydase verlauft und
nicht iiber ein anderes Fermentsystem, das auf indirektem Wege pheno-
lische Korper zu oxydieren vermag.

2. Die Verteilung der Polyphenoloxydase auf die verschiedenen Blattypen

Die Reaktion von Tabakblattstreifen, d. h. intakten Blattgewebes,
ist abhéingig vom Entwicklungszustand des Blattes. Um sein Verhalten
versiehen zu kdnnen, ist es notwendig, sich der eingangs durchgefiihrten
Einteilung der Blitter in verschiedene Entwicklungsstufen zu erinnern.
Wir unterschieden Jugendblitter, junge und ausgewachsene Alters-
bliitter sowie vergilbende Blétter. Morphologisch und physiologisch sind
die Blitter von Gewichshauspflanzen im Winter den Jugendblittern
zuzuzihlen. (Uber die Charakterisierung der verschiedenen Blattypen
siehe Einleitung.)
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Eng mit diesen verschiedenen Blattkategorien verbunden ist die
Reaktion des intakten Gewebes auf Polyphenole. Jugendblatt und aus-
gewachsenes Altersblatt im Frithsommer, d.h. Juli, reagieren nur
schwach oder gar nicht auf zugesetzte Polyphenole. Hingegen wird die
Sauerstoffaufnahme von jungen, rasch wachsenden Altersblittern durch
Polyphenole mehr oder weniger stark gesteigert. Ahnlich reagieren die
vergilbenden Blitter. Diese Parallelitit zwischen Blattentwicklung und
Reaktion auf Polyphenole ist sowohl bei Freiland- wie Gewichshaus-
pflanzen im Sommer zu beobachten, nur sind die Verhiiltnisse bei den
Gewiichshauspflanzen schwieriger zu erkennen, da die verschiedenen
Blattstadien nicht immer durchlaufen werden und weniger ausgeprigt

02 15 pi,
60 | —— Kontrolle } ; o
Mows Il ~—— +Katechol §mg ph4s5 junge Blatter
S0 : W o~ Kontrolle 3
I ¥ w-r—- « Katechol §my } pH45 ausgewachsene BliHter

0= 11

30

20

10

I I I | | 1 | | | | 1 1 | { 1 I
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 465 180 195 20 295 240 Min.

Figur 4
Zusatz von Katechol zu jungen und ausgewachsenen Alfersblittern
(Frithsommer). Katechol 6 mg. 300 mg Blattstreifen. 25°. Pfeile
geben die Zugabe des Substrates an

sind. Da die Gewichshauspflanzen im Winter im Jugendblatistadium
verharren, reagieren sie dann kaum auf Katechol.

Die Wirkung von Katechol auf junge und ausgewachsene Blitter
von Freilandtabak, d.h. auf junge und ausgewachsene Altersblitter,
wie sie im Frithsommer beobachtet wurde, soll Figur 4 veranschau-
lichen (vgl. die Polyphenolasenreaktion des Homogenates der gleichen
Blattypen in Figur 5). Der Gegensatz zwischen jungen und ausgewach-
senen Altersblittern ist scharf ausgepriigt. Bei den ausgewachsenen
Blittern kann praktisch keine Wirkung des Katechols festgestellt werden.

Im Spéatsommer (in unseren Versuchen Ende August, Anfang Sep-
tember) verwischte sich der Unterschied zwischen jungen und #lteren
Altersblittern. Die Reaktion auf Polyphenoloxydase konnte auch bei
groferen Blittern beobachtet werden. Es ist anzunehmen, daB dieser
Unterschied zwischen groBen Blittern von Freilandpflanzen im Friih-
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sommer und solchen im Spidtsommer mit den Vorgingen zusammen-
hangt, die von den Tabakfachleuten als Reifung bezeichnet werden.

Bei den jungen Blittern steigert der Katecholzusatz die O,-Auf-
nahme, der eine Senkung von verschiedener Stirke folgen kann. Eine
direkte Beziehung zwischen der Steigerung der Sauerstoffaufnahme und
den Hemmwerten scheint nicht zu bestehen. In den meisten Féllen
konnte nur eine geringe Senkung der Atmung festgestellt werden, und
auch in Maximalféillen iibertraf diese nach einer eintigigen Einwirkung
des Katechols nie 50 %o der Kontrollwerte.

Durch die Katecholzugabe wird die CO,-Produktion anfianglich
schwach gesteigert, sinkt aber nach kurzer Zeit rasch unter die Kontroll-
werte ab. Da die CO,-Produktion bedeutend weniger geférdert wird als
die O.-Aufnahme, sinkt der R. Q. bei Katecholzugabe rasch unter die
Einheit und kann Werte erreichen, die um 0,2 oder in einzelnen Fillen
noch tiefer liegen (Tabelle 17).

Tabelle 17
Verdanderung des R. Q. bei Katecholzugabe

0,  co, R.Q.
Vor der Katecholzugabe ............ 14,9 19,5 1,31
Unmittelbar nach der Katecholzugabe 81,3 24,6 0,33
130 Minuten nach der Katecholzugabe 21.8 3,2 0,15

Op-Aufnahme pro /4 Std. 300 mg Blattstreifen. Alternde Bliitter von Topftabak.

Die Veranderung des R. Q. weist darauf hin, daf der Atmungs-
mechanismus schwer gestért wird. Wiirde der Abfall der Atmung einzig
auf einer Hemmung der Polyphenoloxydase beruhen, so wiire zu erwar-
ten, daB die Restatmung einen R. Q. von ungefihr 1 aufweist.

Die Wirkung von Dopa (3,4-dioxy-phenylen-Alanin) auf junge
Blatter unterscheidet sich darin von derjenigen des Katechols, daf§ der
Abfall der O,-Aufnahme nach der Zugabe des Substrates etwas lang-
samer eintritt und die CO,-Produktion weniger stark absinkt. Aber auch
Dopa wirkt auf die Fermentsysteme hemmend, da bei Homogenaten
durch eine erste Dopazugabe die Reaktion auf eine zweite verhindert
werden kann. Es ist daher anzunehmen, daff der Unterschied von Dopa
und Katechol auf die Blattfermente mehr quantitativer Natur ist und
nicht auf einer prinzipiellen Verschiedenheit der Wirkung der beiden
Substanzen beruht.

Versuche mit Saftzentrifugaten von ausgewachsenen Altersblittern,
die als intakte Gewebe keine Reaktion auf Polyphenoloxydase geben,
zeigen, daff das Ferment trotzdem in ansehnlichen Mengen vorhanden
ist (Figur 5). Die Versuche wurden so durchgefiihrt, da Katechol in
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ganz geringen Mengen als Ubertriiger mit Hydrochinon als Wasserstoff-

donator zugegeben wurde. Bei der Beurteilung der Versuche ist aber
darauf zu achten, daBl die Beziehung zwischen Sauerstoffaufnahme und
Saftkonzentration auch unter optimalen Versuchsbedingungen (d. h.
weder Katechol noch Sauerstoff als begrenzende Faktoren) nicht linear
ist. Das wird damit zusammenhiingen, daB auch bei geringen Katechol-
mengen die entstehenden Oxydationsprodukte in geniigender Konzen-
tration gebildet werden, um toxisch zu wirken. Der Test gibt daher mehr
ein qualitatives MaB fiir die vorhandene Polyphenoloxydase als eine

o——— o------ 2,2mg Hydrochinon +0mg Katechol
mm3 0 % v 01mg Katechol
s el Hydrochmon

300 |~ hsene
Junge  ausgewac
BlzHer

200

100

0 10 20 30 40 50 80 70 80 Min

Figur 5
Polyphenoloxydasenaktivitit von Saftzentrifugalen von
jungen und ausgewachsenen Altersbliittern. (Die Blitter

entsprechen denjenigen von Figur 4.) 250

genaue quantitative Messung, ist aber trotzdem fiir Vergleichszwecke
recht gut geeignet.

Beim Saftzentrifugat von jungen Blattern wird Hydrochinon auch
ohne Zugabe von Katechol sehr kriftig oxydiert, bei den ausgewach-
senen Blittern ist die Oxydation schwicher. Diese Erscheinung ist

wahrscheinlich dadurch bedingt, daf die jungen Blétter reicher sind an

Stoffen, die als Ubertriger wirken konnen.

In Tabelle 18 ist die Polyphenolasenaktivitit von Jugend- und
Altersbléttern verglichen. Die Aktivitiat der Zentrifugate von jungen und
ausgewachsenen Altersblittern unterscheidet sich nicht sehr wesentlich,
‘hingegen ist die Aktivitdt von élteren Primirblittern bedeutend gerin-
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ger. Auf Grund von Verdiinnungsversuchen ldBt sich abschiitzen, daB
die Fermentkonzentration in den Jugendbliittern des hier angefiihrten
Versuches mindestens zehnmal geringer sein muB als in den jungen
Altersblattern, in den ausgewachsenen Altersblitiern rund die Hélfte
oder etwas mehr als in den jungen. In Jugendblittern von Gewéichshaus-
tabak, der im Winter gezogen wurde, ist der Polyphenoloxydasengehalt
besonders gering.

Tabelle 18
Vergleich der Polyphenoloxydasenaktivitiit versclnedener Blattsifte
Saftzentrifugat, 1 :6 verdiinnt. H. Q. = Hydrochinon

Jugendblitter : Alter-sb]itter, Freilandpflanzen
Gewiichshauspflanzen )
Blitter bis 5 cm lang junge Bldtter 30-35 em 35-40 cm lang
H.Q. 1,1 mg + Kat. 0,1 mg .. 38,9 72,5 60,2 65,4
o R L e R 10,4 22,9 17,0 20,6
13 455 18 B 2 RO 1,0 4,4 3.9 4,1

Sauerstoffaufnahme in 10 Min. 250.

DaB ausgewachsene Blitter von Freilandtabak mit geringer Reak-
tion auf Katechol wirklich Polyphenoloxydase besitzen, wird auBer
durch das Verhalten der Homogenate auch durch Versuche mit gefro-
renen Blittern erhiirtet. Werden solche Blitter gefroren und nach dem
Auftauen untersucht, so steigert die Katecholzugabe die Sauerstoff-
aufnahme ganz betrachtlich.

DaBl dem pH in dieser Frage keine ausschlaggebende Bedeutung
zukommen kann, beweisen Versuche mit Katecholzugaben im pH-Be-
reich von 4,5 bis 7,5, wobei im neutralen Berelch nur eine geringe
Steigerung der Reaktion stattfand. :

Die Versuche zeigen deutlich, daB die Reaktion von intaktem Blatt-
material und von Homogenaten auf Polyphenoloxydase nicht unbedingt
parallel geht. Bei ganz jungen Jugendblittern kann das Fehlen der
Reaktion durch die geringe Enzymkonzentration erklirt werden, doch
ist diese Erklirung nicht auf ausgewachsene Altersblitter anwendbar.

Die néichstliegende Deutung fiir das unterschiedliche Verhalten
von Homogenat sowie von gefrorenen Blittern gegeniiber den intakten
Geweben von ausgewachsenen Altersbliittern lag in der Annahme, da8
die Polyphenole im allgemeinen nur schwer in die Blitter einzudringen
vermdgen. Die Erscheinung, daB nach einer Zugabe von Katechol oder
Dopa zu reagierenden Geweben nur die Schnittrinder geschwirzt wer-
den und erst viel spiter sich auch die iibrige Blatifliche briunt, scheint
diese Annahme zu bestitigen. Die Permeabilitiit von ausgewachsenen
Altersbléttern fiir Katechol wire noch geringer als diejenige von jungen
Bliltern, so daf die Reaktion ausfallen wiirde.
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Gegen diese Vorstellung spricht aber die Tatsache, daB sich die
Blattatmung im sauren pH-Bereich durch p-Nitrophenol vergiften 148t,
daB also diese dem Katechol dhnliche Verbindung im undissoziierten
Zustand in die Blitter einzudringen vermag. Auch wurde in einzelnen
Fillen beobachtet, daB Katechol auf die Tabakblattatmung hemmend
einwirken kann, ohne eine Atmungssteigerung zu bewirken, so da an-
zunehmen ist, da Katechol wohl in die Zellen einzudringen vermag,
aber nicht mit der vorhandenen Polyphenoloxydase reagieren kann. Die
Vermutung liegt daher nahe, daB die Enzymsysteme vor dem Katechol
abgeschirmt sein konnen. Das Enzym ist eventuell durch seine beson-
dere Lagerung in einem Komplex geschiitzt, oder die eindringenden
Phenole kénnen durch irgendwelche Vorginge abgefangen werden. Das
Katechol kann entweder an die Polyphenoloxydase herantreten und
wird dann oxydiert, wobei es durch seine Oxydationsprodukte auch -auf
andere Systeme einzuwirken vermag (z. B. Hemmung der CO;-Produk-
tion); oder es kann nicht an die Polyphenoloxydase herantreten und
wirkt hemmend auf andere Fermentsysteme, oder es kann letztlich an
keines der Systeme herankommen, die es schidigen konnte, und wirkt
daher indifferent.

Durch das Einfrieren wird wahrscheinlich nicht nur die Permeabi-
litit der Zellen vergroBert, sondern es besteht die Mdoglichkeit, dafl
durch die Zerstérung der Zellfeinstruktur die hestehende Abschirmung
des Fermentes aufgehoben wird.

Es bestehen zwar keine Anhaltspunkte dafiir, auf welche Weise
Fermente vor den eindringenden Polyphenolen abgeschirmt sein kon-
nen. Eine ihnliche Diskrepanz im Verhalten von intaktem Gewebe und
Homogenat, die sich auf einen Schutz eines Fermentes zuriickfithren
1:48t, beobachteten Darby und Goddard (1950) bei der Vergiftung
von Pilzmycelien mit CO und HCN.

3. Die Wirkung der spezifischen Polyphenoloxydasengifte

Wie in der Einleitung hervorgehoben wurde, spielen die Polyphenol-
oxydasengifte bei der Bestimmung der quantitativen Bedeutung der
Polyphenoloxydase eine wichtige Rolle. Da die Untersuchungen, die eine
Funktion der Polyphenoloxydase als Terminaloxydase in verschiedenen
Pflanzen ablehnen, sich mehren, schien es von groBem Interesse, die
Wirkung dieser Gifte niher zu untersuchen. Als spezifische Gifte wer-
den p-Nitrophenol (Bonner, 1946), 4-Nitrokatechol (Baker und
Nelson, 1943), die 'Oxydationsprodukte des Katechols (Boswell
und Whiting, 1938) und als Kupferproteidgift DDC (Diéthyldithio-
carbamat) angegeben. :

Versuche mit DDC an intakten Geweben stoSen auf Schwierigkei-
ten. DDC ist in saurem pH-Bereich instabil, dringt sehr schlecht in die
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Zellen ein und vermag die Atmung nur wenig zu hemmen. Die Verfir-
bung der Gewebe nach Katecholzusatz wird zwar verhindert. Ob die
Steigerung der Atmung aber gehemmt wird, konnte nicht eindeutig ent-
schieden werden. Die Hemmung der Atmung mit DDC vermag aber
kein Bild iiber die quantitative Bedeutung der Polyphenoloxydase zu’
geben, da gleichzeitig vorhandene Ascorbinsiureoxydase ebenfalls ge-
hemmt wird.

Steinmann (1950) #uBerte auf Grund von Versuchen an Klee-
‘blattern Zweifel an der Spezifitit von p-Nitrophenol. Stenlid (1950)
weist darauf hin, da8 bei einer spezifischen Vergiftung der Polyphenol-
oxydase zu erwarten wére, dafl o-Nitrophenol giftiger wirkt als p-Nitro-
phenol, da die Polyphenoloxydase o-Diphenole oxydiert. Doch ist gerade
das Umgekehrte beobachtet worden (Bonner und Wildman, 1946).
Ebenso lassen sich durch p-Nitrophenol Gewebe stark vergiften, die
keine Polyphenoloxydase enthalten, wie Riibenwurzeln (Stenlid,
1950). Aus diesem Grunde wurde die Wirkung dieser Nitrohomologen
der Polyphenoloxydasensubstrate gepriift.

Die Gifteinwirkung des p-Nitrophenols auf die Tabakblitter ist
stark pH-abhéngig und erreicht ein Maximum bei pH 4,5. Nach lingerer
Einwirkungsdauer kann das Gift die Blattatmung vollstiindig hemmen.
Die 4-Nitrokatechol-Wirkung scheint trotz der nahen Verwandtschaft
mit dem p-Nitrophenol nicht identisch mit diesem zu sein. Bei Freiland-
tabak wurde die Atmung im sauren pH-Bereich anfinglich mehr oder
weniger gesteigert. Allméhlich trat dann eine Hemmung ein, doch blie-
ben die Hemmwerte geringer als beim p-Nitrophenol. Nach einer ein-
tigigen Einwirkung des Giftes wurde eine rund 90prozentige Senkung
der O,-Aufnahmen erzielt (Tabelle 19).

Tabelle 19

Hemmung der Atmung mit p-Nitrophenol und 4-Nitrokatechol. O,-Aufnahme
pro /2 Std. 200 mg Blattstreifen, Altersbliitter. pH 4,5. 25°

gy il Eouteolle p-Nitrophenol 4-Nitrokatechol
114 Stunden ... 27,9 1009, 232 839, 55,2 1989,
51 Stunden ... - 26,2 1009, 0 0% 11,6 44%
30 Stunden * .... 21.1 1009 0 09% 3.1 3%

* Material in der Zwischenzeit im Eiskasten aufbewahrt.

Es scheint, daB die 4-Nitrokatechol-Wirkung vom Blattalter beein-
flut wird. Bei Jugendblittern konnte keine Férderung der Atmung
beobachtet werden. ‘

Die beiden Substanzen vermogen nicht die Polyphenoloxydase in
intakten Blidttern zu hemmen. Wird zu vergifteten Blittern Katechol
zugegeben, so wird es oxydiert (Figur 6).
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Figur 6

Die Wirkung von p-Nitrophenol und 4-Nitrokatechol auf
die Polyphenoloxydase in intaktem Blattgewebe. Gift zirka
30 Std. vor dem Versuch zugegeben (siehe Tabelle 19).
200 mg Blattstreifen von Altersblittern. 250

Ebenso kann auch in Saftzentrifugaten keine Beeintrﬁchtigung der
Polyphenolasenaktivitit beobachtet werden (Figur 7).

150 — mmSUZ/mM;'n.

A a Katechol */200 M
/ G {4-Ni}mka}edvol YiooM
)V + Kalecho! Y200M

b { p- Nitropheno! Y100 M

100 |- + Katechol Y200 M

50

20 30 40 50 Min.

Figur 7
Wirkung von p-Nitrophenol und 4-Nitrokatechol auf die
Polyphenoloxydase von Saftzentrifugaten von Altersblittern.
Verdiinnung 1 : 8. 250

4-Nitrokatechol steigert auch in Homogenaten von jungen Alters-
bléattern die O;-Aufnahme bis zu einem gewissen Grade (Figuren 7 u. 9).
Der Vorgang ist durch die Oxydationsprodukte des Katechols hemmbar.
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Wenn auch strukturelle Uberlegungen eine Beziehung von p-Nitro-
phenol und 4-Nitrokatechol-Hemmung zur Polyphenoloxydase erwarten
lassen, so muB auf Grund der Versuche die Wirkung dieser Substanzen
bei den Tabakblittern in einem andern Mechanismus als in der Hem-
mung der Polyphenoloxydase gesucht werden. Eine kompetitive Hem-
mung der Polyphenoloxydase, die durch Katechol aufgehoben werden
konnte (dhnlich wie bei der Malonsiurevergiftung der Bernsteinsdure-
dehydrase), kommt kaum in Frage, da die Polyphenoloxydase o- Dlphe-
nole oxydiert.

Bei verschiedenen Pflanzengeweben wird nach der Katecholzugabe
eine Hemmung der Atmung beobachtet, die bis zu 80 % der Grund-
atmung betragen kann, beim Tabak aber bedeutend geringer ist. Es

mm*0 |10 Min, Katechol

20} o—— 1. Zugabe (13) ’/200M(22mg) +2.Zugabe 2a) YeooM (1mg)
290k o 1w tb) YaoMctamgp +2. - (2b) TagoM ctamg)
200 - Kontrolle

180 |
160 +
140
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100
80}
60}
40t
20}

1 ]
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Figur 8

Zweimalige Zugabe von Katechol zu Saftzentrifugaten von
Altersblittern. Verdiinnung 1 : 1. 250

wurde angenommen (Boswell und Whiting, 1938), daB die
Erscheinung darauf beruht, dai die Polyphenoloxydase durch die ent-
stehenden Oxydationsprodukte zerstort wird und daB der Atmungsrest
den nicht durch die Polyphenoloxydase katalysierten Teil der Atmung
darstellt. Durch die Untersuchungen von Nelson und Bak er (1943)
und Levy und Schade (1950) wird diese Deutung sehr unwahr-
scheinlich gemacht. ik
Wird die Natur der Hemmung mit Saftzentrifugaten untersucht, so
ergibt sich, daB bei einer geringen Konzentration von Katechol (/.0 M)
bei einer halben Verdiinnung des Saftes ein Abklingen der O,-Aufnahme
auftritt, bevor alles Substrat veratmet worden ist, da8 aber bei einer
zweiten Zugabe von Katechol eine nochmalige Steigerung der Atmung
ausgelost wird (Figur 8). Wird das Homogenat etwas stiarker verdiinnt
(1:8), so ist eine zweite Zugabe bei gleichen Katecholmengen wie im
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ersten Versuch wirkungslos. Es ist daher anzunehmen, da8 bei schwa-
cher Konzentration der Katecholoxydationsprodukte das Enzym ge-
hemmt wird, die Hemmung aber reversibel ist, wobei das Mengen-
verhilinis von Katechol und seinen Oxydationsprodukten fiir den
Reaktionsablauf eine gewisse Rolle spielt. Erst bei groBeren Giftkonzen-
trationen, bezogen auf die Enzymmenge, ist die Vergiftung endgiiltig
(Figur 9). Da eine dhnliche Beziehung zwischen endgiiltiger Hemmung
der Katecholoxydation und der zugegebenen Katecholmenge auch bei
intakten Geweben nachgewiesen worden ist (Nelson und Baker,
1943) (wobei bei den verschiedenen Katecholmengen die Gesamthem-
‘mung der Grundatmung dieselbe ist, ob die Polyphenoloxydase end-
giiltig gehemmt ist oder nicht), muf angenommen werden, daB8 das

™m0 {10 Min l. —— Katechol Too0M + Katechol Y200M
NG ----=- Kalechol 100M + Kalechol ‘2004

.
1" + 4-Nitrokatechol YoM
3" Kontrolle

2" Kalechol Yfa00+K JoooM
+4- Nitrokatechol YiooM

100t

S0+
IL.

4, Nitrokatechol

J ;

1
2" 5”

| |
90 100 #0Min.

Figur 9
Zweimalige Zugabe von Katechol zu Saftzentrifugaten von
Altersblédttern. Verdiinnung 1 : 8. 250

Katechol und seine Oxydationsprodukte ganz allgemein auf die Fer-
mentsysteme giftig wirken, die Polyphenoloxydase aber eine relativ
groBe Resistenz gegeniiber einer Vergiftung zeigt.

4. Die Bedeutung der Polyphenoloxydase

Wenn auch eine groie Zahl von Arbeiten seit 1937 die Auffassung
zu festigen schienen, die Polyphenoloxydase funktioniere als Terminal-
oxydase, und die weite Verbreitung des Fermentes mit seiner zentralen
Funktion in Zusammenhang brachten, so lassen sich heute gewichtige
Griinde gegen eine solche Vorstellung vorbringen.

Levy und Schade (1948) stellten fest, daB die Vergiftung in
allen Fillen lichtreversibel ist. Die CO-Vergiftung von Polyphenol-
oxydasepriparaten wird jedoch im Kontrollversuch durch Licht nicht
aufgehoben. Die Versuche fiihren zum Ergebnis, daBl in der Kartoffel-
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knolle zwei Systeme als Terminaloxydasen in Frage kommen: die
Cytochromoxydase und ein nicht CO-hemmbares schwermetallhaltiges
Enzym. Dieser Befund ist von besonderem Interesse, da bisher ange-
nommen wurde, die Atmung der Kartoffelknolle werde vorwiegend
durch die Polyphenoloxydase katalysiert. Doch wird durch diese Ver-
suche die Polyphenoloxydase als Terminaloxydase ausgeschlossen. Da
auch in Riibenwurzeln die CO-Vergiftung lichtreversibel ist, kann die
Atmung in diesem Gewebe nicht durch Polyphenoloxydase katalysiert
werden (Marsh und Goddard, 1939). Diese Ergebnisse mit CO-
Vergiftungen haben die Hypothese von der Funktion der Polyphenol-
oxydase als Terminaloxydase in Frage gestellt.

Wenn es gelingt, auch fiir andere Pflanzen nachzuweisen, dafl
p-Nitrophenol und 4-Nitrokatechol keine spezifischen Polyphenol-
oxydasengifte sind, so werden die Versuche, welche die Polyphenol-
oxydase auf Grund dieser Vergiftung als zentrale Terminaloxydase
ansehen, anders gedeutet werden miissen.

Die hier angefiihrten Versuche bringen den Nachwels der Poly-
phenoloxydase in gewissen Stadien der Blattentwicklung; doch léa8t sich
nicht eindeutig entscheiden, ob und in welchem MaBe das Ferment als
Terminaloxydase funktioniert. Ein gangbarer Weg, diese I'rage zu ent-
scheiden, ist die Priifung der Lichtreversibilitit der CO-Vergiftung der
Gewebe. Doch lidfit sich eine solche Arbeit an Blittern nur schwer
" durchfiihren.

Fiir die Annahme, daBl dle Polyphenoloxydase in den Tabakblat-
tern nur eine geringe Rolle als Terminaloxydase spielen kann, falls sie
iiberhaupt dafiir in Frage kommt, spricht das Verhalten von mit
Natriumazid vergifteten Blattern. ;

Durch HCN wird die Polyphenoloxydase junger Altersblitter ge-
hemmt, hingegen nicht durch Natriumazid (siehe Seite 131). Die fiir die
Polyphenoloxydase charakteristische Briunung tritt sogar spontan auf.
Wird zu natriumazidvergifteten Blittern Katechol zugegeben, so kann
keine Hemmung der O.-Aufnahme beobachtet werden. Es ist daher an-
zunehmen, daB die durch die Polyphenoloxydase katalysierte Atmung
maximal den ‘Wert der Differenz zwischen HCN- und Natriumazid-
vergiftung ausmachen kann. Wie die Bestimmung des R. Q. bei der
Natriumazidvergiftung ergibt (Tabelle 9), liegt der R. Q. derjenigen
Atmung, die von der Polyphenoloxydase katalysiert werden konnte,
‘unter 1. So erscheint eine Beteiligung der Polyphenoloxydase als Ter-
minaloxydase in den natriumazidvergifteten Geweben, in denen die
Polyphenoloxydase nicht gehemmt wird, sehr unwahrscheinlich. Wenn
die Voraussetzung zutrifft, daB Natriumazid auBler den Schwermetall-
fermenten keine anderen Systeme blockiert, so ist anzunehmen, da die
Polyphenoloxydase in den unvergifteten Tabakblittern nicht als Ter-
minaloxydase funktioniert.
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Das Verhalten der Tabakblitter gegeniiber zugegebenen Polyphe-
nolen legt eine andere Funktion des Enzyms nahe. Sowohl junge Alters-
blitter wie reife Blitter und iiberreife, d. h. mit beginnender Vergilbung,
zeichnen sich durch einen intensiven EiweiBstoffwechsel aus: In den
Jungen, stark wachsenden Blittern werden EiweiBe aufgebaut, in den
reifen und iiberreifen abgebaut. Die Primérblitter hingegen zeigen nur
ein beschrinktes Wachstum, die ausgewachsenen Altersblitter im Friih-
sommer gar keines, was sich in einem beschrinkten EiweiBstoffwechsel
auBern wird. Es diirfte daher die Tiatigkeit der Polyphenoloxydase mit
dem EiweiBstoffwechsel in Zusammenhang stehen.

Diese Vermutung wird durch Arbeiten von Boswell (1945) und
James et al. (1948) wesentlich gestiitzt. Diese wiesen nach, daB
Aminoséiuren Wasserstoffdonatoren fiir die im Polyphenoloxydasen-
system auftretenden Chinone sein kénnen. Es scheint sich daher auch
von diesen Beobachtungen aus zu ergeben, daB die biologische Bedeu-
tung der Polyphenoloxydase auf dem Gebiet des EiweiBstoffwechsels
liegt. Diese Deutung wiirde den tiefen R. Q. bei Natriumazidvergiftung
erkliren. Da die Polyphenoloxydase durch Natriumazid nicht blockiert
wird, kénnen Aminosiuren weiter oxydiert werden.

IV. Die Cytochromoxydase

Die Gegenwart dieses Systems kann auf Grund der enzymatlschen
Tétigkeit der Cytochromoxydase oder durch den Nachweis von Cyto-
chrom c festgestellt werden.

DaB wir relativ schlecht unterrichtet sind iiber das Vorkommen
von Cytochromoxydase in griinen Pflanzenteilen, liegt weitgehend an
der Schwierigkeit des Nachweises. Der direkte spektroskopische Nach-
weis von Cytochrom c in griinen Pflanzengeweben ist wegen dessen
geringer Konzentration und der Anwesenheit anderer Pigmente mit
zum Teil dhnlichen Absorptionskurven sehr erschwert. Ebenso st68t die
spektroskopische Messung der Cytochrom-c-Reduktion zum Nachweis
der Cytochromoxydase in Homogenaten griiner Pflanzen auf Schwie-
rigkeiten.

Da die Cytochromoxydase CO-hemmbar ist, die Hemmung aber
zum Unterschied anderer Schwermetallfermente lichtreversibel ist,
eignet sich die CO-Vergiftung zum Nachweis der Cytochromoxydase in
nichtassimilierenden Geweben. Doch scheitert diese Methode bei griinen
- Pflanzen. Auch kann dieses Verfahren an pigmentlosen Zellen in ein-
zelnen Fillen zu Fehlschliissen fithren. Darby und Goddard
(1950) haben gezeigt, daB sich die intakten Mycelien des zellulose-
l6senden Pilzes Myrothecium verrucaria nicht mit CO vergiften lassen,
trotzdem in Homogenaten Cytochromoxydase vorhanden ist.

Um zu priifen, ob Cytochromoxydase im Tabakblatt anwesend ist,
wurde Saftzentrifugaten Cytochrom ¢ und gleichzeitig ein Reduktions-
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mittel zugegeben. Da im Saft Ascorbinsdureoxydase und Polyphenol-
oxydase vorhanden waren, eigneten sich Ascorbinsiure und besonders
Hydrochinon schlecht als Reduktionsmittel, da durch die starke Oxyda-
tion der Kontrollen das Resultat nicht sehr deutlich ausfiel. Zwar war
die Steigerung der Sauerstoffaufnahme bei Zugabe von Cytochrom c
mit Ascorbinsiure als Reduktionsmittel eindeutig, aber eine sichere Ab-
klarung, ob es sich um eine Steigerung der Tatigkeit der Cytochrom-
oxydase handelt, konnte durch die Vergiftungsversuche nicht erbracht
werden.

Als geeignetes Reduktionsmittel fiir das Cytochrom ¢ erwies sich
das p-Phenylendiamin (Tabelle 20).

‘ Tabelle 20 :
Oxydation von p-Phenylendiamin (p-Phen), 5 mg p-Pheénylendiamin, 5 mg Cytochrom,
0,2 mg Katechol (wirkt auf Hydrochinon stark katalytisch). 1,5 ¢m3 Saftzentrifugat
von ausgewachsenen Altersblittérn von Freilandpflanzen, Phosphatpuffer 7,0
O,-Aufnahme in 40 Min. 250

Kontrolle p-Phen _f -E;I:"nc Kat. pﬁ’?:e.n
10 61,1 106,4 47,0 85,9
Abzug der Kontrolle
—_ _ 51,1 96,4 37.0 75,9

Gegeniiber p-Phenylendiamin ist Katechol ohne katalytische Wir-
kung. Wie ein weiterer Versuch zeigt, wird durch das Cytochrom c die
Oxydation von p-Phenylendiamin ganz wesentlich gesteigert (Tabelle 21).

Tabelle 21

Dieselben Bedinguhgen wie im letzten Versuch. Ausgewachsene Altersblitter
von Freilandpflanzen. Versuchsdauer 40 Min.

: Pheri 0 petiien
Kontrolle p-Phen '_7_ Cy:- e |+ H%N 180.—a M o HéNCSI:] _c iis Cyt.c
Ll e v v 56,8 | 103,5 40,7 40,7 13,6
1I. Abzug der Kontrolle . 45,5 92,2 29,4 29.4 2,3
ITII. HCN 10—2 M-hemmbar 16,1 62,8 2,3

Die katalytische Wirkung von Cytochrom ¢ geht aus der Tabelle
eindeutig hervor. Die Hemmung mit HCN 10" M zeigt, daB ein Teil der
p-Phenylendiamin-Oxydation, die nicht hemmbar ist, wahrscheinlich
auf Autoxydation beruht. Die durch Cytochrom bedingte Steigerung der
O.-Aufnahme wird vollstindig durch HCN 107> M gehemmt. Es ist an-
zunehmen, da8 der durch HCN hemmbare Teil der p-Phenylendiamin-
Oxydation ebenfalls iiber die Cytochromoxydase katalysiert wird.
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Werden die Werte fiir die HCN-nichthemmbare p-Phenylendiamin-
Oxydation von den entsprechenden ungehemmten Werten abgezogen, so
erhalten wir die Werte fiir die HCN-hemmbare p-Phenylendiamin-
Oxydation (Tabelle 21, III).

Aus diesen Versuchen geht die Anwesenheit von Cytochromoxydase
in griinen Tabakbléttern eindeutig hervor.

Die Verwendung von natiirlichen Substraten, wie zum Beispiel
Bernsteinséure, fiir den Nachweis der Cytochromoxydase wird dadurch
erschwert, dal die Bernsteindehydrase der Pflanzen sehr labil ist und
bei der Zubereitung der Homogenate geschidigt wird. Der Versuch mit
einem derartigen natiirlichen Substrat konnte nur durchgefiihrt werden,
wenn gleichzeitig das begrenzende Enzym zugegeben wiirde, in diesem
Falle die Bernsteinsduredehydrase.

V. Die Ascorbinsaureoxydase

Wird einem Homogenat oder Prefisaft von Tabakblittern Ascorbin-
sdure zugegeben, so wird sie oxydiert. Die Sauerstoffaufnahme ist pro-

3
b 02[60 Min.
200+

'

150

Figur 10 ;
Ascorbinsiiureoxydation von
Tabakprefisaft. Blitter gefroren,
wieder aufgetaut und ausgepreft.
Zugabe von 8 mg Ascorbinsiure.

100

300
Y1000M HCN
100 M HCN
L ¥ .. Wahrscheinlicher Wert _
fur die Aufoxydah'an
Il 1 | |
0 05 10 15 Pressaft 2,0cm’

portional zur Homogenatkonzentration, solange die noch vorhandene
Ascorbinséiure nicht begrenzend wirkt (Figur 10). Bei einer Anzahl von
Messungen zeigte sich, daff bei einer Riickwirtsinterpolation auf die
Homogenatkonzentration 0 die Ascorbinsiure auch bei der Verwendung
von glasdestilliertem Wasser autoxydiert wird. Diese Autoxydation
wird in den meisten mit Tabakblittern durchgefiihrien Versuchen beob-
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achtet. Sie kann verschieden grofie Werte annehmen und betrug maxi-
mal ein Fiinftel der unter Standardbedingungen gemessenen Werte.

Da die Ascorbinsiure sehr leicht oxydiert wird, muBte abgeklirt
werden, ob sie iiber eine spezifische Ascorbinsiiureoxydase dehydriert
wird. Durch HCN 10— M, durch zweiminiitiges Kochen und durch
DDC 2:10—* M wird die O:-Aufnahme bei Zugabe von Ascorbinsédure um
rund 80 bis 90 % gehemmt (Tabelle 22). Daraus kann auf ein Enzym
von Kupferproteidnatur geschlossen werden.

Tabelle 22
1. Homogenat (30 mg Blitter auf 60 cm?® Puffer). pH 6,2. Natriumdiéithyldithiocarba-
mat (DDC) 2 -10—3 M. 25°. O3-Aufnahme in 135 Min. ‘ ¢
2. PreBsaft 1:10 verdiinnt. pH 6,5. HCN 10—2 M. 30°. O,-Aufnahme in 50 Min. Ascor-
binséiurezugabe: 8 mg

0,-Aufnahme in mm3 Hemmung in °f,

1: U ASPORBIMSRATe ol sy Fad sl R Bl e 208 , 0
Ascorbinsiure +- DDC2-103°M .......... 15,6 92,5
Homogenat 2 Min. gekocht + Ascorbinsiure 37,4 82,0

2. ASCoTDIMBINLE v visi's et diiv i e s ey 138,5 0 N
Ascorbinsiure + HCN 10—2M ............ _ 25,5 81,5

s stellt sich nun die Frage, ob die Ascorbinsdureoxydation iiber
eine spezifische Ascorbinsdureoxydase katalysiert wird oder iiber die
Polyphenoloxydase, die in den Homogenaten vorhanden ist.

Wiirde die Ascorbinsiure einzig iiber die Polyphenoloxydase
oxydiert, so miiBte die Sauerstoffaufnahme bei einer Zugabe von
Ascorbinséiure gleich derjenigen sein, die bei einer Hydrochinonzugabe
gemessen wird, da Hydrochinon iiber einen phenolischen Ubertréiger
von der Polyphenoloxydase oxydiert wird, d. h. dieselben Verhiltnisse
vorliegen wiirden wie bei der Ascorbinsdureoxydation. Da die Ascorbin-
siure aber bedeutend stirker oxydiert wird als das Hydrochinon, ist
anzunehmen, daf§ bei den vorliegenden Versuchen wenigstens ein Teil
der Ascorbinsdure durch eine spezifische Oxydase veratmet wird
(Tabelle 23).

Tabelle 23
Vergleich von Ascorbinsiiure und Hydrochinonoxydation. Os-Aufnahme des Homo-
genates in 60 Min. pH 6,0. 250

5 mg Hydrochinon ....... et i 62,2
4 mg Ascorbinsdure .......... o 224.0
entspricht ungefihr der halben

Molaritiit des Hydrochinons

Zum gleichen Schlusse fiihren Versuche mit verdiinnien Homo-
genaten und PreBsiften. Wird ein PreBsaft ungefihr zehnfach ver-

155



diinnt, so geht die Fihigkeit, ein Polyphenol zu oxydieren, verloren,
wihrend die Ascorbinsdure noch oxydiert werden kann. Diese Versuche

fiihren zur Annahme einer spezifischen Ascorbinsidureoxydase in den
Tabakblittern.

Wird dem Homogenat Ascorbinséure zugegeben, so entspricht die
gemessene Sauerstoffaufnahme rund 80 bis 90 %o des Wertes, der theo-
retisch zur Bildung von Dehydroascorbinsiiure verbraucht werden sollte.
Unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen wird also die
Ascorbinséiure nicht in ein Redoxsystem eingebaut, sondern direkt
oxydiert (Tabelle 24). | ;

Tabelle 24
Oxydation von 2 mg Ascorbinsiiure. Temperatur 25°
Theoretisch zu erwartender Wert. |- 138 mm3 O,
Gemessener Wert ...... S RO T 121 mm? O,

Die Abklirung der Frage, ob die Ascorbinsiure auch in Tabak-
. blattern mit der Oxydation verschiedener organischer Siuren gekoppelt
ist, erscheint von groBem Interesse (James und Cr agg, 1943).

Versuche an PreBséiften von gefrorenen und danach wieder auf-

- getauten Tabakblittern haben gezeigt, da8 die Frage sich durch reine

Atmungsmessungen nicht eindeutig abkliren 148t, sondern gleichzeitig
der Ascorbinséureverbrauch gemessen werden muB. Verschiedene Siu-
ren, wie Glykolsiure, Weinséure, Zitronenséiure und Apfelsiure, kénnen
zwar zu einer Steigerung der O.-Aufnahme, die aber 20 %o nicht iiber-
steigt, fiihren. Eine endgiiltige Abklirung der Frage kann erst durch
weitere Untersuchungen gebracht werden.

Weder Dopa noch Hydrochinon vermégen die Dehydroascorbin-
sdure zu reduzieren. -

VI. Milchsdure- und Glykolsdureoxydase

Bei Versuchen iiber die Oxydation der Glykolsiure durch die As-
corbinsiiureoxydase in Tabakpflanzen, die iiber den Winter im Ge-
wiachshaus gezogen worden waren, konnte beobachtet werden, da8 nur
eine schwache Ascorbinsidureoxydase in den Geweben vorhanden war,
daf aber die Glykolsiure vom Homogenat kriftig oxydiert wurde. Wei-
tere Versuche zeigten, daB es sich um ein Enzymsystem handelt, das
Glykolsiure und Milchséure zu oxydieren vermag.

Wie aus den Zusammenstellungen der Tabelle hervorgeht, ist die
Oxydation der beiden Sduren thermolabil: Sie wird durch HCN 10— M
nicht gehemmt, sondern gefordert, durch Monojodessigsiure jedoch
teilweise gehemmt (Tabelle 25).
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Tabelle 25 :
Oxydation der Milchsidure. Milchsiiure (M.S.) 12 mg. HCN und Monojodessigsiure
10—2 M. pH 6,0. 300

M.S. M.S. | Hom. gekocht | Puff
Hom. | MS. | | oy Jcoom | tHON| 4Ms. |+ M.S,
0,-Aufnahme in 55 Min. .. 2.1 49,5 © 23,6 89,5 0,4 3.4
9%, der Kontrolle mit M. S, . 100 49 181

Ahnlich verhélt sich die Oxydierbarkeit der Glykolsdure. Durch
kurzes Kochen des Homogenates wird die O,-Aufnahme unterbunden,
durch HCN 10— M stimuliert und durch Monojodessigsidure teilweise
gehemmt. ; _

Wie aus den Versuchen hervorgeht, werden die beiden Siuren
durch ein nicht schwermetallhaltiges Ferment oxydiert. ~

Sowohl die Milchsiure- wie die Glykolsiureoxydation sind stark
pH-abhingig und erreichen im alkalischen Bereich ein Maximum.

Clagettetal (1949) beschrieben ein Enzym, das in griinen Blit-
tern, unter anderem auch bei Tabak, vorkommt und Milchsidure und
Glykolsdure oxydiert. Das System wurde als a-Hydroxysidurenoxydase
bezeichnet (es sind eventuell mehrere verschiedene Enzyme) und seine
Eigenschaften ausfiihrlich untersucht (Tolbert et al., 1949; Tol-
bertund Burris, 1950). Die a-Hydroxysiurenoxydase wird mit der
Photosynthese in Zusammenhang gebracht, da sie nur in griinen Ge-
“weben auftritt, hingegen nicht in Wurzeln, Keimlingen und etiolierten
Bliattern. Auf Grund der Ubereinstimmung einiger wesentlicher Eigen-
schaften (Substrat nicht HCN, hingegen teilweise monojodessigsiure-
hemmbar, Optimum im neutralen bis alkalischen pH-Bereich), ist an-
zunehmen, da der hier erwihnte Katalysator mit dem von Clagett,
Tolbertund Burris beschriebenen Enzym identisch ist.

Als ein wichtiges Charakteristikum der Enzymtitigkeit wird die
Entfarbung des Chlorophylls erwihnt. Sie konnte aber an den fiir die
Versuche verwendeten Saftzentrifugaten nicht beobachtet werden. Die-
ses Verhalten ist vielleicht auf eine teilweise Schadigung des Enzyms
bei’ der Herstellung der Saftzentrifugate oder auf im Saft anwesende
Stoffe zuriickzufiihren. ,

Da angenommen wird, da8 das Enzym bei der Photosynthese eine
Rolle spielt, war es wichtig, zu erfahren, ob das Ferment in den Chloro-
plasten lokalisiert sei.

Es wurde daher versucht, die Chloroplasten zu isolieren und deren
Aktivitit mit dem von Chloroplasten befreiten Saft zu vergleichen.
Durch kurzes Zentrifugieren des Homogenates (mit der Winkelzentri-
fuge bei 3000 U/Min.) wurden die Chloroplasten und die groberen Par-
tikel abgesetzt, die iiberstehende Fliissigkeit, die noch Chlorophyll in
kleineren Mengen enthielt (wahrscheinlich Chloroplastenbruchteile) ab-
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geschiittet und beide Fraktionen weiter untersucht. Die Chloroplasten
wurden in einem Volumen glasdestilliertem Wasser aufgeschwemmt,
das der iiberstehenden Fliissigkeitsmenge entsprach. Homogenat, iiber-
stehender Saft und Chloroplastenfraktion wurden in der gleichen Weise
mit Phosphatpuffer verdiinnt. Tabelle 26 gibt die Werte fiir die Sauer-
stoffaufnahme der verschiedenen Fraktionen bei Sidurezugabe wieder.

Tabelle 26
Chloroplas i Uberstehend
Heugogehat ik v Flissigkeit
Milchsdure 12 mg 60 Min. . 130,0 16,5 123,0
EndipH | .05, R 7,0 6,7 7,0

Aus den Versuchen geht deutlich hervor, da8 die Oxydase nicht in
den Chloroplasten lokalisiert ist. Ob sie auf nichtsedimentierbaren
Partikeln oder im Grundplasma sitzt, konnte nicht weiter untersucht
werden. :

Die Versuche mit Glykolsédure ergaben ein fihnliches Resultat.

D. Diskussion

Die Tabakpflanzen fallen durch ihren hohen Gehalt an organischen
Séuren auf. Diese dienen z. T. als Atmungssubstrat, was sich in einem -
respiratorischen Quotienten duBert, der iiber 1 liegt. Im Gegensatz zu
den Sukkulenten kann aber bei Freilandpflanzen keine gréB8ere Sen-
kung des R. Q. wihrend der Nacht beobachtet werden. Daher 148t sich
der Tabak trotz seines hohen Gehaltes an organischen Siuren nicht in
die Gruppe der Sukkulenten einreihen. Da die Messungen des, R. Q.
mit zerschnittenen Blattstiicken durchgefiihrt wurden, stellt sich die
Frage, ob auch unter normalen Bedingungen die Pflanze auf ihre
Reserven an organischen Siuren zuriickgreift oder ob diese Werte
durch die experimentellen Bedingungen erklirt werden, die eine Art
Hungerstoffwechsel auslosen. Neben den organischen Siuren diemen
auch Kohlenhydrate als Atmungssubstrat, wie aus den Hemmungen der
Atmung bei der Blockierung der Enolase hervorgeht.

Der oxydative Abbau der Triosen scheint iiber den Trikarboxyl-
siure- oder einen dhnlichen Zyklus zu gehen. Am Ausgangspunkt steht
- die Brenztraubensiure oder eines ihrer Derivate. Dies wird sowohl
durch die Bedeutung der Enolase wie durch die Tatsache, daB. ausge-
hungerte Blitter Pyruvat in den Stoffwechsel aufnehmen, gestiitzt.

Durch Versuche an isolierten Bléittern konnten Pucher und
Vickery (1949) zeigen, daB die Zwischenstoffe des Trikarboxylsiure-
zyklus, die das Blatt zu speichern vermag, in den Stoffwechsel aufge-
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nommen werden konnen, und daB daher die fiir den Trikarboxylsiure-
zyklus typischen Enzyme im Blatt vorhanden sein miissen. Diese
Auffassung erhilt eine weitere Stiitze dadurch, da8 Bernstein-, Zitronen-
und Apfelsiure die Atmungsintensitit von Geweben steigern (sofern
deren Stoffreserven nicht zu groB sind), wie auch dadurch, daB die
Malonsiaurehemmung durch C,-Siuren wenigstens teilweise aufgehoben
werden kann.

Wenn auch eine deutliche morphologische Differenzierung ZWi-
schen Tabakblittern verschiedener Entwicklungsstadien besteht, so ist
es interessant, festzustellen, daff sich die Atmung aller Blitter zu 70 /o
bis 90 %o durch Natriumazid und Blausiure hemmen 1l48t. Der bei Rii-
ben und Weizen beobachtete Ubergang von einer durch Schwermetall-
fermente katalysierten Atmung in jungen Bléttern zu einer auf Schwer-
metallgifte unempfindlichen bei ausgewachsenen Blittern (Marsh
und Goddard, 1939) wird vom Tabakblatt nicht durchgemacht.
Innerhalb dieser groBen einheitlichen Linie bestehen aber gewisse
Unterschiede zwischen den einzelnen Blattstadien. Dies #duBert sich
u. a. darin, daf der R. Q. von Jugendblittern im Gegensatz zu jenem
der Altersblitter pH-abhéngig ist.

In den Tabakblittern lassen sich sowohl Schwermetallfermente
wie Cytochrom-, Polyphenol-, Ascorbinsiureoxydase und Peroxydase
und als nicht blausiurehemmbares Fermentsystem die Glykol- und
Milchsidureoxydase nachweisen. Da sowohl Bernsteinsiuredehydrase
wie Cytochromoxydase vorhanden sind, ist anzunehmen, da8 dem Cyto-
chromsystem eine wichtige Rolle als Terminaloxydase zukommt. Die
gleichzeitige Anwesenheit verschiedener Oxydasen ldB8t es als nahe-
liegend erscheinen, daB mehrere Terminaloxydasen nebeneinander
funktionieren.

Es besteht heute eine gewisse Tendenz, die verschiedenen Oxydasen
mit speziellen, wohldefinierten Funktionen in Zusammenhang zu brin-
gen. Die Gesamtatmung erscheint daher differenziert, aufgespalten in
einzelne - Reaktionsketten, die durch wichtige Zwischenprodukte mit-
einander verbunden sind. Diese mehr oder weniger umrissenen Stoff-
wechseleinheiten liefern die nétige Energie fiir einzelne physiologische
Funktionen. Die Abkliarung ist zwar heute noch nicht so weit fortge-
schritten, da8 eine eindeutige Zuordnung vom Terminaloxydasensystem
zu den physiologischen Funktionen der Zelle méglich wire.

Newcomb (1951) glaubt, der Ascorbinsiure eine spezielle Steue- -
rung der Wachstumsvorginge zuschreiben zu kénnen. Die Ionen-
aufnahme durch die Wurzeln wird, soweit sie von Energieproduktion
abhiingig ist, durch die Cytochromoxydase kontrolliert (Robertson,
- 1950). Marsh und Goddard (1939) deuten ihre Versuche an
Riibenblittern in der Weise, daB allen Blittern eine ungefiihr gleich
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grole Grundatmung gemeinsam ist, die nicht durch Schwermetallgifte
gehemmt werden kann.

Bei den jungen Blittern iiberlagert sich dieser Grundatmung eine
blausiaure- und natriumazidhemmbare Atmung, die mit zunehmendem
Alter verlorengeht, so daB bei den ilteren Blittern nur noch die Grund-
atmung bleibt. Wenn auch der Aufbau der Systeme bei den verschie-
denen Pflanzen voneinander abweicht, so scheint auch beim Tabak eine
Verschiebung in der Aktivitit der Fermentsysteme im Lauf der Ent-
wicklung stattzufinden. Bei der Ascorbinsiureoxydase fanden sich ge-
wisse Anzeichen einer Verdnderung im Laufe der Entwicklung, doch
wurde sie nicht niiher untersucht. Hingegen ist in dieser Beziehung das
Verhalten der Polyphenoloxydase von einigem Interesse. Thre Haupt-
aktivitit geht mit intensivem EiweiBstoffwechsel parallel. Es ist somit
naheliegend, die Titigkeit dieses Fermentes mit dem Stickstoffmetabo-
lismus in Zusammenhang zu bringen, wofiir auch andere Versuche
sprechen (Boswell, 1945; James et al, 1948 [siehe Seite 152]).
Es ist daher anzunehmen, da8 die Polyphenoloxydase nicht als eigent-
liche Terminaloxydase funktioniert.

Sehr wahrscheinlich ist auch die a-Hydroxysiiureoxydase an eine
ganz bestimmte Funktion gebunden. Inwiefern eine Koppelung mit der
Photosynthese besteht, wie ihr ausschlieBliches Vorkommen in griinen
Geweben nahelegt, ist nicht eindeutig, da sie auf isolierten Tabakchloro-
plasten nicht, jedoch wohl im chloroplastenfreien Homogenat nachge-
wiesen werden kann. Es 148t sich heute auch nicht beurteilen, ob der
durch Blausiure nicht hemmbare Teil der Atmung durch dieses Fer-
mentsystem katalysiert wird.

Durch p-Nitrophenol und 4-Nitrokatechol kann die Blattatmung zu
80—90 %o gehemmt werden, ohne daB dabei die Polyphenoloxydase ge-
schédigt wiirde. Wahrscheinlich beruht die Wirkung dieser beiden Gifte
auf einer dhnlichen wie diejenige von 2,4-dinitro-Phenol. Dieses blok-
kiert bei geringeren Konzentrationen die Verbindung zwischen Phos-
phorylierung und Oxydation, bei hoheren durch die Hemmung der
Dehydrogenasen und Flavoproteine auch die Atmung (Literatur siehe
Stenlid, 1949). Die anfingliche Stimulierung der O,-Aufnahme bei
4-Nitrokatechol-Zugabe wiirde sich dadurch erkldren, daB durch die
Hemmung der synthetischen Prozesse eine Anhiiufung von Atmungs-
substrat stattfindet, was zu einer Steigerung der O,-Aufnahme fiihrt.
Wahrscheinlich dringt 4-Nitrokatechol in Jugendblitter und p-Nitro-
phenol in alle Blattypen rascher ein, wobei Phosphorylierung und
Sauerstoffaufnahme gleichzeitig ausgeschaltet werden, so daB nur eine -
Hemmung resultiert.
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E. Zusammenfassung

1. Der respiratorische Quotient von frischen Tabakblittern liegt

11

wihrend der Tageszeit zwischen 1,35 und 1,15. In einzelnen
Fdllen konnen auch hohere Werte gemessen werden. Der hohe
respiratorische Quotient weist darauf hin, daB die organischen
Sduren, an denen das Tabakblatt besonders reich ist, bis zu einem
gewissen Grade als Atmungssubstrat dienen konnen.

Morphologisch kénnen wir die Bliitter in Jugendblitter und Alters-
blatter scheiden. Junge und unter ungiinstigen Gewéichshaus-
bedingungen wachsende Pflanzen produzieren Friihblitter, deren
R. Q. pH-abhéngig ist. Er sinkt im neutralen Bereich unter 1.
Bei den Altersbléttern, die von gréBeren Pflanzen unter giinstigen
Wachstumsbedingungen gebildet werden, liegt der R. Q. auch im
neutralen Bereich iiber 1. Eine Erklirung fiir diesen Unterschied
kann vorderhand nicht gegeben werden. Er weist aber auf gewisse
Stoffwechseldifferenzen hin. (Uber die morphologischen Unter-
schiede der verschiedenen Blaitypen siehe Einleitung Seite 124.)

. Die Atmung 148t sich durch Schwermetallfermentgifte zu 70 bis

90 %90 hemmen.

.- Die Hemmbarkeit der Atmung mit Natriumfluorid und die Rever-

sibilitit der Hemmung durch Brenztraubensiure, die Hemmbar-
keit mit Malonséure und ihre teilweise Enthemmung durch Bern-
steinsiiure, Fumarséure und Apfelsiiure sowie die Steigerung der
Atmung durch Bernsteinsiure und Zitronensiure und Apfelsiure
weisen auf das Vorhandensein des Trikarboxylsiurezyklus oder
eines dhnlichen intermediiiren Kreislaufes hin.

. In Homogenaten von Blittern konnten folgende oxydierende En-

zyme nachgewiesen werden: Peroxydase, Polyphenoloxydase, As-
corbinsiureoxydase, Cytochromoxydase und die HCN-unempfind-
liche Glykol- und Milchsiureoxydase. Es konnten keine Anhalts-
punkte fiir die quantitative Bedeutung der einzelnen Fermente
gefunden werden.

Die fiir die Polyphenoloxydase typische Oxydation von Katechol
durch intakte Gewebe wird nur an intensiv wachsenden, reifen
(ausgewachsene Altersblitter im Spéitsommer) und iiberreifen
Blittern beobachtet. Blattstreifen von ausgewachsenen Alters-
blittern (im Frithsommer) und Jugendblittern geben keine Reak-
tion. Hingegen reagieren die Homogenate von ausgewachsenen
Blattern kriftig auf Katechol. Es wird daher angenommen, da8
in diesem Falle im intakten Blatt die Oxydase auf irgendeine
Weise inaktiviert wird. Auch das Homogenat von Jugendbliittern
vermag Katechol zu oxydieren, doch ist die Reaktion bedeutend
geringer als in Altersblittern und kann bei ganz jungen Blittern
fast ganz fehlen. '
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Die Parallelitit zwischen intensivem Eiweifistoffwechsel und
Polyphenoloxydaseaktivitiit intakter Gewebe legt eine Beziehung
zwischen dem Enzym und dem Stickstoffmetabolismus nahe (siehe
iiber die Bedeutung der Polyphenoloxydase S. 150).

6. 4-Nitrokatechol und p-Nitrophenol (/300 M) hemmen die Atmung
zu 80—100 %o. Die Polyphenoloxydase wird aber dadurch weder
im intakten Gewebe noch im Homogenat blockiert. Bei Alters-
blittern wird die Atmung durch 4-Nitrokatechol anfinglich sti-
muliert.

Diese Arbeit wurde im Pflanzenphysiologischen Institut der ETH unter der Lei-
tung von Herrn Professor Dr. A. Frey-Wyssling ausgefiihrt. Meinem verehr-
ten Lehrer bin ich fiir das groBe Interesse, das er der Arbeit entgegenbrachte, und
fiir die stets wohlwollende Unterstiitzung zu herzlichem Dank verpflichtet.

Gleichzeitig danke ich Herrn Professor Dr. H. Wanner vom Institut fiir all-
gemeine Botanik der Universitit Ziirich fiir die freundliche Uberlassung seines War-
burgapparates, Herrn Professor Dr. F. Leuthardt vom Physiologisch-Chemischen
Institut der Universitiit Ziirich sowie der Direktion der Robaphar m, pharmazeu-
tischen Fabrik in Basel, fiir die notwendigen Cytochrommengen, welche sie mir in
liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt haben.
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