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r a t e  of Ca 2+ u p t a k e  d iv ided  by  the  r a t e  of t he  Ca 2+- 
a c t i v a t e d  A T P  hydrolysis)  a t  d i f fe ren t  t e m p e r a t u r e s  are 
w i th in  t he  e x p e r i m e n t a l  error.  T r a n s p o r t  ra t ios  ob t a ined  
f rom var ious  SR p r e p a r a t i o n s  r anged  f rom 0.7 to 0.95, 
sugges t ing  a s t o i c h i o m e t r y  of Ca 2+ u p t a k e  and  Ca 2+- 
d e p e n d e n t  A T P  hydro lys i s  of 1. S imi la r  va lues  h a v e  been  
ob t a ined  p rev ious ly  for SR f rac t ions  p r e p a r e d  f rom calves 10 
and  r a b b i t s  14, 15, wh ich  agree w i t h  t r a n s p o r t  ra t ios  r epor t ed  
f rom severa l  laborator iesb-~.  The  Ca"+-ac t iva ted  A T P a s e  
of t he  S R  f rac t ions  r ep resen t s  a b o u t  90% o5 t he  A T P a s e  
a c t i v i t y  (Figure 1) assayed  in t he  presence  of 5 m M  azide. 
Azide does no t  inf luence t he  Ca ~+ u p t a k e  of Ca~+-dependent  
A T P  sp l i t t i ng  b y  the  SR 1~ how eve r  t he  Ca2+- independent  
A T P a s e  ac t i v i t y  is pa r t i a l l y  inh ib i t ed .  

S t r a i g h t  l ines were o b t a i n e d  b y  p l o t t i n g  t he  Ioga- 
r h y t h m s  of t he  r a t e  of Ca ~+ u p t a k e  or t h e  ra tes '  o5 the  
total- ,  basic-  and  Cae+-act ivated  A T P  hydro lys i s  aga ins t  
the  rec iprocal  of the  a b s o l u t e  t e m p e r a t u r e  (Ar rhen ius  

Energies of activation for Ca 2+ uptake and ATP hydrolysis by 
cardiac S R 

Energies of activation 
(Kcal/mole-1) 

Ca l+ uptake 
Ca2+-activated ATPase 
Total ATPase 
Basic ATPase 

16.65 + 0.87 (14.04-t4.66) 
17.93 4- 0.49 (16.83-19.22) 
17.50 4- 0.67 (15.82-19.22) 
14.05 • 1.29 (!0.56-16.69} 

The values are means :k SEM obtained from 4 different SR prepara- 
tions. The minimal and maximal values are given in parentheses. 
The Ea were calculated from the equations: log V = --A/T + 13 and 
E a = R • 2, 303 • A. Arrhenius plots were prepared and the slopes 
(A) determined by regression analysis. Ea, activation energy (Keal/ 
mole-l); R, 1,987 • 10 -a Kcal/~ L 

p lo t ;  F igure  2)'. The  Ea for Ca 2+ u p t a k e  and  Ca2+-act ivated 
A T P  hydro lys i s  ob t a ined  f rom 4 d i f fe ren t  S R  p r e p a r a t i o n s  
are p rac t i ca l ly  t he  same and  s l igh t ly  lower for the  Ca 2+- 
i n d e p e n d e n t  A T P  hydro lys i s  (Table).  Since the  l a t t e r  is 
pare ia l ly  i nh ib i t ed  b y  azide, a compar i son  w i t h  t he  va lues  
ob t a ined  for Ca2+-dependent  A T P  sp l i t t i ng  is no t  war-  
r an ted .  

A close cor re la t ion  be tween  the  Ea for Ca ~+ u p t a k e  and  
Ca2+-act ivated A T P  hydro lys i s  b y  SR f rom ske le ta l  
muscle  m e a s u r e d  e i the r  in  t he  presence  or absence  of 
oxa la te  was r epo r t ed  b y  IN:ESI and  WATANAB/E a, howeve r  
the  E~ were h igher  in t he  presence  of oxala te .  E ,  for Ca 2+ 
u p t a k e  in the  absence  of oxa la te  r epo r t ed  for cardiac  SR 
(HARmAYA and  SCHWARTZS; Mil l ipore me thod)  and  for 
dog card iac  SR ( E n n t m a n n ,  Al len  a n d  Schwar tz  g; 
Murex ide  me thod)  were 10 KcaI /mole  -1 and  6.5 Kca l /  
mole -1, respect ively .  These  va lues  are c lear ly  lower t h a n  
those  ob t a ined  in the  p re sen t  s tudy .  I t  m i g h t  ind ica te  a 
d i f fe rent  r a t e  l imi t ing  s tep  of Ca 2+ u p t a k e  b y  t he  cardiac  
SR m e a s u r e d  e i the r  in  the  presence  or absence  of oxala te ,  
s imi!ar ly  as p roposed  for skele ta l  muscleS. 

Zusammen/assung. Der  Ca2+-Transpor t  und  die Ca ~+- 
ak t iv i e r t e  A T P  Hydro ly se  ( A T P  ex t r a  Spa l tung)  du rch  
M e m b r a n e n  des ca rd ia len  s a r k o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m s  
zeigen die gleiche T e m p e r a t u r a b h g n g i g k e i t .  Die Akti,vie- 
rungsenerg ie  der  Ca"+-Aufnahme u n d  der  A T P  ex t r a  
Spa l tung ,  gemessen  bei  A n w e s e n h e i t  yon  Oxala t ,  b e t r g g t  
16.65 =~ 0.87 u n d  17.93 ~ 0.49 KcaI /Mol  -~ 
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Bei trgge  z u m  S t i c k s t o f f m e t a b o l i s m u s  in gr i inen  P f l a n z e n .  I. Die  revers ib le  P l a s t i d e n u m w a n d l u n g  in 
g lucoses t imul ier ten  Kulturen yon Spirodela oligorrhiza, eine Folge yon St ickstof fman~el  

Das W a c h s t u m  yon  Spirodela oligorrhiza auf  s ter i len,  
g lucoseha l t igen  N g h r l 6 s u n g e n  is t  - ve rg l i chen  m i t  Kon-  
t ro l l en  auf  glucosefre iem Milieu - gekennze i chne t  d u r c h  
eine n a c h  15-20 Tagen  e inse tzende/~usser l iche  Verg i lbung  
u n d  eine auff/il l ige V e r g n d e r u n g  der  P las t idenSe ins t ruk-  
tur .  D a b e i  ve r l i e ren  die Ch lo rop las t en  ihre  cha rak t e r i s t i -  
sche T h y l a k o i d s t r u k t u r  u n d  gehen  u n t e r  VerXnderung  
ih re r  t y p i s c h e n  L i p i d z u s a m m e n s e t z u n g  u n d  u n t e r  An-  
h g u f u n g  yon  St~rke  schl iessl ich in A m y l o p l a s t e n  fiber 1-~. 
Bei  Zusa tz  neue r  S t icks to f fque l len  zur  v e r b r a u c h t e n  
N~hr l6 sung  f inde t  u n t e r  ~usser l icher  W i e d e r e r g r i i n u n g  
de r  P f l anzen  1 eine R e g e n e r a t i o n  des L a m e l l a r s y s t e m s  der  
P l a s t i d e n  s t a t t  ~, was  bedeu te t ,  dass  ffir die Vergi lbul lg  
p r i m g r  der  d u t c h  e inen  besch l eun ig t en  V e r b r a u c h  der  
S t icks tof fque l len  der  N~thrl6sung e n t s t a n d e n e  St ick-  
s to f fmange l  v e r a n t w o r t l i c h  ist. Ahn l i che  Ver / inde rungen  
tier F e i n s t r u k t u r  u n d  de r  s tof f l ichen Z u s a m m e n s e t z u n g  
w u r d e n  a u c h  in  P l a s t i d e n  yon  Chlorella protothecoides auf  
a c e t a t h a l t i g e m  Milieu ~ u n d  yon  Chlorella /usca und  
Ankistrodesmus braunii u n t e r  NcMange lbed ingungen  er- 
zeugt  s. 

Andere r se i t s  geh t  aus  Gaswechse lmessungen  u n d  Mar-  
k i e r u n g s v e r s u c h e n  deu t l i ch  hervor ,  dass  in  g lucoses t imu-  
l ie r ten  P f l anzen  yon  A n f a n g  an  die N e t t o a s s i m i l a t i o n  yon  
CO s h e r a b g e s e t z t  i s t l ,  u n d  dass  die a n g e b o t e n e  Glucose 

in S t~rke  e i n g e b a u t  u n d  s o m i t  auch  in den  Stoffwechsel  
e ingeschleus t  wi rd  6. Diese Vorg~nge  werden  bere i t s  u n t e r  
op t ima le r  Stickstoffern~Lhrung i nduz i e r t  u n d  s ind  als 
Anze ichen  eines Crberganges von  a u t o t r o p h e r  zu he te ro-  
t r o p h e r  Lebensweise  zu wer ten .  Da  Spi rode la  im Dun-  
keln vol ls t / indig  h e t e r o t r o p h  leben  k a n n  1, w~tre denkba r ,  
dass  u n t e r  G lueosee rnghrung  fiber geni igend lange  Zei t  
diese U m s t e l l u n g  bere i t s  u n t e r  L i c h t b e d i n g u n g e n  erfolgen 
kann ,  u n d  dass  die b e o b a c h t e t e  Ve rg i tbung  g lucoses t imu-  
l ie r ter  K u l t u r e n  somi t  ausser  auf  e inen  N-Mangel  teil-  
weise auf  eine d i rek te  W i r k u n g  der  exogenen  Glucose 
zur i ickzuf i ihren  ist. 

Zur  B e a n t w o r t u n g  dieser  F rage  h a b e n  wir  das  Ver-  
h a l t e n  yon  P f l anzen  un t e r such t ,  die u n t e r  geni igender  
N-Ern~thrung  w~hrend  l~ngerer  Zei t  auf  g lucoseha l t iger  
N g h r l 6 s u n g  gezogen wurden .  F e r n e r  w u r d e n  a n h a n d  
e l e k t r o n e n o p t i s c h e r  A u f n a h m e n  gepri if t ,  ob eine Rege-  
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neration der Plastiden vergilbter Pflanzen such in Ge- 
genwart von exogener Glucose erfolgt. 

Material und Methoden. Kulturen yon Spirodela 
oligorrhiza (Stamm 22'01'76') wurden auf steriler N/ihr- 
16sung, die 1% Glucose enthielt, angezogen a. 

Um den Einfluss andanernder Glucoseernghrung zu 
verfolgen, wurden aus 7 Tage alten und v611ig griinen, 
glucosestimulierten Kulturen 100 Versuchsglieder glei- 
cher Gr6sse ausgelesen und, damit diese innerhalb der 
laufend sich neu bildenden Glieder jederzeit wiederer- 
kannt werden konnten, mit  einer Spur sterilen Talk- 
pulvers bestreut. Die markierten Glieder wurden nach 
jeweils 7 Tagen samt den zugeh6rigen Kolonien steril auf 
frische glucosehaltige N~ihrl6sung iibertragen. Als K'on- 
trollen wurde eine gleiche Zahl yon Gliedern einerseits 
auf glucosefreie N/ihrl6sung iibertragen und andererseits 
w~thrend der ganzen Versuchsdauer auf der Mutterkultur 
selber zuriickbelassen. Die Ver~inderungen wurden quart- 

t i ta t iv  erfasst, indem periodisch ausgezXhlt wurde, wie- 
viele Versuchsglieder auf die festgelegten 4 Kategorien 
griin, leicht gelblich, gelb und weiss (abgestorben) ent- 
fielen. 

Zur Verfolgung der Plastidenregeneration anhand von 
D/innschnitten wurden aus 18 Tage alten vergilbenden 
Kulturen 200 noch leicht griinstichige Glieder gleicher 
Gr6sse ausgelesen und mit  Talkpulver markiert. Die 
Hglfte der Blgttchen wurde auf frische Ngl]rl6sung mit  
Glucosezusatz, die andere Hglite als Kontrolle auf glu- 
cosefreie NXhrl6sung fibertragen. Im Abstand yon 2, 4, 
6, 9 und 12 Tagen nach der l~bertragung wurden jeweils 
mehrere markierte Glieder entnommen und fiir die 
Elektronenmikroskopie pr~ipariert 1, ~. 

Resultate und Diskztss4o•. Aus den elektronenmikro- 
skopischen Aufnahmen geht hervor, dass in den Plastiden, 
die vor der Regeneration vollst~ndig mit  StXrke geftillt 
sind, b2i fs auf glucosehaltige N~hrl6sung 

Fig. 1. Chloroplasten von Spirodela 
oligorrhiza, regeneriert auf glucose- 
haltiger N~hrl~sung, KMnO~-fi~ 
xiert, a) Regenerationszeit 6 Tage. 
• 20,000. b) Regenerationszeit 12 
Tage. x 27,000. 
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sofor t  ein A b b a u  von  St/ i rke und  eine Zu l l ahme  der  
L a m e l l a r s t r u k t u r e n  e insetz t .  N a c h  2 Tagen  is t  ein grosser 
Teil  der  St~Lrke abgebau t ,  u n d  die P l a s t i d e n  b i e t en  das-  
selbe Bi ld  wie die yon  Kont ro l lg l iedern ,  die auf  glucose- 
freier  N~ihrl6sung regener ie r t  wurden .  WXhrend  in den  
K o n t r o l l e n  die P l a s t i d e n  im Ver lauf  yon  6 Tagen  j edoch  
vo l l s t~nd ig  s t~rkefre i  werden,  v e r l a n g s a m e n  s ich aus  
g lucoseha l t iger  N ~ h r l 6 s u n g  S t ~ r k e a b b a u  u n d  M e m b r a n -  
b i l d u n g  n a c h  dem 2. Tag  i m m e r  m e h r  u n d  f i ihren  n a c h  
6 Tagen  zu e inem stat ion~tren Zus t and .  P l a s t i d e n  dieses 
S t a d i u m s  e n t h a l t e n ,  wie aus  F i g u r  l a  he r vo r geh t ,  noch  
i m m e r  St~Lrkek6rner yon  b e a c h t l i c h e r  Gr6sse, d a n e b e n  
a b e t  zahl re iche  neugeb i lde t e  Thy lako ide .  "vVie F igu r  l b  
zeigt,  is t  dieser  Z u s t a n d  auch  Iaach 12 Tagen  noch  unve r -  
~indert. Noch  spAtere S t ad i en  w u r d e n  n i e h t  m e h r  un te r -  
sucht ,  weil  dann ,  wie a n  den  P f l anzen  /~usserl~ch le ich t  
e r k e n u b a r  ist, der  V e r g i l b u n g s v o r g a n g  e rneu t  anl&uft. 

Aus diesen E rgebn i s sen  folgt  einwalldfrei ,  dass  in  
ve rg i lb t en  P f l a n z e n  die R e g e n e r a t i o n  der  P l a s t i d e n  ein- 
setzt ,  soba ld  d e m  Organ i smus  wieder  r e so rb ie rba re  N- 
Quel len zur  Verf i igung ges te l l t  werden,  gleichgiilt ig,  ob  
exogene Glucose zugegen is t  oder  n ich t .  U m g e k e h r t  is t  
d a h e r  zu e rwar ten ,  dass  an  Pf lanzen ,  d e n e n  geni igende 
Mengen  r e so rb i e rba re r  N-Quel len  zur  Verf i igung s tehen,  
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t r o t z  for tw~thrender  Glucosezufuhr  eine Verg i lbung  n i c h t  
e in t r i t t .  Diese V e r m u t u n g  wird  a n h a n d  eines Versuches  
m i t  kon t inu ie r l i che r  GlucoseernXhrung bes t~ t ig t .  

Das  typ i sche  Bild  e iner  g lucoses t imul ie r t en  u n d  ver-  
g i lbenden  K u l t u r  is t  zum Vergle ich  in F i g u r  2a darge-  
stel l t .  Von  den  anf / ingl ich zu 100% gr i inen Einzelgl ie-  
de rn  s ind n a e h  bere i t s  17 T a g e n  m e h r  als die }I~lfte gelb 
gef~rbt  u n d  n a c h  22 Tagen  90% abges to rben .  Bei  
w6chen t l i che r  ~ b e r t r a g u n g  der  P f l anzen  auf  f r ische 
NXhrl6sung (Figur  2b) s ind  n a c h  22 Tagen  bei  n u r  20% 
der  Gl ieder  schwache  F a r b v e r ~ n d e r u n g e n  festzustel len,  
welche  s t a t i o n e r  b le iben  u n d  d a h e r  n i c h t  als V, e rg i lbung  
im obigen  S inn  zu w e r t e n  sind.  Die Mehrzah l  der  Glieder  
bleJbt ,  gleich wie im K o n t r o l l v e r s u c h  m i t  glucosefreier  
N/ ih r l6sung  (Figur  2c), w~hrend  der  ganzen  Zei t  griin. 
Ob die Ta t saehe ,  dass  der  P r o z e n t s a t z  der  n a c h  30 Tagen  
noch  vo l l s t~nd ig  gr i inen Glieder  in  A n w e s e n h e i t  yon  
Glucose h 6 h e r  ist, auf  eine ve r j i i ngende  W i r k u n g  der  
Glucose zur i ickgef i ihr t  werden  kann ,  b l e i b t  Iraglich.  
N a c h  dem 30. Tag  b e g i n n e n  die Versuchsg l ieder  be ider  
K u l t u r e n  v o m  R a n d e  her  abzus t e rben ,  eine Er sche inung ,  
die das  E n d e  der  n o r m a l e n  L e b e n s d a u e r  der  Bl&t tchen  
anze igen  diirf te .  

Wie  aus  diesen B e f u n d e n  he rvorgeh t ,  l&sst sich an  
Spirodela oligorrhiza eine Verg i lbung ,  wie sie in  glucose- 
s t i m u l i e r t e n  K u l t u r e n  normale rwe i se  au f t r i t t ,  d u t c h  
Glucose al le in  n i c h t  induzieren .  Z u s a m m e n  m i t  der  Ta t -  
sache, dass  eine R e g e n e r a t i o n  der  P l a s t i d e n  ve rg i lb te r  
P f l anzen  a u c h  in G e g e n w a r t  yon  Glucose erfolgt,  is t  dies 
ein e indeu t ige r  Beweis  dafiir ,  dass  die Verg i lbung  u n d  der  
d a m i t  v e r b u n d e n e  vol l s t~ndige  Ver lus t  der  P h o t o s y n -  
t h e s e a k t i v i t ~ t  ausschl iess l ich eine Folge des d u r c h  be- 
sch leun ig ten  V e r b r a u c h  der  N~ihrl6sung e n t s t a n d e n e n  
N-Mangels  sind.  Wie  es zur  f r i ihze i t igen  H e r a b s e t z u n g  
der  N e t t o a s s i m i l a t i o n  v o n  CO s k o m m t  u n d  welches die 
d i r e k t e n  U r s a c h e n  der  besch leun ig t en  St icks tof fauf-  
n a h m e  sind,  wird  in we i t e ren  A r b e i t e n  u n t e r s u c h t  7, s. 

Summary. The  r egene ra t i on  of p la s t ids  of Spirodela 
oligorrhiza grown on a g lucose -con ta in ing  n u t r i e n t  was  
inves t iga ted .  Yel low leaflets  t r a n s f e r r e d  to a f resh 
n u t r i e n t  t u r n  green aga in  a n d  t he  l amel l a r  sys t em of 
t h e i r  p l a s t ids  regenera tes  w i t h i n  2 days,  w h e t h e r  or no t  
exogenous  glucose is p r e sen t  in  t he  med ium.  Green  
leaf lets  of t he  same p l a n t  t r a n s f e r r e d  weekly  to a f resh 
n u t r i e n t  c o n t a i n i n g  glucose keep t h e i r  green  co lo ra t ion  
over  a pe r iod  of a t  leas t  32 days.  I t  is conc luded  t h a t  in  
g lucose - s t imula ted  p l a n t s  changes  of color and  of chloro-  
p l a s t  u l t r a s t r u c t u r e  are exclus ive ly  i nduced  b y  a n i t rogen  
def ic iency and  no t  b y  t he  exogenous  glucose itself. 
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t Erneuerung der Nghrl6sung 

IgrOn [ ]  leicht gelblich ~gelb [-]weiss 

Fig. 2. Farbver~inderungen an je 100 rnarkierten Einzelgliedern von 
Spirodela oEgorrhiza auf glucosehaltiger N/ihrlSsung. a) N/ihrl6sung 
mit Glucose, nicht erneuert (Vergilbung).b) N~hrI6sung mit Glucose; 
erneuert, c) N~hrl0sung ohne Glucose, erneuert. 

Die Arbeiten wurden durch den Schweizerischen Nationalfonds 
untersttttzt. 

s Die elektronenmikroskopischen Arbeiten wurden in Zusammen- 
arbeit raft dem Zoologischen Institut der Universit~t Bern 
durehgefiihrt. 
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