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nor the metabolic inhibition did per se promote phosphate
extrusion because antimycin {1 pg/ml) and iocdoacetate
(0.1 mM) inhibited respiration and increased the intra-
cellular concentration of P; without stimulating P; ef-
flux 1. The effect of 3 mM iodoacetate on P; efflux would,
therefore, imply a selective alteration of P, transport.
Iodoacetate (3 mM) caused also visible alterations of epi-
mastigotes, namely, abnormal round shapes and loss of
mobility that would involve important osmotic changes in
the cells.

Very little is known about ion transport in 7. cruzs and
its modification by enzyme iphibitors?®1°. The results
described here, particularly the effect of iodoacetate, sug-
gest that exploration of that aspect of the parasite biology
might have interesting 1mp11ca’mons for the chemotherapy
of infections by T. cruzi12.

Zusammenfassung. Epimastigoten von ITrypanosoma
cruzi sind fiir Orthophosphate (P;) relativ undurchléssig.
Man kann trotzdem bei Zellen, die aus Ortophosphat
armen Kulturen stammen, einen signifikanten Ubertritt

Aktivitit einiger Transaminasen in den mit SO,

In vorgehenden Mitteilungen haben wir iiber den Ein-
fluss des SO, auf den Gehalt freier Zucker und Amino-
siuren sowie Ketosduren in Erbsen-Keimpflanzen be-
richtet1.2. Weiter haben wir die Bildung der Bisulfit-
Addukte von Carbonylverbindungen (Glyceraldehyd,
x-Ketoglutarat, Pyruvat, Oxalacetat) in den mit SO, be-
gasten Erbsen-Keimpflanzen bewiesen? Durch Ent-
stehung dieser Addukte kann die Erniedrigung des Ge-
halts freier Ketosduren erklirt werden?. Zuglelch erklirt
diese Tatsache die Verdinderung des Gehalts einiger freier
Aminosiuren {Alanin, Glutaminsiure) in den Organen der
mit SO, behandelten Erbsen-Keimpflanzen!. Auch bei
Kaninchen verursacht SO, eine Erniedrigung freier Ami-
nosduren (Threonin, Histidin, Methionin) im Blut?. Alle
diese Tatsachen sprechen fiir die Beeinflussung der Trans-
aminierungsvorgiange durch SO, in Pflanzen und wahr-
scheinlich auch in Tieren. Um diese Voraussetzung zu
bestitigen, haben wir die Aktivitit einiger Transaminasen
(Glutamat-Oxalacetat- und Asparagat-Pyruvat-Trans-
aminase) in den mit SO, begasten Erbsen-Keimpflanzen
niher untersucht.

Die Versuche wurden mit 15tigigen griinen Erbsen-
Keimpflanzen (Pisum sarivem L., Sorte Orlik}, die bei
Licht gepflanzt wurden, durchgefithrt. Die Kultivierung
sowie Intoxikation mit 19, gasférmigem SO, geschah auf
dieselbe Weise wie in den {riiheren Versuchen?'.2. Nach
der 48stiindigen Intoxikation wurden die Keimpflanzen
(Kontroll- sowie Versuchspflanzen) auf Kotyledonen,
Waurzeln und Achsen verteilt und diese Organe dann ge-
trennt verarbeitet.

Die Bestimmung der Transaminase-Aktivitdt geschah
nach einer modifizierten Methode von GREBINSKIJ et al.%.
Das Pflanzenmaterial (5 g) wurde mit wenig Glaspulver
in 30 ml eiskalten K,HPO,-Puffer (pH 8,0) im Porzellan-
Morser unter Kithlung im Eisbad fein homogenisiert und
dann sofort in der Kiihlzentrifuge (Janetzki X 14) bei
700 g 10 min zentrifugiert. Die Inkubationsmischung war
wie folgt zusammengesetzt: 5 ml Enzymextrakt und 2,5 ml
0,06 M Na-Pyruvat- bzw. 0,06 M Oxalessigsdure-Losung.
Diese Mischung wurde 10 min bei 37°C unter mildem
Schiitteln im Dubnoff-Inkubator inkubiert, dann 2,5 ml
0,06 M Asparaginsiure bzw. 0,06 3 Glutaminsdure zu-

Specialia

ExpPeERIENTIA 28/10

von Ortophosphat ins Zellinnere messen. Bei diesen Zellen
ist die Geschwindigkeit des P;-Transportes ins Zellinnere
trotz eines diesem Vorgang entgegenwirkenden Phosphat-
Konzentrationsgradienten etwa 5 mal grésser als die der
P;-Abgabe aus dem Zellinnern des umgebenden Mediums.
Die Durchlissigkeitsschranke fiir P; wird durch 3 mM
Jodacetat zerstort.
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behandelten Erbsen-Keimpflanzen

gegeben und unter denselben Bedingungen 20 min weiter
inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde mit
969, igem Athanol (25 ml) unterbrochen. Mit jedem Enzym-
extrakt wurden 3 Parallelversuche durchgefiihrt; in zwei
weiteren Proben {ohne Zugabe von Keto- und Amino-
sanre) wurde der endogene Gehalt der Aminoséure be-
stimmt. Eine eventuelle nichtenzymatische Reaktion der
Substrate wurde durch eine weitere Probe mit Athanol-
Zugabe am Beginn der Inkubation gepriift.

Nach Zugabe des Athanols wurde der Eiweisstoff-
Niederschlag abzentrifugiert und im Vakuum auf dem
Wasserbad abgedampft. Der Riickstand wurde dann in
1 ml 80%igem Athanol gelést und auf Whatman Nr. 1
aufgetragen und mittels zweidimensionaler Papierchro-
matographie getrennt®:®. Die Aminosduren wurden mit-
tels 0,2%iger Ninhydrin-Lésung im Aceton (60 °C, 10 min)
sichtbar gemacht. Die Flecke des Alanins und der Aspar-
ginsdure wurden dann ausgeschnitten und mit Methanol
3mal unter stindigem Schiitteln extrahiert. In den
Extrakten wurde die entsprechende Aminosdure mit
Ninhydrin und Cadmium-Acetat gepriift und die Ab-
sorbanz der orange-roten Cadmium-Komplexe bei 500 nm
mit ‘Spekal ZV' (C. Zeiss, Jena, DDR) gemessen 8.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle angegeben. Wegen
der nicht ganz befriedigenden Trennung von Asparagin-
und Glutaminsaure in den Kotyledonen, wurde die Kon-
zentration der Asparaginsidure nicht bestimmt. Die Men-
gen der durch die Transaminierung entstehenden Aspara-
ginsiure bzw. des Alanins wurden als Differenz zwischen
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Gehalt freier Asparaginsiure und Alanin in Erbsenkeimlingen vor und nach der Transaminierung

Pflanzenorgan Versuch Asparaginsiure Alanin
ug/l g Trockengewicht  pgfl Organ wg/1l g Trockengewicht pg/l Organ
Achsen Kontrolle A 1212,0 4 144,8 24,24 + 2,90 610,0 4 70,0 12,20 + 1,40
B 901,0 4 43,0 18,02 4 0,86 435,0 4- 35,0 8,70 + 0,70
19% SO, A 375,04+ 18,3 6,28 40,31 512,54 4,2 8,60 + 0,07
B 305,84+ 15,8 5,124 0,26 396,0 + 12,5 6,56 + 0,28
Wurzeln Kontrolle A 3637,0 4 112,5 109,40 + 3,38 281,2 + 31,2 8,44 + 0,94
B 1640,0 4+ 75,0 49,32 4+ 2,25 93,7+ 6,2 2,82 0,18
19% SO, A 805,1 + 67,1 12,48 4+ 1,04 200,04+ 6,4 3,10+ 0,10
B 383,24+ 60,6 5,94 4+ 0,94 154,8 +12,9 2,40 + 0,20
Kotyledonen# Kontrolle A — — 760,0 + 4,4 71,14 4 0,42
B — — 560,0 4- 97,7 52,42 49,22
19 S0, A — — 585,4 + 32,4 63,60 4+ 3,56
B — 53,72 41,58

- 404,5 - 14,4

A, Gehalt nach der Transaminierung. B, Gehalt ohne Transaminierung (endogener Gehalt), » Wegen unbefriedigender Trennung von
Asparagin- und Glutaminsiure auf den Papierchromatogrammen wurde der Asparaginsiure-Gehalt nicht bestimmt.

Gesamtgehalt (nach der Transaminierung) und endogenem
Gehalt (ohne Transaminierung) der entsprechenden Ami-
nosdure berechnet.

In den Wurzeln der mit SO, behandelten Erbsen-
Keimpflanzen ist der endogene Alanin-Gehalt angestie-
gen, wihrend er in den Kotyledonen und Achsen schwach
und auch der endogene Asparaginsiure-Gehalt in den
Achsen und Wurzeln vergifteter Keimpflanzen signi-
fikant gesunken ist. Die Menge der entsprechenden
Aminosdure (Alanin, Asparaginsdure), die durch die
Transaminierung in den Organen der Kontroll-Keim-
pflanzen entstanden ist, wird als 1009%ige Aktivitat
der entsprechenden Transaminase angesehen. Nach 48-
stiindiger Einwirkung des SO, sank die Aktivitit der
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) in den Achsen
um 77,8%, (P < 0,01) und in den Wurzeln um 78,9%,
(P < 0,001). Die Aktivitdt der Asparagat-Pyruvat-
Transaminase (APT) sank in den Achsen um 33,5% (nicht
signifikant), in den Wurzeln um 76,09, (P < 0,05) und in
den Kotyledonen um 54,5% (P << 0,01) im Vergleich zur
Kontrolle.

Die Ursache der Stérung der Transaminierungen durch
SO, kann verschieden sein, unter anderem zum Beispiel
infolge der Bildung des Bisulfit-Addukts des Pyridoxals?,
Koferments der Transaminasen oder Umwandlung des
Cytosins zu Uracil®, was die Struktur der DNA, RNA und
schliesslich der Enzym-Proteine verdndert. Die endgiiltige

Erkldrung dieser komplizierten Frage muss kiinftigen
Versuchen vorbehalten werden.

Summary. Fifteen-day-old green pea seedlings were
intoxicated 48 h by 19, gaseous sulphur dioxide and in
their individual organs the activity of glutamate-oxal-
acetate (L-aspartate: 2-ketoglutarate-aminotransferase)
and aspartate-pyruvate (r-alanine: oxalacetate-amino-
transferase) transaminases estimated. The activity of
glutamate-oxalacetate transaminase in the intoxicated
seedlings was lowered in shoots by 77.8%, and in roots by
78,99, as compared with the control plants. The activity
of aspartate-pyruvate transaminase was lowered in shoots
by 33.5%, in roots by 769, and in cotyledons by 54.59%,
in comparison with the control plants.
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Effect of Ultrasonic Waves on the Ribonuclease Activity

The implication of RNA in growth has been demon-
strated for several plant tissues!. On the other hand the
ultrasonic treatment was found to decrease the cell
elongation, acting on the protein-nitrogen (PN) level? 3,
It was of interest to complete our previous observations
and to analyse — for the lentil roots — the changes of the
ribonuclease (RNase) activity, which in some way con-
trols the endogenous RNA content*.

16 mm roots of Lens culinaris seedlings were subjected
to a non-cavitating ultrasonic irradiation of 30 min at

2.4 Watt/em?, in an isotonic mannitol solution (800 kHz
quartz generators). The method to test the RNase acti-
vity was previously described®, and adapted to the pre-
sent material?, It is based on the observed degradation of
macromolecular RNA in solution, by incubation with
diluted root extracts. Such degradation is displayed by
the increase of optical density (OD) at 260 nm in the
supernatants, after removal of the undegraded RNA by
precipitation. The difference in OD between the controls
and the incubated samples is taken as a measure of



