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Zum Stoffwechsel der aufblithenden und welkenden Korolle
der Prunkwinde Ipomoea purpurea

I1. Funktion und de novo Synthese
lysosomaler Enzyme beim Welken

Von Felix Winkenbach
(Institut fiir Allgemeine Botanik der ETH, Ziirich)

Manuskript eingegangen am 12.Januar 1970

A. Einleitung und Problemstellung
Schumacher (1932) schreibt zum Stoffwechsel der Phyllocactusbliite:

«Der Eiweissaufbau ist beim Aufbliihen schon beendet, die Maschine wird umgeschaltet, und
wihrend wir uns an der wundervollen Pracht der sich erschliessenden Bliite erfreuen, 1duft im Innern
das geheime todliche Spiel der Eiweissspaltung ab, das, wenn ein gewisser Punkt erreicht ist, nur mit
der Katastrophe des Zusammenbruchs enden kann.»

Aus neuern Experimenten wurde die Einsicht gewonnen, dass in Pflanzenzellen
die Spaltung und Bildung von Eiweissen und Nukleinséduren nebeneinander ablduft
(Bidwell et al., 1964; Sampson et al., 1963). Die rdumliche Trennung dieser Pro-
zesse wurde bei tierischen Zellen durch de Duve et al. (1955) entdeckt: sie bezeich-
neten Hydrolasen enthaltende Organelle mit einfacher Membran als Lysosomen. Im
Lichte dieser Erkenntnisse bedeutet Stoffabnahme in einer Zelle oder in einem Organ,
dass mehr Stoffe mit den Verdauungsenzymen der Lysosomen in Beriihrung kommen
und abgebaut werden, als das Protoplasma bildet.

Angesichts der grossen Stoffabnahme in der welkenden Korolle von Ipomoea
(Winkenbach, 1970) wurde versucht, die Frage der Funktion und Lokalisation
von lysosomalen Enzymen abzukldren. Zu diesem Zweck wurde die Gesamtaktivitét
verschiedener Hydrolasen dem Gehalt an zelleigenem Substrat wihrend des Bliih-
verlaufs gegeniibergestellt. Ferner wurden Experimente zur subzelluldren Lokalisa-
tion lysosomaler Enzyme ausgefiihrt.

Schliesslich wurde die de novo Synthese einiger Hydrolasen wihrend des Welkens
abgeklirt und die morphologischen Verinderungen des Protoplasmas im Elektronen-
mikroskop beobachtet.

B. Material und Methoden

Einzelheiten iiber Objekt und Kultur, Sammeln und Extraktion der Korollen, Stoff bestimmungen,
Bestimmung der Invertaseaktivitidt und die Bestimmung von strukturgebundener Enzymaktivitdt mit
der Ultrazentrifugation wurden in der vorangehenden Arbeit beschrieben (Winkenbach, 1970).
Der Versuch mit Korollentrichtern (Methode IIT) wurde in analoger Weise durchgefithrt wie der
Versuch mit ganzen Korollen (Methode I, vgl. Winkenbach, 1970). Bei beiden Versuchen wurden
dhnliche Resultate erhalten.

1. Bestimmung der Aktivitiit saurer Hydrolasen

Jeder Enzymansatz enthielt 0,1 ml Enzymprobe und wurde bei 37 °C inkubiert.
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Natiirliche Substrate

a) Nukleasen: Als Substrat dienten 0,4 ml 0,2 % native Thymus-DNS und denaturierte Hefen-
RNS in 0,1 M Acetatpuffer. Die Reaktion wurde mit einem Féllungsmittel (50 % Athanol, 0,01 M
Magnesiumacetat, 0,8 mM Lanthannitrat, 0,05 M Acetatpuffer pH 5,5) unterbrochen (Ambel-
lon et al., 1966). Die 16slichen Spaltprodukte bestimmte man spektrophotometrisch bei 260 nm.

b) Protease: Als Substrat wurden 0,3 ml 19% sduredenaturiertes Héimoglobin in 0,1 M Acetat-
puffer verwendet. Die Reaktion wurde mit 0,2 ml 1 N Perchlorsiure unterbrochen und die sdure-
16slichen Spaltprodukte mit der Folinphenolmethode bestimmt (Greenberg, 1961, modifiziert
von Matile, 1964).

¢) a-Amylase: Als Substrat dienten 0,7 ml 0,03 % «Analar»-Stirke in 1 /15 M Phosphatpuffer,
und die Abnahme des Jod-Stirke-Komplexes wurde spektrophotometrisch bei 590 nm bestimmt
(Street et al.,, 1956). Da der Komplex nicht stabil war, wurde das Jod-Kaliumjodid-Reagens un-
mittelbar vor dem Messen zum Reaktionsprodukt gegeben.

Synthetische Substrate

Die Enzymproben wurden mit 0,2 ml in Puffer geldstem Substrat inkubiert und die Reaktion
mit 0,2 ml 1 N Perchlorsiure unterbrochen. Nach Zugabe von 2,5ml 0,2 M Natriumcarbonat
wurde das Endprodukt bei 400 nm spektrophotometrisch bestimmt.

d) a-Glukosidase: 2 mg/ml p-Nitrophenyl-«-D-glukopyranosid wurden in 0,1 M Citratpuffer ge-
10st.

e) B-Glukosidase: 1 mg/ml p-Nitrophenyl-g-D-glukopyranosid wurden in 0,1 M Acetatpuffer
gelost.

f) Phosphatase: 2 mg/ml p-Nitrophenylphosphat wurdén in 0,1 M Citratpuffer gel6st.

g) Acetatesterase: 5 mg p-Nitrophenylacetat wurden in 1 ml salzsaurem Methanol bei 0 °C ge-
16st und mit 5 ml 0,1 M Citratpuffer versetzt.

h) L-Leucinaminopeptidase: 0,75 mg/ml L-Leucyl-4-nitro-anilid wurden in 0,05 M Carbonat-
puffer geldst. Das Substrat wurde zuerst mit zwei Tropfen 1 N Salzsiure versetzt, zerrieben, mit
Wasser auf das halbe Endvolumen verdiinnt und 0,1 M Carbonatpuffer zugegeben.

2. Experimente mit isolierten Korollenscheiben

Aus der Randzone der Trichterfliche wurden mit einem Korkbohrer Scheiben von 1 cm
Durchmesser ausgestanzt. Diese wurden mit der Innenseite nach unten (Spaltoffnungen nach
oben!) in Petrischalen, auf einer Lésung oder auf dest. Wasser schwimmend, inkubiert (Zimmer-
temperatur, Tageslicht). Die Scheiben aus einer Bliite wurden gleichmissig auf alle Ansitze ver-
teilt. Ein Ansatz enthielt in der Regel 20 Scheiben. Diese wurden in einer Reibschale in 2 ml
0,05 M TRIS-Puffer pH 7,5 mit dem Pistill zerrieben, das Homogenat durch einen Faltenfilter fil-
triert und das klare Filtrat fiir die Bestimmungen verwendet.

3. Elektronenmikroskopie

Korollenstiicklein von ca. 2 mm Kantenlinge wurden aus der Randzone der Trichterfliche ge-
schnitten und fixiert (1,5% Glutaraldehyd, 0,4% Formalin, 0,025 M Cacodylatpuffer pH 7,2,
0 °C). Mit 1% Osmiumtetroxyd wurde nachfixiert. Die Waschlosungen und das Nachfixiermittel
enthielten ebenfalls 0,025 M Cacodylatpuffer und so viel Saccharose, dass diese Losungen und
das Fixiermittel dquimolar (0,33 M) waren. Die Gewebestiicklein wurden in 29% Uranylacetat
kontrastiert (10 Stunden), in einer aufsteigenden Alkoholreihe sowie in Aceton entwissert und in
Eponharz eingebettet (Mollenhauer, 1964). Alle Losungen waren in Eiswasser gekiihlt. Die
Diinnschnitte (LKB Ultramikrotom) wurden nach Reynolds (1963) nachkontrastiert und im
Siemens-« Elmiskop I» untersucht.

C. Resultate

1. pH-Optimum der Hydrolasen

Lysosomale Enzyme aus tierischen und pflanzlichen Zellen haben im allgemeinen
ein saures pH-Optimum. Im Einklang damit liegt das Optimum der meisten in
Homogenaten von Korollen untersuchten Hydrolasen zwischen pHS und pH6
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~ (Tab.1). Die Protease ist unterhalb pHS5 optimal aktiv, die x-Amylase oberhalb
pH6. Nur das pH-Optimum der L-Leucinaminopeptidase liegt im basischen Be-
reich. '

Pressiifte von Korollen sind in der Streckungsphase und in der Welkphase sauer,
in der Blithphase neutral (Winkenbach, 1970). Wahrscheinlich ist auch der Zell-
saft in der Korolle mit Ausnahme der Blithphase sauer und somit im Bereich des
pH-Optimums der meisten hydrolytischen Enzyme. Die Zentralvakuole scheint des-
halb als Raum lysosomaler Aktivitdt geeignet zu sein.

Tabelle 1

Festgestelltes pH-Optimum von Hydrolasen in Homogenaten von Korollen

Enzym pH-Optimum
Protease 3-5
Ribonuklease (R N-ase) 4,5-5,5
Desoxyribonuklease (DN-ase) 5,0-5,7
a-Amylase 5,5-1,5
a-Glukosidase 5-6
B-Glukosidase 4-5,5
Phosphatase 5-6,5
Esterase 5,5-ca. 6,5
L-Leucinaminopeptidase 8,5-10

2. Zur Lokalisation der Hydrolasen

a) Intrazellulire Lokalisation: Die Ansicht, Vakuolen seien Lysosomen, konnte
im vorliegenden Fall nicht experimentell gepriift werden, da die Isolation dieser ver-
letzlichen Organelle nicht gelang.

Nach der Homogenisation von Korollen mit Sand oder mit rotierenden Messern
sind nur vereinzelte Vakuolen vorhanden, die zudem wesentlich kleiner sind als die
Zentralvakuolen in intakten Zellen. Es scheint, dass kleinere Vakuolen nicht zer-
stort werden und dass sich bei der Homogenisation einige Vakuolen und Protopla-
sten in kleinere Vesikel aufspalten. Nach der Homogenisation mit Sand in der Reib-
schale und einer Vorzentrifugation (5 Min., 500 g) waren 28 % der RN-ase und 22 %
der B-Glukosidase sedimentierbar (30 Min., 150000 g). Nach dem Aufschluss im
Homogenisator mit rotierenden Messern waren es nur 19% der RN-ase und 15%
der B-Glukosidase. Die mildere Homogenisation in der Reibschale scheint weniger
hydrolasenhaltige Strukturen zu zerstoren und die Bildung sedimentierbarer Bruch-
stiucke zu begiinstigen. |

Beim Welken nimmt die relative sedimentierbare Aktivitit der RN-ase und der
B-Glukosidase ab (Tab.2). In diesem Zusammenhang diirfte die Beobachtung auf-
schlussreich sein, dass beim Welken die Mehrzahl der Mesophyllzellen in Auflosung
begriffen ist (Tab.5) und dass der Tonoplast dabei zu zerfallen scheint (Abb.5E).
Dieser Zusammenhang kann als Hinweis gewertet werden, dass ein Teil der RN-ase
und der f-Glukosidase im Zellsaft enthalten ist und beim Zerfall der Vakuole be-
freit wird.
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Tabelle 2

Sedimentierbare Aktivitdt (30 Min., 150000 g) saurer Hydrolasen in verschiedenen St_gdien des
Welkens. Homogenisation mit Sand in der Reibschale. Aktivitit von Sediment und Uberstand
zusammen = 100 %

Einrollen des Trichters Beginn zur Hilfte vollstédndig
Zeitpunkt 13.00 17.00 9.00 4 1 Tag
RN-ase 29 % 32% 16 %
B-Glukosidase 45 9% 19 % 11 %
Phosphatase 14 9 15 % ==

Die RN-ase und die f-Glukosidase unterscheiden sich zum Teil in ihrer Lokalisa-
tion. Wéhrend in der Mitochondrienfraktion (15 Min., 20000 g) der sedimentierbare
Anteil der beiden Enzyme gleich gross ist, enthilt die Mikrosomenfraktion
(30 Min., 150000g) bei beginnendem Welken mehr p-Glukosidase-Aktivitit
(Tab.2). Beim Welken nimmt die strukturgebundene Aktivitit der p-Glukosidase
stidrker ab als jene der RN-ase.

b) Extrazelluldre Lokalisation: Gewaschene Stiicklein (wenige mm? Oberfliche)
waren aktiver in bezug auf angebotenes p-Nitrophenylphosphat als ein Homogenat
unter entsprechenden Bedingungen. In einem solchen Homogenat hemmt ein dialy-
sierbarer Stoff die Phosphataseaktivitit. Die hohe Aktivitit gewaschener Korollen-
stiicklein und die geringe sedimentierbare Aktivitit (Tab.2) weisen auf eine extrazel-
luldre Lokalisation von Phosphatase hin.

Im Folgenden wird der Gehalt an protoplasmatischen Makromolekiilen in den
Korollen den Aktivitdten hydrolytischer Enzyme gegeniibergestellt und untersucht,
ob der einsetzenden Mobilisation von Stoffen eine erhdhte Hydrolasenaktivitit ent-
spricht.

3. Aktivitit hydrolytischer Enzyme in der aufblithenden
und welkenden Korolle

In den Abbildungen 1a und 1b sind die Verinderungen der Gehalte verschiede-
ner makromolekularer Stoffe den Aktivititen mehrerer Hydrolasen gegeniiberge-
stellt. Es ist interessant, dass der RNS-Gehalt bereits in der spiten Streckungsphase
langsam, wihrend der Blith- und Welkezeit beschleunigt abnimmt. Die Proteine und
die DNS nehmen demgegeniiber erst in der Welkphase ab. Die Mobilisation der
Nukleinsduren kommt in einer gesteigerten Aktivitit der Nukleasen zum Ausdruck.
Ihrer erhohten Aktivitdt entspricht keine Aktivititszunahme einer unspezifischen
Phosphodiesterase (Substrat: Bis-[p-Nitrophenyl-lphosphat, pH 5,5). Deshalb
scheint die DN-ase- und RN-aseaktivitit hauptsichlich durch spezifische Nukleasen
bewirkt zu werden.

Beim Vergleich von DNS-Gehalt und DN-aseaktivitidt springt eine Beziehung
zwischen erhShter Enzymaktivitidt und beschleunigter Aufldsung in die Augen. Die
DN-ase scheint neu gebildet zu werden (Abb.3b) und unmittelbar mit der DNS in
Beriihrung zu kommen. Die Aktivitdt der Protease dndert in der Welkphase wenig,
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a-Glukosidase (Methode I)
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Abbildung 2

Frischgewicht (F) und Aktivitdten einer alkalischen Aminopéptidase (D) und von sauren Hydro-
lasen je Korollentrichter: (A) Phosphatase, (B) Esterase, (C) B-Glukosidase, (E’) «-Amylase
(Methode III)

wihrend der Proteingehalt beschleunigt abnimmt. Ebenso kann zwischen der Ab-
nahme der Stirke und der Aktivitit der «-Glukosidase und der a-Amylase keine
Korrelation festgestellt werden (Abb.1 a, b, 2).

Zu den aktivsten Hydrolasen in Korollentrichtern gehoren die saure Phosphatase
und die saure Esterase, die beide zu Beginn des Einrollens ein Aktivititsmaximum
besitzen (Abb.2). Etwa zehnmal weniger aktiv als diese beiden Enzyme ist die
p-Glukosidase, deren Aktivitidt dhnlich wie bei den Nukleasen in der Welkphase um
das Zehnfache ansteigt. Die alkalische L-Leucinaminopeptidase verliert beim Wel-
ken die halbe Aktivitit; sie ist etwa 200mal weniger aktiv als die saure Esterase.

Die sprunghafte Zunahme der Aktivitit gewisser Hydrolasen beim Welken kann
auf Aktivierung oder Neubildung der Enzyme beruhen. Zur Abklirung dieser Frage
wurde der Welkprozess in vitro unter dem Einfluss von Hemmstoffen der Protein-
synthese untersucht.

4. Proteinsynthese wdhrend des Welkens

In isolierten Scheiben frisch entfalteter Korollen nimmt die RN-aseaktivitit in-
nerhalb weniger Stunden um ein Vielfaches zu, wihrend die Zunahme der -Gluko-
sidase verzogert und jene der Phosphatase gering ist (Tab.3). In Scheiben aus Blii-
tenknospen steigt lediglich die RN-aseaktivitit stark an. Sie verhilt sich in beiden
Versuchen éhnlich wie in welkenden Korollen, und ihre Zunahme diirfte, falls sie
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Tabelle 3

Aktivititsinderung saurer Hydrolasen in isolierten, auf Wasser schwimmenden Scheiben aus

Ipomoea-Korollen. Aktivititen in willkiirlichen Einheiten/60 Min./Scheibe. Die Scheiben aus

Knospen (Streckungsphase) wurden am Vortag des Aufblithens um 10 Uhr, jene aus entfalteten
Korollen (Blithphase) um 9 Uhr ausgestanzt und inkubiert (Zeit 0)

Scheiben isoliert wihrend Streckungsphase Blithphase

Inkubationszeit Std. 0 5 10 0 5 10

RN-ase E 260 nm 0,50 2,0 6,8 0,1 2,0 6,3

B-Glukosidase E 400 nm 0,01 0,03 0,08 0,03 0,05 0,25

Phosphatase E 400 nm 2,4 2.4 2,4 1,4 1,45 1,55
Tabelle 4

Verdnderung der RN-aseaktivitit in isolierten Korollenscheiben verschiedener Form und Grosse
unter dem Einfluss von Cycloheximid und verschiedener Konzentrationen von Actinomycin D.
RN-aseaktivitit bezogen auf die ohne Hemmstoff nach 7% Std. vorliegende Aktivitdt (100 %)

Beginn nach 7 % Stunden

a Cycloheximid pg/ml 0 0 12

Runde Scheiben D = 10 mm 5% 100 %, 5%

b Actinomycin D pg/ml 0 0 - 20 50 100 200
Runde Scheiben D = 10 mm 5% 100 % 89 % 77 % — —
Rechteckige Scheiben 2 X 10 mm 5 % - 100 % 74 % 57 % = v
Quadratische Scheiben 3 X3 mm 4 % 100 % — 67 % 519% 26 %

auf Proteinsynthese beruht, durch entsprechende Inhibitoren empfindlich gehemmt
werden. Tatsichlich verhindert Cycloheximid — ein Inhibitor der Proteinsynthese
auf der Translationsstufe (Morris, 1966, 1967) — die Zunahme der RN-aseaktivitét
(Tab.4a). Auch Actinomycin D, ein Hemmstoff auf der Transkriptionsstufe, ver-
mag ihre Zunahme zu verringern (Tab.4b). Der de novo Synthese von RN-ase
scheint folglich die Synthese von Messenger-RNS vorauszugehen. Im Fall des Acti-
~ nomycins D héngt der Effekt jedoch stark von der Inhibitorkonzentration sowie der
Form und Grosse der Scheiben ab, und es scheint, dass dieser Hemmstoff nur lang-
sam durch die Schnittfliche ins Gewebe eindringt und an seinen Wirkungsort in den
Zellkernen gelangt.

Cycloheximid verhindert ebenfalls die Aktivitditszunahme der DN-ase und der
B-Glukosidase vollstindig und verringert die geringe Erhéhung der Phosphataseak-
tivitit (Abb.3 a, b). Hieraus geht hervor, dass auch diese Enzyme de novo gebildet
werden.
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Abbildung 3
Scheiben aus dem frisch entfalteten Korollentrichter, die auf dest. Wasser oder auf Cycloheximid-
I6sung* (12 ug/ml) schwimmen. Beginn des Experiments um 8.20 Uhr

a und b: Relative Aktivititen saurer Hydrolasen je Scheibe: RN-ase (A, A*), Invertase (B, B¥),
B-Glukosidase (C, C*), DN-ase (D, D*) und Phosphatase (E, E*)

Die Invertaseaktivitét bleibt unter dem Einfluss von Cycloheximid ldngere Zeit
konstant, wihrend sie in den Kontrollen auf die Hilfte absinkt (Abb.3a). Die Bil-
dung eines Inhibitors der Invertase scheint bei gehemmter Proteinsynthese zu unter-
bleiben. In welkenden Korollen bewirkt der gebildete Inhibitor die Abnahme der
Invertaseaktivitdt (vgl. Winkenbach, 1970).
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¢: Relativer Gehalt an Anthocyan (A, A*) und Protein (B, B*) in einer Scheibe sowie Antho-
cyan, das ins Medium sezerniert ist (A’, A'*)

In welkenden Korollenscheiben hat Cycloheximid nur einen geringen Einfluss auf
den Proteingehalt (Abb.3c). Folglich scheint die Synthese von Protein und von Pro-
tease den Proteingehalt wenig zu beeinflussen (vgl. Abb.1D).

In Scheiben auf Wasser sind die Membranen stabiler als in Scheiben auf Cyclohe-
ximidlosung. Dies zeigt sich besonders nach ldngerer Inkubationszeit (mehr als 12
Stunden) an einer erhohten Konzentration von Anthocyan in der Cycloheximidlo-
sung (Abb.3c). Auf die schidigende Wirkung des Cycloheximids konnte auch die
Abnahme der extrazelluldren Invertase nach 12stiindiger Inkubation zuriickzufiihren
sein (Abb.3a).

Scheiben auf Cycloheximidldsung verfirben sich langsamer von Blau zu Weinrot-
Rosa als Scheiben auf Wasser. Ebenso fiillen sich die Interzellularen spater mit
Fliissigkeit. Es scheint, dass bei gehemmter Proteinsynthese durch Cycloheximid das
Welken der Scheiben verzogert ist. ;

Nach 24stiindiger Inkubation sind in beiden Ansitzen zirka 90% und mehr der
Epidermisprotoplasten noch intakt, plasmolysieren jedoch stérker als zu Beginn des
Versuchs. Thr osmotischer Wert nimmt wie in welkenden Korollen ab.

Welkenden Korollen und alternden Korollenscheiben auf Wasser sind die Verfdr-
bung und die Abnahme des osmotischen Wertes der Epidermiszellen sowie die Infil-
tration der Interzellularen gemeinsam. Ausserdem verlaufen die Aktivitdten der
Hydrolasen in beiden Systemen &hnlich (vgl. Abb.1b und 2 mit Abb.3 a und b).
Der Unterschied scheint lediglich darin zu bestehen, dass die Hydrolasenaktivitét in
den kleinen Scheiben schneller und stirker dndert als in ganzen Korollen.

Im Lichtmikroskop kann beobachtet werden, wie benachbarte Epidermiszellen
beim Welken sich unterschiedlich schnell verfirben. Gréssere Unterschiede beim
Altern sind zwischen Zellen verschiedener Gewebe zu erwarten. Im Elektronenmi-
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Tabelle 5-

Das unterschiedliche Einsetzen der Auflosung von Zellen verschiedener Gewebe in der Randzone
der Trichterfliche; eine Zusammenfassung elektronenmikroskopischer Beobachtungen

Zeitpunkt Epidermiszellen Mesophyllzellen Phloemzellen
(Parenchym)
1. Zellstreckungsphase Keine in Auflésung Vereinzelte in Auf- Vereinzelte in Auf-
11.15 Uhr ~ 2 Tage  begriffen, Cytoplasma 18sung begriffen 16sung begriffen

kompakt, nicht plas-
molysiert, kein Antho-
cyan im Fixiermittel

2. Blihphase 10.00 Uhr — Einige in Auflosung  Einige in Auflosung
(Verbliihstreifen begriffen begriffen
13.30 Uhr)

3. Einrollphase - Viele in Auflésung —
17.00 Uhr begriffen

4. Einrollphase Vereinzelte in Auf- Vereinzelte intakt Intakte und in Auf-
23.00 Uhr 16sung begriffen, ‘ 18sung begriffene

Zellen mit kompaktem
Cytoplasma, stark
plasmolysiert, wenig
Anthocyan im Fixier-
mittel

5. Einrollphase 7.30.Uhr Intakte und viele in ~ Keine intakten beob- Intakte und in Auf- '

+ 1 Tag Auflosung begriffene, achtet 16sung begriffene
11.00 Uhr 4 1 Tag viel Anthocyan im
Fixiermittel

Abbildung 4

Ausschnitt au.s dem Phloem und dem Mesophyll in der Zellstreckungsphase der Korolle
(11.15 Uhr-2 Tage). Intakte Zellen in der Nachbarschaft sich aufldsender Zellen weisen auf ein
unterschiedliches physiologisches Alter hin

Abbildung 5

Charakteristische Phasen des Alterns von Zellen bis zur Autolyse. (A) Phloemzellen, (B), (C), (D)
Mesophylizellen und (E) Epidermiszelle. (A) Intrazellulire Verdauung protoplasmatischer Frag-
mente in der Zentralvakuole (Autophagie). (B) In der untern Zelle erscheint das Cytoplasma lok-
ker, und das ER bildet Vesikel. (C) Der Kern weist eine lockere Struktur auf, wihrend die Mito-
chondrien kompakt sind. (D) Mit dem Zerfall des Tonoplasten vermischen sich Zellsaft und
Cytoplasma, die Autolyse ist im Gang. (E) Die an kleinen Vakuolen reichen Protoplasten der
Epidermiszellen schrumpfen bei der Fixation und weisen auch nach starkem Turgorverlust in der
welkenden Korolle ein kompaktes Cytoplasma auf

MP: Mesophyllzellen, PP: Phloemparenchymzellen, SR : Siebrohren, M: Mitochondrien, N: Zell-
kern, P: Plasmalemma, T: Tonoplast, ER: endoplasmatisches Retikulum, IV: intravakuolire
Vesikel
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kroskop wurde dieses unterschiedliche Verhalten der Zellen beobachtet und die
morphologischen Verdnderungen beim Altern der Zellen bis zur Autolyse unter-
sucht.

5. Elektronenmikroskopische Beobachtungen

Ein Ubersichtsbild aus der Randzone einer Korolle in der Streckungsphase zeigt
dass einige Zellen im Phloem und im Mesophyll sich in Auflésung befinden,
wihrend andere intakt sind (Abb.4). Weitere Beobachtungen in dieser Zone erge-
ben, dass sich die Mehrzahl der Zellen des Phloemparenchyms, des Mesophylls und
der Epidermis zu verschiedenen Zeitpunkten aufzuldsen beginnen (Tab.5). In der
Einrollphase sind einige Zellen der Epidermis und fast alle Zellen des Mesophylls in
Auflosung begriffen. Im Phloem erscheinen am Tage nach dem Blithen noch viele
plasma- und mitochondrienreiche Zellen vollkommen intakt.

In der intakten Zelle sind das Cytoplasma und die Organelle kompakt, und in der
Vakuole konnen manchmal lockere Fragmente des Protoplasmas beobachtet wer-
den, die sich auflosen (Abb.5A, 6A). Diese Fragmente gelangen durch Phagocytose
des Tonoplasten in die Vakuole. Als erstes Anzeichen der Auflosung einer Zelle
weisen das Cytoplasma und das Karyoplasma eine lockere Struktur auf. Die Cister-
nen des ER bldhen sich auf, und das ER gliedert sich in Vesikel, wihrend die Mito-
chondrien kompakt bleiben. Der Tonoplast ist schlaff, passt sich der Form der ge-
dehnten Vesikel an und bildet Ein- und Ausstiilpungen (Abb.5 B, C, 6 B). In der

TURGORVERLUST

AUTOPHAGIE AUTOLYSE -

Abbildung 6

Schematische Darstellung des Alterns von Mesophyllzellen. (A) In die Vakuole werden Frag-

mente des Protoplasmas eingeschleust und verdaut. (B) Der Tonoplast verliert seine Fahigkeit zur

Akkumulation von Mikromolekiilen und schrumpft.- (C) Der Tonoplast zerfillt, Zellsaft und
Cytoplasma vermischen sich
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Folge scheint der Tonoplast labil zu werden und in Blidschen zu zerfallen. Damit
scheint die Autolyse einzusetzen: Cytoplasma und Zellsaft vermischen sich, und das
Chaos sich auflosender Organellen und Membranen wird nur noch durch das Plas-
malemma begrenzt (Abb.5D, 6B).

Die Epidermiszellen, die in der spidten Einrollphase nur noch einen geringen
osmotischen Wert besitzen, plasmolysieren im Fixierungsmittel stark (Abb.5E). Im
Gegensatz zu den nicht mehr turgeszenten Mesophyllzellen ist das mit kleinen
Vakuolen durchsetzte Cytoplasma kompakt.

In der Einrollphase setzt bei der iiberwiegenden Zahl der Zellen die Auflosung
ein. Gleichzeitig nimmt die Aktivitdt der Nukleasen und der g-Glukosidase sprung-
haft zu. Zwischen der beginnenden Auflosung und der Synthese von Hydrolasen
diirfte folglich ein Zusammenhang bestehen.

D. Diskussion

1. Zur Funktion hydrolytischer Enzyme in alternden Korollen

Die sprunghafte Neubildung der Nukleasen in der welkenden Korolle dussert sich
besonders eindriicklich in isolierten Korollenscheiben auf Wasser, wo ihre Aktivitit
in 12 Stunden auf den 40- bis 50fachen Betrag ansteigt. Wihrend zwischen der
RN-aseaktivitit und dem RNS-Gehalt keine Korrelation besteht, entspricht dem
gewaltigen Anstieg der DN-aseaktivitit eine schnelle Abnahme des DNS-Gehalts,
das heisst, das Enzym scheint nach seiner Bildung sofort zum Substrat zu gelangen.
Erfahrungsgemiss ist der Gehalt an cytoplasmatischer DNS viel geringer als an
Kern-DNS (Sampson et al., 1963), und es scheint daher, dass auch diese in die
Mobilisation einbezogen wird. Das wiirde bedeuten, dass die DN-ase entweder im
Zellkern gebildet wird oder dass nach der Neubildung des Enzyms die Komparti-
mentierung der Hydrolasen zusammenbricht (vgl. Srivastava, 1968).

Die Erhohung der Nukleasenaktivitit in alternden Pflanzenorganen scheint ein
allgemeines Phidnomen darzustellen: In vergilbenden Tabakblittern nimmt die
RN-aseaktivitét stark zu (Balz, 1966), dltere Tomatenblitter haben eine hohere
RN-aseaktivitét als junge (McHale et al., 1968), und in isolierten Gerstenblittern
auf Wasser verstédrkt sich beim Altern die mit dem Chromatin isolierte Aktivitit der
RN-ase und DN-ase um ein Vielfaches (Srivastava, 1968). Auch in isolierten
Haferbldttern wurde die de novo Synthese von saurer RN-ase beobachtet
(Udvardy et al., 1969).

Welches ist die Funktion der gewaltigen Neubildung von Nukleasen in welkenden
Korollen? Zerstoren die vor der Autolyse gebildeten Nukleasen, nachdem sie von
den Schranken befreit sind, sofort alle noch aktiven Matrizen und Werkzeuge der
Proteinsynthese? Oder ist die Funktion eher darin zu sehen, dass die Pflanze mit
den Bausteinen der Nukleinsduren (Phosphate) besonders sparsam haushaltet (vgl.
Winkenbach, 1970)?

Im Gegensatz zur Aktivitit der Nukleasen verdndert sich die Aktivitit der Pro-
tease in alternden Organen von Pflanzen wenig. Dies zeigen Versuche an vergilben-
den Tabakbldttern (Balz, 1966), an Scheiben junger und alter Tabakbliitter sowie
an alternden Blattscheiben auf Wasser (Anderson et al., 1965) und an aufbliihen-
den und welkenden Korollen von Ipomoea. Die plotzliche Abnahme des Proteinge-
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halts in welkenden Korollen scheint deshalb nur dadurch erkldrbar, dass mehr Pro-
tein mit der Protease in Berithrung kommt.

2. Zur Identitdt des lysosomalen Kompartiments

In pflanzlichen Zellen wurden lysosomale Enzyme in den Sphédrosomen (Walek-
Czernecka, 1962, 1965; Matile et al.,, 1965, u.a.) und in meristematischen
Vakuolen (Matile, 1966, 1968) lokalisiert. In Homogenaten aus parenchymati-
schen Geweben hiingt der Anteil der strukturgebundenen Hydrolasenaktivitét stark
von der Homogenisationsart ab (vgl. Matile, 1969, Literaturzusammenfassung).

Bei Ipomoea herrscht keine absolute Gewissheit tiber die Identitdt der Lysosomen,
da ihre Isolation nicht gelungen ist. Jedoch weisen mehrere Ergebnisse darauf hin,
dass die Zentralvakuole lysosomale Funktion besitzt:

1. Das pH-Optimum der meisten Hydrolasen und das pH des Zellsaftes scheinen weitgehend
ibereinzustimmen. 2. Mildere Homogenisation bewirkt eine Erhéhung der strukturgebundenen
Aktivitdt. 3. In intakten Zentralvakuolen konnen in Auflésung begriffene Cytoplasmafragmente
beobachtet werden. 4. Bei der Autolyse scheint der Tonoplast zu zerfallen, das Cytoplasma sich
mit dem Zellsaft zu vermischen und sich aufzuldsen. 5. Wihrend des Welkens autolysiert die
Mehrzahl der Korollenzellen. Parallel dazu nimmt die relative strukturgebundene Aktivitit von
lysosomalen Enzymen ab. 6. Ebenso nimmt der Proteingehalt plotzlich stark ab, ohne dass sich
die Aktivitdt der Protease dndert.

Auch extrazelluldir wurden lysosomale Enzyme lokalisiert (Chang et al., 1964;
Poux, 1967; McLean et al., 1968, u.a.). Bei Ipomoea scheinen mindestens die In-
vertase und ein Teil der Phosphatase extrazelluldr vorzuliegen.

Nach de Duve (1969) stehen alle membranbegrenzten Rdume einer Zelle — in-
trazelluldr und extrazellulir — mit Ausnahme der Mitochondrien und Plastiden mit-
einander in Verbindung und bilden eine Gesamtheit, die er in Anlehnung an Dan-
geard als Vakuom bezeichnet. Der Hydrolasen enthaltende Teil des Vakuoms sind
Lysosomen.

Die schnelle de novo Synthese von Nukleasen und von f-Glukosidase in welken-
den Korollen wirft die Frage auf, in welchem Teil des Vakuoms diese Enzyme ge-
bildet werden. In Bauchspeicheldriisen werden die Hydrolasen im rauhen ER gebil-
det, in glatten ER-Vesikeln zum Golgi-Apparat befordert und als reife Zymogengra-
nula ausgeschieden (Jamieson et al., 1967 a, b). In Wurzeln vermuten McLean
et al. (1968) eine analoge Sekretion von Esterase. Wiemken (1969) nimmt an, dass
bei Hefezellen die Synthese von Hydrolasen an den Ribosomen der Tonoplasten er-
folgt. In welkenden Ipomoea-Korollen ist die relative Abnahme der strukturgebun-
denen RN-ase- und g-Glukosidase-Aktivitit lediglich ein Beweis dafiir, dass die ge-
bildeten Enzyme nicht in stabilen Vesikeln gespeichert werden.

3. Katabolismus und Autolyse

Beim Aufblithen der Ipomoea-Korolle diirfte hauptsichlich die Autolyse von
Mesophyll- und Phloemzellen die deutliche Abnahme der RNS und die geringe Ver-
minderung des Proteingehalts bewirken. Schumacher (1932), der eine Proteinab-
nahme in aufgeblithten Korollen mehrerer Arten beobachtet hat, spricht von einem
frithzeitig einsetzenden «geheimen todlichen Spiel der Eiweissspaltung», das mit der
Autolyse einzelner Zellen identisch sein diirfte. Die intakten Epidermen scheinen
dieses «geheime Spiel» bis zum Beginn des Welkens zu verbergen, und die beim
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Stoffriickzug wahrscheinlich aktiven Zellen des Phloems scheinen ihm am lingsten
zu widerstehen.

In der welkenden Korolle scheint der Autolyse einer Zelle die Neubildung von
Nukleasen und der B-Glukosidase vorauszugehen. Falls die Neubildung dieser
Enzyme ein Indiz fiir einsetzende Autolyse ist, setzt in isolierten Scheiben aus Knos-
pen schon nach wenigen Stunden die Autolyse einer grossen Zahl von Zellen ein.
Gegeniiber der RN-ase ist die Neubildung der p-Glukosidase dhnlich verzogert wie
die Autolyse der Epidermiszellen im Vergleich zu den Mesophyllzellen. Es ist des-
halb wahrscheinlich, dass die f-Glukosidase hauptsichlich in den Epidermiszellen
gebildet wird, wo sie ein Glykosid (evtl. Anthocyan) spaltet, das in den iibrigen Zel-
len weniger angereichert ist. Die unterschiedliche Ausstattung an Hydrolasen in ver-
schiedenen Geweben, in bestimmten Entwicklungsstadien einzelner Zellen und der
Synthese- und Wirkungsort von hydrolytischen Enzymen ist wohl am ehesten mit
cytochemischen Methoden (Licht- und Elektronenmikroskopie) erforschbar (vgl.
Ziegler, 1956; Jamieson et al., 1967 a, b; McLean et al., 1968).

In den lebenden Korollenzellen, wo die Bildung und der Abbau von Stoffen
nebeneinander ablaufen, werden durch Phagocytose Fragmente des Protoplasmas in
die Vakuole geschleust und hydrolysiert. Die Vakuole diirfte folglich nicht nur als
Aufenthaltsort von Exkreten, die mit dem Cytoplasma unvereinbar sind (Frey-
Wyssling, 1953), sondern auch als ein Sammelbecken (Pool) von Bausteinen des
Protoplasmas funktionieren (vgl. Indge, 1968). Innerhalb des Vakuoms von Paren-
chymzellen scheint die Zentralvakuole funktionell das bedeutendste Lysosom zu
sein, bei dessen Zerfall die Autolyse einsetzt (vgl. Frey-Wyssling, 1943).

Zusammenfassung

Der Mobilisation von Nukleinsduren in der welkenden Korolle von Ipomoea ent-
spricht eine stark erhohte Nukleasenaktivitidt. Demgegeniiber dndert die Proteasen-
aktivitdt wihrend der starken Abnahme von Proteinen wenig.

Die Aktivitit der p-Glukosidase erhoht sich beim Welken um ein Vielfaches,
wihrend jene der «-Glukosidase, der «-Amylase, der Phosphatase und der Acetat-
esterase wenig dndert. Hemmstoffe der Eiweissynthese verhmdern die Zunahme der
Nukleasen- und der p-Glukosidase-Aktivitit.

Lokalisationsversuche mit zellfreien Extrakten und Beobachtungen im EM weisen
darauf hin, dass ein Grossteil der Verdauungsenzyme in der Zentralvakuole lokali-
siert ist. Es scheint, dass mit dem Zerfall des Tonoplasten die Autolyse einsetzt.

Schon wihrend des Streckungswachstums der Korolle autolysieren Zellen des
Phloemparenchyms und des Mesophylls. In der Epidermis setzt die Autolyse erst
wihrend des Welkens ein.

Summary

The mobilization of nucleic acids in the senescing corolla of Ipomoea coincides
with a greatly increased nuclease activity. In contrast the protease activity changes
only slightly during the rapid mobilization of proteins.
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The B-glucodidase activity increases greatly during senescence while the activities
of «-glucosidase, a-amylase, phosphatase and acetylesterase show little change.

Inhibitors of protein synthesis block the increase of nucleases and f-glucosidase.

Attempts to localize lytic enzymes intracellularly and electron micrographs indi-
cate their presence in the central vacuole. Autolysis seems to be initiated by the break-
down of the tonoplast.

Cells of the mesophyll and of the phloem parenchyma show signs of autolysis
during expansion of the corolla. In contrast in the epidermal cells autolysis does not
commence before senescence.

Meinem Lehrer Herrn Prof. Dr.Ph. Matile danke ich herzlich fiir die wertvollen Anregungen
und Ratschlige beim Entstehen meiner Arbeiten, Herrn P.Frick, Obergirtner, fur die Pflege der
Ipomoea-Kulturen und Friulein Ruth Rickenbacher fiir die elektronenmikroskopischen Aufnah-
men.
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