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16. Sektion fiir Pflanzenphysiologie

Schweizerische Pflanzenphysiologische Gesellschaft
Société Suisse de Physiologie végétale
Societa Svizzera di Fisiologia vegetale

Prasident: Prof. Dr P.-A.Siegenthaler, Laboratoire de physiologie végé-
tale et biochimie, Université de Neuchitel, 18, rue de Chantemerle,
2000 Neuchatel

Sekretdrin: Dr Lucia Graf, Laboratoire de physiologie végétale et bio-
chimie, Université de Neuchitel, 18, rue de Chantemerle, 2000 Neuchétel

Wissenschaftliche Sitzung / Séance scientifique
Samstag, 12. Oktober / Samedi 12 octobre

1. Annemarie Kopp, U. Feller, K.H. Erismann (Pflanzenphysiologisches
Institut, Universitit Bern): Hat bei Lemna minor L. die Stickstoffquelle
(Ammonium/Nitrat) einen Einfluss auf den Gehalt der Stirke und der
freien Zucker?

Bei Gurkenpflanzen zeigen sich unter dem Einfluss des Ammoniumange-
bots in der Nihrlosung Anderungen im Zuckerstoffwechsel (Matsumoto
et al. 1968). Ammonium in steigender Konzentration bewirkt eine An-
haufung von Glukose; der Starkegehalt ist reduziert. Die Ursache dafiir
liegt in einer Hemmung der Stdrkesynthetase (Matsumoto et al. 1971).
Breteler (1973) weist an Zuckerriiben nach, dass bet Ammoniumerniah-
rung der Gehalt an wasserloslichen Kohlehydraten gegeniiber demjenigen
in Pflanzen mit Nitraterndhrung vermindert ist. Chlorellen zeigen eine
erhohte Aminosiuresynthese, wenn Ammonium die Stickstoffquelle dar-
stellt (Kanazawa et al. 1970). Die verstirkte Abwanderung von C-Ske-
letten in die Aminosduren geschieht auf Kosten der Saccharosesynthese,
die Stidrkesynthese ist nur geringfiigig vermindert.

Lemna minor weist bei Ammoniumerndhrung einen hdheren Gehalt
an Gesamtstickstoff und an freien Aminosduren auf als bei Nitraternidh-
rung (Feller, 1971). Es interessiert in diesem Zusammenhang die Frage,
ob die regulatorische Wirkung der Stickstoffquelle auch in den Kohle-
hydraten zum Ausdruck kommt.

Lemna minor wurde auf einer modifizierten Nitrat- bzw. Ammonium-
Nihrlosung (Erismann, Finger 1968) angezogen. Die Stickstoffkonzen-
tration von Nitrat und Ammonium betrug je 3,34 mMol. Das pH wurde,
wo nicht speziell erwidhnt, auf 6,5 eingestellt. 6tdgige Kulturen wurden
geerntet, gefriergetrocknet und analysiert. Der Nachweis der Stiarke und
der freien Zucker erfolgte mit Anthronreagens (Fluri 1959). Der Gesamt-
stickstoff wurde nach Bohley (1967) bestimmt. Der dort beschriebene
photometrische Test wurde auch fiir die Bestimmung des Ammoniums
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verwendet. Das Nitrat wurde nach Feller et al. (1971), der a-Aminostick-
stoff nach Cramer (1958) bestimmt. '

Extreme Erndhrungsbedingungen, wie Stickstoffmangel, erhohte
Molybdatkonzentration, pH-Anderungen und andere Modifikationen
der Nihrlosung bewirken bei Lemna minor eine Erniedrigung der Wachs-
tumsrate und des Gesamtstickstoffgehaltes. Damit korreliert ist in der
Regel eine Erhohung des Stiarkegehaltes. Diese kann sehr massiv sein und
bis zu 4009, des Kontrollwertes betragen. Dieses Verhalten zeigt sich
sowohl bei Nitrat- als auch bei Ammoniumerndhrung der Pflanzen.

Tab.I Poolgréssen von Nitrat- bzw. Ammoniumiemnen bei verschiedenen
pH-Werten der Nahrlosung

Nitratlemnen Ammoniumlemnen

pH-Werte der NL 6,1 7,1 7,7 4,7 6,2 7,0
Wachstumsrate

(0-100-Wert) 2,5 2,8 2,9 2,5 2,9 2,9
Nitot pg/mgTG 35,8 41,4 42,7 47,2 54,4 56,1
Nitrat ug/mgTG 1,9 2,5 3,3 - - -
NH4 pg/mgTG 1,5 1,3 1,2 1,3 2,2 2,3
«-NHz - N pg/mgTG 3,5 2,6 2,4 51 4,1 3,4
freie Z pg/mgTG 53,4 35,7 33,5 57,8 55,6 37,4
Stirke ug/mgTG 239,4 99,0 96,8 263,7 134,6 73,9

Tabelle I gibt einen Uberblick iiber die Poolgréssen der interessierenden
Inhaltsstoffe von Nitrat- und Ammoniumlemnen bei verschiedenen pH-
Werten der Nahrlésung. Die Resultate sagen aus, dass bei unterschied-
lichen pH-Werten die charakteristischen Unterschiede zwischen Nitrat-
und Ammoniumlemnen in bezug auf die Stickstoffverbindungen nicht
verschwinden. Die Zuckerpools weisen bei Nitrat- und Ammonium-
lemnen ungefihr die gleiche Grosse auf. Die Grosse des Starkepools wird
durch die pH-Verinderungen am stdrksten betroffen. Die Schwankungen
sind betrdachtlich, die Abhingigkeit bleibt jedoch bei Ammonium- und
Nitratlemnen im wesentlichen dieselbe: in beiden Fillen nimmt mit ab-
nehmendem pH der Stirkegehalt zu.

Exogene Glukose wirkt sich sowohl auf den Glukose- als auch auf
den Aminosduregehalt aus. Der Einfluss auf die Aminosduren ist grosser.
Der Gehalt an freien Zuckern und Aminosduren ist nach Glukosefiitte-
rung (2%ige Losung) gegeniiber der Kontrolle ohne Glukose bei Am-
moniumlemnen hdéher als bei Nitratlemnen (1629, und 2399, gegeniiber
140% und 175%,). Der gleichzeitig erhohte Stirkegehalt (etwa 3509, bei
beiden Lemnenkulturen) ldsst vermuten, dass die Stiarke als Auffangpool
der iiberschiissigen Glukose dient.
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Uber eine allfillig direkte Wirkung der Stickstoffquelle Nitrat und
Ammonium auf die Poolgréssen von Stirke und Zucker ldsst sich nach
den vorliegenden Resultaten nichts aussagen. Es geht jedoch deutlich aus
den Resultaten hervor, dass andere Faktoren, insbesondere der pH-Wert,
einen starken Einfluss ausiiben. Da die Art der Stickstoffquelle sehr hiu-
fig die pH-Verdnderung in der Nahrlosung bestimmt, diirfte ihre Wirkung
in erster Linie eine indirekte sein.
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2. H. Fankhauser, Dr. Chr. Brunold, Prof. Dr. K.H. Erismann (Pflan-
zenphysiologisches Institut der Universitit Bern): Der Einfluss von SOz
im Bereich der Grenzkonzentration auf die Netto-Stoffproduktion bei
Lemna minor L.

Eine ganze Anzahl recht verschiedenartiger phytotoxischer Eigenschaften
des als Verbrennungsprodukt entstehenden SO, sind von verschiedenen
Autoren beschrieben worden, wobei sich nur schwer allgemeingiiltige
Gesetzmaissigkeiten in der Wirkung erkennen lassen. In vielen Arbeiten
wurden dabei SO,-Konzentrationen verwendet, die weit iiber der in der
Atmosphiare herrschenden Schadgaskonzentration liegen. Es schien uns
daher angebracht, vorerst die von der Eidg. Kommission fiir Lufthygiene
festgelegten Immissionsgrenzwerte fiir SO, (fiir den Sommer: 0,3 ppm
als Halbstundenmittel, 0,2 ppm als Tagesmittel ; fiir den Winter: 0,5 bzw.
0,3 ppm) bei unserem Testorganismus Lemna minor L. in bezug auf die
Netto-Stoffproduktion zu priifen, um dann spater in spezielleren Unter-
suchungen nach dem Wirkungsmechanismus zu forschen. Als Testgros-
sen dienten das Wachstum, charakterisiert durch die Wachstumsrate, das
mittlere Trockengewicht pro Glied und die Gliedergrdsse, im weiteren der
Protein- und der Stirkegehalt sowie die Chlorophyllikonzentration.

Die Versuchspflanzen wurden iiber eine Zeit von 8 Wochen auf der
von Erismann und Brunold [1] beschriebenen Kulturanlage unter stan-
dardisierten Bedingungen konstanten SO,-Konzentrationen von 0, 0,15,
0,3 und 0,6 ppm ausgesetzt. Kulturbedingungen: Dauerbeleuchtung von
oben 4500+ 100 Lux; Ndahrlosung E-NO; ™ pH 6,4, modifiziert nach Eris-
mann und Finger [2]; Durchflussrate 40 ml / h / Kulturgefiss; Begasung
mit Luft mit etwa 0,039, CO,, Beliiftungsrate mindestens 20 1 / h / Kul-
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turgefdss; SO,-Konzentration: SO,-freie Luft (Kontrolle), 0,15, 0,3,
0,6 ppm; Raumtemperatur 24-25 °C; Inoculum ca. 20 Glieder. Im Laufe
der SO,-Inkubationszeit wurden die einzelnen Testgrossen mehrmals
untersucht. Die Wachstumsmessungen wurden wie in [1] beschrieben
durchgefiihrt. Der Proteingehalt wurde mit der Biuret-Reaktion nach
Deveny und Gergely [3] sowie als Kontrolle mit der Mikrokjeldahl-
Methode nach Bohley [4] bestimmt. Die Stirkebestimmung erfolgte
enzymatisch nach einer Arbeitsvorschrift von Boehringer [5]. Die Chloro-
phyllkonzentration wurde nach Arnon [6] bestimmt.

Die folgenden Resultate stellen stets Mittelwerte von 6 Parallelen dar.
Bei SO,-Konzentrationen von 0,15 und 0,3 ppm lassen sich die Wachs-
tumsraten nicht signifikant von den Kontrollen unterscheiden. Bei0,6 ppm
SO, erfolgte nach rund 2 Wochen eine Depression der Wachstumsrate
um 259%. Die Rate stieg dann in der Zeit von 4 Wochen wieder auf das
Niveau der Kontrolle an, was fiir eine Adaptation an die SO,-Behandlung
spricht.

Die Bestimmung des mittleren Trockengewichts pro Glied ergab keine
eindeutigen Unterschiede zwischen Kontroll- und SO,-inkubierten Pflan-
zen. Dagegen zeigte die Grossenbestimmung der Glieder eine statistisch
gesicherte Verschiebung zu kleineren Gliederdurchmessern um eine Gros-
senklasse von 0,25 mm. Die dadurch leicht verringerte Gliederfliche ver-
mag keine merkbare Anderung im Trockengewicht pro Glied zu bewirken.

Das SO, scheint keinen Einfluss auf den Proteingehalt auszuiiben,
wurden doch bei Kontroll- wie auch bei SO,-behandelten Pflanzen
Proteingehalte um 259%, des Trockenmaterials gemessen.

Die Resultate der Stiarkebestimmung deuten auf eine Stoffwechselum-
stellung hin, indem bei 0,3 und 0,6 ppm SO, der Starkegehalt im Vergleich
zu den Kontrollen sofort um mindestens 209, erniedrigt war und in der
Folge auf diesem Niveau blieb, wihrend er bei 0,15 ppm erst nach lan-
gerer Zeit auf denselben Wert absank.

In der Chlorophyllkonzentration kdnnen zwischen Kontrollen und
SO,-Behandlungen keine Unterschiede gesichert werden.

Zusammenfassend konnte man sagen, dass das SO, auch unterhalb
der tolerierten Immissionsgrenzwerte eine Wirkung auf die Stoffproduk-
tion bei Lemna minor ausiibt. Allerdings werden keine akuten Schadi-
gungen hervorgerufen, es stellt sich vielmehr ein neuer steady state ein,
was aus den konstant bleibenden Werten in Wachstum und Stoffproduk-
tion hervorgeht.
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3. B.Stockli (Universitit Bern): Zur Thymidinphosphorylierung bei
Lemna minor L.

4. Dr. Lucia Graf (Université de Neuchitel, Laboratoire de Physiologie
Végétale et Biochimie): Effekte spezifischer Inmunseren und Normal-
seren auf die verschiedenen Aktivititen der Nitratreduktase aus Spinat
(Spinacea oleracea L.) und Anwendung einer immunologischen Methode
zum Nachweis von katalytisch inaktivem Enzym-Protein

Zusammenfassung

Immunseren, gewonnen gegen partiell gereinigte Priaparate von Nitrat-
reduktase aus Spinatblittern, enthalten einerseits spezifische Antikorper,
welche die NADH-Aktivitdt und die Benzylviologen-Aktivitit der Spinat-
Nitratreduktase inaktivieren, anderseits aber auch Antikorper, die vor
allem die Benzylviologen-Aktivitit stimulieren. Normalseren stimulieren
beide Aktivitdten, vor allem aber die Benzylviologen-Aktivitit, die in Ab-
hiangigkeit von der Serumkonzentration 4- bis 5Sfach erh6ht wird. Extrakte
aus Molybdin-Mangelpflanzen wurden durch Reihentitrationen mit spe-
zifischen anti-Nitratreduktase-Seren auf das Vorhandensein von kata-
lytisch inaktivem Nitratreduktase-Apoprotein gepriift.
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5. R. Bachofen (Institut fiir Allgemeine Botanik der Universitiit Ziirich):
Fest gebundenes ATP als Intermediiirprodukt der elektronentransport-
gekoppelten ATP-Bildung

Obwohl sehr intensiv an der Aufklirung des Mechanismus der elektronen-
transportgekoppelten Phosphorylierung gearbeitet wird, hat das vor
langerer Zeit aufgestellte Schema

Elektronentransport - X~I—-X~P->ATP
kaum Modifikationen erfahren.

Der Vorldufer von ATP, das energiereiche Zwischenprodukt X ~P,
liess sich zwar kinetisch demonstrieren, eine chemische Isolierung da-
gegen gelang nie. Das 1964 zur Diskussion stehende Phosphohistidin, das
verschiedene kinetische Kriterien eines Vorlaufers erfiillte, musste bald
wieder fallengelassen werden. In den vergangenen 10 Jahren konzentrierte
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man sich mehr auf X~1, das nicht phosphorylierte, energiereiche Zwi-
schenprodukt. Heute stehen 3 Hypothesen fiir die Natur dieses X ~1 zur
Wabhl, die chemische, die chemiosmotische und die konformative Hypo-
these. Nach der ersten soll X ~1 eine chemisch definierbare Verbindung,
nach der zweiten ein elektrochemisches Potential quer zur Organellen-
membran und nach der letzten eine energiereiche Konformation einer
Membrankomponente sein. Uber die Art der Kopplung dieser Vorstufe
X ~1 mit dem Einbau von Phosphat zu X ~P bestehen kaum konkrete
Vorstellungen.

Vor kurzem hat sich in verschiedenen Laboratorien an verschiedenen
energieumsetzenden Membranen ergeben, dass als direkter Vorlaufer des
bei der Phosphorylierung frei werdenden ATP, d.h. als X ~P, eine fest an
die Membran gebundene Form von ATP wahrscheinlich ist. Dessen Ex-
traktion ist nur unter drastischen Bedingungen moglich; normales Ab-
toten der Zellorganellen mit verdiinnten Sduren geniigt nicht zur Solu-
bilisierung des fest gebundenen ATP.

Die folgenden Daten, erhalten an Membranen photosynthetischer
Organismen (Chromatophoren von Rhodospirillum rubrum und Spinat-
chloroplasten), sollen die Eigenschaften dieses fest gebundenen ATP de-
monstrieren. Ahnliche Beobachtungen sind an Mitochondrien und Mem-
branen heterotropher Bakterien gemacht worden.

Die Markierung des fest gebundenen ATP mit Phosphat geschieht so-
wohl im Licht wie im Dunkeln; mit Puffer oder Sdure ablésbares ATP
dagegen wird nur bei Energiezufuhr synthetisiert. Von besonderem Inter-
esse ist eine teilweise Unabhingigkeit der Bildung sowohl der sdureldsli-
chen wie des festgebundenen ATP von der Gegenwart von Entkopplern
und Hemmstoffen des Energietransfers. Agentien, welche den Kopplungs-
faktor entfernen oder modifizieren wie EDTA oder NEM, reduzieren da-
gegen die Menge des vorhandenen gebundenen ATP in gleichem Umfang
wie die Phosphorylierungsaktivitit.

Die Kapazitit, in einer der Belichtung anschliessenden Dunkelreak-
tion in Gegenwart von ADP freies ATP zu bilden, ist eng korreliert mit
der Menge des zuvor in der Membran vorhandenen fest gebundenen ATP,
und wihrend der Bildung des freien ATP in Gegenwart von ADP nimmt
der Gehalt der Membranen an fest gebundenem ATP ab.

Die Versuche zeigen damit, dass die Synthese von festgebundenem
ATP mit geringem oder sogar ohne Aufwand an Energie von der Elek-
tronentransportkette ablduft und dass Entkoppler und Hemmstoffe des
Energietransfers vor allem die Umsetzung des gebundenen ATP in dessen
freie Form blockieren. Isotopenkonzentrierungsexperimente zeigen aller-
dings, dass es sich beim letzteren Vorgang nicht um eine einfache Ablo-
sung des festgebundenen ATP von der Membran handelt, sondern dass
das festgebundene ATP hydrolisiert und die dabei frei werdende Energie
zur Synthese des sdure- und pufferloslichen ATP genutzt wird [1-4]. Zu
dhnlichen Vorstellungen fiir diesen letzten Schritt der Phosphorylierung
gelangte man unabhingig davon auch aufgrund von Experimenten mit
Analogen von Adeneninnukleotiden [5].

201



Obwohl mit dem von uns vorgeschlagenen Modell noch nicht alle
experimentellen Befunde sauber erklart werden konnen, lassen sich die
gemachten Beobachtungen klarer deuten als mit den Modellen von
Moudrianakis [6], Boyer [7] oder Slater [8].
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6. F. Depéry et P.A. Siegenthaler (Laboratoire de physiologie végétale,
Institut de Botanique, Université de Neuchitel): Influence des acides
gras sur le pH interne des thylacoides et sur le transport de protons a
travers la membrane

1. Introduction

Le pH a une influence déterminante sur les activités photochimiques des
chloroplastes, en particulier sur la photophosphorylation et sur les divers
transports d’électrons dans la chaine photosynthétique. Récemment, nous
avons démontré [1] qu’en présence d’acides gras non saturés en C,g, le
pH externe optimum est déplacé vers I’acidité. Par exemple, la photo-
réduction du ferricyanure par des chloroplastes isolés est optimale a un
pH externe de 8,5; ’addition d’acide gras provoque un déplacement de
pH de 1 a 2 unités vers I’acidité.

Ce phénoméne nous a fait pressentir I'importance du pH interne dans
ces diverses conditions [1, 2]. En effet, d’aprés la théorie chimio-osmo-
tique de Mitchell, le flux d’électrons initié par la lumiére entraine un gra-
dient de protons a travers la membrane qui acidifie I’intérieur du thyla-
coide créant ainsi les conditions optimales pour le transport d’électrons.

Les acides gras empéchent I’établissement des conditions optimales
du flux d’électrons en modifiant le mouvement de protons de fagon telle
que Pintérieur du thylacoide s’alcalinise, condition défavorable au trans-
port d’électrons [2].

La détermination précise du pH interne ne peut se faire d’apres la
méthode de Neumann et Jagendorf [3] en estimant la quantité de protons
incorporés par la mesure de la variation du pH externe, car il existe a I’in-
térieur des thylacoides une grande capacité tampon qui masque le véri-
table pH interne.
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Dans ce travail, nous avons estimé le pH interne en utilisant la mé-
thode préconisée par Schuldiner et al. [4], qui est basée sur la détermina-
tion, par fluorimétrie, de I'incorporation d’une amine fluorescente dans
les thylacoides. En accord avec notre hypothése [1, 2], nous démontrons
que ’addition d’acides gras provoque une diminution du ApH et une aug-
mentation du pH interne. Cette observation est mise en relation avec les
résultats obtenus auparavant sur le transport d’électrons [1].

2. Matériel et Méthode

Des chloroplastes entiers, c’est-a-dire ayant subi un choc osmotique dans
un milieu HEPES-saccharose (pH 7,6), sont obtenus a partir de feuilles
d’épinard selon la méthode utilisée précédemment [S, 6]. Le mélange
réactionnel contient 30 mM Tricine-Maléate (pH 7) ou Tricine-Glycine
(pH 8-9), 40 mM NacCl, 0,59, éthanol ou de I’acide linolénique a diverses
concentrations, 0,8 uM 9-aminoacridine et 20 pg de chlorophylle par
mi.

La fluorescence est mesurée a 1’aide d’un fluorimétre Perkin-Elmer
type 204, légérement modifié. L’excitation de ’acridine se fait avec un
filtre Klett 42 (370-440 nm); I’émission de la fluorescence est recueillie a
90°, & 505 nm. La lumiére actinique (107> 2 107 erg - cm™2 - sec™") est dé-
finie par une lampe halogéne et un filtre rouge (Corning CS 260).

3. Relation entre le ApH et le quenching de la fluorescence de I’acridine

L’amine fluorescente est la 9-aminoacridine (A) caractérisée par deux
fonctions amines ayant des pK respectifs de —2 et de 10. Au pH physio-
logique, seules les formes non protonée A et protonée AH™ sont présentes
dans le milieu [4]. L’amine ne peut traverser la membrane du thylacoide
que sous forme non chargée. D’aprés Schuldiner et al. [4], nous avons la
relation suivante:

[A]T,int/ [A]T,ext = [H+]int/ [H+]ext (1)

qui établit un rapport direct entre les concentrations de ’amine totale et
des protons a I’intérieur et a ’extérieur du thylacoide.

L’amine pénétre dans le volume osmotique défini par Rottenberg et
al. [7]. La fraction de ce volume par rapport au volume total est appelé V.
Dans nos conditions expérimentales, V est égal 4 6,5 - 1074,

Dans le milieu réactionnel, la fluorescence de I’amine est de 1009, par
définition. L’amine qui entre dans le compartiment interne du thylacoide
ne peut plus fluorescer, ce qui entraine une extinction rapide (ou quen-
ching Q) de la fluorescence de ’acridine (par exemple Q est de 36%, a un
pH externe de 8,0 en présence de ferricyanure). Cette extinction est pro-
portionnelle & la quantité d’amine entrée, c’est-a-dire au mouvement de
protons a travers la membrane (voir relation 1) ce qui permet d’écrire [4]:

Q 1

ApH=log1_Q-—\7 2)
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ou le ApH est une fonction logarithmique de Q et de I'inverse de V. Un
quenching de 369, correspond par exemple & un ApH de 2,9: si le pH
externe est 8,0, le pH interne est donc €gal a 5,1.

Le phénoméne du quenching est bien une expression du phénoméne
physiologique qui se déroule a la lumiére. La lumiére provoque une acidi-
fication du compartiment interne du thylacoide dont I’entrée de I’amine A
et par conséquent la diminution de la fluorescence en sont ’expression.
A l'obscurité, le pH interne tend a rejoindre le pH externe; ’amine ressort
et la fluorescence prend a nouveau sa valeur initiale de 100%,.

4. Résultats et Discussion

Le tableau I illustre la relation entre le pH externe et le pH interne des
thylacoides en présence ou non d’acide linolénique. Une diminution du
pH externe provoque une diminution du pH interne sous I’action de la
lumiére. Par exemple, pour les témoins, c’est-a-dire en absence d’acides
gras, un quenching de 259, a un pH externe de 9,0 correspond a un ApH
de 2,7 et a un pH interne de 6,3 ; un quenching de 129%, a un pH externe de
8,0 correspond a un ApH de 2,3 et 4 un pH interne de 5,7.

L’addition d’acide linolénique aux concentrations indiquées provoque
une augmentation du pH interne (correspondant & une diminution du
ApH). Par exemple, en présence de 50 uM d’acide linolénique, le pH in-
terne est égal a 9,0 si le pH externe est 9,0 et 6,5 si le pH externe est 8,0.

Dans nos conditions, le pH externe optimum pour le transport d’¢lec-
trons est voisin de 9,0 correspondant a un pH interne optimum de 6,3.
L’augmentation du pH interne due aux acides gras défavorise donc le
transport d’électrons. Pour obtenir les conditions optimales au transport
d’électrons en présence d’acides gras, il est nécessaire d’abaisser le pH
interne en acidifiant le mélange réactionnel. En effet, le tableau I montre
qu’a des concentrations croissantes d’acide linolénique, le pH interne de
6,3 ne peut étre maintenu que dans la mesure ou le pH externe est abaissé
(voir les astérisques dans le tableau I).

Notons qu’en présence d’un accepteur d’électrons, on observe des
variations de pH internes similaires, caractérisées cependant par des pH
internes plus acides. Par exemple, en présence de ferricyanure a un pH
externe de 8,5, le pH interne est de 5,3.

Tab.I pH interne du thylacoide en fonction du pH externe et de concentrations
croissantes d’acide linolénique

pH interne
pH externe Concentrations d’acide linolénique, pM
0 20 40 50
9,0 6,3* 7,8 9,0 9,0
8,5 6,0 6,3* 7,1 8,5
8,0 5,7 5,8 6,3* 6,5
7,0 5,3 5,5 5,9 6,0*
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Ces résultats préliminaires semblent indiquer qu’en présence d’acides
gras, la membrane perd son intégrité structurale et devient beaucoup plus
perméable aux ions et en particulier aux protons [1, 2]. Les acides gras
interagissent avec la membrane en créant des modifications (des «pores »
par exemple) telles que le pH externe doive étre abaissé pour maintenir
constant un pH interne favorable au flux d’électrons. Ces résultats pour-
raient expliquer le déplacement vers I’acidité du pH optimum du transport
d’électrons en présence d’acides gras libres [1].

Ce travail a été réalisé griace a I’appui financier du Fonds National
Suisse de la Recherche Scientifique (contrat n° 3.2470.74). Le fluorimétre
nous a été aimablement prété par le Prof. A. Burger du laboratoire d’hydro-
géologie de I’Université de Neuchatel.
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Gentianose (O-B-D-Glucopyranosyl-(1—6)-¢-D-Glucopyranosyl-(1—2)-
p-D-Fructofuranosid) kommt in Bldttern und unterirdischen Speicher-
organen von vielen Arten der Gattungen Gentiana und Swertia vor [2].
Bis jetzt standen nur Angaben iiber perennierende Pflanzen zur Verfii-
gung. Um weitere Auskunft iiber die chemotaxonomische Verbreitung
der Gentianose und ihre Bedeutung als Reservezucker zu erhalten, wur-
den die Untersuchungen auch auf annuelle Gentiana-Arten ausgedehnt.
In Bldttern, Stengeln und Wurzeln von Gentiana utriculosa L. konnte die
Anwesenheit von Gentianose und Gentiobiose bestétigt werden, wihrend
diese Zucker bei Gentiana ramosa Hegetschw. und Gentiana campestris L.
chromatographisch nicht nachgewiesen werden konnten.

205



Diese beiden «gentianosefreien » Arten werden von den Systematikern
einer separaten Sektion (Endotricha Koel.) zugeordnet. Erst empfind-
lichere Analysenmethoden und ausgedehntere Untersuchungen werden
iiber die Wichtigkeit der Gentianose als chemotaxonomisches Merkmal
definitiv entscheiden. _

Franz u. Meier (1972) zeigten in Fiitterungsversuchen mit markierten
Zuckern, dass Gentianose in vivo durch Anlagerung eines Glukoserestes
an Saccharose gebildet werden kann. Um besseren Einblick in die Bio-
synthese der Gentianose zu erhalten, wurden durch Fiitterung an Blatt-
stiickchen zwei weitere mogliche Synthesewege getestet: 1. myo-Inosit,
das in der Raffinosefamilie in Form des Galaktinols (O-a-D-Galakto-
pyranosyl-(1—1)-myo-Inosit) als Donor von Galaktose zur Raffinose-
und Stachyosebildung dient; 2. Gentiobiose, da bei Gentiana lutea L.nach
14C0,-Photosynthese Gentiobiose-'*C stets vor Gentianose-'*C aufzu-

sa™c [cent 1d 10000 50000  com
Gent¥d Gb ¥C myo-Inosit ¥C mg Extakt
Gentianose ¢
Gentiobiose 14C
108 10 Saccharose 14C < @
|38} o8
13| 11
1
109 10 STENGEL 2 ‘
-

94| 09 RHIZOM E

Translokation von 14C-Photoassimilaten in Gentiana lutea L. (relative Aktivitdten nach
1 h COs-Fiitterung, Distanz markiertes Blatt—-Rhizom = 30 cm)

treten scheint. Markiertes myo-Inosit wurde in den Bldttern nicht um-
gesetzt. Nach Fiitterung mit Gentiobiose-**C an Blittern von Gentiana
lutea L. wurden Gentianose-'*C und geringe Mengen von Saccharose-14C
gefunden. Ahnliche Resultate konnten bei Untersuchungen an Gentiana
Kochiana L. erhalten werden. Um daraus Riickschliisse ziehen zu kdnnen,
muss die Markierungsverteilung in den verschiedenen Zuckern der neu-
gebildeten Gentianose-1*C und Saccharose-1*C untersucht werden.

Der intrazellulire Syntheseort der Gentianose scheint nicht in den
Chloroplasten zu liegen, wie urspriinglich angenommen wurde. Nach
14CO,-Photosynthese konnte in den Chloroplasten nach wissriger Iso-
lation derselben [1] keine Gentianose-'*C nachgewiesen werden, wohl
aber im restlichen Cytoplasma. Dieses Resultat steht in Einklang mit
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neueren Befunden, dass auch Saccharose, die bei der Synthese von Gen-
tianose beteiligt sein kann, ebenfalls ausserhalb der Chloroplasten gebil-
det wird [3]. Da die Chloroplastenmembran fiir das Disaccharid Saccha-
rose nicht permeabel ist [4], wird sie es noch weniger fiir das Trisaccharid
Gentianose sein. Um eine mogliche Auswaschung von hypothetischer
Chloroplasten-Gentianose wihrend der Chloroplastenisolation vollig aus-
schliessen zu konnen, miissen die Resultate mit solchen einer nichtwiss-
rigen Methode verglichen werden.

Gentianose kann in den Blittern synthetisiert werden, wogegen in
Rhizom und Wurzel nach Fiitterung mit Glukose-'*C und Saccharose-14C
keine markierte Gentianose auftritt [2]. Im folgenden soll daher von Un-
tersuchungen iiber die aus den Bléttern basipetal transportierten Assimi-
late berichtet werden. '

Blitter von Gentiana lutea L. wurden wihrend 60 min mit *CO, be-
gast. Anschliessend wurden die Pflanzen in Blatt, Blattstiel, Stengel und
Rhizom aufgeteilt und die Teile wie bei [2] weiter verarbeitet.

Danach ist der Haupttransportzucker Saccharose-'*C (Fig. 1). Im
markierten Blatt, in Blattstiel, Stengel und Rhizom treten aber auch be-
trachtliche Mengen von Gentianose-'*C und Gentiobiose-'*C auf. Da
sich das Verhiltnis Gentianose-1*C/Gentiobiose-'*C im Verlauf des basi-
petalen Transportes nicht &ndert und zudem etwa gleich gross ist wie im
markierten Blatt, wird angenommen, dass Gentiobiose nicht das Spalt-
produkt von Gentianose ist [2]. Diese Annahme wird noch dadurch be-
kriftigt, dass bei Gentiana lutea L. nach *CO,-Photosynthese Gentio-
biose-1“C zeitlich vor Gentianose-1*C aufzutreten scheint.

Das Verhiltnis Saccharose-'#C/Gentianose-'*C nimmt rhizomwirts
leicht ab. Diese Abnahme wird um so grosser, je langer die Aufenthalts-
dauer der Assimilate im Rhizom wird. Im Rhizom nehmen Saccharose-*C
und Gentiobiose-'#C nach lingerer Aufenthaltsdauer ab, Gentianose-*4C
nimmt zu. Falls die Zunahme der Gentianose auf Kosten von Saccharose
und Gentiobiose erfolgt, wiren folgende Konsequenzen denkbar:

1. Gentianose kann auch im Rhizom gebildet werden. 2. Neben
Saccharose ist Gentiobiose an der Biosynthese von Gentianose beteiligt.
An Rhizome gefiitterte Gentiobiose-'*C und Saccharose-'*C wurden
jedoch nicht zu Gentianose-1*C umgesetzt. Ob dieser Widerspruch nur an
der Unzuldnglichkeit der Applikationsmethode liegt, werden weitere Ver-
suche zeigen miissen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in Blattstielen und Sten-
geln von Gentiana lutea L. neben Saccharose-'“C auch Gentianose-'*C
und Gentiobiose-1*C basipetal transportiert werden. Vorldufig kann das
Rhizom als weiterer Syntheseort (neben den Blattern) nicht ausgeschlossen
werden. .
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