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Aktivitit und Lokalisation von saurer Phosphatase
in den vegetativen Teilen einiger Angiospermen und
in einigen Samen

Von Gustav Frey
(Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Universitiit Ziirich)

Eingegangen am 29. Juni 1954
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Vorwort

Die vorliegende Dissertation wurde am Institut fiir allgemeine Bo-
tanik der Universitit Ziirich unter Leitung von Herrn Prof. Dr.
H. Wanner ausgefiihrt. Ich moéchte ihm fiir das Interesse, das er
meiner Arbeit stets entgegengebracht hat, besonders danken. Zu Dank
verpflichtet bin ich ferner auch Herrn K. Frank (fritherer Assistent
am Institut) fiir die Einfiihrung in die Technik der Mikrophotographie
und die Vermittlung vieler praktischer Handgriffe, ebenso Herrn
Dr. A. Bruhin (Assistent am Institut) fiir Anleitung im Photogra-
phieren und eine erste Einfiihrung in die Methode der Phosphatase-
Lokalisation.

Einleitung

Die Enzymologie hat sich in den beiden letzten Dezennien zu einem
umfangreichen Forschungsgebiet entwickelt, wobei Beitriige von che-
mischer, medizinischer und biologischer Seite sich ergéinzen. Wihrend
die chemische Forschung darauf gerichtet ist, die Eigenschaften der
Fermente in vitro zu ergriinden, interessieren sich die Physiologen
dafiir, wo diese Dirigenten des Stoffwechsels in den lebenden Organen
vorkommen, welche der in vitro festgestellten Reaktionsmoglichkeiten
in vivo realisiert sind und welche weitere Bedeutung ihnen im groBen
Zusammenhang der Lebensvorginge zukommt. In den letzten Jahren
ist erkannt worden, daB der Phosphorsidure im Stoffwechsel eine
Schliisselstellung zukommt, indem durch Bildung hoch energiereicher
Phosphate, durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen zahl-
reiche Stoffumwandlungen vermittelt werden. Nicht nur im Kohle-
hydrat-Stoffwechsel, sondern auch im Auf- und Abbau von Lipoiden,
Proteinen, Vitaminen und Koenzymen spielt Phosphorsiure eine Rolle.
Die betreffenden chemischen Reaktionen werden dabei durch Trans-
phosphatasen, Phosphorylasen und Phosphatasen katalysiert. Die Phos-
phatasen stehen einerseits am SchluB der Reaktionsketten, indem sie die
Phosphorsiure aus den Estern freisetzen, und zugleich am Anfang,
indem sie dadurch Phosphorsiure fiir neue Aufbaureaktionen zur Ver-
fligung stellen. Von den zahlreichen Phosphatasen wurden in der vor-
liegenden Arbeit diejenigen verfolgt, welche in saurem Milieu Glyzero-
phosphat spalten.

Ziel der Untersuchung

Uber die sog. saure Phosphatase sind schon von zahlreichen For-
schern Untersuchungen in vitro durchgefiihrt worden, es liegen aber
noch verhiltnismiBig wenig Arbeiten, in welchen histochemische Me-
thoden zur Anwendung kamen, vor. Diese Methoden sind wohl fiir die
alkalische Phosphatase in tierischen Geweben schon sehr haufig ver-
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wendet worden, in bezug auf die saure Phosphatase in Pflanzen hin-
gegen sind erst wenige Lokalisationen durchgefiihrt worden (vor allem
Yin [1945], Glick und Fischer [1945], [1946] und Kugler et al.
[1947]). Das Ziel der Untersuchung bestand darin, nochmals griindlich
zu kontrollieren, wo das Ferment lokalisiert st in den vegetativen Or-
ganen von einigen Angiospermen und auBerdem in einigen Samen,
welche typische Vertreter bestimmter Reservestoffe darstellen, und
dabei zu priifen, ob auf Grund von gewebespezifischen Lokalisationen
und dem Auftreten der Aktivitit in bestimmten physiologischen Zustan-
den auf eine Beziehung zum Kohlehydrat-Stoffwechsel, insbesondere
Aufbau und Abbau der Stirke, ferner auch zum Kohlehydrat-Transport
ceschlossen werden konne. AuBerdem interessiert es, ob die Phospha-
tase-Aktivitit in Beziehung steht zu den Umwandlungen anderer Stoff-
gruppen und weiteren physiologischen Vorgangen.

TEIL A
Bestimmung der Wirkungseigenschaflen und Lokalisation
der sauren Phosphatase

1. Methoden
1. Histochemische Lokalisation

a) Testreaktion

In den meisten Untersuchungen wurde die von Glick und
Fischer (1949) fiir pflanzliche Gewebe entwickelte Methode von
Gomori (1939) in vereinfachter Form angewendet. Die Saurephos-
phatase wird dabei durch ihre Hydrolysewirkung auf Na-a-Glyzero-
phosphat nachgewiesen. Von den beiden Spaltprodukten laft sich die
Phosphorsiiure leichter nachweisen. Sie wird mit Bleinitrat gefillt als
weiBes ' Bleiphosphat und dieses iibergefiihrt in das braun-schwarze
Bleisulfid durch Ammonsulfid. Je nach der Menge von gebildetem
Niederschlag erscheinen die Zellen bzw. einzdlne Partikel in den
Zellen, welche das Ferment enthalten, gelbbraun bis braun-schwarz.
Die Schwirzungstiefe ist so zugleich ein MaB fiir die Aktivitat des
Enzyms. Die chemischen Reaktionen werden in folgenden Einzelschrit-
ten mit Gewebeschnitten durchgefiihrt:

1. Schnitte waschen in destilliertem Wasser.

2. Inkubation der Schnitte in Substratgemisch,
15 Min. bei 38° im Thermostat.

3. Dreimal waschen in destilliertem Wasser.

4. 2 Min. in 2-%-Essigsiure.
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9. Dreimal waschen mit destilliertem Wasser.
6. 5 Min. Ammonsulfidlésung.
7. Einmal waschen mit destilliertem Wasser.,

Die Gesamtheit dieser sieben Schritte wird im weiteren Text der
Kiirze halber als Testreaktion bezeichnet.
Das Substratgemisch setzt sich folgendermaBen zusammen:

Na-a-Glyzerophosphat 3,2% 0,4 ml

Bleinitrat 0,1m 1 ml

Azetatpuffer 0,im 4 ml (NaCH,COO/CH,COOH-
' Gemisch, pH = 5,1)

Destilliertes Wasser . 0,6 ml

Durch den Azetatpuffer wird, wie weiter unten noch gezeigt wird,
das pH-Optimum fiir die Enzymwirkung aufrechterhalten.
Die sieben Schritte in der Testreaktion haben folgende Bedeutung:

Schritt 1:

Schritt 2:

Schritt 3:

Schritt 4:

Schritt 5:

Schritt 6:

Schritt 7:

Beim Schneiden kénnen leicht bewegliche Zellinhalte von
einzelnen Zellen in andere verschleppt werden und so unter
Umstéiinden falsche Lokalisationen des Enzyms vortiduschen.
Diese leicht beweglichen Bestandteile werden ausgewaschen.
Enzymwirkung, Hydrolyse des Na-a-Glyzerophosphates, Fil-
lung der freigesetzten PO,*-Ionen durch die Pb*2-Ionen
als Pb,(PO,), am Reaktionsort.

Auswaschen des Bleiphosphat-Niederschlages aus ange-
schnittenen Zellen, Entfernung des Glyzerophosphates und
damit Unterbindung der weiteren Enzymwirkung, Heraus-
waschen der iiberschiissigen, in der Fiallungsreaktion nicht
gebundenen Bleiionen aus den intakten Zellen. Diese Blei-
ionen wiirden mit dem spiiter folgenden Ammonsulfid einen

Niederschlag ergeben, der auch in Zellen, wo das Enzym nicht

vorkommt, eine Phosphatase-Aktivitit vortiuschen wiirde.
Die Essigséiure 16st das Bleiphosphat nicht, wohl aber andere
Bleisalze, welche wihrend der Inkubation gefallt worden
sind und beim spéteren Umsatz mit dem Ammonsulfid wie-
derum eine nicht vorhandene Phosphatase-Aktivitit vor-
tduschen wiirden.

Herauswaschen der durch die Essigsiure freigesetzten Blei-
ionen, Entfernen der Essigséure.

Ammonsulfid fillt den weiBen Bleiphosphat-Niederschlag in
den schwarzen Bleisulfid-Niederschlag um:

3(NH,).S + Pb,(PO,), = 3PbS + 2(NH,);(PO,)

Entfernung des iiberschiissigen Ammonsulfides.

b) Kontrollen

Es wurden immer fiinf Parallelversuche durchgefiihrt:
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1. Schnitte inkubiert im Substratgemisch (= Testreaktion)
a) Frischschnitte
b) mit Narkotika vorbehandelte Schnitte

(Begriindung siehe 2 c).

2. Eigentliche Kontrollreaktion: Der in der T estreaktion entstehende
Niederschlag von Pb;(PO,). kann auBer durch wiahrend der
Enzymreaktion freigesetztes Phosphat auch durch schon im vor-
‘aus in den Geweben vorhandene freie Phosphorsiure gebildet
worden sein. Um nur die durch die Phosphatase freigesetzte
Phosphorsiure zu erfassen, mufl das im voraus vorhandene Phos-
phat in Abzug gebracht werden. Dies geschieht am besten so, daB
eine Anzahl von Schnitten in Kontrollgemisch inkubiert wird,
welches kein Glyzerophosphat, sondern nur Bleinitrat r Puffer
enthiilt. Die Reaktionsfolge wird im iibrigen in den gleichen sie-
ben Schritten durchgefiihrt wie die Testreaktion. Schnitte aus der
Kontrollreaktion werden verglichen mit solchen aus der Test-
reaktion. Die Differenz in der Schwiirzungstiefe entsprechender
Zellen gibt so das MaB der Phosphatase-Aktivitit an: schwacher
Farbungsunterschied bedeutet geringe, starker Farbungsunter-
schied hohe Phosphatase-Aktivitit. Genau betrachtet kann auch
wiithrend der Kontrollreaktion durch die Fermentwirkung aus
pflanzeneigenen Phosphorsiureestern Phosphat abgespalten wer-
den. Diese Enzymwirkung kann aber durch Erhitzen der Schnitte
vor der Inkubation (auf 70°) oder durch Inkubation bei 0° aus-
geschaltet werden. Ein Vergleich zwischen so durchgefiihrten
Kontrollen und solchen, welche auf 38° inkubiert worden waren,
zeigt aber keinen Unterschied. Die Inkubationsdauer von 15 Mi-
nuten ist dafiir zu kurz. :

Das gesamte in der Kontrollreaktion erfaBte Phosphat wird kiinf-
tig als Kontrollphosphat bezeichnet.

Soll der tatsichliche Gehalt eines Gewebes an freiem, anorgani-
schem Phosphat bestimmt werden, so miissen noch weitere Prizi-
sierungen vorgenommen werden.

3. Das Ammonsulfid (Schritt 6 in der Reaktionsfolge) kann auch im
voraus vorhandene Schwermetallionen féillen. Solche Schwer-
metallionen konnen festgestellt werden durch Behandlung von
Frischschnitten mit Ammonsulfid allein. Bei simtlichen Versu-
chen zeigten sich aber praktisch keine Schwermetalle. -

4. Es miissen auch Schnitte ohne jeglichen Chemikalienzusatz durch-
mustert werden, um natiirliche Firbungen erkennen zu konnen.
So weist zum Beispiel die Aleuronschicht in den Maiskornern
eine braune Firbung auf, welche man ohne diese Kontrolle
als anorganisches Phosphat interpretieren wiirde. Dieser Fehler
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ist offenbar Glick und Fisch er unterlaufen (1946). Die we-
nigsten Gewebe weisen aber solche braune oder schwarze Fér-
bungen auf, so daB sich auch das anorganische Phosphat leicht
durch den optischen Eindruck im Mikroskop bestimmen 148t.
Am selben Schnitt zuerst die Kontroll- (2) und darauf die Test-
reaktion (1) durchzufiihren ist nicht vorteilhaft, da durch die
Kontrollreaktion die Enzymaktivitit vermindert wird.

Die Verwendung eines Okularphotometers fiir die Ermittlung der
Differenz zwischen 1 und 2 ist nicht geeignet, weil dieses nur den
Helligkeitsunterschied messen kann, wihrend das Auge eine viel
feinere Unterscheidungsmoglichkeit gestattet, indem es auch Un-
terschiede in der Farbqualitit wahrnimmt. Fir die qualitative
Phosphatase-Lokalisation genligt der optische Eindruck im Mikro-
skop zweifellos, er ist jedoch nur ein anndherndes MaB bei der
quantitativen Bestimmung (vgl. 3).

c¢) Substratbereitung

Beim Mischen der Substanzen fiir das Substratgemisch fillt Blei-
phosphat als gallertiger, weiBer Niederschlag aus. Die zur Verfiigung
stehenden Glyzerophosphat-Priiparate enthalten stets etwas freies Phos-
phat. Dieses PO, wird bei der Zugabe von Bleinitrat natiirlich gefallt.
Genau genommen bleibt immer noch eine geringe Konzentration von
Phosphat, nidmlich diejenige, welche zusammen mit dem vorhandenen
Pb*? gerade unterhalb des Wertes des Loslichkeitsproduktes (Pb+2) X
(PO,~*) bleibt. Durch eine minimale Menge von zusitzlichem (durch
die Enzymtitigkeit freigesetztem) PO, wird dieses Loslichkeitsprodukt
liberschritten und eine Fillung erzeugt. Dadurch kommt ein fAuBerst
empfindlicher Test auf die Enzymaktivitit zustande. Eine Eigenhydro-
lyse des Glyzerophosphates in wisseriger Losung tritt nur langsam ein.
Sofern das Substratgemisch wiihrend 15 Minuten auf 38° erwiarmt und
der entstandene Niederschlag abzentrifugiert oder abfiltriert wird, 148t
sich das klare Filtrat mehrere Tage im Kiihlschrank aufbewahren, ohne
daf} eine weitere Fillung eintritt. Auch beim Erwirmen auf 38° tritt auf
alle Fille wihrend der ersten Stunde keine Eigenhydrolyse in Erschei-
nung. Bei Serienuntersuchungen braucht also das Substrat nicht jedes-
mal frisch bereitet zu werden.

d) Herstellung der Schnitte

Die pflanzlichen Organe wurden je nach Hirte und Grofe mit dem
Rasiermesser von Hand, mit dem Schlittenmikrotom oder mit dem Ge-
{riermikrotom geschnitten. Besonders fiir die Samen war das Gefrier-
mikrotom gut geeignet. Von SproBachsen und Blittern wurden sehr
gute Schnitte erzielt mit dem Schlittenmikrotom, wobei auf die Unter-
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seite des Mikrotommessers mit Paraffin eine Rasierklinge angeklebt
wurde.

e) Prdparate

Die Anleitung von Glick und Fischer sieht die Herstellung
von Dauerpriparaten vor. Beim Einbetten werden die Objekte auf min-
destens 50°, bei Verwendung gewdhnlicher Paraffine sogar auf iiber 60°
crhitzt. Dadurch wird aber, wie weiter unten noch nachgewiesen wird
(1L, 2), die Enzymaktivitit stark gehemmt. Orte mit geringer Ferment-
wirkung treten iiberhaupt nicht in Erscheinung (auch festgestellt von
Goetsch et al. [1951]). Es wurde deshalb auf das Einbetten in
Paraffin zum Schneiden verzichtet. Nach Durchfithrung der Test- bzw.
Kontrollreaktion wurden die Schnitte auf Objekttriiger in Glyzerin ein-
gelegt. Solche Priparate bleiben monatelang unverandert.

f) Festhaltung der Versuchsergebnisse

Die Ergebnisse wurden zum groBen Teil in Mikrophotographien
festgehalten, von denen hier nur eine kleine Auswahl geboten werden
kann. In vielen Fillen werden die Resultate besser durch Skizzen wie-
dergegeben, da die Schwarzweifiphoto auch vom Bleisulfid nicht be-
schlagene Zellstrukturen als grau festhilt. Ebenfalls kommen Nuancen
in der Farbqualitiit des Testniederschlages (gelbbraun bis braunschwarz),
welche ein besseres MaB fiir die Fermentaktivitiit sind als der Helligkeits-
wert, in der SchwarzweiBphoto nicht zum Ausdruck. Es muf deshalb
in erster Linie auf die Beschreibung abgestellt werden.

9. Vorversuche zur histochemischen Methode

a) Diffusionserscheinungen

Von mehreren Forschern, welche mit der Methode von Gomo ri
(= Methode von Takamatsu) in tierischen Geweben die alkalische
Phosphatase lokalisierten, wurde darauf hingewiesen, daf dasin diesem
Test entstehende Ca-Phosphat bei lingerer Inkubationsdauer intra-
zelluldr und interzellulidr diffundiert (Danielli [1950], Jacoby
und Martin [1949«, b], Feigin et al. [1950], Novikov [1951]
und Moe [1951]). Nobak et al. (1951) hatten auch fiir Bleiphosphat
eine interzellulidre Diffusion nachgewiesen. Yokoyama et al. (1951)
sowie Danielli (1953 b) zeigten ferner fiir die alkalische Phospha-
tase in tierischen Geweben, da8 das Ferment selbst intrazellular und
~interzellulir zu diffundieren vermag. Ergeben sich dieselben Erschei-
- nungen bei der sauren Phosphatase in Pflanzengeweben?

Nach Durchfiithrung der Testreaktion kann im Mikroskop gelegent-
lich beobachtet werden, wie feinste Partikelchen des PbS-Niederschlages
durch die Brownsche Bewegung intrazelluldr verschleppt werden. Die
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intrazellulire Lokalisation auch der sauren Phosphatase ist also duBerst
vorsichtig zu interpretieren.

Eine interzellulire Diffusion konnte bei den gewiahlten kurzen
Inkubationszeiten von 15 Minuten und 30 Minuten nicht festgestellt
werden. Es wird weiter unten noch gezeigt, daB die saure Phosphatase
in élteren MaissproBachsen hauptsiichlich in den Siebréhren und Geleit-
zellen lokalisiert ist. In Lingsschnitten konnte in den zu den Siebrohren
benachbarten Trachealelementen nicht mehr PbS festgestellt werden
als in der Kontrolle. Es ist aber moglich, daB bei langen Inkubations-
zeiten (mehrere Stunden) in gewissen Geweben das Bleiphosphat doch
durch die Zellmembranen zu diffundieren vermag (z. B. Sekretgang-
Scheidezellen, I1I., 2 /).

b) Adsorptionserscheinungen

An der Bildung des T estniederschlages sind in der Folge der sieben
Einzelschritte folgende Ionen direkt beteiligt: PO,—*, Pb*? und S—2.
Wenn PO, - oder Pb**Ionen oder die Molekeln Pb,(PO,), und PbS
von einzelnen Zellstrukturen besonders gut adsorbiert werden, kann
eine falsche intrazellulire Lokalisation vorgetiuscht werden. Ob solche
‘Adsorptionen auftreten, wurde folgendermaBen entschieden:

Schnilte von ausgewachsenen Maisblittern, welche wihrend 2 Stun-
den in mehrfach erneuertem destilliertem Wasser gelegen hatten, wie-
sen im Parenchym der Mittelrippe nach Durchfiihrung der Kontroll-
reaktion absolut keine Schwirzung auf. Es waren in diesen Zellen also
keine PO, *-Tonen und keine Schwermetallionen vorhanden. AuBerdem
war auch keine Adsorption der Pb**-Ionen aus dem Kontrollgemisch
eingetreten.

Solche Schnitte wurden nun in Azetatpuffer-Phosphorsiure-Gemisch
mit einer Phosphorsiure-Konzentration, welche bei 50prozentiger Spal-
lung des Glyzerophosphates in der Testreaktion auftreten mufl, inku-
biert. AnschlieBend Schritte 3 bis 7 der Testreaktion. Es trat keine
Schwirzung ein. Folglich wurden die PO,*-Ionen nicht adsorbiert.

Inkubation mit aufgeschlimmtem Bleiphosphat ergab auf den
Schnittoberflichen eine Schwiirzung, im Innern vollig intakter Zellen
jedoch nicht. Wurden die Schnitte zuvor 15 Minuten lang auf 80°
erhitzt, so trat keine Schwirzung ein. Trotz der Waschungen waren
also in den angeschnittenen Zellen von Frischschnitten auf den Mem-
branen Plasmareste haften geblieben, welche Bleiphosphat zu adsor-
bieren vermochten. Durch das Erhitzen war aber das Plasma zerstort
worden und die Adsorptionsfihigkeit verlorengegangen.

Wenn der Testniederschlag sich also auf Plastiden im Innern von
Zellen zeigt, so heiBt das noch nicht, daf diese Plastiden selbst Phos-
phatase enthalten, sondern es kann sich um adsorbiertes Bleiphosphat
handeln, welches durch im Zytoplasma lokalisierte Phosphatase gebildet
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worden ist. Dieses Ergebnis ist wichtig fiir die Beurteilung, ob zum Bei-
spiel Chloroplasten und Zellkerne Phosphatase enthalten (siehelll., 10, -
und IV,, 1 ay).

Nachdem nachgewiesen war, dafi das Bleiphosphat von Zell-
bestandteilen adsorbiert werden kann, eriibrigte sich die Untersuchung
fiir Bleisulfid, da das Bleiphosphat in der Folge der Einzelschritte in
der Testreaktion vor dem Bleisulfid gebildet wird.

In spiteren Untersuchungen zeigte es sich, daB oft in Interzellu-
laren, sowohl in der Test- wie auch in der Kontrollreaktion, PbS aus-
fillt, und zwar in beiden Fillen mit gleicher Schwirzungstiefe. Es han-
delt sich also nicht um Phosphatase-Wirkung, sondern von den in der
Kontrollreaktion ins Gewebe diffundierten Ionen wird Pb** an den
Interzellularwinden adsorbiert und in Schritt 6 mit S gefallt.

¢) Permeabilitdtsprobleme

Um eine Aktivititsbeeinflussung der Phosphatase durch Fixier-
mittel zu vermeiden, wurden anfinglich Frischschnitte (also von un-
fixiertem Material) hergestellt und unmittelbar nach dem Schneiden
inkubiert. Dabei ergab sich zum Beispiel bei Blattschnitten von Dabhlia
variabilis nach der Testreaktion das Bild der Figur 1. In einer Rand-
" zone von 50—70 u Tiefe (Aufsicht auf die Blattunterseite) zeigen samt-
liche chloroplastenhaltige Zellen Phosphatase-Aktivitiit. Die Leitbiindel
weisen durchgehend den Testniederschlag auf. Die Ketten von netz-
formig verzweigten Zellen des Schwammparenchyms zeigen von der
Schnittfliche aus verschieden weit gegen das Blattinnere Phosphatase-
Wirkung. Die Palisadenzellen reagierten nur in der Randzone positiv.
Dieses Bild 148t sofort vermuten, daB das Substrat nicht in sémtliche
Zellen zu permeieren vermochte. Die Inkubationszeit wurde nun ver-
lingert auf 3 Stunden, die Waschprozesse auf total 45 Minuten und
die Einwirkung des Ammonsulfids auf 3 Stunden. Jetzt zeigten samt-
liche Schwamm- und Palisadenzellen Phosphatase-Aktivitiit. Phospha-
tase war also in all diesen Zellen vorhanden und aktiv, trat aber bei der
15 Minuten dauernden Inkubation nicht iiberall in Erscheinung, weil
das Substrat nur in der Randzone einzudringen vermochte. ‘

Ist es das Glyzerophosphat, das Bleinitrat oder das Ammonsulfid,
welches schlecht permeiert? In der Kontrollreaktion, die sich nur durch
das Fehlen des Glyzerophosphates von der Testreaktion unterscheidet,
trat bei 15 Minuten Inkubationszeit das Kontrollphosphat im Palisaden-
parenchym iiber die ganze Schnittbreite hinweg gleichméBig in Er-
scheinung. Es ist also das Glyzerophosphat, welches langsam permeiert,
wie das auch fiir Glukose-1-Phosphat gilt (bekannt geworden aus Un-
tersuchungen iiber die Phosphorylase Paech et al. [1953]).

Es wurde auch untersucht, ob die bekannte Methode der Vakuum-
infiltration ein besseres Eindringen des Substrates ergeben wiirde. Die
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~infiltrierten, vollig intakten Blatter wurden 15 Minuten im Substrat bei
38° liegen gelassen (Inkubation), anschlieBend geschnitten und die
Schnitte gemaB Schritt 3 bis 7 der Testreaktion weiter behandelt.

Parallel dazu wurden nichtinfiltrierte Blitter geschnitten und die
Schnitte inkubiert im Substratgemisch. In diesem Fall ergab sich das
Bild der Figur 1, bei Infiltration waren nur Spuren (und nur in ganz
vereinzelten Schwammparenchymzellen) von Phosphatase-Wirkung zu
erkennen. '

Daraus ergeben sich Folgerungen iiber den Weg, auf dem das
Glyzerophosphat ins Blatt eindringt:

Es vermag sehr schlecht von den Interzellularen aus in die Zellen
zu permeiern. Es dringt bei Schnittflichen leicht ein und diffundiert
cinerseits sehr leicht durch die Leitbiindel, anderseits (aber bedeutend

Schnitt qus Blattspreite von
Dahlia variabilis, Ansicht von
Unterseite. Kom binationszeichnung.
Abstutung der Testniederschiags-
menge durch Dichte der Punktie-

«:.0 ; .; 7 _'_:. L P o A rung angegeben.
) B o
Leitbindel
Zellen des Schwammpar
o Palisadenparenchym
Schnittfldche

weniger gut) durch das Schwammparenchym von Zelle zu Zelle
(Figur 1) (durch die Plasmodesmen in den Beriihrungsflichen der Zel-
len?) und gelangt iiber die Trichterzellen in die Palisadenzellen. Das
Glyzerophosphat geht somit in entgegengesetzier Richtung denselben
Weg, welchen Haberlandt (1896) fiir die in der Photosynthese
gebildeten Zucker annahm.

Erforderliche Schnittdicke:

Figur 1 zeigt in der Randzone des Schnittes einen 25—35 u breiten
Saum, der nicht reagiert hat. Es handelt sich um angeschnittene Zellen,
welche mehr oder weniger ausgewaschen wurden (ein feiner Plasma-
wandbelag bleibt oft samt Chloroplasten noch kleben: vgl. Adsorptions-
erscheinungen). Blattschnitte mit Zellen von der ungefihren GroBe der
hier verwendeten Dahlia-Blitter miissen also iiber 70 u dick sein.

Einfluf von Fixiermitteln:

Um die Zellen fiir das Glyzerophosphat permeabel zu machen,
wurde mit verschiedenen Fixiermitteln die Semipermeabilitit aufge-
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hoben (Frischschnitte wurden 1 Stunde lang in die Fixiermittel ein-
gelegt, gewaschen und 15 Minuten inkubiert).

Resultate:

Alkohol 50prozentig und Azeton 30prozentig: die Phosphatase-
Aktivitit wird sichtbar in simtlichen chloroplastenhaltigen Zellen (also
gleiches Ergebnis wie bei dreistiindiger Inkubation von nichtfixiertem
Material).

Ather 50prozentig: Die Phosphatase-Aktivitit ist sehr stark ver-
mindert im Vergleich zu mit Alkohol behandelten Schnitten.

~ Essigsiure 30prozentig: Die Phosphatase ist vollig inaktiviert.

In den Kontrollreaktionen zeigt sich kein Unterschied zwischen
narkotisierten Schnitten und Frischschnitten. Dies bestitigt die schon
oben gemachte Feststellung, daB das Glyzerophosphat und nicht das
Bleinitrat oder das Ammonsulfid schlecht permeiert. Langes Fixieren
mit Alkohol beeintriichtigt die Phosphatase-Aktivitét:

Abbildung 1: Querschnitt durch SproBachse von Heracleum S‘phondy-
lium. Fixierung mit 50prozentigem Alkohol, 1 Stunde. Maximum
der Phosphatase-Aktivitit im Phloem, geringere Aktivitit im
Libriform.

Abbildung 2: Gleiches Objekt, Fixierung acht Tage mit 70prozentigem
Alkohol: Maximum der Phosphatase-Aktivitdt im Libriform,
Phloem wesentlich schwicher als in 1.

Den obigen Ergebnissen entsprechend wurden alle Testreaktionen
(15 Minuten Inkubation) mit Frischschnitten kontrolliert durch solche,
welche 1 Stunde mit 50prozentigem Alkohol fixiert worden waren (vgl.
Kontrollen 1 a und b). Dadurch ist auch der allfillige Einwand wider-
legt, daB die im histochemischen Test zum Ausdruck kommenden un-
terschiedlichen Aktivititen nur durch Permeabilitdtsunterschiede bedingt
seien. Zur weiteren Sicherung der Ergebnisse der histochemischen Me-
thode wurden bei einem Versuchsobjekt, beim Maiskorn, auch quanti-
tative Bestimmungen der Phosphatase-Aktivitdt durchgefiihrt.

3. Quantitative Bestimmung der Phosphatase-Aktivitdt -

Objekt: Acht Tage gekeimter Samen von Zea Mays.
Mit dieser Untersuchung wurden zwei Ziele verfolgt:
1. Enthilt der Stiirketeil des Endosperms wirklich Phosphatase?
2. Kontrolle, ob die im histochemischen Test in verschiedenen Ge-
webs- bzw. Organteilen zum Ausdruck kommenden Schwérzungs-
unterschiede den tatséichlichen Aktivititsunterschieden des Fer-
mentes in diesen Teilen entsprechen.
Prézisierung: Es kann dabei nur die Aktivitit pro Volumeneinheit
Gewebe bestimmt werden, wobei dahingestellt bleiben muf}, ob eine
bestimmte in Erscheinung tretende Phosphatase-Wirkung auf verhalt-
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nisméBig hoher Enzymkonzentration, aber geringer Aktivitit der ein-
zelnen Molekeln oder geringer Fermentkonzentration und dafiir hoher
Aktivitat der einzelnen Molekeln beruht.

Prinzip: Es wird die durch die Phosphatase in einer bestimmten
Zeit aus einer bestimmten Glyzerophosphatmenge freigesetzte Phosphor-
sdure quantitativ bestimmt. Die Bestimmung erfolgt getrennt fiir fol-
gende Gewebeteile: Aleuronschicht, Starketeil des Endosperms, Scutel-
lum, Wurzel und Koleoptile, Es werden die Volumina dieser fiinf Ge-
websfraktionen bestimmt und die freigesetzte Phosphorsiduremenge pro
Volumeneinheit berechnet.

Details: Die Bestimmung der Phosphorsiure erfolgt nach der
Methode von Berenblum und Chain (1938) kolorimetrisch.
Um gute Durchschnittswerte zu erhalten, werden hundert Korner ver-
wendet. Die fiinf Fraktionen werden im Porzellanmérser mit mehrfach
gewaschenem und getrocknetem feinem Quarzsand homogenisiert.
Gleiche Gewichtsanteile des Materials werden fiir den Test und fiir die
Kontrolle verwendet. Das Testmaterial wird mit 50 ml Substratgemisch,
welches Na-a-Glyzerophosphat und pH-Puffer in gleicher Konzentra-
tion wie im histochemischen Test enthalt, verrithrt und bei 38° im Ther-
mostat 24 Stunden unter mehrmaligem Umriihren inkubiert. Parallel
dazu wird das Kontrollmaterial mit je 50 ml Kontroll6sung, nur den
Azetatpuffer enthaltend, inkubiert. AnschlieBend werden die Ferment-
reaktionen abgestoppt durch kurzes Aufkochen. Die Loésungen werden
abfiliriert und im Kiihlschrank bei 0° bis zur Analyse aufbewahrt.

Eine Kontrolle des in den Geweben vorhandenen wasserlslichen
Phosphates muB unter genau gleichen Bedingungen wie bei der Test-
reaktion durchgefiihrt werden, weil sich wihrend der Inkubationszeit
Autolysevorginge abspielen konnen. Die durch die Fermentwirkung ab-
gespaltene Phosphorsiduremenge wird dann als Differenz zwischen Test
und Kontrolle bestimmt. Davon muB natiirlich der Blindwert des ver-
wendeten Glyzerophosphates abgezogen werden.

Ermittlung der Volumina der Organfraktionen: Fiir Koleoptile,
Wurzel, Scutellum und Endosperm lassen sich die Volumina leicht
ermitteln, indem die je 100 Samenteile in einen Wasser enthaltenden
MeBzylinder gebracht und die Volumenzunahme bestimmt wird. Fir
die sehr wenig Raum einnehmende Aleuronschicht ist diese Methode zu
ungenau. Das Volumen der 100 Aleuronschichten wurde als Produkt
von Oberfliche X Dicke berechnet. Dafiir wurden die 100 Samen-
schalen (sie lassen sich in diesem Keimungsstadium verhiltnisméBig
leicht abschilen) unter Aufspaltung der Randpartien in die Ebene aus-
gebreitet, ihre Umrisse aufgezeichnet und die gesamte Flache mit einem
Planimeter ausgemessen. Die Dicke variiert sehr wenig und kann an
Schnitten im Mikroskop ausgemessen werden. '

Die Ergebnisse sind in Kapitel IV., 1d, zuammengestellt.
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I1. Versuche iiber aktivitiitshestimmende Faktoren

_ Aus In-vitro-Versuchen mit Enzym-Reinpréiparaten ist bekannt, daB

die Aktivitit eines Fermentes abhingig ist vom pH, von der Temperatur,
von modifizierenden Faktoren (Aktivatoren, Inhibitoren und Destruk-
toren; als solche kommen Ionen, vor allem Metallionen, aber auch
hoher molekulare Stoffe in Betracht), vom Wassergehalt, von Strah-
lungen u. a.

In vivo sind die Verhiltnisse natiirlich wesentlich komplizierter, da
auch indirekte Beeinflussung moglich ist. So ist nicht nur der Zustand
des Apoenzymkolloides selbst, sondern auch derjenige anderer Kolloide
des Plasmas wichtig. Fermente koénnen an letztere adsorbiert oder frei
gelost sein. Kursanov et al. postulieren, daf Hydrelasen im adsor-
bierten Zustand synthetisch, in freiem Zustand dagegen spaltend wir-
ken. Auch konnen intraplasmatische Lipoidfilme voriibergehend die
anzutreffenden Reservestoffe abschirmen oder intraplasmatische semi-
permeable Membranen das Vordringen der Substrate zu den intrazellu-
lir lokalisierten Enzymen verhindern. Ferner ist in Mensch und Tier
auch eine hormonale Kontrolle der Aktivitit alkalischer Phosphatasen
nachgewiesen worden (Verzar et al. [1952]), Mathies et al.
[1949], Verzar [1951]). Eine sich durch Phytohormone ergebende
tages- oder jahreszeitliche Steuerung der Enzymaktivitat ist ebenfalls
denkbar, jedoch noch gar nicht untersucht.

Einige dieser Faktoren wurden in der vorliegenden Arbeit gepriift.
Bei ersten orientierenden Versuchen an verschiedenen Pflanzen zeigte
es sich, daB die Bliitter von Zea Mays fiir vergleichende Betrachtungen
gut geeignet sind. Es kann vorausgenommen werden, daB die Aktivitat
saurer Phosphatase hauptsiichlich auf die Leitbiindel konzentriert ist. Ein
Vergleich der Schwirzung nach Inkubation unter verschiedenen Bedin-
gungen liBt das MaB der Phosphatase-Aktivitét beurteilen. Es wurde
dabei nur auf den optischen Eindruck gleich dicker Schnitte abgestellt.

1. pH-Abhdngigkeit

‘Es ist von Interesse, den Einfluf der pH-Variationen zu priifen, um
beurteilen zu koénnen, ob die Fermentaktivitit in verschiedenen physio-
logischen Zustinden durch pH-Schwankungen in der Zelle gesteuert
werden konnte.

Das pH des Substratgemisches wurde variiert durch Anderung des
Verhiiltnisses (CH,COONa) : (CH,COOH), fiir tiefes pH durch Zugabe
von HCI und fiir hohes pH durch NaOH. Es wurden fiir die verschie-
denen pH-Stufen benachbarte Schnitte eines groBen Maisblattes ver-
wendet, so daB diese Schnitte keine unterschiedlichen Eigenschaften
aufwiesen.
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Ergebnis: Die Phosphatase zeigt ihre héchste Aktivitit bei einem
PH knapp iiber 5. Unter 3 und iiber 8 ist das Enzym vo6llig inaktiviert.
Es ist damit die Angabe von Glick und Fischer (1949) bestitigt,
welche das pH-Optimum mit 5,1 angeben.

pH-Werte von 4 bis 8 kommen in verschiedenen pflanzlichen Ge-
weben vor, jedoch ist die Schwankung in bestimmten einzelnen Zellen
geringer (Biinning [1948]). Nach Untersuchungen von Ross et al.
(1951 a) mit alkalischer Phosphatase ist das pH-Optimum iibrigens von
der Substratkonzentration abhingig. Die in pflanzlichen Geweben eben-
falls vorkommende alkalische Phosphatase (Ros s et al. [1951b]) tritt
in obigen Versuchen nicht in Erscheinung, weil dieses Ferment in
pflanzlichen Zellen Glyzerophosphat nicht zu spalten vermag.

B

2. Temperaturabhdngigkeit

Die Versuchsanordnung erfolgte analog zur Ermittlung der pH-
Abhiingigkeit. Es wurden Schnitte in Schilchen bei 0°,- 10°, 20°, 37
40°, 55°, 60° und 65°C je 15 Minuten lang inkubiert. (Die Losungen
wurden auf die entsprechenden Temperaturen gebracht, bevor die
Schnitte hineingegeben wurden.)

Ergebnis: Bei 0° und 65° ist bei der gewiihlten Inkubationszeit die
Phosphatase véllig inaktiviert, bei 10° und 60° ist die Aktivitit sehr
schwach, bei 37° bis 38° optimal. Damit ist die Angabe von G1lick und
Fischer (1949) ebenfalls bestitigt, welche eine Temperatur von
37,5° fiir das Aktivititsoptimum angeben. '

3. Wirkung von F—

Versuchsanordnung: Dem Substratgemisch (und dem Kontroll-
gemisch) werden in verschiedenen Schilchen verschiedene Konzentra-
tionen von NaF zugegeben, so daB nach der Mischung in bezug auf die
nun vorhandene Losungsmittelmenge folgende Konzentrationen von
Fluorionen bestehen:

Konzentration an F— Ergebnis

5 X 10~* mol |
5 ;(< 13‘2 m(; £ } Niederschlag von PbF  véllige Inaktivierung

5X 10— » + « +« .+ . . . . vollige Inaktivierung

5X10—* » « « « . . . . . schwache Aktivitit

5X 10— » .+« .« . . . . Aktivitit ganz wenig schwi-
cher als im normalen Substrat-
gemisch

Zum Vergleich wurde noch eine Inkubation im normalen Substrat-
gemisch ausgefiihrt. : '

Ergebnis: F— inaktiviert die saure Phosphatase. Die Inaktivierung
ist vollkommen bei einer Fluoridkonzentration von 5 X 10~*m (bei
pH 5,1 und T = 38°).
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4. Wirkung von Mg**

Versuchsanordnung: Analog zur Versuchsreihe mit F—. Es wird
das Nitrat verwendet, damit kein neues Anion in die Lésung gelangt,
welches moglicherweise einen Einfluf8 auf das Enzym ausiiben konnte.
[NO,™ ist schon durch die Zugabe von Pb(NO;), im Substratgemisch
vorhanden. | : ;

Konzentrationen: (Mgt?) =5 X 107%, 5 X 107* bis 5 X 10" m.
Dazu Kontrollreihe mit obigen Mg™2Konzentrationen im Kontroll-
gemisch. Ferner eine Kontrolle mit normalem Substratgemisch (d. h.
ohne Mg™?). '

Ergebnis: Indifferenz. Die hier in Erscheinung tretende Phospha-
tase ist also gem#B der Klassifikation von Roche (1951) die Phospho-
monoesterase II. ‘ '

5. Abhdngigkeit vom -Quellungszustand

In Getreidekornern ist, wie weiter unten noch ausgefiihrt wird,
saure Phosphatase unter anderem im Scutellumepithel lokalisiert, im
Zwiebelsamen im Haustorialepithel. Beide Samen zeigen in diesen Ge-
weben, wenn trocken geschnitten, keine Enzymaktivitit; diese tritt erst
auf, nachdem die Samen ein oder zwei Tage gequollen sind (vgl. Abbil-
dungen 3, 4, 6).

Es bestehen drei Moglichkeiten zur Erklarung dieser Erscheinung:

1. Das Enzym selbst muf8 erst Wasser aufnehmen, um seine Akti-
vitit ausiiben zu kénnen (Anderung des kolloidalen Zustandes des
Apofermentes).

2. Es ist das Zytoplasma, welches seinen kolloidalen Zustand éndern
muB, um eine Enzymaktivitiat zu ermoglichen.

3. Das Enzym wird erst gebildet. Dieser Fall ist zum Beispiel nach-
gewiesen fiir die a-Amylase in Getreidesamen. Die f-Amylase ist
schon im ruhenden Samen vorhanden, die a-Amylase hingegen
wird erst bei der Keimung gebildet.

Zu entscheiden, welche der drei Méglichkeiten hier verwirklicht ist,
bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Schnitte, welche vor Ausfiihrung der Testreaktion zwei Tage in
Wasser gelegen haben, zeigen meist eine stirkere Enzymaktivitit als
frische Schnitte. Es mag dies durch extreme Quellung oder bereits
durch Plasmadesintegration bedingt sein (siehe B, VIIL).

6. Jahreszeitliche Abhdngigkeit

Es wurde die Aktivitit von gleichaltrigen Maispflanzen im Sommer,
Herbst, Winter und Friihling verglichen. Die Pflanzen wurden in Topfen
in niihrstoffreicher Erde gezogen, die Winterpflanzen im Gewéchshaus,
Die Enzymaktivitiit ist im Winter sehr stark herabgesetzt, in jungen
Bléttern ist sie fast vollig aufgehoben.

405



7. Altersabhdngigkeit
Ein Vergleich von 2 Wochen und 3 Monate alten Maispflanzen zur
gleichen Jahreszeit (August) zeigt eine wesentlich hohere Aktivitit in
Bléttern und Stengelleitbiindeln der ersteren.

III. Lokalisation der Aktivitiit saurer Phosphatase
in den vegetativen Organen einiger Angiospermen

1. Lokalisation in der Blattspreite

Untersucht wurden Blitter von Zea Mays, Solanum tuberosum,
Dahlia variabilis, Plectranthus Oertendahlii, Apium graveolens, Cyperus
natalensis, Pelargonium zonale und das Oberblatt von Allium Cepa.

Fig.2

Zea Mays, Blattspreite quer
Phosphataseaktivitéit puntiert angeg.

{ —— Epidermis
_f_ Chlorenchym
Parenchymscheide des

Leitbdindels
Xylem

Geleitzelle
Schiiesszelle
Nebenzelle

Die Lokalisation der Phosphatase-Aktivitit im Blatt von Zea Mays
ist in Figur 2 dargestellt. In Frischschnitten tritt Phosphatase nur in
den Leitbiindeln und der Leitbiindelscheide in Erscheinung. Nach Auf-

7 Tafel 5

Abbildungen 1 und 2
Herdcleum Sphondylium, Partie aus SproBachse (Querschnitt). P Phloem;
L Libriform. Testreaktion. Einflu$} der Fixierung mit Alkohol.
Abbildung 1: Alkohol 50prozentig, Fixierung 1 Stunde. Phloem stiirkere Aktivitit als
‘ ~ Libriform.

Abbildung 2: Alkohol 70prozentig, Fixierung 8 Tage. Libriform stirkere Aktivitit als

Phloem.

Abbildungen 3, 4 und 6
Partie aus Maiskorn. Abhingigkeit der Phosphatase-Aktivitit vom Quellungszustand.
P Parenchym, E Epithel des Scutellums; F driisenartige Falte des Scutellumepithels;
En Endosperm.

Abbildung 3: Testreaktion mit trockenem Samen. Keine Aktivitit im Scutellumepithel.
Abbildung 4: Testreaktion mit 1 Tag gequollenem Samen. Scutellumepithel stark aktiv.
Abbildung 6: Kontrollreaktion mit 1 Tag gequollenem Samen.
Abbildung 5: Same von Phoenix dactylifera, Partie aus dem HaustoriumfuB. Starke

Aktivitidt in der Tracheide 7. P Parenchym.
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Tafel 6

Abb. 9  Abbao




hebung der Semipermeabilitit der Zellen durch 50prozentigen Alkohol
(vgl. L., 2 ¢) kommt aber auch in den vorher fiir Glyzerophosphat im-
permeablen Zellen des Chlorenchyms Phosphatase-Wirkung zum Aus-
druck. Ubereinstimmend bei allen untersuchten Pflanzen zeigt sich
Phosphatase-Aktivitit in den Palisaden- und den Schwammparenchym-
zellen, in der Leitbiindelscheide (sofern eine solche vorhanden ist), in
den Leitbiindeln und in den SchlieB- und Nebenzellen der Stomata
(vgl. Abbildungen 7 bis 11). In der oberen und unteren Epidermis
wurde keine oder nur héchst geringe Phosphatase-Wirkung festgestellt;
diese Zellen enthalten aber viel Kontrollphosphat. Blatthaare und Emer-
genzen reagieren ebenfalls positiv. '

a) Die Leitbiindel
weisen durchwegs eine viel hohere Phosphatase-Aktivitit auf als die

Fig.3
Parenchymzellen weggerissen Zea Mays.Blattspreite.Ansicht

von Obperseite, Testreaktion

4= Ubergangangszellen

II Tracheatelement

iibrigen Zellen des Blattes. Bei Zea Mays besitzen die Trachealelemente
durchwegs geringe Aktivitit; sie ist wesentlich hoher in den Sieb-
elementen und zeigt ein Maximum in den Geleitzellen. In den kleinsten

Tafel 6
Abbildungen 7 und 8
Solanum tuberosum, Blattspreite quer, Frischschnitte.
Abbildung 7: Kontrolle.
Abbildung 8: Test. Sehr starke Aktivitit im Leitbiindel.
Abbildungen 9 und 10
Dahlia variabilis, Stoma des Blattes. 9 Kontrolle, 10 Test. Sehr starke Aktivitit
in den SchlieBzellen '
Abbildung 11
Dahlia variabilis, isolierte Zelle des Schwammparenchyms.
Chloroplasten mit Testniederschlag
Abbildung 12
Daucus carota, Blattstiel, Test. Aktivitit in Leitbiindeln, Kollenchymstringen
und subepidermalem Chlorenchym
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Leitbiindeln werden die Trachealelemente (oft nur ein einziges vor-
handen) von ausgebuchteten Zellen begleitet, die von K o ¢ h (1884) als
peripherische, von Fischer (1885) als Ubergangszellen bezeichnet
worden sind (Figur 3). Diese Zellen zeigen in der Regel sehr hohe
Phosphatase-Aktivitit. (Dasselbe Ergebnis ist nach Abschluf8 dieser
Arbeit, jedoch noch vor deren Drucklegung, von Bauer [1954] publi-
ziert worden.)

Bei Solanum tuberosum (Abbildungen 7 u. 8) sind die Protoxylem-
Spiral-Trachealelemente so aktiv, oder noch aktiver, als die Sieb-
elemente auf deren Ober- und Unterseite bzw. in den Endleitbiindelchen
die leitenden Parenchymzellen (Begriff nach Hay ward [1938]; Uber-
gangszellen bei Fischer [1885] auf der Unterseite. In den Tracheal-
elementen ist der Testniederschlag jedoch in der Regel wandsténdig,
wiahrend er in den Siebelementen diffus im ganzen Zellinhalt verteilt
ist. Dies ist offenbar durch die unterschiedliche inirazellulire Vertei-
lung des Zytoplasmas bedingt. Im Oberblatt von Allium Cepa weisen
ebenfalls Xylem und Phloem ungefihr gleiche Aktivitit auf.

b) In Palisaden- und Schwammparenchym

erscheint der Testniederschlag iibereinstimmend bei allen Objekten fein
diffus verteilt im Zytoplasma und wesentlich stirker auf den Chloro-
plasten. Wenn ein Gefille der Phosphatase-Aktivitit im Parenchym der
Blattspreite besteht, so ist dieses sehr gering. In Maisblittern scheint
gelegentlich die Leitbiindelscheide etwas stiirker aktiv als die Palisaden-
und die Parenchymschicht, jedoch ist der Unterschied sehr gering. Es
ist diese Beobachtung immerhin deshalb interessant, weil diese Leit-
biindelscheidezellen die einzigen chloroplastenhaltigen Zellen im Mais-
blatt sind, welche Stirke bilden. Es konnte auch ein Aktivitatsunter-
schied zwischen den Mesophyllzellen von Zea M ays-Blattern (Zuckerblatt)
und Plectranthus-Blittern (Stéirkeblatt) festgestellt werden: letztere rea-
gieren stirker positiv. Bei Plectranthus erscheint der Niederschlag
hauptsichlich auf den Chloroplasten, bei Zea Mays vermehrt auf kleinen
Plastiden im Zytoplasma.

c¢) Chloroplasten n

In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich eindeutig ein star-
ker Testniederschlag auf den Chloroplasten. Besonders deutlich kam
dies in einem 3 Stunden lang inkubierten, nicht narkotisierten Blatt
von Dahlia variabilis zum Ausdruck. Abbildung 11 stellt eine isolierte
Zelle des Schwammparenchyms dar. Die Chloroplasten erscheinen we-
sentlich aktiver als das Zytoplasma. Im Lichtmikroskop 148t sich nicht
unterscheiden, ob der Niederschlag nur auf der Oberfliiche oder auch
im Innern der Chloroplasten sitzt. Auf dieses Problem hat schon Yin
(1945) hingewiesen. Es besteht die Méglichkeit, daff nur das umgebende
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Zytoplasma Phosphatase enthdlt und daB im Test gebildetes Bleiphos-
phat sich auf den Chloroplasten niederschligt (vgl. Adsorptionserschei-
nungen). Macdowall (1953) kommt nach elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen von durch Zentrifugation gewonnenen und an-
schlieBend inkubierten Chloroplasten aus Iris- und Spinatbldttern zum
SchluB, daB diese Chloroplasten im Innern keine Phosphatase enthalten.
Es kann aber eingewendet werden, daB beim Zentrifugieren das Fer-
ment ausgeschleudert wurde oder daB wegen der Semipermeabilitit der
Chloroplastenmembran das Substrat nicht einzudringen vermochte.
Statt zuerst zu zentrifugieren und dann zu inkubieren, wiirden die
Blitter besser erst narkotisiert, inkubiert und erst dann die Chloro-
plasten abzentrifugiert und fiir die elektronenmikroskopische Untersu-
chung des Chloroplasteninnern zerlegt.

Interessanterweise konnten in den vorliegenden Untersuchungen
mit Plectranthus-Blittern Chloroplasten gefunden werden, welche nur
auf einem scharf umgrenzten Bezirk ihrer Oberfliche den Testnieder-
schlag aufwiesen. Nach Zerzupfen von Blatistiicken konnten Chloro-
plasten frei schwimmend beobachtet werden. Nach Behandlung mit
Jodjodkali zeigte sich, mit dem Testniederschlag sich deckend und noch
etwas iiber diesen Bereich hinaus, Stirke. Die Pflanzen waren 21/2 Stun-
den dunkel gestellt worden, die Stiirke befand sich also im Zustand des
Abbaus. Nach diesem Ergebnis scheint es doch moglich, daf in Chloro-
plasten Phosphatase aktiv sein kann, oder dann besitzt vielleicht der
Stiirketeil des Chloroplasten eine besondere Adsorptionskraft fiir Blei-
ionen, Bleiphosphat oder Bleisulfid.

d) Anthozyanhaltige Zellen

Blitter von im Winter im Gewichshaus gezogenen Maispflanzen
enthielten im Februar in Epidermiszellen und Zellen der Haarpolster
hiufig rote Anthozyane. Diese Zellen besitzen in der Regel aktive
Phosphatase.

e) Stomata

Schlie8- und Offnungsbewegungen der Stomata werden bekannt-
lich von Stirke = Zucker-Umwandlungen in den SchlieBzellen begleitet.
Bei simtlichen oben aufgefiihrten Pflanzen konnte in diesen Schlie-
zellen (bei Zea Mays auch in den Nebenzellen) hohe Phosphatase-
Aktivitat festgestellt werden. In Frischschnitten kommt diese Aktivitat
nur unregelmifig zum Ausdruck. Es wurde deshalb anfinglich ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Aktivitit und dem Spei-
cherzustand von Stirke, dem Speicherzustand von Zucker oder der
Mobilisations- bzw. Depositionsphase der Stirke vermutet. Eingehende
Untersuchungen mit abgezogenen Epidermisstiicken und mit narkoti-
sierten Blittern ergaben jedoch, daB das unregelmiiiige Auftreten der
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Aktivitit auf der geringen und schwankenden Permeabilitiit dieser
Zellen fiir Glyzerophosphat beruht. (Von St & ger [1950] ist tibrigens
festgestellt worden, daB die Permeabilitit der Schliefzellen auch fiir
Glyzerin auBerordentlich gering ist und bei hydroaktiver und photo-
aktiver Offnungstendenz zunimmt.) In allen vier oben erwiithnten Pha-
sen (vorwiegend Stirkespeicherung = geschlossene Stomata, vorwiegend
Zuckerspeicherung = offene Stomata, Stirkemobilisation = Offnungs-
bewegung und Stiirkedeposition = SchlieBbewegung), erzielt durch
Dunkelstellen und Belichten der Pflanzen in Kombination mit Tempe-
raturvariation, ist die Phosphatase hoch aktiv.

Es muf} aber in vivo doch eine Beeinflussung der Phosphatase-
Aktivitit durch pH-Schwankung bestehen, welche nach Pek a rek
(siche Biinning [1948] von 4 bis 6,2 reichen kann, hier aber nicht
zum Ausdruck kommen konnte wegen des durch den Puffer aufgezwun-
genen Wertes von 5,1.

Aus den vorliegenden Untersuchungen geht hervor, daB SchlieB-
zellen (zum Teil auch die Nebenzellen) der Stomata sicher Phosphatase
enthalten (vgl. Abbildungen 9 und 10). Ob die Aktivitiit in verschiedenen
physiologischen Zustinden schwankt, mufl dahingestellt bleiben. Die
Aufdeckung eines Zusammenhanges SchlieBbewegung—pH-Schwan-
kung——Phosphatase-Aktivitéitsbeeinﬂussung——Phosphorylase-Antagonis-
mus—Stirke/Zucker—Umwandlung macht weitere Untersuchungen
notig.

2. Lokalisation in Blattstiel und SproBachse
Vgl. Abbildungen 12 bis 28

Untersucht wurden: Blattstiel des ergriinten Kotyledo von gekeim-
ten Ricinus-Samen, Blattstiele von Daucus carota (Abbildung 12), Beta
vulgaris, Plectranthus Oertendahlii, Heracleum Mantegazzianum und
Solanum tuberosum (Abbildungen 13 und 14); SproBachsen von Zea

Tafel 7

Abbildungen 13 und 14
Solanum tuberosum, Blattstiel. 13 Kontrolle, 14 Test.
C Chlorenchym aP duBeres Phloem, X Xylem, i{P inneres Phloem

Abbildung 15
Zea Mays, SproBachse, Leitbiindel. Test. § Siebrohre, G Geleitzelle

Abbildung 16
Cucurbita Pepo, Partie aus SproBachse, Lingsschnitt. Test. G Geleitzelle,
S Siebplatte, bei P Plasmolyse im oberen Siebréhrenglied sichtbar

Abbildungen 17 und 18

Cucurbita Pepo, Partie aus Sproflachse, Querschnitt.
17 Kontrolle, 18 Test. iS interfasciculire Siebréhren
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Tafel 8

Abb. 24




Mays, Cucurbita Pepo, Heracleum Sphondylium, Heracleum Mantegaz-
zianum, Solanum tuberosum, Vitis vinifera und Pelargonium zonale.
Ubereinstimmend bei sdmtlichen Objekten ist die Phosphatase lokali-
siert in den chloroplastenhaltigen Zellschichten unter der Epidermis
und wesentlich stirker in den Leitgeweben. Rinden- und Markparen-
chym zeigen durchwegs nur sehr schwache Phosphatase-Aktivitdt.
Diese Lokalisation kommt in den Querschnittiibersichten der Abbildun-
gen 13 und 14 sowie 23 und 24 zum Ausdruck. '

Einzelheiten 148t die in Abbildungen 19 und 20 wiedergegebene
Querschnittpartie von Heracleum Sphondylium erkennen. Phosphatase
ist aktiv: 1. in SproBhaaren, 2. in den zwei bis drei subepidermalen
Zellagen, welche Chloroplasten enthalten, 3. im Zellinhalt der Kollen-
chymstriange, 4. in der Sekretgangscheide, 5. in einzelnen Zellen der
Stiirkescheide, 6. in den Bastfasern, 7. im Phloem (sehr stark), 8. im
Kambium, 9. im Libriform (mittel bis stark), 10. im Xylem-Parenchym
(sehr stark). Die einzelnen Orte hoherer Aktivitit sollen im folgenden
genauer besprochen werden.

a) Leitgewebe

Sie lassen sich besonders gut studieren bei Zea Mays und Cucurbita
Pepo. :

Phloem: Abbildung 15 148t im Leitbiindel von Zea Mays starkste
Phosphatase-Aktivitit in den Geleitzellen des Phloems erkennen. Léngs-
schnitte beweisen, da8 auch in den Siebrohren die Phosphatase stark,
wenn auch etwas schwiicher als in den Geleitzellen, wirksam ist. (Ob
Bleiphosphat aus den Geleitzellen in die Siebréhren zu diffundieren ver-
mag, konnte nicht entschieden werden.) In Querschnitten fliefen die
Siebréhren meist, Tracheen stets aus. Querschnitte zeigen deshalb in
der Regel Phosphatase nur im Phloem. In den Siebréhren von Cucurbita
Pepo erscheint das Ferment konzentriert gegen die Siebplatten hin, und

Tafel 8

Abbildungen 19 und 20
Heracleum Sphondylium, Partie aus Sprofiachse, Querschnitt. 19 Kontrolle, 20 Test.
C Chlorenchym, K Kollenchym, S Sekretgangscheide, Ss Stiirkescheide, P Phloem,
Ka Kambium, L Libriform, X Xylem, XP Xylemparenchym
Abbildung 21
Gleiches Objekt. Test. S Sekretgangscheide

Abbildung 22
Gleiches Objekt, Zelle aus der Stirkescheide. Test. C Chloroplast mit Testniederschlag

Abbildungen 23 und 24
Solanum tuberosum, SproBachse, Querschnitt. 23 Kontrolle, 24 Test.
C Chlorenchym, aP duBeres Phloem, X Xylem, iP inneres Phloem
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zwar auch in vollig unverletzten Siebréhrengliedern. (Abbildung 16 148t
in dem einen Siebréhrenelement den plasmolysierten Protoplasten er-
kennen.) Querschnitte ergaben, daB der Testniederschlag auf den Sieb-
feldern der Siebplatten sitzt. Verbindungsstréiinge, welche nach Esau
(1953) durch die Siebplatten fiihren, konnten durch die Phosphatase-
Reaktion nicht sichtbar gemacht werden. Auch hier reagieren die Ge-
leitzellen besonders stark. Cucurbita Pepo-Sprosse besitzen als Beson-

Fig. 4

Vitis vinifera ,Sprossachse,
Leitbindelpartie Phosphatase-
aktivitat durch Punktierung
angegeben.

letztjahriges Phloem

ausserste Zellreihe des
Markstrahls

neues Phloem

Kambium

ERLANY =

letztjahriges Xylem

derheit interfasciculiire Siebréhren. Auch sie enthalten Phosphatase
(Abbildungen 17 und 18). Die Aktivitiit ist aber, wie auch in den Sieb-
rohren der Leitbiindel, verhiltnismiBig gering im Vergleich zu allen
tibrigen untersuchten Objekten. Auch Phloemparenchymzellen, welche
Chloroplasten enthalten ( Heracleum S phondylium ), reagieren positiv. Bei
Cucurbita Pepo, wo die Leitbiindel bikollateral gebaut sind, besteht kein
Aktivititsunterschied zwischen duBerem und innerem Phloem (Abbil-
dungen®17 und 18). Dasselbe gilt auch fiir Solanum tuberosum, wo
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ebenfalls ein duBeres und ein inneres (bzw. im Blattstiel abaxiales und
adaxiales) Phloem vorkommt (Abbildungen 25 und 26, 13 und 14). Hier
treten in Querschnitten im inneren Phloem wiederum die Geleitzellen
sehr stark in Erscheinung (Abbildung 27).

Xylem: In der SproBachse der ausgewachsenen Maispflanzen (Ab-
bildung 15) konnte auch in Liéingsschnitten in den Metaxylemtracheiden
keine Phosphatase gefunden werden. Hingegen weisen Protoxylem-
Trachealelemente, welche den GefiBgang umsdumen, hiufig Phospha-
tase-Aktivitit auf. Bei Cucurbita waren die Trachealelemente héufig
starker aktiv als die Siebrohren. Es konnten mehrere Tiipfelplatten oder
Perforationenplatten (vgl. Esau [1953]) gefunden werden, welche in
den Tiipfeln bzw. in den Perforationen aktive Phosphatase enthielten.
Die Kontrolle zeigte keine Schwiirzung, es handelte sich also nicht um
Kontrollphosphat und nicht um Adsorption von Bleiionen. Ob noch
Tiipfelmembranen vorhanden oder richtige Perforationen ausgebildet
waren, konnte natiirlich wegen der Schwirzung nicht entschieden wer-
den. Auch in lings gestellten Tiipfeln von Cucurbita-Trachealelementen
war Phosphatase vorhanden (es handelte sich um eine obere Spro8-
partie). Es bestiitigt sich somit die Angabe von Scott (1942), daB
Trachealelemente bis in vorgeschrittene Entwicklungsstadien noch
Plasmareste enthalten konnen. Bei Vitis vinifera war in Tracheiden des
primiiren Xylems des Vorjahres, ferner im neuen Xylem Phosphatase
wirksam (Figur 4). In jungen Kartoffelknollen reagierten Tracheiden
hingegen negativ. Es mag dies mit der elektrischen Ladung des Xylems
zusammenhéngen. Nach Arwin (1953) sind die Trachealelemente
negativ geladen. Die gleich geladenen Glyzerophosphat-Anionen werden
deshalb abgestoBen und vermogen nicht in die intakten Zellen zu
permeieren. '

- Das Xylemparenchym zeigt sehr hohe Phosphatase-Aktivitit bei
Heracleum Sphondylium (Abbildung 20) und Solanum tuberosum (Ab-
bildung 26). Diese Zellen enthalten bezeichnenderweise Chlorophyll und
lagern iibrigens auch Stirke ein.

Da bei der austreibenden Setzzwiebel, wo die Zucker in der Scha-
lenzwiebel mobilisiert und aufwiirts in die ergriinenden Oberblatter
transportiert werden, die Phosphatase-Aktivitit im Xylem etwas hoéher
ist als im Phloem, kénnte vermutet werden, daB bei der Zuckerdepo-
sition die Phosphatase stirker wirksam sei im Phloem. Um abzukléren,
ob das Verhiltnis der Aktivititen von Xylem und Phloem in Beziehung
stehe zur Wanderungsrichtung der Zucker, wurde deshalb auch eine
stark herangewachsene, voll assimilierende Kiichenzwiebelpflanze un-
tersucht. Die Aktivitit war auch hier im Xylem etwas hoher als im
Phloem, und zwar sowohl im griinen Oberblatt als auch in der Zucker
einlagernden Schalenzwiebel. Es besteht also (auf alle Falle bei diesem
Objekt) kein Zusammenhang mit dér Transportrichtung der Zucker.
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b) Kambium

In allen Fillen zeigt dieses Gewebe ziemlich hohe Phosphatase-
Aktivitéat.

¢) Markstrahlen

Markstrahlen sind von besonderem Interesse, da sie in hohem
MaSe Stirke einlagern. Sie besitzen tatsichlich auch sehr starke Phos-
phatase-Aktivitit (Abbildung 28). Besteht ein Zusammenhang zwischen
dem Auftreten der Aktivitit und Stiirkemobilisation bzw. Stirke-
deposition? Um die Mobilisationsphase zu erfassen, wurden folgende
SproBachsen untersucht:

1. Vitis vinifera im April, vorjihrige Sprosse, welche jetzt Knospen
austrieben.

2. Mehrere dltere SproBachsen von Solanum tuberosum am Ende der
Vegetationsperiode, als die Blitter der Sprosse zu vergilben be-
gannen. In diesem Zustand wird die Stirke in die Knollen ab-
transportiert. -

Bei Vitis (Figur 4) war die Phosphatase-Aktivitit am stirksten in
den Randzellen des Markstrahles, welche ans Phloem angrenzen, und
zwar bereits in entleerten Zellen und solchen, wo die Stirkekérner in
Auflésung begriffen waren. Im Bereich des Xylems waren nur verein-
zelte Markstrahlzellen aktiv und die Stiarkeaufldsung weniger weit fort-
geschritten. Offenbar wird hauptsichlich das Phloem mit den Stirke-
mobilisationsprodukten versorgt, und zwar das neue, in Bildung be-
griffene, sowie auch das letztjahrige, welches reaktiviert wird.

Tafel 9

Abbildungen 25 und 26

Solanum tuberosum, Partie aus SproBachse, Querschnitt. 25 Kontrolle, 26 Test.
aP duBeres Phloem, C Kambium, X Xylem, XP Xylemparenchym, iP inneres Phloem

Abbildung 27
Gleiches Objekt, innere Phloemgruppe. Test.
iF innere perizyklische Faser (ausgeflossen), iP inneres Phloem

Abbildung 28
Gleiches Objekt, Partie aus Xylem. Test. M Markstrahl

Abbildung 29
Solanum tuberosum, Partie aus junger Knolle. Test. Schnittdicke 50 . die meisten
Parenchymzellen angeschnitten und entleert. L Leitbiindel, P unverletzte Parenchym-
zellen mit Stirkekdrnern und sehr starker Phosphatase-Aktivitit

Abbildung 30

Ricinus communis, Kotyledo (Keimungsstadium: 18 mm langes Hypokotyl),
Querschnitt, Test
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Auch in den Kartoffelsprossen war die Phosphatase in den Mark-
strahlen aktiv; um die Partikel zu identifizieren, auf denen sich der
Testniederschlag hauptsiichlich zeigte, wurde folgendermafen verfah-
ren: Nach der Testreaktion wurden die Zellen skizziert und die Lage
der Plastiden festgelegt. Der Schnitt wurde zur Aufléosung des PbS in
verdiinnte Salzsidure eingelegt und hernach ausgewaschen. Nach der
Jodreaktion konnten die Plastiden wieder im Mikroskop aufgesucht
werden. Es handelte sich um Stirkekérner und kleinere EiweiBkorner
(vgl. Adsorptionserscheinungen).

Die Depositionsphase wurde mit verhaltnism#fig jungen Solanum-
und Vitis-Sprossen erfaBt. Phosphatase-Aktivitit war vorhanden. Stirk-
ste Aktivitit konnte bei Solanum tuberosum zur Zeit stirkster Assimila-
Hionstitigkeit festgestellt werden (Abbildung 28). Die Phosphatase ist
also sowohl beim Stirkeabbau wie auch bei der Einlagerung wirksam.
Bei der Mobilisation ist die Aktivitit etwas geringer.

d) Stc’irkescheide

Markstrahlen erfiillen nicht nur die Funktion der Reservestoff-
speicherung, sondern auch des Stoffaustausches in radialer Richtung.
Um die Beziehung der Phosphatase-Aktivitit zu den Stirkeumsetzungs-
reaktionen zu erfassen, ist es deshalb angezeigt, das typisch starke-
speichernde Gewebe, die Stirkescheide, einer griindlichen Untersuchung
zu unterziehen. Sie wurde mit SproBachsen von Heracleum Sphondylium
und H. Mantegazzianum, Solanum tuberosum und Blattstielen von
Plectranthus Oertendahlii durchgefiihrt. Es wurden ontogenetische
Friihstadien, die Phase, wo in den Chloroplasten der Stiirkescheide-
zellen Stirke auftritt, der eigentliche Speicherzustand und die Mobilisa-
tionsphase gepriift; letztere wurde vor allem durch Dunkelstellen von
Plectranthus-Topfpflanzen erfaBt. Es konnen natiirlich in einem be-
stimmten Objekt gleichzeitig in verschiedenen Zellen verschiedene Sta-
dien der Entwicklung vom Chloroplasten zum Amyloplasten vorhanden
sein. Es muB jedesmal die Jodkontrolle durchgefiihrt werden. Die
Phosphatase-Aktivitiit ist wiithrend des Speicherzustandes gering (prak-

Tafel 10

Abbildungen 31 und 32
Partie aus dem Maiskorn (2 Tage gekeimt). 31 Kontrolle, 32 Test.
A Aleuronschicht, E Endosperm, S Scutellumepithel, F'S Frucht- und Samenschale

Abbildung 33
Samen von Phoenix dactylifera, Querschnitte; verschiedene Keimungsstadien:
tr trockener Same, 1 Same mit 1 mm, 8 mit 8 mm und 24 mit 24 mm langem Keimling,
letzterer bei 8 Spitzenpartie abgeschnitten, bei 24 Mittelpartie entfernt.
Em Embryo, H Haustorium, E Endosperm

415



tisch gleich 0), hingegen ziemlich hoch bei der Mobilisation. Zellen mit
rein griinen Chloroplasten, welche noch keine Spur von Stdirke einge-
lagert hatten, zeigten hingegen sehr starke Phosphatase-Aktivitdt, und
zwar erschien der Testniederschlag vor allem auf den Chloroplasten,
wahrend das Zytoplasma weniger aktiv war (Abbildung 22). Der Test-
niederschlag konnte nur bei solchen Chloroplasten gefunden werden,
welche keine oder nur Spuren von Stirke enthielten. Es stellt sich wie-
~ derum das Problem, ob es sich nur um eine Adsorptionswirkung han-
delt und sich diese im Laufe der Chloroplastenentwicklung indert. Im
Lichtmikroskop kann wieder nicht entschieden werden, ob der Test-
niederschlag nur auf der Oberfliche oder auch im Innern der Chloro-
plasten sitzt. Hochst wahrscheinlich sind aber doch die Chloroplasten
selbst aktiv, denn es konnten einerseits Zellen gefunden werden, wo das
Zytoplasma inaktiv, die Chloroplasten aber schwarz erschienen (Stirke-
scheide in Plectranthus-Petiolus), und anderseits solche Zellen, wo im
Zytoplasma stark geschwiirzte EiweiBkérnchen vorhanden waren, die
Chloroplasten aber keine Briunung aufwiesen (junger Solanum tubero-
sum-SproB}). Bei letzterem Objekt fanden sich auch solche Chloro-
plasten, welche nur in einem Teil geschwiirzt waren. Nach Behandlung
mit HCl und Jod konnte keine Stirke in diesen Chloroplasten festge-
stellt werden. Es waren aber im selben Ob Jekt zahlreiche Chloroplasten
vorhanden, welche in einem Teil Stirke enthielten, aber den Testnieder-
schlag nicht aufwiesen.

Es ist also hochst wahrscheinlich so, daB die Chloroplasten in
Frithstadien ihrer Entwicklung (vor oder unmittelbar bei Beginn der
Stérkebildung) aktive Phosphatase enthalten.

e) Subepidermale Chlorenchymschichten

Sie reagieren stets positiv. Sie lagern keine Stirke ein bei Heracleum
(Abbildungen 12, 14, 18 und 20).

f) Sekretgangscheide
(Abbildung 21)

Die innerste Zellschicht um die Sekretgiinge in Heracleum-Sprossen
weist stets sehr starke Phosphatase-Wirkung auf. Das Auftreten der
Aktivitiit in der anschlieBenden Zellschicht ist wahrscheinlich auf Dif-
fusion des Bleiphosphates oder des Bleisulfides zuriickzufiihren. In der
inneren Zellschicht ist gelegentlich, aber nicht immer, eine intrazellulire
Konzentrationszunahme des Testniederschlages gegen das Sekretgang-
lumen festzustellen.

9) Festigungsgewebe

Die Kollenchymstriinge, die Bastfasern und das Libriform in Hera-
cleum (Abbildung 20), die duBeren und inneren perizyklischen Fasern
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bei Solanum tuberosum und die Bastfasern in Vitis vinifera enthielten
stets hoch aktive Phosphatase. Diese Zellen besitzen auch stets verhilt-
nisméBig viel Kontrollphosphat.

h) Junge Knollen von Solanum tuberosum
(Abbildung 29)

Es wurden Knoéllchen von 5 bis 30 mm Durchmesser wihrend der
Vegetationsperiode untersucht. Sie befanden sich also zweifellos im
Zustand der Stirkeeinlagerung. Hohe Phosphatase-Aktivitit war zu
finden in den Siebelementen der zufiihrenden Stolonen und der Knollen
selbst sowie in sdmtlichen Speicherzellen.

3. Lokalisation in der Wurzel

Die Ergebnisse von Yin (1945) konnten bestiligt werden, daB die
Phosphatase-Aktivitidt in der ausgewachsenen Wurzel ebenfalls im
Phloem und etwas weniger stark in den perizyklischen Parenchymen
und im Protoxylem auftritt (ferner in der Endodermis und in den
Wurzelhaaren). In der embryonalen Wurzel zeigt sich die Aktivitit
starker im Periblem als im Plerom, ferner in Kalyptra und Koleorhiza.

4. Aktivitﬁtsvergleich Blatt/Stengel und Wurzel

In den obigen histochemischen Untersuchungen ist zum Ausdruck
gekommen, dafl die Blétter in fast simtlichen Zellen (ausgenommen nur
die Epidermis) ziemlich hohe Phosphatase-Aktivitit besitzen, wihrend
in Stengel und Wurzel grofie Gewebeteile (Rinden- und Markparenchym):
nur sehr geringe Phosphatase-Wirkung aufweisen. Dieses Ergebnis wird
bestitigt durch die quantitative Untersuchung von Gewebshomogenaten
durch Wildmann et al. (1947, 1949). Danach ist die Phosphatase-
Aktivitit des Zytoplasmas mit der ersten der beiden Hauptprotein-
fraktionen, in die sich das zytoplasmatische Eiweif§ der Blitter trennen
1aBt, verbunden. Diese Proteinfraktion I macht in Bléittern durch-
schnittlich 75 %o des totalen zytoplasmatischen Eiweifies aus, in Stengel
und Wurzel aber hochstens 2090 (wobei der totale Zytoplasma-EiweiB-
gehalt in Stengel und Wurzeln nicht hoher ist als in den Bléttern). Die
im histochemischen Test zum Ausdruck gekommenen Aktivitdtsunter-
schiede beruhen also nicht einfach auf unterschiedlicher Permeabilitiit.

IV. Lokalisation in keimenden Samen

Auf Grund der neueren Forschungsergebnisse iiber die Rolle der
Phosphorsdure im Kohlenhydrat-, Lipoid- und Proteinstoffwechsel
scheint es angebracht, auBler nach einer Beziehung der Phosphatase-
Lokalisation zur Stirkemobilisation auch nach Beziehungen zur Mobi-
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lisation von Reservezellulose, Fetten und EiweiBen zu suchen. Diese
Probleme lassen sich am besten in keimenden Samen, welche einen die-
ser Stoffe in ausgeprigtem MaBe speichern, untersuchen.

1. Zea Mays (stirkespeichernder Samen)

Dieses Objekt ist schon 1947 von Kugler et al. untersucht wor-
den. Es wurden jedoch nicht verschiedene Keimungsstadien verglichen
und auch nicht das Bestehen einer Beziehung zwischen Phosphatase-
Lokalisation und Stirkeauftreten verfolgt.

a) Zwei Tage gekeimte Samen
Vgl. FFiguren 6 bis 8

Figur 6: Stirkegehalt im Embryo. In Ubereinstimmung mit Sachs
(1862) konnte viel Stirke im Scutellumparenchym, wenig in Koleoptile,
- Koleorhiza, Periblem und Mark festgestellt werden. Stirkefrei sind
Scutellumepithel, Prokambiumstringe (in denjenigen der Embryonal-
achse jedoch nach vier Tagen Einlagerung, wahrscheinlich in Zellen,
die sich zu.parenchymatischen Elementen entwickeln), Blattprimordien
in der Koleoptile, Kalyptra und Dermatogen der Priméirwurzel,

Figur 7: Phosphatase-Aktivitit. Starke Aktivitit in Scutellum-
epithel, Speicherzellen des Scutellums (dieselben Zellen, welche anorga-
nisches Phosphat enthalten, zeigen nach der Testreaktion eine zusiitz-
liche Schwirzung, besitzen also Phosphatase). (Ubereinstimmung mit
Kugler et al. [1947]; eine regelmiBige Polarisation der Epithelzellen
mit stirkerer Aktivitit gegen das Endosperm kann aber nicht festge-
stellt werden. Vgl. auch Abbildung 4.) Schwache Aktivitit in den Pro-
kambiumstringen (erst periphere Partien im Scutellum, vgl. spitere
Keimungsstadien weiter unten!).

Figur 8: Kontrollphosphat. In simtlichen Speicherzellen des Scu-
tellums, Maximum direkt unter Scutellumepithel (vgl. auch Abbildung6),
Spuren in Mark und Periblem der Primirwurzel, Blattanlagen; keines
oder nur Spuren in Scutellumepithel und Prokambiumstringen.

In Erginzung zu Kugler et al. (1947) ist noch auf folgende Ein-
zelheiten hinzuweisen:

Prokambiumstrdinge (Figur 5): Phosphatase zeigt sich im gesamten
Inhalt der Zellen. Der Testniederschlag erscheint aber akkumuliert
gegen die Enden der langgestreckten Zellen. Interessanterweise treten
auch die Kerne und insbesondere deren Nukleoli in Erscheinung, was
Kugler et al. bei allen iibrigen Zellen mit Phosphatase-Aktivitiit fest-
gestellt hatten. Sie wiesen aber nicht darauf hin, daB es sich um ein
Diffusionsartefakt handeln kann. Fe i ginetal (1950), ferner Yok o -
yvama et al. (1951) haben in tierischen Zellen nachgewiesen, daf Zell-
kerne Ca-Phosphat adsorbieren. Novikov (1951) hat dasselbe fiir
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Bleiphosphat gezeigt. Danielli (1953) kommt aber zum Schluf}, daB
Zellkerne trotzdem oft alkalische Phosphatase enthalten (zum Beispiel
in Zwiebelwurzelspitzen).

Speicherzellen des Scutellums (Figur 5): Diese Zellen weisen groB-
{lichige, unbehofte Tiipfel oder Siebareale auf, welche meist sternférmig

Fig.5
Maiskorn.Partie aus
dem Scutellum

Parenchym

@~ Z8—Prokambiumstrang
B¢ .—_ rebfeld

angeordnet sind. Der Testniederschlag erscheint auBer im Zellinnern
hauptsiichlich auf diesen Siebfeldern (auf der Zellinnenseite) (Inter-
pretation siehe Teil B).

Haftet die Phosphatase den Stirkekdrnern in den Speicherzellen
direkt an?

N L e T Fig‘s
ST e S AT N Maiskorn Embryo.Stérkege-
ne ' halt durch Punktierung ange-

geben

......

Die Stiarkekérner sind hie und da nach der Testreaktion mit einem
feinen Film von PbS beschlagen. Gelegentlich sitzen auch groBere
Niederschlagskorner auf ihnen. In der Regel sind die Stirkekdrner aber
frei, und die PbS-Flocken sind im Zytoplasma verteilt. In den beiden
ersteren Fillen handelt es sich offenbar um intrazellulire Diffusion und
Adsorption des Bleiphosphates oder Bleisulfides.
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Aleuronschicht und Stdrketeil des Endosperms: Wie bei K u gler,
zeigte sich auch in diesen Untersuchungen sehr hohe Phosphatase-
Aktivitiit in der Aleuronschicht, den ersten zwei bis drei darunter gele-.
genen Zellagen des Endosperms (Abbildungen 31 und 32), sowie

Phosphataseaktivitdt durch Punk-
tierung angegeben
Scutellumepithel

Parenchym

Prokambiumstrang

Fig.7

~ Koleoptile

schwache Aktivitit in einer schmalen Endospermzone, welche am Scu-
tellum anliegt.

Kommt die Schwirzung im Stéirketeil des Endosperms nur durch
Diffusion des Bleiphosphates oder -sulfides aus der Aleuronschicht bzw.
dem Scutellumepithel zustande? Wenn auch bei MaissproBxylem keine
interzellulidre Diffusion festgestellt werden konnte, so ist sie hier viel-

Kontrollphosphat durch Punk-
tierung angegeben

leicht doch mdglich, denn die Membranen sind weniger dick und kén-
nen infolge anderer Struktur permeabel sein. DaB die Phosphatase
selbst durch die Membranen auswandert und das Ferment sich als typi-
sches Exoenzym verhilt, ist unwahrscheinlich, denn in spiteren Kei-
mungsstadien ist die Phosphatase nicht weiter ins Endosperm vorge-
riickt. Offenbar besteht hochstens eine schwache Exoenzymtendenz.
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Die Abklirung, ob der Stiirketeil des Endosperms wirklich Phosphatase
enthilt, ergab sich aus quantitativen Versuchen mit Gewebefraktionen
(vgl. -¢).

Ob die saure Phosphatase allgemein ein Endoenzym sei, kann nicht
aus den vorliegenden Beobachtungen beurteilt werden. Es ist festgestellt
worden, daB Phosphatasen in Exoenzymsystemen von Getreide- und
Tomatenwurzeln eine Rolle spielen (Ro gers et al. [1942]).

b) Vergleich verschiedener Keimungsstadien

Es wurden der Gehalt an Kontrollphosphat und Stirke und die
Phosphatase-Aktivitit bei 0, 1, 2, 4, 8 und 16 Tagen gekeimten Mais-
kornern verglichen.

Kontrollphosphat:

Scutellum: Stindige Abnahme von 0 bis 16 Tagen. Im ungequollenen
Zustand ist sehr viel anorganisches Phosphat vorhanden, schon
1 Tag Quellung bringt eine frappante Abnahme.
Scutellumepithel: Enthilt stets nur sehr wenig Kontrollphosphat; durch
die Phosphatase freigesetztes Phosphat muB also abwandern.
Prokambiumstringe: Es tritt eine schwache Akkumulation vor allem in
der Embryonalachse und der jungen Wurzel ein. '
Endosperm: Im trockenen Samen etwas Kontrollphosphat vorhanden.
Spiter nur noch Spuren. Schwaches Konzentrationsgefille von
der Aleuronschicht gegen das Innere des Endosperms. ,.

Stdarke:

Scutellum: Abnahme im Verlauf der Keimung. Schon nach 8 Tagen
sind fast alle Speicherzellen entleert.

Endosperm: Nach Untersuchungen von Bessenich (1924) und
Dahm (1924) erfolgt die Endospermentleerung von der Peri-
pherie her. Die hier untersuchten Keimungsstadien zeigten jedoch
einen viel deutlicheren Stirkeabbau vom Scutellum aus. Letzteres
Ergebnis hat iibrigens auch Sachs (1862a) gefunden. Die unter-
schiedlichen Ergebnisse mogen darauf zuriickzufiihren sein, daf
in der Versuchsanordnung von Bessenich und Dahm im
voraus das Scutellum entfernt worden war. Wenn diese Verfasser
und auch Pfeffer (1893) zum Schlu8 kommen, daB das Scu-
tellum fiir die Entleerung des Endosperms nicht notig sei, so
geht aus obigem doch hervor, da im intakten Maiskorn offenbar
Stoffe vom Scutellum ins Endosperm diffundieren, welche den
Starkeabbau fordern.

Phosphatase-Aktivitdt:

In Scutellumspeicherzellen, Scutellumepithel und den diesem be-
nachbarten Endospermzellen kann die Phosphatase-Aktivitiat vom
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zweiten Tag an festgestellt werden. In Aleuronschicht, den un-
mittelbar darunter liegenden stiarkehaltigen Zellen und Prokam-
biumstringen kann schon im trocken geschnittenen Korn eine sehr
schwache Aktivitit wahrgenommen werden. In den der Aleuron-
schicht direkt benachbarten Endospermschichten nimmt schon
am ersten Tag die Aktivitit stark zu. Vom zweiten Tag an ist
tibereinstimmend in der Aleuronschicht, der subaleuronalen Endo-
spermschicht, dem Scutellumepithel, den Scutellumspeicherzellen
und den Prokambiumstringen starke Phosphatase-Aktivitit vor-
handen, die im Verlauf der Keimung eher noch etwas zunimmt.
Nur in den dem Scutellum benachbarten Endospermzellen bleibt
die Enzymwirkung sehr schwach. Obschon die Stiirkeabbauzone
immer weiter peripheriewiirts riickt, folgt ihr die Phosphatase-
Aktivitat nicht. In den Prokambiumstrangen tritt die Aktivitit
zuerst in den peripheren Partien auf und schreitet in den Embryo
hinein fort. Vom achten Tage an kBt sich eine Differenzierung in
auBen gelegene Spiral- und Ring-Trachealelemente und zentral
gelegene Siebelemente erkennen, wobei letztere stirker positiv
reagieren. ‘

Koleoptile, Primirblittchen und Koleorhiza weisen vom vierten
Tag an starke Aktivitiit auf. In den Prokambiumstringen der Pri-
marwurzel tritt sie eher etwas spiiter auf; bis dahin iiberwiegt die
Aktivitit im Periblem; die Kalyptra reagiert schwach.

Die Beziehung Phosphatase-Aktivitit/Stirkevorkommen wird in
Teil B diskutiert.

¢) Quantitative Bestimmung der Phosphatase-Aktivitdt
Die Methode wurde unter I., 3, beschrieben. Die Samen waren 8 Tage
gekeimt, die Primérbliatter hatten sich entfaltet, die Wurzeln besafen
€ine Linge von 5 bis 8 cm. Die folgende Tabelle gibt die Ergebnisse der
‘Analysen wieder, bezogen auf 100 Samen. Das im Test zur Verfiigung
~ gestellte Substratgemisch enthélt im voraus freie Phosphorsiure, welche,
bezogen auf 100 Samen, 1,045, mg Phosphor (Blindwert) ausmacht.
Der P-Gehalt des in ungespaltener Form im Substratgemisch enthaltenen
Glyzerophosphates betrigt 69,312, mg. Die Zahlenwerte in den einzelnen
Kolonnen bedeuten:

Kolonne 1: Nach der Inkubation im Testmaterial vorhandenes anorgani-
sches Phosphat minus Blindwert (ausgedriickt in mg Phos-
phor) (Test auf y genau).

Kolonne 2: Nach der Inkubation im Kontrollmaterial vorhandenes
anorganisches Phosphat.

Kolonne 3: Durch Phosphatase-Wirkung freigesetztes Phosphat (Diffe-
fie - renz von 1 und 2).
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Kolonne 4: Spaltungsrate in Prozent der zur Verfiigung gestellten
69,312; mg Glyzerophosphatphosphor.
Kolonne 5: Volumen der betreffenden Gewebe von 100 Samen (vor dem
‘ Homogenisieren).
Kolonne 6: Pro mm® Gewebevolumen durch Phosphatase-Wirkung frei-
gesetzter Phosphor (y P/mm?).

Kolonne 7: Grobe Verhaltniszahlen.

1 2 3 4 5 6 7
mgP ' mgP  mgP gy mlocdpd
Aleuronschicht 26,812 22,048 4,764 6,87 0,978 4,870 6
Endosperm (ohne
Aleuronschicht) 52,497 7,500 44997 54,92 36,2 1,243 1Y/2

Scutellum 100,004 57,280 42,724 61,64 11,0 3,884 5
Koleoptile 103,644 44,779 58,866 84,93 76,5 0,769 1
Wurzel 57,270 12,956 44,314 63,93 28,5 1,566 2
Ergebnisse:

1. In der Aleuronschicht ist die Volumeneinheit ein weniges aktiver
als im Scutellum. Die Aleuronschicht ist aber viermal aktiver als
der Starketeil des Endosperms.

9. Der Stirketeil des Endosperms enthilt also tatsachlich Phos-
phatase (vgl. a). Es ist also nicht einfach der Testniederschlag,
welcher aus den angrenzenden Geweben ins Endosperm hinein
diffundiert. Wenn man auf Grund der histochemischen Ergeb-
nisse beriicksichtigt, da im Endosperm die Phosphatase haupt-
sichlich in einer schmalen Zone innerhalb der Aleuronschicht
lokalisiert ist, so erkennt man die hohe Aktivitat dieser wenigen
Zellschichten.

Diesé Zahlen bestiitigen also in groben Ziigen die relativen Aktivi-
titen, die im histochemischen Test zum Ausdruck kamen: Aleuron-
schicht sehr stark aktiv, Scutellum (im besonderen Scutellumepithel)
etwas weniger, aber auch sehr stark aktiv, Stirketeil des Endosperms in
der Randzone stark aktiv. Fiir Koleoptile und Wurzeln ergibt sich
offenbar deshalb eine geringe relative Aktivitit, weil im wesentlichen ja
nur die Leitbiindel (in den Primirblittern dazu das Chlorenchym, in
der Wurzel hingegen zusitzlich die Endodermis und perizyklischen
Parenchyme) aktive Phosphatase enthalten.

2. Triticum vulgare

Die Phosphatase ist in genau gleicher Weise lokalisiert wie im
Maiskorn. Einzelheiten wurden bereits schon von Glick und Fischer
(1946) angegeben.
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3. Phoenix dactylifera

Dieser monokotyle Samen speichert keine Stirke, auch nicht in
nennenswertem MaB Fett oder reduzierende Zucker. Die Endosperm-
zellen enthalten natiirlich etwas EiweiB. Weitaus die Hauptmasse macht
aber die Reservezellulose aus, welche in Form von dicken Zellwand-
verstirkungen abgelagert ist. Im Verlauf der Keimung werden diese
Wandverdickungen immer mehr abgebaut und die mobilisierten Re-
servestoffe vom Kotyledo aufgenommen, der sich in Form eines Hau-
storiums immer weiter im Endosperm ausbreitet.

Keimung: Die Samen fiir die im folgenden dargelegten Versuche
keimten in frischem Brunnenwasser wihrend mehrerer Wochen nicht.
Sie konnten jedoch im Thermostat in feucht ausgeschlagenen Petri-
schalen bei 24° C zur Keimung gebracht werden. Die Petrischalen waren
zuvor im Dampftopf sterilisiert und die Samen selbst mit Calciumhypo-
chloritlosung entkeimt worden. Nach vier Tagen keimten die ersten
Samen. :

a) Phosphatase-Aktivitit im Samen mit 24 mm langem Keimling
Vgl. Abhildung 33

Kontrollphosphat ist nur wenig vorhanden im Zellinnern vollig
intakter Zellen des Endosperms, in den Prokambiumstriingen des
Haustoriums und in der meristematischen Spitzenpartie des Kotyledos.

Phosphatase ist aktiv im Endosperm, in der Epidermis und den
Prokambiumstringen des Haustoriums sowie in der Spitzenpartie des
Kotyledos.

Endosperm: Um das Kotyledonarhaustorium herum erscheint im
Endosperm eine farblose Zone. Es sind dies fast vollig entleerte Zellen,
von denen im wesentlichen nur noch die Reservezellulose-Membranen
zu erkennen sind. Wihrend des Abbaues dieser Membranen tritt weder
Kontrollphosphat noch Phosphatase-Aktivitéit in ihrer unmiittelbaren
Umgebung auf. AuBerhalb dieser Zone ist im Endosperm aber Phos-
phatase wirksam, und es tritt auch etwas freies Phosphat auf (siehe
8-mm-Keimungsstadium, Abbildung 33). Die Phosphatase-Aktivitit ist
auch etwas erhéht in den an die helle Zone grenzenden Zellen. Inter-
pretation siehe Teil B.

Haustorium: Tm 24-mm-Stadium erscheint der gesamte Hausto-
riumfuf aktiv (Abbildung 33) (Wachstum, zugleich Stirkeeinlagerung
im Parenchyml!). In spiteren Keimungsstadien (Figur 9) ist die Phos-
phatase jedoch hauptsichlich in der Subepidermis wirksam, in gerin-
gerem MaB in der Epidermis. Es ist zu beachten, daB die Zellvermehrung
im Haustorialparenchym beim Wachstum des HaustoriumfuBes im
Verlaufe der Keimung allein durch Zellteilung in der Subepidermis
zustande kommt (Antiklinal- und Periklinalteilungen). In der Epidermis
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geht nur ein Dilatationswachstum (durch Antiklinalteilungen) vor sich
(schon von Sachs [1862b] festgestellt). Figur 9 zeigt auch einen quer
getroffenen, sehr aktiven Prokambiumstrang. Interessanterweise reagie-
ren auch die zwischen Subepidermis und Prokambiumstrang gelegenen
Zellen positiv. Es handelt sich wohl kaum nur um Diffusion des Blei-
phosphates (oder des Bleisulfides), sonst hiitte diese vom Prokambium-
strang aus in allen Richtungen gleich weit laufen miissen. Einzelne
Tracheiden demonstrieren die Enzymwirkung sehr deutlich (vgl. Ab-
bildung 5), wobei die Plasmodesmen klar in Erscheinung treten. In den
Leitbiindeln des Kotyledooberteiles ist das Enzym sowohl im Phloem
wie auch im Xylem aktiv.

Fig.9
Epidermis
Subepidermis

Same von Phoenix dac-
lifera,Haustorium Rand-
partie
Phosphataseaktivitat
durch Punktierung an-
gegeben

Prokambiumstrang

Kontrollphosphat ist in denselben Zellen lokalisiert wie die Phos-
phatase. Offenbar handelt es sich um durch die Phosphatase-Tétigkeit
im natiirlichen Stoffwechsel freigesetztes Phosphat. ‘

b) Vergleich verschiedener Keimungsstadien

Um verschiedene Stufen des Reservestoffabbaues zu erhalten, wur-
den die angekeimten Samen bei verschiedenen Temperaturen der weite-
ren Keimung iiberlassen. So konnten schliefllich gleichzeitig ungequol-
lene Samen und solche mit 1, 8 und 24 mm Keimlingslinge der
Untersuchung unterzogen werden (Abbildung 33).

Der Kontrollphosphatgehalt schwankt im Endosperm unwesentlich.
Im Keimling akkumuliert sich etwas Phosphat dort, wo auch die Phos-
phatase aktiv ist.

Die Phosphatase-Aktivitit nimmt im Endosperm vom 8- zum
24-mm-Stadium zu. Im Haustorium ist sie im 8- und 24-mm-Stadium
sehr stark in einer breiten Randzone (in einem wesentlich spéteren
Keimungsstadium nach sechs Wochen ist die Phosphatase fast aus-
schlieBlich in der Subepidermis lokalisiert). Es ist in diesem Zusammen-
hang nochmals auf die oben erwihnten Zellteilungen im Ful} des
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Haustoriums hinzuweisen. Die Prokambiumsiringe sind im trockenen
Samen noch inaktiv; die Phosphatase iritt auch hier erst nach Errei-
chung eines gewissen Quellungsgrades in Erscheinung.

AuBerdem zeigt sich die Phosphatase im 8- und 24-mm-Stadium in
der wachsenden Spitzenpartie des Kotyledos (meristematisches Gewebe).-

4. Allium Cepa

Auch dieser Monokotylensamen enthilt als wesentlichen Reserve-
stoff in Form von Zellwandverdickungen des Endosperms abgelagerte
Reservezellulose. Das Zellumen ist relativ groBer als bei Phoenix dacty-
lifera und weist Aleuronkérner, Lipoide, Proteine und reduzierende
Zucker auf. Letztere Stoffe findet man auch im spiral- oder kreisférmig
im ruhenden Samen aufgerollten Kotyledo.

a) 1 Tag gequollener Samen

Kontrollphosphat enthiilt das ganze Endosperm in reichlichem
MaBe, ebenso das Parenchym des Haustoriums. Prokambiumstrang und
Haustorialepithel weisen kein freies Phosphat auf.

Die Phosphatase-Aktivitiit (Figur 10) ist in diesem Keimungssta-
dium im Endosperm noch schwer festzustellen wegen des hohen
Gehaltes an Kontrollphosphat. (In spateren Keimungsstadien ist der
Schwirzungsunterschied jedoch deutlich, da der Kontrollphosphat-
Gehalt zuriickgeht.) Das Enzym ist praktisch in allen unverletzten Zellen :
des Endosperms wirksam. Auch das ganze Haustorium zeigt Phospha-
tase-Aktivitit. Fiir sein Parenchym gelten genau dieselben Beobach-
tungen wie fiir das Endosperm. Wesentlich ist, daB auch dieses Kotyle-
donarhaustorium eine Epidermis mit Phosphatase-Aktivitit aufweist.
Die Prokambiumstriinge besitzen in diesem Keimungsstadium erst eine
schwache Aktivitit.

b) Vergleich verschiedener Keimungsstadien

Es wurden Samen, welche 0, 5,7, 11, 14, 17 und 20 Tage gekeimt
hatten, gleichzeitig geschnitten und verglichen.

Endosperm:

Die Zellen werden vom Haustorium her peripheriewirts aufgelost,
wobei Zellinhalt mit Kontrollphospat und Reservezellulose der Mem-
branen ungefihr gleichzeitig abgebaut werden. In den ersten Tagen der
Quellung und Keimung ist ein stirkerer Phosphatverbrauch festzu-
stellen als im spiteren Verlauf der Keimung.

Der Testniederschlag erscheint im Zellinnern auf feinen Partikel-
chen und auf Zellmembranen. In abgebauten Zellen verschwindet die
Phosphatase-Aktivitit.
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Haustorium:

Reservestoff- und Kontrollphosphat-Gehalt:
Ungekeimter Samen:
Epidermis: nur Spuren von Kontroll-
phosphat

Prokambiumstrang: nur Spuren von
Kontrollphosphat

Parenchym: sehr viel Kontrollphosphat,
prall gefiillt mit Reservestoffen.

5 Tage gekeimter Samen:
Epidermis: kein Kontrollphosphat

Prokambiumstrang (differenziert in Xylem
und Phloem): Null

Parenchym: abgenommen

Zu dieser Zeit beginnen die Zellteilungen im
Haustorium; Verbrauch von Phosphat fiir
Aufbau von Protoplasmal!

7 Tage gekeimter Samen:

Parenchym fast vollig entleert, fast kein
Kontrollphosphat mehr; im ausdifferenzier-
. ten Xylem (Spiral-Trachealelemente) PO
vorhanden ‘

11 Tage gekeimter Samen:

Die Reservestoffe in der Mittelpartie des
Kotyledos sind vollig aufgezehrt. Der Ab-
bau schreitet gegen das im Samen drin stek-
kende Ende des Kotyledos fort

17 Tage gekeimter Samen:

Auch Spitzenpartie des Haustoriums vollig
entleert. Sehr wenig Kontrollphosphat, dif-
fus verteilt

20 Tage gekeimter Samen:

Samen so weit aufgelost, daB keine verwend-
baren Schnitte von Haustorien mehr her-
gestellt werden konnen.

Phosphatase-Aktivitét:
keine Enzymaktivitit
keine Enzymaktivitit

Enzymaktivitat
nicht feststellbar

starke Enzymaktivitit

Phloem: schwach,
Xylem: sehr schwach

sehr schwach

In Epidermis, Parenchym
und Leitbiindel zugenom-
men

Epidermis: zugenommen
Im Leitbiindel iiberwiegt
jetzt die Aktivitit im
Phloem iiber diejenige
des Xylems.

Parenchym: stark

Auf den Membranen der
entleerten Zellen sehr
stark.

Epidermis und Leit-
biindel zugenommen.
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Ergebnis: Das Kontrollphosphat, das zu Beginn der Keimung reich-
lich im Parenchym vorhanden ist, verschwindet vom 5. T ag an. Die
Phosphatase-Aktivitit tritt erst nach Erreichen eines gewissen Quel-
lungsgrades ein in sémtlichen Geweben und nimmt dann sténdig zu.
Innerhalb des Leitbiindels geht sie auf das Phloem iiber, :

Diffusion der Phosphatase vom Haustorium ins Endosperm?

In den ersten 2 bis 3 Zellschichten des Endosperms, die ans Hausto-
rium angrenzen, ist die Aktivitit der Phosphatase sehr hoch.

Eine erste Orientierung an 3, 6 und 9 Tage gekeimten Samen
schien Zunahme der Phosphatase-Aktivitiit in diesen Zellen zu zeigen.
Es waren jedoch alles Schnitte, in denen das Haustorium lings getrof-
fen war. Die Phosphatase konnte beim Schneiden in verschiedenem Maf
aus dem Haustorium verschleppt worden sein. Das Problem konnte fol-

Fig.10
Same von Allium Cepa
Haustorium quer:

Epidermis
Parenchym
Prokambiumstrang

Endosperm

gendermaBen abgeklirt werden: In den verschiedenen Keimungsstadien
wurden die Kotyledonarhaustorien erst aus dem Samen herausgezogen
und dann erst die Samen (-reste) geschnitten, und zwar so, daB mog-
lichst Querschnitte entstanden. Es zeigte sich in aufeinanderfolgenden
Keimungsstadien kein Vorriicken der Phosphatase ins Endosperm. Das
Ergebnis ist also gleich wie beim Maiskorn: wenn schon eine Exoenzym-
Tendenz vorhanden ist, so ist diese sehr gering.

5. Ricinus communis

Von medizinisch-physiologischer Seite (Verzar et al. [1936],
Favarger [1949]) wurde die Ansicht geauBlert, dafl moglicherweise
auch die Fettresorption im Darm an Phosphorylierung und Dephospho-
rylierung gebunden sei und somit der alkalischen Phosphatase in Duo-
denal- und Diinndarmschleimhaut auch eine Bedeutung in der Fett-
resorption zukomme. Es ist deshalb gegeben, dieses Problem auch im
Pflanzenreich zu verfolgen, wenigstens zunichst in dem Sinn, ob Vor-
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aussetzungen dafiir (Auftreten von Phosphorsdure und Phosphatase an
spezifischen Stellen) verwirklicht seien. Fiir eine solche Untersuchung
ist der Samen von Ricinus communis sehr gut geeignet. Er speichert
bekanntlich in hohem MaBe im Endosperm Fett (bis 70 %), daneben
auch Eiweil und Phytin in den Aleuronkoérnern.

a) Samen mit Keimlingen von 18 mm Hypokotyllinge

Endosperm: Kontrollphosphat zeigt sich in und auf den Aleuron-
koérnern. Diese sind zum groBen Teil bereits aufgelost. Die Testreaktion
ergibt eine zusitzliche Schwirzung der Aleuronkérner. Es 148t sich wie-
derum nicht entscheiden, ob Phosphatase im Innern der Aleuronkorner
vorhanden ist oder ob es sich nur um Diffusions- und Adsorptions-
erscheinungen handelt. Phosphatase im Zytoplasma ist vorhanden.

Kotyledonen (vgl. Abbildung 30). Kontrollphosphat ist in sémtlichen
Zellen enthalten. Die Phosphatase-Aktivitit ist auBerordentlich stark.
Um nur einen so dichten Niederschlag zu erhalten, daf die Schnitte
noch durchmikroskopiert werden konnten, wurde die Inkubationszeit
auf 7!/2 Minuten und die Ammonsulfidkonzentration auf !/4 der iibli-
chen Konzentration herabgesetzt, ferner das Ammonsulfid nur so lange
appliziert, bis von Auge abgeschiitzt die richtige Schwirzung erreicht
war. Die Einwirkungszeit wurde dabei abgestoppt, um die Kontrolle
unter genau gleichen Bedingungen durchfiihren zu koénnen.

Phosphatase ist in simtlichen Zellen vorhanden. Das Maximum
der Aktivitit weist das Schwammparenchym auf, das auch am meisten
Stirke enthilt. Es folgen Leithiindel (Phloem und auch Xylem aktiv)
und Palisadenparenchym, Epidermis der morphologischen Unterseite
(Kontaktfliche mit dem Endosperm) und schlieBlich die Epidermis der
Oberseite. Es ist interessant, daB die Epidermis der Kontaktseite aktiver
ist als diejenige der Oberseite; sie enthélt auch mehr Starke.

b) Vergleich verschiedener Keimungsstadien

Es wurden trockene Samen, 4 Tage gequollene und solche mit 5,
18, 30, 38, 48, 55, 70 und 90 mm langem Hypokotyl untersucht.

Endosperm: Kontrollphosphat ist zu Beginn der Keimung sehr viel
vorhanden, es wird dann aber rasch verbraucht oder abtransportiert.
Die Phosphatase-Aktivitit ist im trockenen Samen Null (Bestitigung
der Abhingigkeit vom Quellungsgrad), zeigt sich erstmals im 5-mm-
Stadium, nimmt im Verlaufe der weiteren Keimung im Innern wieder
ab und an der Peripherie zu und tritt im letzten Stadium sehr stark auf
den Zellmembranen in Erscheinung. Die Aleuronkorner beginnen sich
schon friih zu zersetzen (Auflésung ihrer Grundsubstanz schon bei 4 Ta-
gen Quellung), und die Reservestoffe nehmen dann entsprechend ab.

Kotyledonen: Das Kontrollphosphat bleibt konstant oder nimmt
eher etwas ab. Anfiinglich enthalten alle Zellen (auBer den Prokam-
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biumstringen) Aleuronkérner. Im 18-mm-Stadium sind fast simtliche
aufgelost. Die Phosphatase-Aktivitit ist zu Beginn der Quellung Null
und tritt erstmals deutlich in Erscheinung im 18-mm-Stadium. In dieser
Entwicklungsstufe 148t sich auch erstmals Stirke in den Kotyledonen
erkennen. Intrazelluldr erscheint der Testniederschlag besonders deut-
lich auf kleinen, kugeligen EiweiBkérnern. Es kann sich nicht um die
Globoide handeln, denn diese wiren durch die Essigsdure in Schritt 4
der Testreaktion gelost worden. Einsetzen der Phosphatase-Aktivitit
und Beginn der Stirkebildung fallen also zeitlich zusammen. Es besteht
auch in bezug auf Aktivititsabstufung und Starkegehalt in verschie-
denen Geweben eine positive Korrelation (vgl. oben a). Interessanter-
weise ist die Beziehung aber gerade umgekehrt wie in den Chloroplasten
der Stirkescheide (Heracleum und Solanum tuberosum: dort verschwand
‘die Enzymwirkung beim Einsetzen der Stirkebildung!).

6. Pisum sativum

Dieser Samen enthilt kein Endosperm. Die Reservestoffe (Stirke,
Eiweiff und etwas Fett) sind in die stark angeschwollenen, halbkuge-
ligen Kotyledonen eingelagert. Dementsprechend ist kein Absorptions-
epithel an den Kotyledonen im Kontakt mit dem Endosperm vorhanden.
Wohl aber unterscheiden sich die beiden #uBersten Zellschichten in
Form und Inhalt von dem vorwiegend Stiirke speichernden, groBzelligen
innern Gewebe des Kotyledos: die Epidermis enthilt nur Aleuronkdrner
und die aus etwas gréBeren, mehr oder weniger rechteckigen Zellen
gebaute Subepidermis nebst Aleuronkérnern auch etwas Stirke. Die
Epidermis hat somit einen fdhnlichen Charakter wie die Aleuronschicht
in den Getreidekérnern. Hier ist auch Phosphatase lokalisiert.

a) 2 Tage gekeimter Samen

Kontrollphosphat ist in simtlichen Zellen vorhanden. Die Phos-
phatase (Figur 11) ist besonders aktiv in den Prokambiumstringen,
etwas weniger in der Epidermis und Subepidermis und verhiltnismaBig
gering im Parenchym der Kotyledonen. Einzelne parenchymatische
Zellen lassen stirkere Aktivitiit erkennen. Diese Zellen enthalten auch
eher etwas mehr Kontrollphosphat. Alle Parenchymzellen sind mit
Stiarkekoérnern prall gefiillt, und ihre Membranen weisen groBflichige
primére Tiipfelfelder (méglicherweise Siebfelder) auf. :

Phosphatase in den Geweben des Hilums

Es handelt sich teils um sklerenchymatische Zellen, teils um die
hier in mehrere Schichten entwickelte Subepidermis. Letztere Zellen
enthalten auch reichlich EiweiB. Die Phosphatase mag hier auch eine
Rolle gespielt haben zur Zeit der Reservestoffeinlagerung, denn das
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Hilum ist ja diejenige Stelle, welche die Stoffe beim Eintritt in die
Samenanlage passieren miissen. '

b) Vergleich verschiedener Keimungsstadien

Es werden Samen, welche 2, 4 und 16 Tage gekeimt haben, ver-
glichen. In der Epidermis und Subepidermis steigt der Gehalt an Kon-
trollphosphat vom zweiten auf den vierten Tag und nimmt nachher
wieder ab. Die Phosphatase-Aktivitit nimmt hingegen stindig zu.
Offenbar wird in diesen Zellen Phosphat freigesetzt, und die Phosphat-
quelle erschopft sich allméhlich. Im Parenchym ist Kontrollphosphat
stets in solchen Zellen vorhanden, welche auch Phosphatase-Aktivitat
zeigen. Der Abbau der Reservestoffe schreitet von den Prokambium-

Pisum sativum,
Cotyledo Randpartie

Speicherparenchym

Prokambiumstrang

stringen aus gegen die Peripherie und gegen das Zentrum fort. Entleerte
Zellen zeigen keine Phosphatase-Aktivitit mehr (gleiche Beobachtung
im Endosperm von Allium Cepal).

V. Meristematische Gewebe in Keimlingen und ausgewachsenen
Pflanzen

Alle Gewebe mit aktivem Wachstum zeigen Phosphatase-Aktivitt.
Es ist dies festgestellt worden beim Embryo im keimenden Maiskorn,
insbesondere fiir Koleoptile und darin eingeschlossene Primérblattchen,
Koleorhiza, Kalyptra (nur bei jungen Keimlingen kontrolliert) Wurzel-
spitzengebiet. Analoges gilt fiir den Embryo von Triticum, Pisum,
Allium, Phoenix (vgl. Abbildung 33: Spitzenpartie der Kotyledos und
HaustorialfuB). In der jungen Wurzel ist das Periblem starker aktiv als
das Plerom (erst spiter zeigt sich das Maximum in den Leitbiindeln).
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Das Kambium im SproB von Solanum tuberosum wies schwiichere
Phosphatase-Aktivitit auf, offenbar weil es seine Tatigkeit schon weit-
gehend eingestellt hatte, denn der Spro war voll entwickelt. In dieses
Kapitel sind wohl auch die in Differenzierung stehenden Prokambium-
strange einzureihen. In allen Samen waren sie wihrend der ersten (1 bis
2) Keimungstage inaktiv, worauf eine steigende Aktivitiit einsetzte.

VI. Uhiverselle Lokalisation

In geringem Maf kann Phosphatase-Aktivitit in simtlichen Zellen,
welche nicht verletzt sind, festgestellt werden. Wesentlich ist die Wahl
‘der Schnittdicke. Damit sicher eine unverletzte Zell-Lage erfaBt wird,
miissen die Schnitte mindestens doppelte Dicke eines Zelldurchmessers
haben.

So konnte festgestellt werden, daB in allen Zellen der Schalen-
zwiebel sowie des Markes und des Rindenparenchyms in den Sprossen
von Zea Mays, Heracleum Sphondylium und Solanum tuberosum eine
(wenn auch zum Teil sehr geringe) Phosphatase-Aktivitit besteht.
Offenbar enthalten alle lebenden Zellen das Ferment im Zytoplasma.

VIl. Intrazelluliire Lokalisation, Polarisation

In den vorangehenden Kapiteln sind Angaben gemacht worden
iiber die Phosphatase-Lokalisation in bzw. auf Zellkernen, Chloro-
plasten, Stirkekornern, Eiweilkornchen, Aleuronkoérnern, kugeligen
EiweiBplastiden in Ricinus-Kotyledonen, Siebplatten und Perforationen-
platten bei Cucurbita und Siebfeldern in Zellen des Maiskotyledos sowie
ttber Polarisationserscheinungen in Prokambiumstrangzellen, Kotyledo-
narepithelien und Sekretgangscheiden. Diese Ergebnisse konnen zur
Kenninis genommen werden, aber es ist zu betonen, daf} es sich wegen
intrazellulirer Diffusion und Adsorption des Bleiphosphates oder des
Bleisulfides um Artefakte handeln kann.

VIII. Glukose-1-phosphat und Fruktose-G-phosphat als Substrat

In der Testreaktion wurde das Glyzerophosphat durch Glukose-1-
phosphat in dquimolarer Konzentration ersetzt. Damit wurden folgende
Objekte gepriift: Blattspreite, Blattstiel und SproBachse von Solanum
tuberosum und Zea Mays, Junge Knollen von Solanum tuberosum,
2 Tage gekeimtes Maiskorn und Ricinus-Samen (Keimungsstadium:
18 mm Hypokotyllinge). Es ergab sich genau dieselbe Lokalisation der
Phosphatase und mit denselben Aktivititsabstufungen wie mit Glyzero-
phosphat. Schnitte aus der SproBachse von Zea Mays wurden auch mit
Fruktose-6-phosphat kontrolliert. Auch dieses Substrat wurde in densel-
ben Zellen wie Glyzerophosphat gespalten, aber in geringerer Intensitét.
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TEIL B

Physiologische Bedeutung der Aktivitiit saurer Phosphatase

Im natiirlichen Stoffwechsel der Pflanzen muf die physiologische
Bedeutung der sauren Phosphatase in den meisten Geweben eine andere
sein als die Spaltung von Glyzerophosphat, denn dieses tritt ja nur in
geringem MaB auf (beim Abbau von Phosphatiden und als Nebenpro-
dukt in der Glykolyse). Besonders starke Aktivitit ist streng gewebe-
spezifisch lokalisiert, erscheint aber doch in sehr verschiedenen Geweben
und kann deshalb nicht bloB eine oder zwei, sondern mufl mehrere Be-
deutungen haben im groBeren Zusammenhang des Stoffwechsels. Um
die Problematik der Deutung der Phosphatase-Aktivitit darzulegen, sei
im folgenden eine kurze Betrachtung iiber Spezifitit sowie Hydrolyse-,
Synthese- und Phosphokinasewirkung der Phosphatasen angestellt.

I. Spezifitiit der Phosphatasen

Es ist bekannt, daB8 die Phosphatasen allgemein und besonders die
Phosphomonoesterasen (Klassifikation nach Roche [1951]) weitge-
hend substratunspezifisch wirken. Dementsprechend konnten auch so
zahlreiche Phosphorsiureester in den verschiedenen Testmethoden
auf saure Phosphatase verwendet werden: a- und B-Glyzerophosphat,
B-Naphtholphosphat, p-Nitrophenylazo-a-Naphtholphosphat, Phenyl-
phosphat, Phenolphthaleinphosphat, Eosinphosphat und Fluoreszein-
phosphat. Mit dem in den vorliegenden Untersuchungen angewandten
Glyzerophosphattest wurden sicher Phosphomonoesterasen, und zwar

innerhalb der vier isodynamischen Typen durch die Pufferung auf pH 5,1
~ die Typen II und IV, evtl. aber weitere Fermente erfafit. Bei der Phos-
phomonoesterase des Maisblattes handelt es sich — entsprechend der
" Indifferenz gegeniiber Mg™® — um den Typ II. Courtois et al
{1950) haben in wisserigen Extrakten in Blittern von Aesculus, Hedera
und Syringa die Typen II und III festgestellt. Bei den zahlreichen wei-
teren Lokalisationen wurde nicht mehr gepriift, ob Typ II oder IV vor-
lag, denn diese Identifikation bringt ja keine weitere Erkenntnis als
eben die, ob Mg™? aktivierend oder indifferent wirkt.

Es wurde also nicht ein bestimmtes Ferment erfat, sondern die
Aktivitdt saurer Phosphatasen, mit andern Worten: es wurden diejeni-
gen Zellen und Gewebe festgestellt, in denen Phosphatasen vorkommen,
welche in saurem Milieu Glyzerophosphat zu spalten vermogen. Fiir die
Interpretation der Bedeutung dieser Phosphatase-Aktivitit sind also
zwei Punkte zu beachten:

1. Welche weiteren Phosphate des pflanzlichen Stoffwechsels fallen
auBer Glyzerophosphat als Substrat in Betracht?
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2. Welche biochemischen Reaktionen in den betreffenden Zellen
spielen sich ab, durch andere Fermente (als die Phosphomono-
esterase II oder 1V) katalysiert, welche eine Wirkung auf Glyzero-
phosphat ausiiben kénnten?

Beispiele zu 1.: Die verschiedenen Zuckerphosphate der Glykolyse,
alle Phosphomono-, evtl. auch -di- und -polyester, Pyrophosphate, ATP
(Glick et al. [1945]), ferner Nukleotide, Aminosiure-Phosphorsiiure-
Verbindungen, Abbauprodukte von Phospholipoiden usw.

Fiir 2. fallen in Betracht: AT P-ase, Phytase, Nukleotidasen, evtl.
weitere Phosphoesterasen. Zum Beispiel ist in Kiirbis von Stump f
(1952) ein Ferment gefunden worden, welches von Adenylsdure Phos-
phorsiiure abspaltet. Phosphodiesterasen, Pyrophosphatasen, Phospho-
amidasen und Phosphoacylasen sind wohl auszuschliefen, denn nach
Roche (1951) sollen diese Fermente spezifisch auf die durch ihren
Namen bezeichneten Bindungen wirken.

Um Hinweise auf die Spezifitit zu gewinnen, waren Glukose-1-
phosphat und Fruktose-6-phosphat als Substrat verwendet worden.
Glukose-1-phosphat war in allen Zellen, welche Glyzerophosphat zu
hydrolysieren vermochten, gleich gut wie letzteres gespalten worden,
Fruktose-6-phosphat hingegen weniger gut. Letztere Aktivititsvermin-
derung kann ihre Ursache in einem anderen pH-Optimum fiir Fruktose-
6-phosphat haben oder darin, daB das Ba-Salz verwendet wurde, wih-
rend Glyzerophosphat und Glukose-1-phosphat als Na-Salz vorlagen.
Es ist moglich, daB alle drei Substrate durch dasselbe Ferment gespalten

wurden. Es kann sich aber auch um (stets) vergesellschaftete Enzyme
handeln.

II. Hydrolytische, synthetische und Phosphokinase-Wirkung
saurer Phosphatasen

Man ist versucht, auf Grund des Verlaufes der Testreaktion ohne wei-
teres auf hydrolytische Wirkung der sauren Phosphatasen zu schlieBen.
Es muB deshalb betont werden, daB das Auftreten des Bleiphosphat-
niederschlages kein Beweis ist fiir spaltende Wirkung des Enzymsystems
unter den in der lebenden Zelle normalerweise herrschenden Bedin-
gungen: durch das Fermentsystem wird das Gleichgewicht zwischen
Glyzerophosphat einerseits und ‘Glyzerin + Phosphorsiure anderseits
katalysiert. Durch die Anwesenheit von Pb*2 im Substratgemisch wird
die Phosphorsiiure gefillt und somit stindig aus dem Gleichgewicht
entzogen, weshalb sie nach dem Massenwirkungsgesetz auch stindig
wieder nachgeliefert wird durch Spaltung von Glyzerophosphat. Qb
Hydrolyse- oder Synthesewirkung der Phosphatasen eines bestimmten
Gewebes vorliegt, miiite von Fall zu Fall durch quantitative Phosphor-
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sdurebilanz festgestellt werden. In dieser Arbeit ist fiir das keimende
Maiskorn eine solche Untersuchung durchgefiihrt worden: In vier Frak-
tionen ergab sich hydrolytische Wirkung. (Fiir die Aleuronschicht war
dies nicht festzustellen, weil zufolge der geringen Fermentmenge die
Reaktion offenbar noch nicht geniigend weit fortgeschritten war.) Es ist
aber schon von verschiedenen Autoren synthetische Wirkung von saurer
Phosphatase bekanntgegeben worden (Roche et al. [1937, 1944,
1945a, b]; Kay [1928, 1932]; Kursanov et al. [1938]; Courtois
[1938]). Roche et al. (1944, 1945 a, b) haben sogar aus Extrakten
vieler pflanzlicher und tierischer Gewebe einen modifizierenden Faktor
isoliert, welcher sonst hydrolytisch wirkenden Phosphatasen syntheti-
sierende Wirkung verleiht. SchlieBlich konnen Phosphatasen nach
Axelrod (1948) sowie Meyerhoff und Green (1950) gelegent-
lich auch Phosphokinase-Wirkung haben.

Zufolge der Substratunspezifitiit, hydrolytischen, synthetischen und
Phosphokinase-Wirkung der Phosphatasen ist es unmdoglich — auf
Grund der vorliegenden Untersuchungen — die Phosphatase-Aktivitit
einer Zelle einer bestimmten biochemischen Reaktion zuzuordnen. Das
Auftreten der Aktivitit in verschiedenen Zellen (oder Geweben) gleicher
physiologischer Funktion gibt aber — wie im folgenden gezeigt werden
soll — doch Hinweise fiir bestimmte Deutungen. Synthese- und Phos-
phokinase-Wirkung werden in XIV. besonders beriicksichtigt.

III. Beziehung der Phosphatase-Lokalisation zum Stirkevorkommen

Starke wird in den meisten pflanzlichen Zellen aus Glukose-1-
phosphat durch das Ferment Phosphorylase aufgebaut. In einigen Spe-
zialfillen mogen andere Wege bestehen (Hehre [1948]).

Der Abbau kann, auBer durch a- und f-Amylasen, Q- und Z-Enzym,
auch durch die Phosphorylase erfolgen, wobei wieder Glukose-1-phos-
phat entsteht. Somit kénnte die saure Phosphomonoesterase eine Bedeu-
tung haben im Stirkeabbau, indem sie das Glukose-1-phosphat hydro-
lysieren wiirde. Es sind nun tatséichlich zahlreiche Phosphatase-Lokali-
sationen aufgezeigt worden an Orten, wo Stirke auftritt: Stirketeil
des Endosperms des Weizenkorns, Scutellum-Speicherzellen, Stomata-
SchlieB- und Nebenzellen, Leitbiindelscheide in der Blattspreite von Zea
Mays, stirkere Aktivitit in Stirkeblittern als in Zuckerblittern; Mark-
strahlen, Stirkescheide, Xylemparenchym und einzelne Phloemparen-
chymzellen, Speicherzellen in Erbsenkotyledonen und Kartoffelknollen,
Ricinus-Kotyledonen. Die Phosphatase-Aktivitit fillt aber nur bei einem
Teil obiger Lokalisationen mit dem Abbau der Stirke zusammen: Endo-
sperm der Gramineen, Speicherzellen in den Scutellen und Erbsen-
kotyledonen, Markstrahlen, Stirkescheide. Die Aktivitit ist zudem in
Markstrahlen, Stirkescheide und Speicherzellen der Erbsenkotyledonen
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nicht sehr hoch. Es ist moglich, daBl die Phosphatase hier eine Rolle
spielt fiir den Stirkeabbau iiber Glukose-1-phosphat.

Die Phosphatase wird aber sicher eine Bedeutung haben im Abbau
phosphorsidurehaltiger Komponenten der Stirke. DaB Kartoffelstirke
(insbesondere Grenzdextrine) Phosphorsiure in Esterbindungen enthal-
ten, ist durch Corvaisier (1950) sehr wahrscheinlich gemacht wor-
den durch den Abbau dieser Substrate unter dem EinfluB von Phospha-
tasen. Fernandez (1948) hat in der Stirke zahlreicher Samen
Phosphatide, zum Teil auch Phytin nachgewiesen. Auch Cedran -
golo (1942), Waldschmidt et al. (1937) und Thomas et al.
(1950) haben aus Getreide- und Kartoffelstirke durch sog. Amylo-
phosphatase und Z-Enzym Phosphorsiure freigesetzt. Bonner (1950)
beschreibt in Anlehnung an Waldschmidt und Ma yer (1935)
in seinem Buch ein «stirkeschmelzendes» Enzym, eine dritte Amylase,
welche zugleich auch Phosphatase-Aktivitit besitzt und insbesondere
Glyzerophosphat spaltet. ,

In diesen Stirke abbauenden Zellen konnte die Phosphatase auch
in einen intrazelluliren Phosphorsiiurezyklus eingeschaltet sein: Phos-
phorolyse der Stirke, Hydrolyse der Phosphatester durch die Phos-
phatase (bzw. Phosphatasen), erneute Verwendung der abgespaltenen
Phosphorsiure fiir die Phosphorolyse.

Interessanterweise war in der Stdrkescheide wihrend des Stirke-
aufbaus und wihrend des Speicherungszustandes keine Phosphatase-
Aktivitit festzustellen. Es ist dies deshalb sinnvoll, weil aktive Phos-
phatase durch Abbau von Glukose-1-phosphat und der Dextrinphos-
phate der Speicherung und dem Aufbau entgegenwirken miiBte.

Sonderbarerweise wurde aber auch hohe Phosphatase-Aktivitiit
festgestellt in Geweben, welche Stirke einlagern: junge Kartoffelknollen,
Ricinus-Kotyledonen und Markstrahlen. Zudem entstand der Testnieder-
schlag im Beispiel der Kartoffelknolle auch bei der Inkubation mit
Glukose-1-phosphat. Dies ist hier aber kein Beweis fiir die Spaltung von
Glukose-1-phosphat durch die Phosphatase, denn Phosphorsidure muf
auch frei werden beim Stirkeaufbau durch Phosphorylase. Diese Phos-
phorséure wird natiirlich ebenfalls durch die im Substratgemisch vor-
handenen Pb**-Ionen gefillt. Aus den Versuchen geht also nur hervor,
daB an den Orten des Stirkeaufbaues die Phosphatase auf Glyzero-
phosphat wirkt; ob sie auch das Glukose-1-phosphat hydrolysiert, muf
dahingestellt bleiben. Glukose-1-phosphat kann der Phosphatase-Wir-
kung dadurch entzogen sein, da Phosphatase und Phosphorylase intra-
zellulér verschieden lokalisiert sind. Nach Brachet und Jeener
(1948), Jeener (1946 und 1948) ist die Phosphatase in Ribonuklein-
saurekérnern, nach Yin und Sun (1947) die Phosphorylase in den
stirkebildenden Leukoplasten lokalisiert. Es besteht nun die Moéglich-
keit, dal die Ribonukleinsiurekorner fiir Glyzerophosphationen per-
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meabel, fiir die groBeren Glukosephosphationen hingegen impermeabel
sind. Glyzerophosphat wiirde dann durch die Phosphatase gespalten,
withrend Glukosephosphat fiir die Stirkesynthese zur Verfiigung stiinde.
Stiarkeaufbau aus Glukose-1-phosphat ist aber auch moglich, wenn die
Phosphatase die Phosphorylase konkurrenziert, weil 1. die Stirke als
Niederschlag aus dem Reaktionsgleichgewicht verschwindet, 2. die
Phosphorylase-Reaktion méglicherweise mit groferer Geschwindigkeit
ablauft als die Phosphatase-Reaktion, 3. das pI in vivo vielleicht so
liegt, daB die Phosphatase praktisch inaktiviert, die Phosphorylase-
Wirkung aber doch noch moglich ist (zum Beispiel pH 7).

SchlieBlich wire noch in Erwiigung zu ziehen, ob die Phosphatase
in diesen Geweben nicht Synthese- oder Phosphokinase-Wirkung hat,
ferner ob die Stirkesynthese nicht von einem anderen Stoff als Glukose-
1-phosphat ausgehen kionnte (Hehre [1948]). (Auch Bailey et al
[1951] haben bei der Gewinnung von Phosphorylase aus Kartoffel-
knollen mit diesem Ferment saure Phosphatase vergesellschaftet vor-
gefunden.)

Die Lokalisation der Phosphatase im- Scutellumeplthel der Grami-
neen driingt einem den Gedanken auf, dafl diesem Gewebe eine analoge
Funktion zukomme wie dem alkalische Phosphatase enthaltenden Epi-
thel der Darmschleimhaut: Resorption von phosphorylierten Zuckern
unter Spaltung in Zucker -+ Phosphorséiure. Die Phosphorolyse der
Stirke im Endosperm kénnte durch Phosphorsidure aus der Aleuron-
schicht ermdoglicht sein (siehe X.). DaB Glukose-1-phosphat im Scutel-
lumepithel tatséichlich gespalten werden kann, wurde unter A, VIIL,
gezeigt.

Sonderbarerweise konnten aber bisher unter den Endospermabbau-
produkten nur Spuren von Zuckerphosphaten nachgewiesen werden.
AuBlerdem stellte D ahm (1924) bei Versuchen iiber die Endosperm-
entleerung von Maiskérnern, wobei die Scutellen entfernt worden waren,
eine Hemmung des Stirkeabbaues fest, wenn an der Basis der Korner
Phosphorsiure zugesetzt wurde! Es erscheint somit doch wieder wahr-
scheinlich, daB der Stirkeabbau im Gramineen-Endosperm (wenigstens
vorwiegend) durch die Amylasen erfolgt. Die Phosphatase im Scutellum-
epithel kénnte aber immer noch eine Bedeutung haben in der Resorp-
tion phosphorsiurehaltiger Komponenten der Starke (vgl. auch XI.).

In simtlichen Geweben, welche Stiarke enthalten, tritt auch Phos-
phatase-Aktivitit auf. Als sichere Funktion dieser Phosphatase kann
aber nur die Hydrolyse von phosphorsiurehaltigen Komponenten der
Stirke genannt werden. AuBerdem gibt es aber zahlreiche Phosphatase-
Lokalisationen, wo keine Stirke vorhanden ist, die Bedeutung des Fer-
mentes also eine andere sein mubB.
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IV. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit in der Photosynthese
und deren unmittelbaren Folgeprodukten

Das Vorhandensein der Phosphatase-Aktivitit in samtlichen Chlo-
renchymen (Palisaden- und Schwammparenchym des Blattes, Leitbiin-
delscheide im Zea Mays-Blatt, chloroplastenhaltige Rindenparenchym-
schichten und Xylemparenchym) 148t eine Bedeutung in der Photo-
synthese vermuten. Aus neueren Untersuchungen (Calvin et al. [1952],
Wintermansetal [1952) und Kandler [1950]) geht hervor, daB
in der Photosynthese zahlreiche Phosphorsiureester auftreten. Die mei-
sten Phosphate verlieren aber den Phosphorsiurerest beim Ubergang
in andere Verbindungen nicht, oder er wird durch T ransphosphatasen
weitergegeben. Freie Phosphorsiure tritt nur in einer Teilreaktion sicher
auf: Uberfiihrung der 1,3-Diphosphoglyzerinsiure in Gegenwart von
DPN in 3-D-Phosphoglyzerinaldehyd + freies PO,—* (Vislmiac et
al. [1952]). Wenn das Enzym substratunspezifisch wirkt, spaltet es in
der Testreaktion das Glyzerophosphat.

Aus den Versuchen von Kandler (1950), der auf eine Blatt-
belichtung wiihrend 30 Sekunden eine Dunkelperiode von 90 Sekunden
folgen lief, wihrend der eine Vermehrung des anorganischen Phos-
phates um 30 % eintritt, geht hervor, da8 in der Photosynthese Phos-
phatasen mitbeteiligt sein miissen.

Eine Rolle spielen kann Phosphomonoesterase in der Saccharose-
synthese. Nach Calvin et al. (1952) wird wahrscheinlich aus Uridin-
diphosphoglukose und Fruktosephosphat Uridindiphosphat und Sac-
charosephosphat aufgebaut. In Phloemsiften (Untersuchungen von
H. Wanner) konnten aber keine Zuckerphosphate, hingegen freier
Rohrzucker festgestellt werden. Das Saccharosephosphat muf also
irgendwo dephosphoryliert werden. Diese Hydrolyse kann in den Chlo-
renchymen, der Leitbiindelscheide, den Geleitzellen oder evitl. beim Ein-
tritt in die Siebréhren erfolgen. Die Phosphatase in den Siebréhren
konnte bewirken, daB keine erneute Phosphorylierung der Saccharose
eintritt (Schutzfunktion der Phosphatase). Sollte aber der Rohrzucker,
wie Kursanov et al. (1950) postulieren, durch Ubertragung eines
Glukoserestes aus 1,4-a-glykosidischem Polysaccharid auf Fruktose un-
ter Wirkung einer Transglykosidase gebildet werden, so miifite Phos-
phatase erst das in der Photosynthese sicher entstehende Fruktose-1,6-
diphosphat, evtl. Fruktose-6-phosphat dephosphorylieren.

Weilere Indizien fiir die Beteiligung der Phosphatase in der Sac-
charosesynthese sind: F— und gewisse Konzentrationen von Phosphor-
saure hemmen, Mg*? fordert die Rohrzuckerbildung (Meeuse [1952]).
Nach Kursanov et al. (1939) sowie Virtanen et al. (1934) ver-
lieren Blitter mit Phosphatmangel die Fihigkeit zur Saccharosebildung
aus Hexosen, aber durch Phosphorsiure-Verabreichung kann die Syn-
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thesefihigkeit wieder hergestellt werden. Die Menge von synthetisierter
Saccharose wird in vielen Pflanzen begrenzt durch die Menge von vor-
handenem Fruktosemonophosphat (Kursanov etal [1939], Hartt
[1943]).

V. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit in Chloroplasten-Friihstadien

Es ist gezeigt worden, daB die Chloroplasten der Stirkescheide vor
Beginn der Stirkeeinlagerung wahrscheinlich Phosphatase-Aktivitit
aufweisen. Das Enzym konnte hier eine Rolle in der Chloroplasten-
entwicklung spielen, denn in diesen werden unter anderem ja Phospho-
lipoide aufgebaut. Es kann auch ein Zusammenhang bestehen mit dem -
Eiweiaufbau.

VI. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit in der Mobilisation
; von Reservezellulose

Die Ergebnisse der Versuche mit Samen von Allium Cepa und
Phoenix dactylifera lassen die Moglichkeit einer Bedeutung saurer
Phosphatasen in der Mobilisation der Reservezellulose zu. Anorgani-
sches Phosphat in den Endospermen fiir die Phosphorylierung steht
wihrend der Keimung zur Verfiigung. Die absorbierenden Kotyledonar-
epithelien weisen in beiden Fillen Phosphatase-Aktivitit auf. Uber den
Abbau von Reservezellulose durch Hemizellulasen ist noch wenig Siche-
res bekannt. Vor allem fortgeschrittene Keimungsstadien von Dattel-
samen demonstrieren die Moglichkeit von Phosphorylierung der Re-
servezellulose (vgl. Abbildung 37).

Im peripheren Endosperm ist Phosphatase-Aktivitat vorhanden.
Dadurch wird offenbar das festgestellte anorganische Phosphat frei-
gesetzt. Sofern diese Phosphorsiiure nicht in den gleichen Zellen wieder
in andere Verbindung eingeht, miiBte sie auf dem Weg ins Kotyledonar-
haustorium die weiBe Zone passieren. Hier sind die Zellen weitgehend
entleert und im wesentlichen nur noch die Reservezellulosemembranen
zu erkennen. Da hier aber kein freies Phosphat in Erscheinung tritt,
liegt die Vermutung nahe, daB es in Phosphorylierungsvorgingen der
Reservezellulose verschwindet. Dabei wiirden Hexosephosphate (zum
Beispiel Mannosephosphat, Galaktosephosphat) und evtl. Pentosephos-
phate entstehen, welche bei der Resorption in der Haustorialepidermis
wieder gespalten wiirden. In den Zwiebelsamen ist aber im gesamten
Endosperm Phosphatase aktiv. Die Zuckerphosphate miiBten also hochst
wahrscheinlich schon dort gespalten werden. Somit miifite der Phos-
phatase in der Haustorialepidermis doch eine andere Funktion zukom-
men (siche XIL.).
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VII. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit in der Fettresorption?

Die beim Abbau des Fettes im Endosperm des Ricinus- und Zwie-
belsamens entstehenden wasserunlislichen Fettsiuren miissen fiir den
Abtransport umgewandelt werden. Es entstehen iiber unbekannte Inter-
mediidrprodukte wahrscheinlich wanderungsfihige Kohlenhydrate. Die
Lokalisation von Phosphatase im absorbierenden Kotyledonarepithel
des Ricinus-Samens laBt eine Bedeutung in der Resorption phosphory-
lierter Intermediérstoffe zu. Mahler (1952) hat gezeigt, daB bei der
Oxydation von Fettsiuren (in tierischem Gewebe) Pyrophosphat frei
wird. Dies entspricht einer Phosphatase-Aktivitit. Wenn die Oxydation
im Ricinus-Samen gleich verliuft, ist hier ein Enzymsystem vorhanden,
welches wahrscheinlich auch auf Glyzerophosphat wirksam ist. Uber
andere mogliche Funktionen der Phosphatase im Ricinus-Samen ver-
gleiche VIII., X. und XI.

VIIL. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit im EiweiB-Stoffwechsel

Auf Grund des Auftretens der Phosphatase-Aktivitiit in allen jun-
gen, aktiv wachsenden sowie in absterbenden Zellen, ferner in den
aleuronhaltigen Zellen (Gramineensamen; Erbsenepidermis und -sub-
epidermis sowie Speicherzellen in den Kotyledonen; simtliche Gewebe
im Ricinus-Samen) 148t es sich iiberlegen, ob diese Aktivitit durch
Enzyme bedingt sein kann, welche am Auf- oder Abbau von Eiweilen
beteiligt sind. In Betracht fallen vor allem die Phospho- und Nukleo-
proteide. Es ist bekannt, daB beim Abbau der Nukleoproteide Mono-
nukleotide entstehen, welche durch Nukleotidasen (eine besondere
Gruppe von Phosphatasen) in Nukleoside und Phosphorséure zerlegt
werden (Greenstein [1942]). Phosphatasen aus Samen, Keimlingen
und Bléttern koénnen diese Nukleotidasereaktion katalysieren (Bre -
dereck [1938]). Ferner gibt es auch Nukleophosphatasen, welche
direkt aus Nukleinsiuren Phosphorsiure herausspalten. DaB Nuklein-
' sduren in absterbenden Zellen abgebaut werden, bestitigen Versuche
von Fries (1952), der vor dem Laubfall einen Riickgang des Nuklein-
sdaurephosphors um 20 bis 40 %o feststellte.

Es ist auch gelungen, mit Phosphatasen aus Kartoffeln die Phospho-
proteide Ovalbumin und Plakalbumin zu spalten (Perlmann [1952]).
Der Abbau verschiedener Phosphoproteide erfolgt durch Proteasen zu
Phosphopeptonen, und diese werden weiter durch Phosphatasen zerlegt
(Rimington und Kay [1926], Rimington [1927]).

Alle oben erwihnten Phosphatasen kénnen mit groBter Wahr-
scheinlichkeit auch das im hier durchgefiihrten Test verwendete Gly-
zerophosphat spalten. Dies wiirde die vorgefundene Phosphatase-Akti-
vitit in alten Trachealelementen, letzter Abbauphase in Ricinus- und
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Zwiebelendospermen sowie den Festigungsgeweben (Kollenchymstrange,
Libriform, Holz- und Bastfasern, sklerenchymatische Zellen) erklaren.
Bei Autolyse kénnen méglicherweise auch Phosphatasen gebildet oder
aktiviert werden, welche die weitere Zersetzung der verschiedensten
Phosphate bewirken. Beim Aufbau der Phospho- und Nukleoproteide
diirften Phosphatasen wohl eher eine indirekte Rolle spielen, indem sie
aus Phosphorsiure-Donatoren die Phosphorsiaure zur Verfiigung stellen
wiirden. Diese Bedeutung kann der Phosphatase-Aktivitit in allen meri-
stematischen Geweben zukommen (vgl. A, V.), in Prokambiumstriangen
und jungen Trachealelementen, im Beispiel der Datteltracheide (A, IV,,
3 a), Dattelhaustorium (Subepidermis, Epidermis) und Ricinus-Kotyle-
donen. SchlieBlich kann die an den obigen Orten sich zeigende Phos-
phatase-Aktivitit auch auf die Tétigkeit gewisser Fermente der Amino-
sdure-Synthese zuriickzufiihren sein; zum Beispiel setzt die Glutamin-
siure-Synthetase Phosphorsiure frei (Stump f [1952]). Moo g (1946)
weist darauf hin, daB Proteide vielleicht aus phosphorylierten Inter-
mediiirstoffen aufgebaut werden. Die oft beobachtete Akkumulation des
Testniederschlags auf dem Zellkern junger Zellen mag ihre Ursache
darin haben, daB sich im Zytoplasma enthaltene Phosphatase wahrend
des Aufbaus der (zytoplasmatischen) Ribonukleinsduren um deren
Bildungsort konzentriert (cf. XIV.).

IX. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiitim Abbau von Phospholipoiden

AuBer den Phospholipoiden in absterbenden Chloroplasten fallen
vor allem die Phosphatide in Keimblittern der Getreidesamen in Be-
tracht. Letztere enthalten vor allem Lezithin (Hoffmann [1933]).
Der Abbau von Lezithin fithrt durch die Fermente Lezithinase A und B
zu Glyzerophosphat, und dieses wird natiirlich durch saure Phospho-
monoesterase gespalten. DaB die Phosphatide bei der Keimung im Scu-
tellum abgebaut werden, ist sicher, denn im Keimling erscheint bei wei-
tem keine entsprechende Menge an Phosphatiden (Channon et al
[1943]; Jordan et al. [1933]; Houget et al. [1934]. Die Phospha-
tase-Aktivitit in den Scutellumspeicherzellen des Mais- und Weizen-
keimlings hat also sicher die Bedeutung der Hydrolyse von Glyzero-
phosphat aus Phosphatiden (vgl. auch néichstes Kapitel).

X. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit im Abbau von Phytin

 Das Auftreten der Phosphatase-Aktivitit in der Aleuronschicht der
Getreidesamen, der Erbsenepidermis, -subepidermis und -speicherzellen,
ferner in simtlichen Geweben des keimenden Ricinus-Samens sowie im
Scutellum der Getreidesamen und im Zwiebelsamenendosperm zeigt
diesen Zusammenhang. Die Aleuronkorner enthalten im Globoid Phy-
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tin. Mit der Hydrolyse des Phytins (bzw. Phytinséure) durch Phospha-
tasen haben sich eingehend befaBt: Courtois (1951), Fleury et al.
(1947), Perez (1949), Albaum et al. (1943) und zahlreiche weitere
Forscher (Referate siche in den eben zilierten Arbeiten).

Aus den Untersuchungen von Courtois und Mitarbeitern geht
hervor, daB es eine «Phosphomonoesterase banale» gibt, welche zahl-
reiche Phosphorsiuremonoester spaltet (darunter auch Glyzerophos-
phat), aber ohne Wirkung ist auf Phytin (bzw. Phytinsdure). Mit
diesem Enzym war in allen untersuchten Fillen (insbesondere auch
Getreidekornern) eine sog. Phytophosphatase vergesellschaftet, welche
zusatzlich zu den Phosphorsiuremonoestern (darunter Glyzerophosphat)
auch Pyrophosphate spaltet und Phytin. :

‘In den oben aufgefiihrten Geweben hat die Phosphatase somit
offenbar die Funktion der Phytinhydrolyse. Die weitere Bedeutung liegt
in der Freisetzung einerseits der Phosphorsiure fiir die verschieden-
sten Stoffwechselvorgéinge (in der Aleuronschicht moglicherweise fiir
die Phosphorylierung der Stirke des Endosperms) und vor allem den
Nukleinséureaufbau in jungen Keimpflanzen, und anderseits des Meso-
inosits = Bios I, welcher als Wuchsstoff wirkt (nachgewiesen in Erb-
senkeimlingen von Fleury et al. [1952]).

XI. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit im Stofftransport

Uberblickt man alle die in dieser Arbeit aufgezeigten Lokalisationen
saurer Phosphatasen, so fillt einem auf, daB ein GroBteil der Zellen
und Gewebe mit besonders hoher Aktivitit auch eine besondere Stellung
im Stofftransport einnehmen, sei es iiber lange Distanzen, wie in Sieb-
rohren, oder kiirzere, wie in Ubergangszellen, Prokambiumstréngen, in
den Markstrahlen (Solanum tuberosum zur Zeit starker Assimilations-
tatigkeit), im Hilum (Pisum), im Chlorenchym der Blitter und in den
zwischen Subepidermis und Prokambiumstringen gelegenen Zellen des
Dattelhaustoriums, ferner in resorbierenden Geweben, wie Wurzelendo-
dermis und den Kotyledonarepithélien, auBerdem in besonderen Durch-
gangspforten, wie Siebplatten, Tiipfel, Perforationenplatten (Cucurbita),
Siebfelder der Speicherzellen im Maisscutellum, Enden der Prokambium-
strangzellen und insbesondere in sezernierenden Zellen, wie Sekretgang-
scheide (Heracleum), Geleitzellen, Driisenhaaren, Leitbiindelscheide
(Maisblatt) und Kotyledonarepithelien. ‘

Man gewinnt den Eindruck, daB die Phosphatase (bzw. Phospha-
tasen) direkt oder indirekt in die Vorgiinge des aktiven Transportes ein-
geschaltet sei. Nach Taggart (1952) kann man sich das Schema des
aktiven Transportes folgendermaBen vorstellen: Der zu transportierende
Stoff A geht mit einer Zellkomponente X voriibergehend eine Verbin-
dung AX ein (erster Schritt) und wird in einem zweiten Schritt wieder
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gespalten. In einem der beiden Schritte wird Energie verbraucht. Die
Phosphorsiure kann nun diese verbindungsbildende Zellkomponente X
sein, oder sie kann eine indirekte Rolle spielen, indem durch Spaltung
intrazellulirer, hochenergiereicher Phosphate Energie fiir die beiden
Reaktionsschritte freigesetzt wird. Dies wiirde vor allem eine Erklirung
fiir die Funktion der Phosphatase beim Resorptionsvorgang in den
Kotyledonarepithelien ergeben, fiir den Fall, daB beim Reservestoff-
abbau im Endosperm nicht direkt Phosphate gebildet werden (im Mais-
endosperm ergaben sich ja nur Spuren von Zuckerphosphaten, ferner
hemmt nach D ahm [1924] die Zufuhr von Phosphorsaure ins Endo-
sperm dessen Entleerung; auch im Zwiebel-, Dattel- und Ricinus-
Endosperm ist die Bildung von Phosphorsiureestern als Mobilisations-
produkte der Reservestoffe durchaus fraglich). Die Phosphatase konnte
dann an der Zelloberfliche gebildete Phosphate (AX) spalten oder im
indirekten Vorgang der Energiebeschaffung beteiligt sein. DaB die Per-
meation der Zucker durch Phosphorylierungsvorginge unter der Wir-
kung von Enzymen, welche an der Zytoplasma-AuBenﬂéche sitzen,
gesteuert wird, haben Versuche von Hurwitz et al. (1951) wahr-
scheinlich gemacht.

Die Moglichkeit des fermentativ gesteuerten Stoffaustausches von
Zelle zu Zelle haben auch M oo g (1946), Yao (1950), Rosenberg
et al. (1952), Johnson (1953) und Danielli (1953 b) erwogen.

Auch in den Parenchymen der Blattspreite kann somit die Phos-
phatase-Aktivitit eine Bedeulung haben fiir den Assimilattransport
(Wanner und Frey [1952]). Die Zucker konnen unter Phosphory-
lierung und Dephosphorylierung von Zelle zu Zelle wandern. Da in den
Siebrohren und Geleitzellen die Phosphatase-Aktivitdt hoher ist als im
Chlorenchym, stellt sich ferner das Gleichgewicht zwischen Zucker-
phosphat einerseits und Zucker + Phosphorsaure anderseits in den
Leitbiindeln stirker auf die Spaltungsseite als in den Zellen des Chlo-
renchyms (kein chemisches Gleichgewicht im hergebrachten Sinn, da
stindig Stoffe zu- und weggefiihrt werden!). Somit ergibt sich ein Ge-
falle fiir die Zuckerphosphate zu den Geleitzellen hin. ‘

Besondere Beachtung darf noch der Hypothese von Danielli
(1953 b) geschenkt werden, wonach alkalische Phosphatasen (im Tier-

‘reich) das Enzymzentrum kontraktiler Proteine darstellen und an deren
Transportfunktion beteiligt sein sollen. Diese Rolle kann im Pflanzen-
reich natiirlich auch der sauren Phosphatase zufallen. Das Postulat
wiirde vor allem auch eine Erklirungsmoglichkeit fiir den Transport-
mechanismus in den Siebrohren und einen direkten Zusammenhang
zwischen der hohen Phosphatase-Aktivitit und der Transportfunktion
der Siebrohrenglieder geben. Die Hypothese paft auch ‘sehr gut zum
erhohten Auftreten der Phosphatase-Aktivitit auf den Siebplatten,
Perforationenplatten, Tiipfeln, Siebfeldern der Maisscutellum-Speicher-
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zellen, in den Enden der Prokambiumstrangzellen, in den resorbieren-
den Epithelien, Wurzelendodermis, Hilum und Markstrahlen. (Es darf
aber nicht vergessen werden, daB der Testniederschlag auf den Sieb-
platten, Tiipfeln, Perforationenplatten, Siebfeldern der Maisscutellum-
Speicherzellen und an den Enden der Prokambiumstrangzellen ein Arte-
fakt sein kann, weil das Glyzerophosphat hauptsiichlich an diesen Stel-
len eindringt, ferner das Ammonsulfid zunichst ein hypertonisches
AuBenmedium schafft, das Wasser aus den Zellen saugt, wobei der Blei-
phosphatniederschlag in die Durchgangspforten geschleppt werden kann.)

Phosphatasen kénnen aber offenbar auch eine Aufgabe erfiillen
bei der Sekretion bzw. Exkretion verschiedener Stoffe. Auf diese Funk-
tionen weist das Phosphatase-Vorkommen in Zellen mit Driisenfunktion
hin: Sekretgangscheide, Driisenhaare; auch die Geleitzellen erfiillen
wahrscheinlich Driisenfunktion; nach Esau (1953) sind sie' durch
primére Tiipfelfelder und Siebareale mit den Siebrohrengliedern ver-
bunden und charakteristischerweise nicht vakuolisiert, wie iibrigens
auch die Zellen der Kotyledonarepithelien. Das Maisscutellumepithel
weist ferner ja auch typische Driisenfalten auf, und der Endosperm-
abbau vom Scutellum aus zeigt, daB im intakten Maiskorn wahrschein-
lich doch Stoffe vom Scutellum ins Endosperm abgegeben werden,
wenn diese auch — nach Dahm (1924) und Pfeffer (1893)
nicht unbedingt notwendig sind fiir die Endospermentleerung. Beispiele
aus dem Tierreich fiir diese Funktion sind die Nierentubuli, ferner
Seide sezernierende Driisen (Danielli [1953 al).

XII. 'Bedeutung von Phosphatase-Aktivitiit in der Anthozyan-Synthese

In A, IIL, 1d, ist auf hiufiges Auftreten von Phosphatase-Wirkung
in anthozyanhaltigen Zellen hingewiesen worden. Es wire vielleicht
moglich, daB das Ferment in der Biosynthese dieser Stoffe, wobei wahr-
scheinlich Glyzerinaldehyd (Robinson [1935]) und sicher Zucker
eingebaut werden, eine Rolle in der Nutzbarmachung von phosphory-
lierten Produkten spielt. Ein Zusammenhang mit dem Phosphorsiure-
Stoffwechsel besteht, denn nach Bonner (1950) ist die Anthozyan-
bildung in Pflanzen mit Phosphatmangel erhoht.

XII. Das universelle Vorkommen der Phosphatase-Aktivitit

Spuren von Phosphatase-Aktivitit sind praktisch in jeder unver-
letzten Zelle gefunden worden. Das kann seine Ursache darin haben,
daB auch Enzyme des Atmungsstoffwechsels eine gewisse Wirkung auf
Glyzerophosphat auszuiiben vermogen. In der Glykolyse kann ja als
Nebenprodukt Glyzerophosphat entstehen. Ferner steht jede Zelle mit
ihren Nachbarzellen in einem gewissen Stoffaustausch, in dessen Me-
chanismus Phosphatasen gemi8 XI. héchst wahrscheinlich eine Funk-
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tion ausiiben (vgl. auch XIV.). Die oben erwihnten Phosphatasespuren
kinnen aber auch einfach Reste aus dem meristematischen Stadium der
Gewebe sein.

XIV. Bedeutung der Phosphatase-Aktivitiit bei Synthese-
und Phosphokinase-Wirkung

Wenn auch die sauren Phosphatasen — soviel bisher bekannt ge-
worden ist — in den meisten Fillen hydrolytisch wirken, so mufl doch
nochmals hervorgehoben werden, da§ die Moglichkeit von synthetischer
und Phosphokinase-Wirkung besteht. Diese beiden Wirkungsweisen
wiirden eine sinnvolle Erklarung der Phosphatase-Aktivitéit in all jenen
Geweben zulassen, wo

1. folgende Stoffe aufgebaut werden:

a) Stirke (Bildung von Glukose-l-phosphat)': junge Kartoffel-
knolle, Markstrahlen, Kalyptra des Weizenkeimlings (Glick
et al. [1946]), Xylemparenchym, SchlieBzellen der Stomata;
junge Gewebe, wo transitorische Stirke eingelagert wird:
Parenchym des Zwiebel- und Dattelhaustoriums, der Ricinus-
Kotyledonen, Koleoptile und Blittchen in frithen Entwick-
lungsstadien beim Maiskeimling;

b) Membranstoffe (evtl. Bildung von Pentose- und Hexosephos-
phaten) : Festigungsgewebe;

¢) EiweiB (Synthese von Nukleinsiuren fiir Nukleoproteide sowie
Aminosdure-Phosphorsidure-Verbindungen fiir Phosphopro-
teide) : alle embryonalen Gewebe, Zellkerne;

d) Phospholipoide: Chloroplasten-Friihstadien;

9. Stoffe resorbiert werden (nach Danielli [1953 b] soll nach der
Aufnahme eines Stoffes in eine Zelle dessen Riickdiffusion durch
Phosphorylierung verhindert werden): Kotyledonarepithelien,
evtl. auch weitere der unter XI. aufgezihlten Gewebe;

3. die Photosynthese erfolgt.

Das universelle Vorkommen der Phosphatase-Aktivitit konnte
durch die Atmung bedingt sein, wobei ja zahlreiche Einzelreaktionen
durch Phosphokinasen katalysiert werden.

Uberblickt man nochmals alle Erwiigungen iiber die Bedeutung der
Phosphatase-Aktivitit in ihren verschiedenen Lokalisationen, so kommt
man zum SchluB, daB sie zweifellos in zahlreiche verschiedene bioche-
mische Reaktionen und physiologische Vorgénge eingeschaltet ist und
somit viel mehr Funktionen erfiillt, als Pfannkuch (1936) und
Yin (1945) angenommen haben. Eine der wichtigsten Funktionen liegt
aber wahrscheinlich in der Beteiligung am Transport der verschieden-
sten Stoffe.
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Zusammenfassung

Die Aktivitit der in saurem Bereich wirkenden Phosphatasen wird
untersucht im Blatt von Zea Mays in ihrer Abhingigkeit von verschie-
denen modifizierenden Faktoren (pH: Optimum 5,1 bei der gewihlten
Substratkonzentration; Temperatur: Optimum bei 38°C; F— hemmt,
Mg"* wirkt indifferent, Quellungs- und jahresrhythmischer EinfluB)
und histochemisch lokalisiert nach vereinfachter Methode von G o -
mori in den vegetativen Organen mehrerer Angiospermen und in
typischen Vertretern verschiedener Reservestoff speichernder Samen
wahrend der Keimung (Korner von Zea Mays und T riticum, Samen von
Phoenix dactylifera, Allium Cepa, Ricinus communis und Pisum sati-
vum). Mit Kérnern von Zea Mays wurden auch quantitative Bestimmun-
gen durchgefiihrt. Hohe Aktivitit der Phosphatase wird gefunden:

im Blatt: in Geleitzellen (Maximum), Siebrohrengliedern, Ubergangs-

' zellen und jungen Trachealelementen, SchlieB- und Nebenzellen
der Stomata; etwas schwiichere Aktivitit im Chlorenchym, in
Haaren und Emergenzen; '

in Blattstiel und Sprofachse: im Phloem: Geleitzellen (Maximum), Sieb-
rohren, Siebplatten, interfaszikulire Siebréhren; im Xylem: junge
und in Differenzierung stehende Trachealelemente, Tiipfel, Per-
forationenplatten und Xylemparenchym (sehr stark); in Kam-
bium, Markstrahlen, Stirkescheide, Sekretgangscheide, Festi-
gungsgeweben (Kollenchymstringe, Bastfasern, Holzfasern, Libri-
form, inneren und 4uBeren perizyklischen Fasern), Chlorenchym,
Haaren und Emergenzen; (sehr geringe Aktivitit in Rinden- und
Markparenchym) ;

in der entwickelten Wurzel: in Leitbiindeln, Endodermis; etwas weniger -
stark im perizyklischen Parenchym; in Protoxylem und Wurzel-
haaren;

in jungen Kartoffelknollen: in den Stirke einlagernden Zellen sowie
Siebréhrengliedern;

in den keimenden Samen: in der embryonalen Wurzel: stirker im Peri-
blem als im Plerom; in Kalyptra und Koleorhiza; im SproBteil: in
Koleoptile und Primirblittern; in den Prokambiumstriangen tritt
die Aktivitit erst nach ein bis drei Tagen ein und steigt dann
fortwiihrend; in den Kotyledonen: in den Samen mit Endosperm
in den resorbierenden Epithelien (jedoch erst nach FErreichen
eines gewissen Quellungsgrades); bei den Getreiden, Ricinus com-
munis, Allium Cepa und Pisum sativum in den reservestoffhalti-
gen Zellen der Kotyledonen; bei Pisum auch in Epidermis und
subepidermalen Zallen, bei Phoenix dactylifera anfinglich im
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hiert

ganzen Haustorium, spiter hauptsichlich in der Subepidermis;
allgemein in den Prokambiumstringen; in den Endospermen: bei
den Getreiden nur in der Aleuronschicht und den dieser benach-
barten zwei bis drei stirkehaltigen Zellschichten (und sehr gering
in ans Scutellum angrenzenden Zellen), bei Ricinus c. und Allium
C. in simtlichen Endospermzellen bis zur vélligen Entleerung; bei
Phoeniz d. im Zellinhalt der nicht entleerten Zellen, jedoch nicht
in den das Haustorium umgebenden Zellen, welche praktisch nur
noch Reservezellulose aufweisen.

Der Wechsel der Aktivitiat im Verlauf der Keimung wird kontrol-
und im allgemeinen eine Zunahme festgestellt.

Verwendung von Glukose-1-phosphat und Fruktose-6-phosphat bei

verschiedenen Objekten ergibt gleiche Lokalisation, in bezug auf letz-
teres Substrat allerdings eine schwiichere Aktivitit.

In Teil B wird die physiologische Bedeutung der Phosphatase-

Aktivitat diskutiert. Es bestehen Beziehungen zum Vorkommen von

!

.QQ

Stirke (Funktion von Phosphatasen beim Abbau phosphorsiure-
haltiger Komponenten der Stiirke, evtl. von durch Phosphorylase
gebildetem Glukose-1- phosphat und damit bei der Resorption der
Starkeabbauprodukle)

. Chlorophyll (somit Beziehung zur Photosynthese, insbesondere

Saccharosesynthese), evtl. Funktion beim Aufbau der Chloro-
plasten;

Aleuronkérnern (sicher Funktion von Phosphatasen bei der Mobi-
lisation von Phytin bzw. Phytinsiure und damit Bedeutung fiir
die Beschaffung von Phosphorsiure und dem Wuchsstoff Bios I
= Mesoinosit fiir den wachsenden Keimling);

Anthozyanen in jungen Blittern (Funktion bei der Anthozyan-
synthese).

Als weitere Bedeutungen der Phosphatase-Aktiviiit werden erkannt:

Im EiweiB-Stoffwechsel: Abbau von Nukleo- und Phospho-
proteiden (somit Bedeutung bei der Plasmadesintegration); in-
direkte Beteiligung beim Aufbau von Nukleo- und Phospho-
proteiden, Wirkung beim Aufbau gevmsser Aminosduren und
somit Bedeutung beim Plasmaaufbau in meristematischen Geé-
weben;

Abbau von Phospholipoiden, insbesondere Lezithin;

. direkte oder indirekte Funktion im biochemischen Transport-

system (Resorption und Sekretion bzw. Exkretion), wobei dahin-
gestellt bleiben muB, ob bei der Mobilisation der Reservestoffe
(Stiarke, Reservezellulose und Fett) schon in den Endospermen
Phosphorylierungsprodukte entstehen oder diese erst in der Zyto-
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plasmaauBenfliche der resorbierenden Epithelzellen gebildet
werden.

8. Die universell vorkommende schwache Phosphatase-Aktivitit kann
durch Enzyme des Atmungsstoffwechsels bedingt sein.

9. Fiir gewisse Gewebe ist auch Synthese- und Phosphokinase-
Wirkung der Phosphatase in Erwiigung zu ziehen.
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