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Atmung und CO,-Fixierung des Tabaks

Von Peter Waltz
(Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Eidg. Technischen Hochschule Ziirich)

Eingegangen am 14. Januar 1957
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1. Einleitung

Auf Grund umfassender Untersuchungen verschiedener Autoren
wurde fiir viele Vertreter der Succulenten und fiir einige nichtsucculente
Pflanzen ein besonderer Typus der Atmung, die Succulentenatmung, auf-
gestellt (Bennet-Clark, 1932; Vickery und Pucher, 1940;
Thomas, 1949). Alle Pflanzen dieser Gruppe fallen durch einen hohen
Gehalt an organischen Séuren auf, von denen Isozitronensiaure und Apfel-

siure (Pucher, 1942; Pucher etal, 1947) die groBte Rolle spielen.

Schon friith wurde eine starke Schwankung dieser Siuren je nach der
Tageszeit erkannt und von verschiedenen Autoren immer wieder bestitigt.
Sie fiihrte zur Einfiihrung der Begriffe Acidifikation im Dunkeln und
Desacidifikation unter Lichteinfluf.

Parallel zu dieser Schwankung des Totalséiuregehaltes macht sich ein
starker Wechsel des Atmungsquotienten (RQ = CO, gebildet / O, ver-
braucht) geltend, wobei am Tage Werte iiber eins mit Spitzen von 2,05
(Bennet-Clark, 1932), withrend der Nacht dagegen solche bis null
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und sogar solche unter null mit negativem Vorzeichen erreicht werden
(ThomasundR anson, 1954). '

Yon Pucher et al. (1948) konntle eine deutliche Abhingigkeit der
Saurebildung wihrend der Nacht von der Temperatur nachgewiesen wer-
den (Maximum bei 9°C), und Bonner (1948) zeigte den Einfluf der
CO,-Spannung der Atmosphire auf die Sdurespeicherung. Zunehmende
C.0,-Konzentrationen von 0,0 bis 0,1 %0 ergeben einen starken linearen
Anstieg der Saurebildung bis zu einer Sittigung, so dafl grofere CO,-Men-
gen keine wesentliche Zunahme mehr bewirken.

Nachdem Woodund Werkman (1936) die Fixierung von CO,
und dessen Einbau in organische Sduren durch Propionsiurebakterien
nachgewiesen und Evans et al. (1943) (siehe auch Ochoa, 1948 a, b;
Ochoa etal, 1948 ¢, d) die allgemeine Verbreitung dieses Vorganges in
animalischen Geweben gezeigt hatten, lag es nahe, die Anhdufung von
organischen Siuren in Pflanzen vom Succulententypus durch die Wood-
Werkman-Reaktion zu erkliren.

Es ergibt sich hieraus fiir die sogenannte Succulentenatmung folgen-
des vereinfachtes Bild: '

Am Tage, bei relativ hohen Temperaturen, werden organische Siu-
ren abgebaut. Dies driickt sich durch einen RQ aus, der iiber eins liegt.
Die CO,-Spannung in den Zellen ist niedrig, da das von auBen hereindif-
fundierende sowie das bei der Atmung freiwerdende CO, stindig durch
die Assimilation eliminiert wird. Das Gleichgewicht Saureaufbau—Siure-
abbau ist in der Richtung des Abbaues verschoben. Wihrend der Nacht
sinkt die AuBentemperatur, und die intracellulare CO.-Spannung steigt,
da die Assimilation, bei ungefihr gleicher Atmung, wegfillt. Als Ergebnis
werden organische Sduren nach der Wood-Werkman-Reaktion aufgebaut.

Im RQ spiegelt sich dieser Vorgang durch Werte unter eins wider.
Fallt der RQ unter null, so wird mehr CO, fixiert, als die Atmung liefert.

Da der RQ die jeweiligen Anderungen im Sduregehalt genau wieder-
gibt, kann man annehmen, daf die Sauerstoffaufnahme, die in CO,-freier
Luft gemessen wird, durch die CO,-Fixierung nicht beeinflufit wird oder,
anders ausgedriickt, daB Atmung und Fixierung bei Succulenten ohne
‘gegenseitige Beeinflussung vor sich gehen (T h o m a s, 1949).

Ahnlich wie die Succulenten, so ist auch der Tabak reich an organi-
schen S#iuren, wobei Apfelsiure neben Zitronen- und Oxalséure den groB8-
ten Anteil ausmacht (Pucher et al,, 1937, 1941, 1947, 1949). Daneben
sind auch die iibrigen organischen Sduren des Krebscyclus in kleinen bis
kleinsten Mengen sowie die fiir den Tricarbonsiurecyclus notwendigen
Fermentsysteme im Tabakblatt zugegen. (Pucher und Vickery,
1941; Palmer, 1955; Vickery, 1955.) Schwartze (1933) (siehe
auch Vickeryund Pucher, 1940) konnte zeigen, daB die im Tabak
angehiuften organischen Siduren wihrend des Tages kaum abnehmen
und wihrend der Nacht nur unbedeutend aufgebaut werden.
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Der RQ liegt fiir alle in der Schweiz kultivierten Tabaksorten iiber
eins (Eichenberger, 1952; Frey-Wyssling und Waltzgz,
1955). Es scheint daher im Bereiche der Méglichkeit, daB der Tabak hin-
sichtlich seiner Atmung dem Succulententypus zuzuzihlen ist. Diese Zu-
gehorigkeit zu beweisen oder, falls notig, einen besonderen Tabaktypus
aufzustellen, ist der Zweck der vorliegenden Arbeit.

Die vorliegende Arbeit ist auf Anregung und unter Leitung von Prof..
A.Frey-Wysslingam Pflanzenphysiologischen Laboratorium des
Institutes fiir Allgemeine Botanik der ETH durchgefiihrt worden. Ferner
durfte das Isotopenlaboratorium des Institutes fiir organische Chemie mit
freundlicher Genehmigung von Prof. V.Prelogund Dr. H.J. Urech
benutzt werden. Bei der Anschaffung von Apparaturen waren die Ver-
einigten Tabakfabriken AG, Neuchatel-Serri¢res, behilflich.

Fiir die mir zuteil gewordene Hilfe mochte ich meinen Dank aus-
sprechen.

2. Die Versuchspflanzen

Fiir die Versuche wurden Keimlinge und ausgewachsene Pflanzen
verwendet. Die Keimlingsversuche wurden stets mit Nicotiana tabacum
Scrte Paesana, einer im Puschlav (Graubiinden) endemischen Form, durch-
gefiihrt, da diese einen besonders hohen RQ aufweist. Fiir Versuche mit
ausgewachsenen Pflanzen dienten in den meisten Fallen ebenfalls Pae-
sana, neben Nicotiana tabacum Sorte Mt-Calme Jaune, einer hellen, zur
Ofentrocknung geeigneten Schweizer Sorte.

Die Samen wurden freundlicherweise von der Forschungs- und Be-
ratungsstelle der SOTA (Société coopérative pour 'achat du tabac indi-
géne) an der Versuchsanstalt Mt-Calme/Lausanne zur Verfiigung gestellt.

a) Die Keimlinge

Die Samen wurden auf straffgespannte, feinmaschige Seidengaze ge-
streut. Die Gaze lag direkt auf einer gut wassergetrinkten Schicht Terralit
oder auf Sand. Wihrend der ersten acht Tage wurde mit Leitungswasser,
spater mit «Lonzinlosung» (2 g/l) gegossen. Die relative Luftfeuchtigkeit
betrug 70 bis 80 %, die Temperatur 27 bis 28° C. Fiir die Versuche wurden
die Pflinzchen mit einer Pinzette herausgezogen, wobei Sand bzw. Terra-
lit an der Gaze abgestreift wurde.

b) Die Pflanzen

Die Zucht der Freilandpflanzen erfolgte nach den in der Schweiz
tiblichen Methoden.

In den meisten Féllen kamen Gewiichshauspflanzen zur Verwen-
dung; sie wuchsen bis zum Setzlingsstadium unter den gewoéhnlichen Be-
dingungen. Die rund 15 cm langen Setzlinge wurden in einem Beet in
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Abstanden von 50 X60 cm, bei einer Temperatur von 25 bis 28° C bei Tag
und 18 bis 22° C bei Nacht sowie bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von
65 bis 80 %o kultiviert. Die Luft wurde mit Veuntilatoren umgewilzt, die
auch fiir eine gleichmiiBige Verteilung des als Dampf zugegebenen Was-
serdampfes sorgten.

Im Winter erwies sich eine Beleuchtung mit je einer Lampe Osram
HWA-500 pro m? als notwendig.

Da sich verschieden hoch inserierte Blitter hinsichtlich ihrer Atmung
unterscheiden, muBten sie numeriert werden; diese Numerierung der Blat-
ter erfolgt von unten, die Kotyledonen ausschlieBend (Eichenber-
ger, 1952).

3. Die nichtfliichtigen organischen Siiuren des Tabaks

Die Analyse der nichtfliichtigen organischen Séuren, ohne die Oxal-
siure, erfolgte nach der von Palmer (1955) beschriebenen Ionenaus-
tauschchromatographie mit Dowex 1-x-8 in Formiatform. Es handelt
sich um ein Anionenaustauschharz von mittlerer Porositit und einer Korn-
groBe von 0,037 bis 0,074 mm (200 bis 400 mesh). Die Oxalsdure wurde
als Calciumoxalat gefallt und titrimetrisch mit Kaliumpermanganat be-
stimmt (P alm er, 1955). Die fliichtigen organischen Siuren wurden ver-
nachlissigt, da sie im Tabak nur in sehr kleinen Mengen vorkommen.

Das Pflanzenmaterial wird in einer Porzellanschale mit siedendem Alkohol ge-
worfen und der Alkohol auf dem Wasserbad bei 50° C im Luftstrahl abgedampft.
Danach trocknet man bei 65° C wihrend zwo6lf Stunden im Trockenschrank und z2-
reibt das Material im Morser. Die Porzellanschale wird mit Alkohol gewaschen, wel-
cher, auf Volumen gebracht, den resp. Analysen (Kohlehydrate, organische Siuren)
prozentual zugegeben wird. Das Tabakpulver wird mit 0,1 ccm 4n Schwefelsiure pro
100 mg zerrieben, mit einer doppelten Menge Asbest (H2SOs und Ather gewaschen)
vermischt und wihrend 48 Stunden am Soxhlet mit absolutem Ather extrahiert. Der
Kther wird vor der Destillation iiber CaClz mit Spuren Kaliumpermanganat gewaschen,
um organische Beimischungen zu zerstéren. Die organischen Siuren werden als Na-
Salze in Wasser aufgenommen und der Ather auf dem Wasserbad bei 35° C im Luft-
strahl abgedampft. Das wiBrige Extrakt wird angesiuert, auf Velumen gebracht und
filtriert. Extrakte, die nach Palmer alkalisch filtriert werden, verquellen das Dowex,
so daf} die Eluiersdure nicht durchlaufen kann.

Auf eine 5,5 cm lange Dowexséule von einer Grundfléiche von 0,28 cm? wird eine
bestimmte Menge des wifirigen Extraktes gebracht und mit komprimierter Luft mit
einer Geschwindigkeit von 1 ccm/min durchgepreft. Nach Waschen mit dem doppel-
ten Siulenvolumen Wasser, wobei darauf zu achten ist, daB keine Luft eindringt.
wird die fertig geladene Siule an die Eluier- und Fraktionier-Apparatur gebracht.
Diese besteht aus einer Saugflasche mit Ameisensiure bestimmter Normalitiit, die
durch ein Kapillarrohr mit einer zweiten Saugflasche mit magnetischem Riihrer, dem
Mischgefidl, verbunden ist. Das Mischgefi}, in dem sich eine bestimmte Menge
destilliertes Wasser befindet, ist durch ein Kapillarrohr mit der Chromatographier-
siule verbunden. An die erste Saugflasche wird nun Druck angelegt, wodurch die
Ameisensiiure in das MischgefaB gelangt, von welchem das homogene, an Ameisen-
séiure stiindig sich konzentrierende Gemisch in die Siule flieBt. Der Druck wird so
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gewiihlt, daB die Tropfgeschwindigkeit der Séule 1 ccm pro Minute betrigt. Die aus-
tropfende Fliissigkeit wird in Reagensglisern aufgefangen, welche sich auf einem
Fraktionensammler befinden. (Fraktionensammler «Chromatopart> der Firma Ben-
der-Hobein, Miinchen). Dieser legt automatisch ein neues Reagensglas vor, sobald
das Vorhergehende auf ein gewiinschtes Volumen aufgefiillt ist. Die so erhaltenen
Fraktionen werden auf dem Wasserbad bei 46 bis 480 C im Luftstrahl zur Trockene
eingedampft, mit 2 ccm COz-freiem Wasser versetzt und auf Phenolrot titriert.

Figur 1 zeigt ein solches Diagramm von nichtfliichtigen organischen
Séduren aus Blittern von Paesana, Figur 2 ein solches von Keimlingen der
gleichen Varietat.

il
1 & 10 15 Fraktion 20 2 o I

Figur 1
Ionenaustauschchromatographie von nichtfliichtigen organi-
schen S#uren in u aeq/100 mg Trockengewicht von Bléttern
von Paesana. Dowex 1-x-8, Formiat. 5,5-cm-Séiule. Elution mit
zunehmender Konzentration von Ameisensiure, bei 4,2n
HCOOH im Reservoir. Tropfgeschwindigkeit 1 ccm/min. 3 ccm/

Fraktion.

e S e N S DR B iR

1 i 10 15 FrakFion 20 25 I

Figur 2
Nichtfliichtige organische Sduren von Keimlingen von Tabak
Sorte Paesana. Daten wie in Figur 1.
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Die drei Maxima der beiden Kurven entsprechen sich; das erste ge-
hort einer unbekannten Sidure an, auf deren Identifizierung wegen der
kleinen vorhandenen Mengen nicht eingetreten werden konnte. (Nach der
Priifung mittels Papierchromatographie scheint es sich um Bernstein-
siiure zu handeln.) Fiir quantitative Sdurebestimmungen wurde sie als
Apfelsiure gerechnet. Die Zugehorigkeit des zweiten Maximums zur
Apfelsiure konnte durch Modellversuche und Papierchromatographie be-
wiesen werden. Aus gleichen Griinden kommt das dritte Maximum der
Zitronensdure zu. Allerdings sind Zitronensiure und Isozilronensdure
nicht unterscheidbar. Ferner ist es nicht ausgeschlossen, daff andere
Séduren in kleinen Mengen mit der Zitronenséaure eluiert werden (Pal-
mer, 1955).

Die Papierchromatographie wurde mit verschiedenen Losungsmit-
teln durchgefiihrt (Paech und Tracy, 1956; Rentschler und
Tanner, 1954). Fur Rohextrakte hat sich besonders die Methode von
vanDuuren (1953) geeignet erwiesen.

‘4. Die Atmungsmessungen

a) Die Methode

Zur Messung des Gasaustausches wurde die direkte Methode von Warburg
angewendet (Umbreit, Burrisund Stauffer, 1945). Der Sauerstoffverbrauch
wird in CO,-freier Atmosphire (Absorption des laufend freiwerdenden CO, durch
209/¢ KOH) manometrisch. gemessen. Anhand dieser Gréfe wird aus den Druckunter-
schieden in Ko6lbchen mit gewohnlicher Luft das freigewordene CO:z errechnet.

Die Versuche wurden bei 25 resp. 35° C und einer Schiittelfrequenz von 150—180
Hin- und Herbewegungen pro Minute bei einem Weg von 1,5 em durchgefiihrt. Als
Aufschlimmedium resp. Feuchthaltemittel wurden 4 ccm resp. 0,5 cem einer 1/15 M
KH,PO,-Lésung vom pH 4,5 verwendet (Grob, 1948; Steinmann, 1950).

Die Bliitter wurden mit Rasierklingen in Streifen von 1X10 mm zerschnitten,
unter Beseitigung der Rippen und Seitenrippen. Fiir die Atmungsmessungen der Keim-
linge wurde diese, wenn nicht anders angegeben, ganz, d.h. mit Stengel, Wurzeln,
Kotyledonen und eventuellen Blittern verwendet.

Die fiir die Messungen verwendeten Mengen betrugen 200 mg Frischgewicht pro
Koélbchen, in Ausnahmefillen jedoch 100 resp. 300 mg.

Das Pflanzenmaterial wurde in den Kélbchen entweder mit 4 ccm Phosphat-
i¢sung am Vacuum infiltriert oder auf Filterpapier gelegt und mit 0,5 ccm der Lésung
angefeuchtet.

Um zu priifen, ob die Behandlung der Pflanzenteile, wie Infiltrieren,
Zerschneiden und allgemein das Manipulieren, einen wesentlichen Ein-
fluB auf die Atmung habe, wie das Audus (1935, 1941) fiir Kirsch-
lorbeer festgestellt hat, wurden Versuche mit Keimlingen durchgefiihrt.
Und zwar wurden ganze sowie zerschnittene Keimlinge in angefeuchtetem
und infiltriertem Zustande hinsichtlich ihrer Atmung vergleichend unter-
- sucht. AuBerdem wurden intakte Keimlinge auf angefeuchtetem Filter-
papier in die Warburgkdélbchen gebracht und nach vierundzwanzigstiin-
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diger Ruhepause unter normalen Bedingungen auf ihre Atmung gepriift
(Tabelle 1). '

Tabelle 1
Sauerstoffaufnahme in mm3 pro Stunde und 100 mg Frischgewicht von Keimlingen
von Paesana, 14 Tage alt, auf Sand gezogen. I. Pflinzchen zerschnitten und infiltriert.
II. Ganz und infiltriert. III. Ganz und auf Filterpapier. IV. Ganz und 24 Stunden in
den Kélbchen

I II II1 v
¢ IS e, 195 | 1.9 1,23 1,32
O,-Verbrauch ........ 80 92 94 82

Da die Unterschiede klein und unsignifikant sind, kann bei unserem
Material von einem bedeutenden Einfluf der Behandlung auf die Atmung
keine Rede sein.

b) Die Resultate

Es sollen hier die Ergebnisse der Versuche iiber die Atmung verschie-
dener Pflanzenteile unter verschiedenen Umstinden dargelegt werden.
Vor allem soll gepriift werden, wie weit der RQ des Tabakes in seinen Ab-
weichungen vom Normalwert und seinen Schwankungen mit dem anoma-
len RQ der Pflanzen vom Succulententypus iibereinstimmt.

In einer ersten Versuchsserie wurden die Schwankungen des RQ
wihrend einer Tagesperiode von 24 Stunden bei einer Blattgruppe unter-
sucht. Fiir einen Versuch wurden je ein Teil mehrerer Blitter verwendet
(Figur 3).

RQ

1,2

L1

1

1,0

L | | | | | | 1 | | | | |
pfo0  p3o0 0500 Q700 pgoo  fq00 {300 {§o0 {700  jgoo 200 2300 mnah

Figur 3
Der RQ von sechzehnten Blittern von Mt-Calme-Jaune-Freilandpflanzen, in Abhin-
gigkeit von der Tageszeit. Temperatur am Warburg ist 350 C, die Blattschnitzel sind
vacuumfiltriert.
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Die gemessenen RQ-Werte sinken nie unter eins. Das um 12 h auf-
tretende Maximum ist stark von der Temperatur im Versuchsfeld abhén-
gig, was in Schwankungen von &= 10 % zum Ausdruck kommt.

Da die Schwankung des RQ im Verlaufe eines Tages nicht dem Suc-
culententyp entspricht — es treten nachts keine Werte unter eins auf —,
muB gepriift werden, ob eine értliche Kompensation des RQ, d. h. hohe
RQ in gewissen Teilen der Pflanze, tiefe RQ in anderen, vorhanden sei.
Es wurden deshalb Versuche an verschiedenen Pflanzenteilen einer
Gruppe gleichaltriger und vergleichbarer Pflanzen von Paesana durch-
gefiihrt {Tabelle 2). ’ ' '

Tabelle 2
Der RQ verschiedener Pflanzenteile und der ganzen Pflanze. Paesana-Pflanzen mit
18 Bliittern. Temperatur am Warburg ist 35° C, die Blattschnitzel sind vacuuminfiltriert.

15"’%‘?532 Wi 1 Eote
B s e s s s 1,38 t 1,42 1,07 1,35

Der mittlere RQ der gesamten Pflanze ist anhand der verschiedenen
Atmungsintensititen der Pflanzenteile und ihrer prozentualen Anteile
am Trockengewicht errechnet. Bei dem Stengel wurde nur die primére
Rinde beriicksichtigt. Die Wurzeln wurden unter Jauwarmem Wasser von
der anhaftenden Erde befreit und auf Filterpapier getrocknet.

Es zeigt sich, daB auch hier kein RQ unter eins gefunden werden
kann. »

In einer weiteren Versuchsserie konnte nachgewiesen werden, daB
ein Blatt in allen seinen Entwicklungsphasen einen RQ iiber eins bei-

RQ
1,201
1,15 13. Blatr
110+
17. Blalt
1,05+
1,00}
1 | L1 e e
18192225 3,0 19 22 39D
Figur 4

Der RQ von dreizehnten und siebenzehnten Blitiern von Mt-Calme Jaune in Abhéngig- .

keit von der Lichtdurchlissigkeit D eines Alkoholextraktes bei 434 mu. Die Blatt-

schnitzel sind vacuuminfiltriert, die Temperatur am Warburg 35° C. Logarithmische
Darstellung.
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behilt. Figur 4. Als BezugsgroBe wurde hier die Lichtdurchléssigkeit eines
standardisierten alkoholischen Blattauszuges verwendet, um reife aus-
gewachsene von unreifen ausgewachsenen Bliittern zu unterscheiden.

Auch in bezug auf die Insertionshéhe der Bléitter ergibt sich stets ein
RQ iiber eins. Die untersuchten Pflanzen hatten 18 Blitter, wobei das
zwolfte, groBte eine Linge von 34 bis 35 cm, das letzte, achtzehnte eine
solche von 1,0 bis 1,5 cm aufwies. Figur 5. Interessant ist der sehr hohe
Wert der kleinsten Blétter. Dem tieferen Wert des fiinfzehnten Blattes
kommt kaum eine besondere Bedeutung zu.

RQ
1:7_

1,6
1,5

14}

1,31

1,2
| | | | | |
9 12 BlattNo. 15 18 17 18

Figur 5
Der RQ in Abhéngigkeit von der Insertionshéhe der Blitter von Mt-Calme Jaune.
Temperatur am Warburg 35° C, die Blitter sind vacuuminfiltriert.

Eine interessante Moglichkeit bieten Keimlinge, da bei ihnen eine
Fettatmung mit einem RQ unter eins so lange zu erwarten ist, als der
Keimling ginzlich oder teilweise von seinen Fettreserven lebt. Dieser nie-
dere RQ sowie der graduelle Ubergang zur Normalatmung, die sich durch
ihre RQ iiber eins deutlich zu erkennen gibt, lassen sich einwandfrei
messen (Figur 6). :

Nimmt man an, daB der hohe RQ von Tabak, gleich wie bei Succu-
lenten, durch den Abbau von organischen Sduren entsteht, so ist zu erwar-
ten, daB bei Atmungsmessungen, die sich iiber lingere Zeit erstrecken,
der RQ unter eins sinkt, wenn der Vorrat an zugéinglichen organischen
Siduren erschopft ist. Es wurden deshalb Versuche durchgefiihrt, bei
denen die Atmung iiber lingere Zeit verfolgt wurde. Dabei sank der RQ
nach einer fiir die Sorte und das Material typischen Zeit unter eins.
Figur 7 stellt eine solche Kurve fiir Blitter von Paesana dar. Auffallend
sind die anféinglich sehr hohen RQ-Werte. Da diese in Versuchen, bei
denen der Tabak nicht vacuuminfiltriert ist, sondern auf feuchtem Filter-
papier liegt, nicht auftreten, kann wohl angenommen werden, daB die
hohen Werte durch eine ungeniigende Sauerstoffzufuhr bedingt sind.
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Figur 6
Der RQ von keimenden Tabaksamen von Paesana in Abhingigkeit von der Keimzeit
in Stunden nach dem Ausséien. Keimung auf Terralit. Temperatur am Warburg ist
359 C, die Pflanzen sind vacuuminfiltriert.

Diese mangelhafte Sauerstoffzufuhr spielt nur bei den ersten Messungen
eine Rolle. Bei Mittelwerten aus Messungen wihrend mehrerer Stunden
fallen diese hohen Werte kaum ins Gewicht (vgl. Tabelle 1).

In Figur 8, einer RQ-Kurve von Paesana-Keimlingen bei lange an-
dauernder Atmungsmessung, treten keine hohen Anfangswerte auf; die
Keimlinge liegen auf feuchtem Filterpapier. In andern Fillen wurden
noch flachere Kurven gefunden.

Nach den ersten Werten fillt die RQ-Kurve in Figur 7 stark ab, um
nach einem erneuten Anstieg unter eins zu sinken. Mont-Calme Jaune
ergibt einen dhnlichen Kurvenlauf, wobei allerdings die Mittelwerte des
RQ néher bei eins liegen und der RQ auch friiher unter eins sinkt.

0,

mm’ N : RQ
300 : 2,0
—11,8
250 .
-1,6
200
14
150 d42
100 =10
I PER S O A W A T 1 8 I U007 O R M Y U 0 P WA A (A SO T N T 7 N [ Y e O G - W 1 I T 0 i

0 1 2 J 4 5 b6 7 8 3 10 1th
Figur 7

RQ und Sauerstoffaufnahme in mm?® pro 200 mg Frischgewicht und /s Stunde von
zwolften Blittern von Paesana. 35° C am Warburg. Vacuuminfiltriert.
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Auf die Bedeutung dieser Kurven (Figuren 7 und 8) soll im Zusam-

menhang mit der Analyse der organischen Sduren noch zuriickgekommen -
werden.

Der Kurvenverlauf der Sauerstoffaufnahme sowie die Streuung des
RQ und der Sauerstoffaufnahme sind stark temperaturabhingig. Die
Streuung nimmt allgemein mit niederen Temperaturen zu.

0,
60Fmm®
L RQ
55 02 ity
50+ 1.2
RQ
45+ : it
—11,0
40
—0,9
I ] ] Bl ! ( | 0,8
0 1 2 3 4 5 6 Foh

Figur 8
RQ und Sauerstoffaufnahme in mm3 pro 200 mg Frischge-
wicht und !/2 Stunde von Paesana-Keimlingen bei einer
Temperatur von 25° C am Warburg. Die Keimlinge liegen
auf feuchtem Filterpapier.

5. Verschiedene Pilanzensubstanzen und ihr Verhiiltnis zur Atmung

Zur Erklirung des Absinkens des RQ unter eins nach langer Ver-
suchsdauer, wie das in den Figuren 7 und 8 dargestellt ist, wurden Ver-
suche in 150-cm®-Erlenmeyern mit dreiunddreiBigsten Bliittern von Pae-

- sana durchgefiihrt. Am Anfang der Versuche sowie nach 2 resp. 10 Stun-
den wurden Proben entnommen und nach vorstehender Methode auf

ihren Séuregehalt untersucht. Die Resultate sind in Tabelle 3 zusammen-
gefaft, '

Tabelle 3
Nichtfliichtige organische Siuren in xaeq/100 mg Trockengewicht von dreiunddreifiig-
sten Blittern von Paesana. Ionenaustauschchromatographie. Blattmaterial vacuum-
infiltriert in 150-cem-Erlenmeyern,

0h 2h 10 h A 0h/10 h
Apfelssure........... 100 112 107 3
Zitronensdure . . ...... 56 155 s g2 + 136
Oxalsiéiure ........... 31 9. 10 Ha iy
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Da die Zitronensiure bei einer anniihernd gleich bleibenden Menge
© Apfelsiure im Verlaufe der 10 Stunden zunimmt, wird die Moglichkeit,
das Absinken des RQ unter eins durch ein Verschwinden der organischen
Siuren zu erkliren, vereitelt. Die starke Abnahme der Oxalsiure in der
ersten Periode erlaubt eine Erklirung der relativ hohen RQ-Werte
(Figur 7 am Anfang des Versuches, unter Beriicksichtigung der anfang-
lichen Erhohung des RQ durch mangelhafte Sauerstoffzufuhr).

Da die obigen Versuche in Erlenmeyern und nicht in Warburg-
kélbehen durchgefithrt wurden, schien es angebracht, die beiden Metho-
den durch Parallelanalysen zu vergleichen. Der Versuch (Tabelle 3)
wurde deshalb wiederholt und gleichzeitig ein analoger Versuch in War-
burgkolbechen durchgefiihrt. Um beim Warburg-Versuch geniigend Mate-
rial fiir die Analyse der organischen Sduren zu erhalten, wurde das
Pflanzenmaterial mehrerer direkt aufeinanderfolgender Atmungsver-
suche nach dem Abtoten in siedendem Alkohol gesammelt und zusammen
aufgearbeitet. Die Resultate sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4 :
Die nichtfliichtigen organischen Siuren in waeq/100 mg Trockengewicht von dreiund-
dreiBigsten und vierunddreiBigsten Blittern von Paesana in Erlenmeyern (E) und
Warburgkélbchen (W) nach eineinhalbstiindiger Versuchsdauer. Vacuuminfiltriert.

0h T 11";[" A O/E A O/W
Apfelsgure -, . i% i vivide 132 124 148 N + 16
Zitronensdure............ 67 115 64 + 48 — 3
Oxalsire ... it icnsvens, 44 33 — — 11 —

Es zeigt sich, daB die Verinderungen der organischen Siduren nach
der gewiithlten Versuchszeit bei Erlenmeyer- und Warburgkélbchen nicht
{ibereinstimmen. Vielmehr verhalten sich Apfel- und Zitronenséure in
den beiden Kélbchentypen invers; auerdem fillt die Totalzunahme der
Siuren verschieden grof aus.

Wiihrend bei dem in Tabelle 4 dargestellten Versuche das Blattmate-
rial in den Erlenmeyerkolben von gewohnlicher Luft umgeben ist, verhalt
sich die Atmosphire in den Warburgkolbchen verschieden. Da bei diesem
Versuche die Atmung, d. h. der RQ, gemessen wurde, befindet sich in der
einen Hilfte der Koélbchen eine CO,-freie Atmosphire (Sauerstoffmes-
sung), wihrend in der anderen Hélfte gewohnliche Luft vorliegt. Fiir die
Analyse der organischen Siuren des am Warburg gemessenen Materials
wurden nachtriglich die Blattschnitzel aus den mit CO,-freier und den mit
normaler Luft gefiillten Warburgkdlbchen vereinigt, '

Da der CO,-Partialdruck den maBgebenden Unterschied zwischen
Erlenmeyer- und Warburgkélbchen bildet und durch die Vereinigung des
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Blattmaterials aus den beiden Typen Warburgkélbchen ein unklares Bild
entsteht, wurden weitere Versuche durchgefiihrt.

Aus den Angaben der Tabellen 3 und 4 muB geschlossen werden, daB
die organischen Sduren fiir den hohen RQ nicht allein verantwortlich
sein konnen. Deshalb soll in dem folgenden Versuche auch die Anderung
des Nitrates wihrend der Versuchszeit beriicksichtigt werden, da eine
Reduktion relativ kleiner Nitratmengen bereits einen namhaften Einfluf
auf den RQ ausiiben kann.

Methode der Nitratanalyse

Das Nitrat wird kolorimetrisch als 2,2,4-Trinitrophenoldisulfonsiure bestimmt
(Paech und Tracy, 1956).

Das Analysenmaterial wird drei Stunden bei 1030 C im Thermostaten getrocknet
und darauf im Morser pulverisiert. Durch UbergieBen mit Silbersulfat werden das
storende Chlor und mit Kupfersulfat die organischen Substanzen gefiillt.

Danach wird die Farbreaktion mit Phenoldisulfonsidure und conc. Ammoniak
ausgefiihrt. Die Extinktion wird im Pulvrich-Photometer bei 434 my gemessen.

Um den Abbau der organischen Siduren und der Nitratreduktion in
ihrer Auswirkung auf den RQ auswerten zu kénnen, miissen quantitative
Analysen der Kohlehydrate, die das Grundsubstrat der Atmung darstel-
len, durchgefiihrt werden.

Methode der Analyse der Kohlehydrate

Die Bestimmung der Stiirke erfolgt kolorimetrisch mit Anthron (McCready
et al., 1950). Die Stirke wird mit HCIO, hydrolisiert und die Farbreaktion an der
Glukose ausgefiihrt. Die Messung der Extinktion wird im Pulvrich-Photometer bei
619 mu vorgenommen.

Die reduzierenden Substanzen werden mit Alkohol extrahiert, und nach Rei-
nigung mit Aktivkohle nach Somogyi-Nelson (1945, 1944) kolorimetrisch -
bestimmt. Die Messung der Extinktion erfolgt bei 494 my.

Die nichireduzierenden werden zusammen mit den reduzierenden Zuckern extra-
hiert, mit Invertase invertiert und gemeinsam kolorimetrisch bestimmt. Durch Sub-
traktion der Werte fiir reduzierende Substanzen erhilt man die Mengen nichtredu-
render Zucker. . :

In Tabelle 5 sind die Resultate dieser Versuche wiedergegeben. Die
Almung von Blattschnitzeln auf feuchtem Filterpapier wurde gemessen.
Zehn parallele Versuche ergaben genug Material fiir die Analysen, wih-
rend das Material fiir die Nitratanalysen zwei Atmungsversuchen ent-
nommen wurde. Die Blattschnitzel der Koélbchen mit CO,-freier resp.
gewohnlicher Luft wurden separat gesammelt und aufgearbeitet.

Die mit 0 Stunden bezeichnete Entnahme bezieht sich auf den Be-
ginn, die mit 1'/2 Stunden auf das Ende der Atmungsmessung, deren
Resultate in Tabelle 6 zusammengestellt sind.

Es zeigt sich in Tabelle 5 deutlich, daB die Anwesenheit des CO, fiir
den Unterschied zwischen Erlenmeyern (ohne KOH) und Warburgkélb-
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chen (mit KOH) die maBgebende Rolle spielt. Ferner scheint der Nitrat-
reduktion bei ausgewachsenen Blédttern keine Bedeutung zuzukommen.
Der Zusammenhang der Verdnderungen der organischen Siduren wih-
rend der Versuchsdauer und des RQ soll spiiter diskutiert werden.

Tabelle 5
Die organischen Siuren in xaeq/100 mg Trockengewicht, die Kohlehydrate und das
Nitrat in mg/100 mg Trockengewicht. Zweiundzwanzigste und dreiundzwanzigsie
Bliitter von Paesana. Auf Filterpapier in Warburgkolbchen. Versuchsdauer eineinhalb

Stunden.
Oh 1'/, h 11, h /\ 0/ohne A 0/mit
ohne KOH mit KOH KOH K_OH
Apkebiliire bl oGk 187 207 168 420 —19
Zitronensiure............ 99 99 72 0 — 27
Oxalsiidres = oo S Ste s 48,1 41,7 39.8 — 6,4 — 8.3
Red. Zucker ............. 0,15 0,25 0,17 + 0,10 | + 0,02
EnviZmeker: Ji sl il 0,97 0,50 0,28 — 0,47 | — 0,69
SRR 5T v s e, e 8,91 6,41 5,95 — 250 | — 3,96
NO; o B O L R At i 0,54 .57 0.56: AL 08 - i (02
Tabelle 6

Der RQ, der totale Sauerstoffverbrauch resp. die Kohlendioxydproduktion in mm? pro
100 mg Trockengewicht in eineinhalb Stunden. Reduziert auf Normaldruck. Siehe

Tabelle 5
Sauerstoffverbrauch ’ K;?i:ﬁ&’;id' RQ
3050 ’ 3490 1,15

Da bekannt ist, daB junge Pflanzen einen regeren Nitratstoffwechsel
aufweisen, wurden Untersuchungen an 17 bis 19 Tage alten Keimlingen
-von Paesana durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen der in Tabellen 7
und 8 dargestellten Resultate sind gleich wie die der Tabellen 5 und 6.
Das zur Analyse gelangende Material stammt von 12 parallelen Atmungs-
messungen, die Analysen sind Mittel zweier Bestimmungen.

Es macht sich ein deutlicher EinfluB des CO, auf die Mengen ver-
brauchter resp. gebildeter organischer Sduren sowie auf die anderen
untersuchten Substanzen geltend. Wihrend die allgemeine Charakteristik
dieses Versuches mit jener von Tabellen 5 und 6 sehr gut iibereinstimmt,
zeigt sich im Nitrat ein wesentlicher Unterschied. Es sind gréBere Men-
gen vorhanden, und die Umsitze sind bedeutender. Diese beiden Fak-

! Diese leichte Zunahme steht im Widerspruch zu den zuverlissigen Analysen

von Munsche (1955). Da jedoch die Unterschiede sehr klein sind, darf man an-
nehmen, daf das Nitrat unverindert bleibt.
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toren sind stark vom Alter der Keimlinge abh#ngig, woriiber Tabelle 9
Aufschluf gibt. :

Tabelle 7
Die organischen Siuren in waeq/100 mg Trockengewicht, die Kohlehydrate und das
Nitrat in mg/100 mg Trockengewicht von Paesana-Keimlingen auf feuchtem Filter-
papier bei einer Versuchsdauer von eineinhalb Stunden.

0h 14, h 1, h A 0/ohne A 0/mit
ohne KOH | mit KOH KOH KOH

ApfelsBimre .. i v vain s 32,7 26,5 41,8 — 6,2 SR |
Zitronensdure. . .......... 127 129 109 + 20 | —180
Oxalsdure i s v 21,6 18,4 22,8 S o) bt kD
Red. Zneker: . - iovuoiwes 0,71 0,56 0,39 Ll b 89
Inv: Zucker 0. i iihvis 0,50 0,42 0,47 — 0,08 — 003
BEBMe S o T i s 7,15 6,60 6,55 0,551 <060
10 R e SR 4,75 4,65 4.49 — 0,10 | — 0,26

Tahelle 8

Der RQ, der totale Sauerstoffverbrauch und die CO2-Produktion in mm? pro 100 mg
Trockengewicht in eineinhalb Stunden von Paesana-Keimlingen. Vgl. Tabelle 7.

0, co, RQ
4350 4950 1,14
Tabelle 9

Nitratmengen in Abhiingigkeit vom Alter der Keimlinge von Paesana, ausgedriickt
durch die Linge der ersten Blitter in mm. Nitrat in mg/100 mg Trockengewicht, nach
eineinhalb Stunden im Warburg

0,5-1,0 , 1,0-1,5 1,5-3,0

o3 ?

] 2 e 1,3 ' 0,5 % e

Die Werte in Tabelle 9 sind Mittel aus den Kélbchen mit CO,-freier
und gewohnlicher Luft.

6. Die CO.-Fixierung

Auf Grund der groBen Rolle, die das CO, der Luft beim Stoffwechsel
des Tabaks im Dunkeln zu spielen scheint, lag die Annahme einer CO,-
Dunkelfixierung nahe. Es wurden deshalb Versuche mit C**O, durchge-
fiihrt, bei denen die Versuchsbedingungen jenen der bisherigen Versuche
angeglichen wurden,
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a) Methodik

Ein GefiB mit einem den Warburgkolbchen méglichst #ihnlichen Grundflichen/
Volumen-Verhiltnis ist oben durch einen Schliff verschlossen. Durch den Schliff
stoBen drei Glasrohren, von denen die beiden duBleren durch verschlieBbare Gummi-
verbindungen das Spiilen der Atmosphire erlauben, wihrend unter dem mittleren
Glasrohr ein kleines Glasgefi aufgehingt ist.

Das Pflanzenmaterial wird auf Filterpapier in den Kolben gebracht und mit
KH2PO4 1/15 M befeuchtet. Das BaC140s3 befindet sich in dem kleinen Glasgefi. Durch
das dariiber befindliche Glasrohr wird nun eine Pipette eingefithrt und 20° Perchlor-
siure im Uberschuf zugegeben. Danach wird das Glasrohr schnell verschlossen.

Der Kolben wird nun bei 25° C im Dunkeln auf eine Schiittelmaschine gestellt.

Nach beendetem Versuch wird auf gewohnte Weise mit siedendem Alkohol
abgetotet und zum wiBrigen Extrakt aufgearbeitet. Dieser wird nun an einer Dowex-
siule gereinigt (Elution milt 7n Ameisensiure). Das alle Organischén Siduren ent-
haltende Eluat wird eingedampft und titriert. Nun werden die Sduren nach dem nor-
malen Ionenaustauschverfahren getrennt und bestimmt. Die respektiven Fraktionen
werden vereinigt, die Siuren durch Ionenaustausch freigesetzt und am Geigerziihler
gemessen. (The 100-Scaler, Tracerlab Inc., Boston.) :

Die Oxalsiure wird aus dem wéfrigen Extrakt als Calciumoxalat ausgefillt, zen-
trifugiert,‘ gewaschen, in 2n Schwefelsiure gelost, am Kutscher-Stiudel 48 Stunden
mit Ather extrahiert und schlieBlich zur Trockene eingedampft. Die freie Oxalsaure
wird am Geigerziihler auf ihre Aktivitit gepriift.

b) Resultate

In einem ersten Versuch wurden dreizehnte Bliatter von Paesana ver-
wendet. Die Apfel- und die Zitronensidurefraktionen erwiesen sich als
radioaktiv. Die Apfelsiure wurde mit einer dreiBigfachen Menge inakti-
ver Saure vermischt und aus Aceton Benzol umkristallisiert, worauf sich
die Aktivitit in der reinen Saure fand (Buhler et al., 1956).

In einem zweiten Versuch wurden die relativen Aktivitaten der ver-
schiedenen Siduren bestimmt. Es wurde das vierzehnte Blatt von Paesana
verwendet. Die spezifische Aktivitit des BaC'O; ist 1 me/millimol. Die
Aktivititen sind in cpm (counts per minute) pro Millidiquivalent ange-
geben. :

Tabelle 10
Relative Aktivititen der verschiedenen nichtfliichtigen organischen Siuren von vier-
zehnten Blittern von Paesana nach eineinhalb Stunden Versuchsdauer und 0,2 mec
C10, (3,2 mg Bariumcarbonat) in der Atmosphiire. Im Dunkel bei 25° C.

s aeq/100

epmnjmulligeq, e i
Apfelsdure............ 17.4-10* 7 109
Zitronensdure ......... 9.4-10% 101
Unb. Séure o s 0,5-10% 4
Oxalsiure . . o uiveis Sre i 50

Wie zu erwarten war, zeigt Apfelsdure die grofite Aktivitiat, wihrend
Oxalsidure keine aufweist. Die Aktivitaten der Zitronensidure und der
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unbekannten Sidure deuten auf einen raschen Umbau der Sauren unter
sich, wobei interessanterweise die in kleinen Mengen auftretende unbe-
kannte Sdure recht aktiv im Stoffwechsel zu sein scheint.

Die angegebenen Aktivititen sind keine absoluten, sondern nur un-
tereinander vergleichbare relative Werte. (Absolute Werte erhilt man
gréBenordnungsmiBig durch Multiplikation mit 10%.) Immerhin darf man
aus den Zahlen auf eine ziemliche Intensitit der CO,-Fixierung schlieBen,
zumal das G0, durch das bei der Atmung anfallende CO, stetig ver-
dinnt wird.

7. Diskussion

a) Spezieller Teil

Wie gezeigt werden konnte, {ibt die Behandlung des Pflanzenmate-
rials (Zerschneiden, Infiltrieren usw.) vor und wihrend der Messungen
keinen wesentlichen Einflu auf die Atmung aus. Daraus geht hervor,
daf die von A udus mit Kirschlorbeerblittern erhaltenen Ergebnisse
fiir Tabak nicht oder nur in untergeordnetem MaBe zutreffen.

Eine Ausnahme macht die mangelhafte Sauerstoffzufuhr zu Beginn
der Experimente mit am Vacuum infiltriertem Material, wodurch eine
Erhohung des RQ entsteht. Eine Beeinflussung der Atmung durch den
Phosphatpuffer ist moglich (Ulrich, 1941; Handley and Over-
street, 1955), jedoch kaum von grofier Bedeutung.

Unter normalen Bedingungen kann fiir keines der untersuchten
Tabakgewebe ein RQ) unter eins nachgewiesen werden. Diese Resultate
deuten auf einen wesentlichen Unterschied gegeniiber dem Gaswechsel
der Succulenten hin. Es wurde ferner gezeigt, dal kein Ausgleich des RQ
innerhalb der Pflanze — Abbau der Kohlehydrate zu Séuren in bestimm-
ten Geweben, Abbau der Sduren in anderen — stattfindet.

Nur die Wurzeln und die jiingsten Blitter zeigen eine wesentliche
Abweichung von dem sonst sehr konstanten RQ des Tabaks. In den Wur-
zeln — tiefer RQ — werden wohl wenig Siuren veratmet, was eventuell
mit einer fehlenden Kohlendioxydfixierung in Zusammenhang steht. Der
besonders hohe RQ der jiingsten Blitter ist wahrscheinlich durch eine
Zufuhr von organischen Siduren aus anderen Pflanzenteilen bedingt.

Aus Versuchen mit Keimlingen geht hervor, daf§ die ganzen Pflanzen
mit zunehmendem Alter von der reinen Fettatmung der Olsamen stufen-
los zur Normalatmung iibergehen, wie wir sie fiir ausgewachsene Pflan-
zen festgestellt haben.

Mit Hilfe von C'*0, konnte eine Kohlendioxyd-Fixierung durch die
Blitter des Tabaks im Dunkeln nachgewiesen werden; das Kohlendioxyd
findet sich zum gréB8ten Teil in der Apfelsiure, zum kleineren in der
Zitronensiure und der unbekannten Siure (wahrscheinlich Bernstein-
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sdure) wieder. Es sind zwei Vorgéinge bekannt, nach denen CO, im Dun-

keln aufgenommen wird. :
Der eine (Wood und Werkman, 1936, 1940) fithrt von Brenz-
traubensiure iiber Oxalessigsiure zur Apfelsiure.

CO, COOH  GOOH
+ | |
CH, CH, CH,
| et
CO CO CHOH
| [ 2H

COOH COOH COOH

Es werden dazu Mn-Ionen benétigt. Als Ferment ist das Malatenzym
mit TPN (Triphosphopyridinnucleotid) als Coenzym wirksam (Ochoa
et al., 1948 a). e

Daneben besteht der von Ochoa (1948 @, b) (sieche auch Ocho a
et al., 1948 b) gezeigte Weg von der a-keto-Glutarsdure iiber Oxalbern-
steinsdure zur Isozitronensiure, wobei neben Isozitronensiuredehydroge-
nase, Oxalbernsteinsdurecarboxylase und Aconitase ebenfalls Mn-ionen
und TPN notwendig sind. Ferner ist Glukose-6-Phosphat zur Reduktion
des TPN zu H,TPN unerlaBlich.

Die Zwischenstufen beider Vorginge — Oxalessigsiure und Oxal-
bernsteinsiure, besonders letztere ist sehr unstabil — werden durch die
von uns verwendeten Analysenmethoden nicht erfaBt. Auch kann Iso-
zitronensdure von Zitronenséure nicht unterschieden werden.

Da nun aber die Apfelsidure die grofte Radioaktivitit aufweist und
die andern organischen Siuren sich mit ihr im Gleichgewicht befinden,
scheint die Annahme der Carboxylierung nach Wood-Werkman
wahrscheinlich. Da in jedem Gleichgewichtszustand eine fortlaufende
Interkonversion der beteiligten Substanzen besteht, ergibt sich ohne wei-
teres eine Erklirung fiir die Aktivititen der Zitronensiure und der un-
bekannten Séure.

Fir die Warburg-Versuche liegt auf Grund der festgestellten Kohlen-
dioxydfixierung folgende Situation vor: In den Koélbchen mit CO,-freier
Luft wird der Sauerstoffverbrauch gemessen, in den Kélbchen mit ge-
wohnlicher Luft dagegen Druckverdnderungen durch das Zusammen-
spiel von Sauerstoffverbrauch und Kohlendioxydbildung. Aus ihnen 148t
sich die Menge des freigesetzten Kohlendioxyds durch Abzug der Sauer-
stoffwerte errechnen.

Nur unter der Annahme, daB der Sauerstoffverbrauch durch die
Kohlendioxydfixierung nicht wesentlich verindert wird, kénnen wir die
gefundenen RQ-Werte als richtig betrachten. Findet jedoch eine Beein-
flussung des Sauerstoffverbrauches statt, so sind die von uns gemessenen
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RQ-Werte entweder zu hoch oder zu tief, je nach der Richtung der Beein-
flussung. Da wir aber keine Anhaltspunkte iiber die Art einer solchen
Beeinflussung besitzen und auch mit den uns zur Verfiigung stehenden
Untersuchungsmitteln keine Méglichkeit zur Abklirung dieser Verhalt-
nisse besteht, wird in dieser Diskussion der Ergebnisse das Gewicht weni-
ger auf die absoluten Werte als vielmehr auf den Verlauf des Gaswechsels
in Funktion der gepriiften Variabeln gelegt werden.

Von besonderem Interesse ist die Kurve des RQ bei langer Versuchs-
dauer (Figur 7). Sie zeigt, wie bereits erwihnt, einen sehr starken Abfall
in der ersten, kurzen Zeitspanne, worauf ihr Verlauf sich anschlieBend
verflacht. (Ein endogener Rhythmus kommt nicht in Frage, da Versuche,
die zu verschiedenen Zeitpunkten begonnen wurden, stets gleiche Kurven-
bilder ergeben ([Brown et al, 1955].) Wie wahrscheinlich gemacht
werden konnte, ist der erste Abfall auf eine mangelhafte Sauerstoffzufuhr
zuriickzufiihren. Der weitere, flachere Abfall ergibt sich aus dem Abbau
der Oxalsiure (Tabellen 3 und 5), welche durch ihren hohen RQ von 4,0
die Atmung selbst bei sehr kleinen Umsétzen wesentlich beeinflufit (Be-
riicksichtigung der Atmungsintensitit). AnschlieBend schwankt die
Kurve um einen Mittelwert, den man als Normalniveau betrachten kann.
Die auftretenden Abweichungen werden durch den Abbau und Aufbau
von Siduren sowie verschieden starke Atmungsintensititen (Figur 8) ver-
ursacht. In Tabelle 3, einem Versuch, der die Verhiltnisse unter Anwesen-
heit von CO, wiedergibt, zeigt sich ein leichter Anstieg der Apfelsiure
und ein starkes Ansteigen der Zitronensidure. Die Steigung der Saure-
kurven ist jedoch inkonstant. Das endgiiltige Absinken des RQ) unter eins
scheint hauptsiichlich auf eine Verminderung der Atmung bei gleichblei-
bender Kohlendioxydfixierung zuriickzufiihren zu sein. Die Kurve des
Sauerstoffverbrauches sinkt hier namlich stark ab.

Fiir Keimlinge ergibt sich ein in groBen Ziigen dhnliches, in Einzel-
heiten jedoch verschiedenes Bild. So ist die RQ-Kurve flacher und fallt
auch schneller auf Werte unter eins ab. Die Sdureumsiitze sind kleiner
als bei Blittern, wobei nach Ende der eineinhalbstiindigen Versuchszeit
eine Abnahme der Totalsduren zu verzeichnen ist. Die Nitratmengen lie-
gen wesentlich {iber jenen fiir Blitter, und ihre Verminderung wihrend
der Versuchszeit ist deutlich.

Hieraus 148t sich schlieBen, da die Kohlendioxydfixierung bei den
Keimlingen wahrscheinlich eine kleinere Rolle spielt als bei den Bléttern.
Das RQ-Niveau wird einerseits durch Sdureabbau, anderseits durch die
Nitratreduktion gehalten, welche auch bei kleinem Umsatz einen wesent-
lichen Einflu8 auf den RQ ausiibt, da betrichtliche Mengen O, freigesetzt
werden.

2NO; + 3 H,0 —— 9 NH, + 41/: 0,
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In ausgewachsenen Bliittern spielt die Nitratreduktion dagegen keine
ins Gewicht fallende Rolle (vgl. Tabelle 5).

Bei allen Versuchen ohne KOH nimmt die Kohlendioxydspannung
in den Reaktionsgefdfen standig zu, und zwar nach eineinhalbstiindiger
Versuchsdauer in den gemischten Kolbchen von 0,03 %6 auf zirka 4 %o.
Diese CO,-Werte sind natiirlich stark vom Material und von seiner
Aitmungsintensitit abhéingig.

b) Allgemeiner Teil

Von besonderem Interesse sind natiirlich die verschiedenen Ab- und
Umbauvorgénge, die unter unseren Versuchsbedingungen im Gewebe
gleichzeitig vor sich gehen. Diese sind:

a) Abbau der Stirke zu reduzierenden und nichtreduzierenden
Zuckern;

b) Abbau der Zucker via Krebscyclus zu Kohlendioxyd und Wasser
unter Sauerstoffaufnahme;

¢) Abbau von organischen Sauren, die dem Krebscyclus angehoren,
d. h. Apfel- und Zitronensiure;

d) Abbau der Oxalsiure;

e) Aufbau von Siuren des Krebscyclus durch Fixierung von CO, im
Dunkeln, wobei Apfelsiure neben Zitronensdure und einer unbe-
kannten Sdure die Hauptrolle spielt;

[) Reduktion von Nitrat bei Keimlingen.

Zu b). Die Bedeutung des Krebscyclus wurde von vielen Autoren
gezeigt. So konnten die meisten der darin vorkommenden Siuren sowie
auch die fiir die Vorginge notwendigen Fermente in verschiedenen hohe-
ren Pflanzen und groBenteils auch im Tabak nachgewiesen werden. Es
ist deshalb sehr wahrscheinlich, daff die Kohlehydrate via Krebscyclus
abgebaut werden.

Zu c¢). Im Verhilinis zu den vorhandenen Sduremengen sind die Um-
sitze, Verlust wie auch Zunahme, relativ klein. Wéahrend ein Verlust an
Siduren weitgehend durch einen Abbau erklirbar ist, bleiben fiir eine
Zunahme die Moglichkeiten einer zogernden Fermentaktivitit des Abbau-
‘systems oder eine Kohlendioxydfixierung im Dunkeln offen. Bei den
Keimlingen, mit dem Verschwinden von relativ groBen Nitratmengen,
darf angenommen werden, daB ein Teil der organischen Sduren durch
Aminierungen in Aminosauren iibergefiithrt werden.

Die relative Konstanz der in den Geweben vorhandenen Siuremengen
konnte eventuell mit der Bedeutung der organischen Siuren als Regu-
latoren des Redoxpotentials in Zusammenhang stehen (Wartenberg
und Rummeni,1952; Rummeni, 1953, 1954). Ferner ist es wahr-
scheinlich, daBl gewisse Mengen der organischen Sduren durch Bindung

74



an andere Substanzen, wie zum Beispiel Nicotin, oder auch zur Aufrecht-
erhaltung des Kationen-Anionen-Gleichgewichtes dem unmittelbaren
Stoffwechsel entzogen werden.

Zu d). DaB groBe Mengen der Oxalsdure aus dem Stoffwechsel aus-
scheiden, ist mit ziemlicher Sicherheit auf die Bildung von Calcium-
oxalat zuriickzufiihren, das als unlosliche Substanz schlecht zugénglich
ist. Auch aus den Versuchen mit C**O, geht hervor, dafl die Oxalsaure
am direkten Stoffwechsel kaum oder doch nur untergeordnet beteiligt ist.

Zu e). Die Griinde, warum es sich bei der CO,-Fixierung im Dunkeln
wahrscheinlich um eine Reaktion des Wood-Werkman-Typus handelt,
wurden bereits dargelegt.

Zu f). Eine starke Nitratreduktion bei jungen Pflanzen ist bekannt.
Sie steht sicher mit dem groBen Wachstum und der Plasmabildung wih-
rend des Keimlingsstadiums in Zusammenhang.

Aus der Diskussion ergibt sich ungefdhr folgendes Bild fiir die
Aimung von Tabak (Figur 9):

Slarke
v
Zucker Asparagin
Zitronensdure
| ;
Brenztiaubens. Apfelsiure  + NHz = N0s
+ / ;
<o |
CO2 + Hel

Hierbei ist zu beachten, daB der Krebscyclus nicht eingezeichnet ist.
Es zeigt sich also deutlich, daB zwischen Tabak- und Succulentenatmung
eine Analogie besteht, wohingegen von einer eigentlichen Zugehérigkeit
des Tabaks zum Succulententypus nicht gesprochen werden kann.

Iiir eine solche Zugehorigkeit sprechen:
a) der hohe RQ;
b) die groflen Mengen gespeicherter organischer Sauren;
c¢) die Dunkelfixierung von CO,.

Es sprechen jedoch die folgenden Grunde dagegen:

a) Der hohe RQ andert sich wihrend einer Tagesperiode kaum und ist
auch unter andern Bedingungen recht konstant.
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b) Der Gehalt an organischen Siuren dndert sich im Verlaufe einer

Tagesperiode nur wenig.

c) Die Dunkelfixierung geht bei Temperaturen von 25° C in betricht-

lichem MaBe vor sich.

d) Das hohe Niveau des RQ von Tabakpflanzen kann sicher weder

durch den Abbau gespeicherter organischer Sduren noch durch
eine Nitratreduktion erklirt werden. (Bei Keimlingen 148t sich das
Normalniveau auf Grund dieser beiden Vorgéinge erkliren.)

Es kann also gesagt werden, daB die Atmung von Tabak einen eige-

nen Typus darstellt, der in gewissen Merkmalen an jenen der Succulenten
erinnert.

8. Zusammenfassung

. Der RQ von Tabakpflanzen ist im Verlaufe eineinhalbstiindiger

Versuche unter allen Bedingungen weitgehend konstant und immer
grofler als eins. Er unterscheidet sich dadurch wesentlich von jenem
der Vertreter des Succulententyps.

. Die nichtfliichtigen organischen Siuren schwanken nur wenig

wihrend einer Tagesperiode und nehmen auch im Verlaufe von
eineinhalbstiindigen und ldngeren Versuchen nicht ab. Vielmehr ist
in gewohnlicher Luft eine Zunahme der organischen Siuren zu
beobachten. Keimlinge machen dabei eine Ausnahme.

. Eine Dunkelfixierung von CO, konnte nachgewiesen werden. An-

hand der Verteilung der Radioaktivitit erweist sich Apfelsidure als
erstes stabiles Produkt. Die Méglichkeit, daB eine Wood-Werkman-
Reaktion vorliegt, wurde diskutiert und als sehr wahrscheinlich
befunden.

. Fiir Keimlinge wurde eine Beeinflussung des RQ durch die Nitrat-

reduktion festgestellt.

. Auf Grund der wesentlichen Unterschiede zwischen Tabak und

Succulentenatmung wurde fiir Tabak ein neuer Typus der Atmung
aufgestellt.
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