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Postanoxische Effekte von Athanol in Rhizomen
von Glyceria maxima (Hartman) Holmberg,
Iris germanica L. und Phragmites australis (Cav.) Trin.

Christof Studer und Roland Briindle
Pflanzenphysiologisches Institut der Universitit Bern, Altenbergrain 21, CH-3013 Bern/Schweiz

Manuskript angenommen am 28. Oktober 1987

Abstract

Studer, Ch. and Brindle, R. 1988. Post-anoxic effects of ethanol in thizomes of Glyceria
maxima (Hartman) Holmberg, Iris germanica L. and Phragmites australis (Cav.) Trin.
Bot. Helv. 98:111-121.

In rhizomes of the wetland species Glyceria maxima and Phragmites australis oxy-
gen uptake is less sensitive to ethanol than in the rhizomes of the dryland plant Iris ger-
manica. Applied ethanol in the same concentrations that accumulate in I. germanica
during a 48 h anaerobic treatment, exert a strong inhibitory effect on the oxygen up-
take of the rhizomes under air. During the same time span under anoxia, I. germanica
produces more ethanol than the two wetland species.

During post-anoxia the degradation rate of internal ethanol is rather low in com-
parison with its synthesis under anoxia. This behaviour is closely associated with the
higher alcohol dehydrogenase activity in the direction of ethanol production, as com-
pared with the activity in the direction of ethanol decomposition.

However, post-anoxic rhizomes of I. germanica also show an unhindered rise in
acetaldehyde concentration. This is not true for the post-anoxic wetland plant
rhizomes. Therefore, post-anoxic injury by elevated acetaldehyde concentrations in
rhizomes of I. germanica cannot be excluded.

Key words: acetaldehyde, ethanol, Glyceria maxima, Iris germanica, post-anoxic in-
jury, Phragmites australis, thizomes.

| Einleitung

Rhizome vieler Sumpf- und Rohrichtpflanzen sind in der Lage, lingere Zeit Anoxia
zu tolerieren (Barclay and Crawford 1982). Girungsvorginge decken dabei deren
Energiebedarf. Athanol ist sowohl bei den relativ anoxia- oder fluttoleranten als auch
bei intoleranten Pflanzen eines der wichtigsten Garungsprodukte (Cossins 1978). Die
Frage, ob Athanol fiir Schiaden, die unter Anoxia auftreten, verantwortlich gemacht
werden kann, ist umstritten. In tiberfluteten Pflanzen auftretende Athanolkonzentratio-
nen sind oft zu niedrig, um bei Fiitterungsexperimenten Schiden zu verursachen
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(Drew 1979, Jackson et al. 1982, Alpi et al. 1985). Crawford und Zochowski (1984) wie-
sen demgegeniiber nach, daB das Entfernen der flichtigen Gérungsprodukte die
Anoxiatoleranz der Keimlinge von Cicer arietinum erhoht. Perata et al. (1986) konnten
zudem zeigen, daB bereits niedrigste Athanolkonzentrationen eine Wirkung auf ver-
schiedene Stoffwechsel- und Entwicklungsprozesse entfalten. Als empfindlichstes Sy-
stem erwies sich dabei das Wachstum der Rhizomschnitte von Helianthus tuberosus,
das bereits bei einer Athanolkonzentration von 8,5 mM um 50% reduziert ist.

Eine Gewebeschidigung kann nicht nur wihrend der Anoxiaphase, sondern auch
beim Wiederzutritt von Luft auftreten. Hunter et al. (1983) konnten bei Rhizomen der
anoxiaintoleranten Iris germanica, im Vergleich zur toleranteren /. pseudacorus, eine
erhohte Peroxidation von Lipiden wihrend der Postanoxiaphase nachweisen. Effer und
Ranson (1967 a, b) zeigten in Keimlingen von Fagopyrum esculentum beim Ubergang
von Anoxia zu Luft, neben Veriinderungen der PoolgroBen einiger Metaboliten des Re-
spirationsstoffwechsels, einen Anstieg der Acetaldehykonzentration. In Rhizomen von
Glyceria maxima konnte wihrend der Postanoxiaphase ebenfalls ein rascher Anstieg
der Acetaldehydkonzentration festgestellt werden (Monk etal. 1987). Bringt man
Pflanzen nach einer Anoxiaphase wieder an die Luft, bauen diese das gebildete Atha-
nol mit unterschiedlichen Raten ab (Cossins and Beevers 1963). Der erste Schritt des
Athanolabbaus, die Oxidation zu Acetaldehyd, wird in pflanzlichem Gewebe zu einem
groBen Teil durch die NAD-abhingige Alkoholdehydrogenase (ADH) katalysiert. Da-
neben konnten zwei weitere dthanoloxidierende Systeme nachgewiesen werden (Do-
naldson et al. 1985). Eines dieser Systeme ist NADPH-abhingig und im endoplasmati-
schen Reticulum lokalisiert. Das andere ist mit den Glyoxisomen gekoppelt und auf ein
Peroxid produzierendes System angewiesen. Der meist verbreitete Abbauweg von
Acetaldehyd fithrt, katalysiert durch die Acetaldehyddehydrogenase, zu Acetat, das in
Form von Acetyl-CoA in den Krebs-Zyklus eintreten kann (Cameron and Cossins
1967).

In dieser Arbeit werden bei Rhizomen Verdnderungen der Athanol- und Acetalde-
hydkonzentrationen im Ubergang von Anoxia zu Luft gemessen. Die Messungen wer-
den an Rhizomen der Réhrichtpflanzen G. maxima und P. australis sowie an Rhizomen
der auf gut durchliifteten Boden vorkommenden I. germanica durchgefiihrt. Durch
Fiitterungsexperimente in einem geschlossenen System wird unter Luft der EinfluB von
Athanol und Acetaldehyd auf die O,-Aufnahmerate der Rhizome als MaB fiir deren
Vitalitdt untersucht. Der EinfluB von Anoxia auf die extrahierbaren Aktivitdten der
ADH wird sowohl in #thanolbildender wie dthanolabbauender Richtung bestimmt.
Die Resultate werden anschlieBend im Hinblick auf die unterschiedliche Fluttoleranz
der untersuchten Pflanzen diskutiert.

Material und Methoden

Die Experimente wurden mit Sommerrhizomen aus Freilandkulturen durchgefihrt. Lediglich
fir Acetaldehydfutterungen verwendeten wir Winterrhizome, wobei Glyceria maxima (Hartman)
Holmberg und Phragmites australis (Cav.) Trin. aus einem geheizten Treibhaus und Iris germanica
L. aus der Freilandkultur stammten. Die Rhizome wurden sorgfaltig von Erde und Wurzeln be-
freit, durch ein 10 min Band in 2% Javellewasser oberfldchensterilisiert und danach griindlich mit
Wasser gespiilt.

Zur Messung der Athanol- und Acetaldehydkonzentration der Rhizome wihrend der Post-
anoxiaphase dienten in Penicillinflaschen gasdicht eingeschlossene Rhizomstiicke von 250 mg.
Die Flaschen wurden zu Beginn der Anoxiaphase 30 min mit feuchtem N, durchspiihlt. Nach 16
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bzw. 48 h Anoxia wurden mit einer Spritze 3 ml Gas entnommen und durch O, ersetzt. Dies ergab
eine O,-Konzentration von 19+ 1%. Nach 24 h Inkubation betrugen die O,-Konzentrationen zwi-
schen 18% und 15% und die CO,-Konzentrationen zwischen 1% und 3%. Die Inkubation erfolgte
bei 20°C.

Die Athanol- und Acetaldehydfiitterungen wurden mit 250 mg Rhizomschnitten von 1 mm
Dicke in gasdicht verschlossenen Flaschen bei 20°C durchgefiihrt. Als Inkubationsmedium diente
10 mM MES/KOH-Puffer, pH 6,0, mit der entsprechenden Athanol- oder Acetaldehydkonzentra-
tion und 50 mg/1 Chloramphemcol Die Athanolfutterungen erfolgten in 13 ml-Flaschen mit
0,75 ml Inkubationsloésung, die Acetaldehydfiitterungen in 50 ml-Flaschen mit 40 ml Inkubations-
16sung. Die O,-Aufnahmeraten der Rhizomschnitte wurden auf einem Respirometer (Gilson,
Middleton WI, USA) bei 20°C gemessen. Zur Berechnung des in Richtung Athanol abgebauten
Acetaldehydanteils wurden Rhizomstiicke von 250 mg zusammen mit einem separaten GefiB3, das
1 ml 1,33 mM Acetaldehyd-Losung enthielt, in einer gasdicht verschlossenen 13 ml-Flasche 24 h
bei 20 °C inkubiert. Die Bestimmung des Acetaldehydgehaltes erfolgte gaschromatographisch aus
dem ,,headspace”. Die Rhizome wurden nach 24 h Inkubation zusammen mit der Inkubationslo-
sung extrahiert, und der Athanolgehalt des Extrakts bestimmt.

Die Inkubation der Rhizome zur Bestimmung der ADH-Aktivititen erfolgte bei 20°C in ver-
schlossenen 500 ml-Flaschen in feuchter Luft oder feuchtem N,. Die ADH der Rhizome wurde
nach der von Monk und Brindle (1982) beschriecbenen Methode extrahiert. Zur photometrischen
Bestimmung der ADH-Aktivitit bei 365 nm und 25 °C diente ein 100 mM Tris/HCl-Puffer pH 8,7
sowie ein 100 mM Phosphat-Puffer pH 6,0. Der Ansatz zur Messung der ADH-Aktivitit in Rich-
tung der Athanolblldung enthielt 100 mM Acetaldehyd und 0,3 mM NADH, derjenige zur Mes-
sung der ADH-Aktivitit in dthanolabbauender Richtung 100 mM Athanol und 0,3 mM NAD. Die
Bestimmung der Proteingehalte der Extrakte erfolgte mit dem Bio-Rad-Test (Richmond CA.,
USA) und Rinderserumalbumin als Standard. Da bei der Messung der ADH-AKktivitét in dthanol-
bildender Richtung eine Acetaldehyddehydrogenase-Aktivitit interferieren konnte, wurde der
ADH-Extrakt in einem Ansatz mit 100 mM Acetaldehyd und 0,3 mM NAD auf eine solche unter-
sucht. Sie konnte dabei in keinem der ADH-Extrakte nachgewiesen werden.

Die Kinetik der Athanolaufnahme von 1 mm dicken Schnitten der Rhizome wurden durch un-
terschiedlich lange Inkubation in 86 mM Athanol in 10 mM MES/KOH-Puffer, pH 6,0, bestimmt.
Vor der Athanolbestimmung wurden die Schnitte mit Filterpapier abgetupft.

Die Extraktion der Rhiome fiir die Athanolbestimmung erfolgte nach Bergmeyer (1962). Die
Athanolkonzentration der Extrake wurde mit der Testmethode fir die Lebensmittelanalytik
(Boehringer Mannheim) bestimmt. Die Athanol- und Acetaldehydkonzentrationen wurden nach
Studer und Brindle (1987) gaschromatographisch iiber den ,,headspace” der Inkubationsflaschen,
die O,- und CO,-Konzentrationen nach Steinmann und Brindle (1981) gemessen.

Resultate

ADbb. 1 zeigt, daB die Athanolkonzentrationen der Rhizome von der Inkubations-
dauer unter Anoxia abhingig sind. Rhizome von I. germanica produzieren am meisten
Athanol. Die Acetaldehydkonzentrationen steigen zu Beginn der Postanoxiaphase
rasch an. Bei G. maxima erreicht die Acetaldehydkonzentration ein Gleichgewicht, des-
sen Lage wihrend der Postanoxiaphase unabhingig von der Dauer der vorangegange-
nen Anoxiaphase ist. In Rhizomen von 1. germanica kann nach 16 h Anoxia zu Beginn
der Postanoxiaphase ein deutliches Uberschwingen der Acetaldehydkonzentration fest-
gestellt werden. Die Acetaldehydkonzentration nach 24 h Postanoxia ist bei 1. germani-
ca, im Vergleich zu den zwei anderen Arten, stets am hochsten. Bei 1. germanica und P.
australis bewirkt die 48-stiindige Inkubation in Anoxia nach 24 h Postanoxia eine ho-
here Acetaldehydkonzentration als die 16-stiindige.

Aus Tab. 1 geht hervor, da das Athanol wihrend der Postanoxiaphase bei allen
Rhizomen relativ langsam abgebaut wird. Die gaschromatographisch gemessenen
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Abb. 1. Athanolkonzentrationen (&—®) und Acetaldehydkonzentration (m—m) im Gewebewas-
ser der Rhizome nach 16 bzw. 48 h Anoxia und wihrend der Postanoxiaphase. Mittelwerte aus
5 Rhizomen * S.D.
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Tab. 1. Interne Athanolkonzentrationen der Rhizome wihrend der Postanoxiaphase in % der
Konzentration nach 16 h Anoxia. Mittelwerte aus 5 Rhizomen £ S.D.

G. maxima I. germanica P. australis
16 h N, 100 100 100
16 h N+ 2 h Luft 94,9+3,0 1028+ 6,8 107,41 18,5
16 h N, + 4h Luft 97,119 1164t 88 112,41+ 14,7
16 h N,+ 6h Luft 98,9+ 1,2 1194+ 6,7 101,3+12,8
16 h N, + 8h Luft 100,7£2,3 117,6 £ 9,5 94,6 £ 14,4
16 h N, +24 h Luft 86,6 +2,7 85,0 15,7 57,0+£173

Tab. 2: Interne Athanolkonzentration der Rhizomschnitte in mM in Abh#ngigkeit der Inkuba-
tionsdauer in 86 mM Athanollésung. Mittelwert aus 3 Rhizomen £ S.D.

G. maxima I. germanica P. australis
0 min 23+24 0,6+1,1 12420
15 min 56,1149 41,8+ 1.8 55,5+4,0
30 min 57,3149 45,0+7,8 61,4+32
45 min 60,2112 46,7t 1,2 87.71T2,3
60 min 58,1194 46,9+ 1,5 614+128

Athanolkonzentrationen der Rhizome zu Beginn und nach 24 h Postanoxia stimmen
mit den enzymatischen Athanolbestimmungen der Rhizomextrakte iiberein (Resultate
nicht aufgefiihrt).

Athanol wird von Rhizomschnitten rasch aufgenommen (Tab. 2). Nach 15-30 min
betrigt die Athanolkonzentration im Rhizomgewebe, bezogen auf dessen Wasserge-
halt, 50-60% der AuBenkonzentration. Die interne Athanolkonzentration kann durch
langere Inkubationszeiten bis zu 60 min nicht mehr erh6ht werden.

Aus Abb. 2 ist ersichtlich, daB die O,-Aufnahmeraten der Rhizomschnitte, gemes-
sen nach 24 h Inkubation, von der angebotenen Athanolkonzentration abhingig sind.
Bei G. maxima und P. australis kann erst bei exogenen Athanolkonzentrationen von ca.
1,4 bzw. 1,2 M eine Verminderung der O,-Aufnahmeraten gemessen werden. Rhizome
von I. germanica haben demgegeniiber bereits bei 0,15 M Athanol eine um 25% niedri-
gere O,-Aufnahmerate, die bei hoheren Athanolkonzentrationen weiter abnimmt.
Exogen angebotenes Athanol im unteren Konzentrationsbereich bewirkt bei allen un-
tersuchten Arten vergleichbare Acetaldehydkonzentrationen in der Inkubationslosung.
Bei Rhizomen von G. maxima erreicht die Acetaldehydkonzentration der Inkubations-
l6sung bei 0,6 M Athanol ein Maximum und nimmt bei hoheren Athanolkonzentratio-
nen wieder ab. Im Gegensatz dazu steigt bei I. germanica die Acetaldehydkonzentra-
tion mit zunehmender Athanolkonzentration bis zur hchsten angebotenen Konzentra-
tion an. Bei Rhizomen von P. qustralis ist die Acetaldehydkonzentration der Inkuba-
tionslosung oberhalb ca. 0,2 M Athanol konstant und somit unabhingig von der
exogen angebotenen Athanolkonzentration.

Aus den in Abb. 3 dargestellten Resultaten der Acetaldehydfiitterungen geht her-
vor, daf3 die O,-Aufnahmeraten der Rhizomschnitte von I. germanica und P. australis
nach einer 24 h Inkubation in 20 bzw. 24 mM Acetaldehyd deutlich vermindert sind.
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Tab. 3. Zunahme des Athanolgehaltes der Rhizome nach einer 24 h Acetaldehydfiitterung, bei a)
Sommerrhizomen und b) Winterrhizomen. Mittelwert aus 3 Messungen.

a) G. maxima I. germanica P. australis
Acetaldehydabnahme (uMol/ Ansatz) 1,22 1,30 1,29
Athanolzunahme (uMol/Ansatz) 0,32 0,12 0,19
Athanolzunahme in % der Acetaldehydabnahme 26 9 15

b) G. maxima I germanica P. australis
‘Acetaldehydabnahme (uMol/ Ansatz) 1,13 1,36 1,28
Athanolzunahme (uMol/ Ansatz) 0,68 0,06 0,75
Athanolzunahme in % der Acetaldehydabnahme 52 4 59

Tab. 3 zeigt, daB3 bei einer Acetaldehydfiitterung der Winterrhizome von G. maxima
und P. australis die Athanolzunahme 50-60% des Acetaldehydabbaus betrédgt. In Som-
merrhizomen ist dieser Anteil um das 2- bis 4-fache geringer. Bei 1. germanica liegt, so-
wohl in Sommer- wie Winterrhizomen, der Anteil des produzierten Athanols unter 10%
des Acetaldehydabbaus.

In Abb. 4 sind die extrahierbaren ADH-Aktivititen der Rhizome dargestellt. Diese
sind in dthanolbildender Richtung wesentlich hoher als in 4thanolabbauender Rich-
tung. Nach 4d Anoxia sind die ADH-Aktivititen sowohl bei G. maxima wie bei P.
australis hoher als nach 4 d Luft. Rhizome von G. maxima besitzen bei pH 8,7 nach 4 d
Anoxia, im Vergleich zur Inkubation in Luft, ein zugunsten des Athanolabbaus ver-
schobenes Verhiltnis zwischen der ADH-Aktivitit in dthanolbildender und -abbauen-
der Richtung. Bei Rhizomen von I. germanica haben die verschiedenen Inkubationen
einen geringen Effekt auf die ADH-Aktivitiat. Die Wahl der BezugsgroBe fir die ADH-
Aktivitét ist insbesondere bei I. germanica wesentlich. Auf den Proteingehalt bezogen
besitzt die ADH dieser Art im Vergleich zu den iibrigen die niedrigste, hingegen auf
das Frischgewicht bezogen die hochste Aktivitat. Die pH-Abhéngigkeit der ADH-Akti-
vitdt ist in dthanolabbauender Richtung ausgeprigter als in dthanolbildender Rich-
tung. In dthanolbildender Richtung ist die ADH-Aktivitit bei pH 6,0 um das 1- bis
2-fache, in dthanolabbauender Richtung um das 4- bis 10-fache niedriger als bei pH
&1

Diskussion

Die O,-Aufnahmerate der anoxiaintoleranten Rhizome von I. germanica reagiert
empfindlicher auf Athanol als diejenige der Rhizome von G. maxima und P. australis.
Zudem besitzt I. germanica eine hohere Athanolproduktlonsrate als die beiden ande-
ren Arten. Bereits nach 48 h Anoxia koénnen in Rhizomen von 1. germanica Athanol-
konzentrationen auftreten, die bei einer Athanolfutterung unter Luft zur Verminde-
rung der O,-Aufnahmerate fithren. Dies deutet auf eine verringerte Atmung und damit
auf einen eingeschrinkten Energiestoffwechsel des Gewebes hin. Die Athanolkonzen-
tration in den Rhizomen betrigt 50-60% der exogen angebotenen. Demzufolge muf3
die endogene Athanolkonzentration, die zur Verminderung der O,-Aufnahmerate
fiihrt, um 40-50% niedriger sein als die angebotene und von uns bestimmte.
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Athanolkonzentrationen, die zu einer verringerten O,-Aufnahmerate fiihren, wur-
den in Rhizomen von I. germanica auch in einem kontinuierlich mit N, begasten Sy-
stem nachgew1esen (Monk et al. 1984). Die Athanolabgabe der Rhizome von I. ger-
manica ist somit, im Verhaltnis zur Produktion, zu gering, um eine Akkumulation von
Athanol zu verhindern.

Die Acetaldehydkonzentrationen, die bei einer Fiitterung zur Verminderung der
O,-Aufnahmeraten fithren, sind bei I. germanica und P. australis hoher als diejenigen,
welche bei den Athanolf‘utterungen auftreten. Da die von auflen angebotene Acetalde-
hydkonzentration nicht der internen entsprechen muB, kann eine Beeinflussung der
O,-Aufnahmerate durch Acetaldehyd dennoch nicht ausgeschlossen werden. Schau-
enstein et al. (1977) konnten eine toxische Wirkung von Acetaldehyd auf biologische
Systeme nachweisen. Die hohe Acetaldehydkonzentration wihrend der Postanoxiapha-
se muf daher als schidigender Faktor in Betracht gezogen werden.

Wird Winterrhizomen von G. maxima und P. australis Acetaldehyd gefiittert, be-
tragt die Athanolzunahme 50—60% der Acetaldehydabnahme. Dies kann als Hinweis
gelten, da Acetaldehyd in Winterrhizomen im Gegensatz zu Sommerrhizomen zu ei-
nem groBen Teil in Richtung Athanol abgebaut wird. Eine, im Vergleich zu Sommer-
rhizomen, hohere ADH-Aktivitit konnte fiir die erhdhte Athanolproduktion verant-
wortlich sein (Haldemann und Brindle 1986). Zusitzlich zum Acetaldehydabbau in
Richtung Athanol muB aber mindestens noch ein weiterer Abbauweg vorhanden sein,
der bei 1. germanica sowohl in Sommer- wie Winterrhizomen der bedeutendere ist. Ein
Abbau von Acetaldehyd zu Acetat, katalyisert durch die Acetaldehyddehydrogenase,
konnte dabei im Vordergrund stehen (Cameron and Cossins 1967). Eine weitere Mog-
lichkeit wire der bei Sdugern nachgewiesene Abbau durch die Aldehydoxidase. Dabei
entstehende Superoxidradikale konnen, insbesondere bei einer fehlenden oder zu ge-
ringen Superoxiddismutase-Aktivitit, zu Schadigungen fiihren (Fridovich 1974). Der
Nachweis dieser Enzymaktivititen in Rhizomgeweben konnte in Bezug auf postanoxi-
sche Schidden von Interesse sein.

Die Athanolbildungsrate unter Anoxia ist bei allen untersuchten Arten groBer als
die Athanolabbaurate wihrend der Postanoxiaphase. Dies korreliert mit der extrahier-
baren ADH-Aktivitit, die in dthanolbildender Richtung weitaus groBer ist als in der
Richtung des Athanolabbaus. Dieser Unterschied ist bei pH 6,0 noch wesentlich ausge-
prigter als bei pH 8,7. Unter Anoxia wurde in Rhizomen eine geringe Lactatbildung
nachgewiesen (Monk et al. 1984). Die Lactatgidrung konnte iiber eine Ansduerung des
Cytoplasmas die Aktivititen verschiedener Enzyme, so auch der ADH, regulieren (Da-
vis 1980). Die Messung der ADH-AKktivitit bei pH 6,0 wiirde deshalb den Bedingungen
im Cytoplasma nach einer Anoxiaphase besser entsprechen als eine Messung bei pH
8,7. Die ADH von Zea mays und Hordeum vulgare besitzt ahnliche pH-Abh#ngigkeiten
wie diejenigen unserer Pflanzen, wobei verschiedene Isoenzyme unterschiedlich reagie-
ren konnen (Felder et al. 1973, Mayne and Lea 1985). Die extrahierbare ADH-AKktivi-
tat der Rhizome von G. maxima und P. australis ist, im Gegensatz zu I. germanica,
nach 4 d Anoxia deutlich héher als nach 4 d Luft (Brindle 1983, Monk et al. 1984). Das
bei G. maxima von den Inkubationsbedingungen abhingige Verhiltnis zwischen der
ADH-Aktivitit in dthanolbildender und -abbauender Richtung deutet auf unterschied-
liche ADH-Isoenzymmuster hin.

Bis heute sind nur wenig Untersuchungen iiber postanoxische Schiden bei Pflanzen
bekannt, obwohl diese fiir die Anoxiaintoleranz mancher Gewebe ausschlaggebend
sein dirften (Monk et al. 1987). Aus den Resultaten dieser Arbeit geht hervor, daB
Athanol, aber auch Acetaldehyd an diesen Schidigungen mitbeteiligt sein konnen.
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