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Beitrige zom Stickstoffmetabolismus griiner Pflanzen

I1. Der Einfluss exogener Glucose auf die Aufnahme von Nitrat und Ammonium aus der Nahrldsung
und auf den Proteingehalt von Spirodela oligorrhiza

Zusitze von Glucose zur Nihrlésung steriler Kulturen
von Spivodela oligovvhiza bewirken, dass die Stickstoff-
quellen des Mediums, Ammonium und Nitrat, viel rascher
verbraucht werden, als in glucosefreien Kulturen. Als
Folge davon stellen sich an den Pflanzen Mangelzustande
ein, die schliesslich zur Vergilbung fithren. Ihre morpho-
logische Ausserung ist ein auffallender Wandel der Chlo-
roplastenfeinstruktur, der von einer Verinderung der
Pigment- und Lipidzusammensetzung begleitet ist2-4. Da
diesz Phinomene letzten Endes auf den Stickstoffmangel
allein zuriickgefithrt werden kdnnen?, muss angenommen
werden, dass die primidre Folge der Glucoseerndhrung
eine Storung des Stickstoffhaushaltes ist, welche auf ver-
schiedenen Wegen zustande kommen kann. Ein direkter
Einfluss bestiinde in der spezifischen Stimulation der
Stickstoffassimilation durch Glucose, wie dies von ge-
wissen C-Metaboliten bereits bekannt ist3. Andererseits
wire auch denkbar, dass Glucose, die von diesen Pflanzen
metabolisiert wird?8, zu einem erhShten Angebot an
C-Metaboliten und dadurch zu einer generellen Beschleu-
nigung der Syntheseprozesse und einem erhéhten Stick-
stoffbedarf fithrt. Ausserdem lassen die strukturellen
Veranderungen der vergilbten Pflanzen auch Stérungen
auf der Stufe des Proteinstoffwechsels vermuten.

Um Anhaltspunkte iiber die Wirkungsweise der exo-
genen Glucose zu gewinnen, haben wir den zeitlichen

o
1

a) ohne Glucose(Kontrolle)

~

—
v

Stickstoff in der Néhrldsung einer Kultur (mg)

0 6 2 8
Versuchsdauer

24Tage

7 b)mit Glucose

¢ 8 12
Versuchsdauer

18Tage

Stickstoff in der Nahrldsung einer Kultur (mg)

Fig. 1. Verbrauch von Gesamtstickstoff (M), Ammonium (@) und
Nitrat (O) in der Nidhrlosung durch normale und glucosestimulierte
Kulturen von Spirodela oligorrhiza.

Ablauf der Stickstoffaufnahme aus der Nahrldsung und
den Proteingehalt in normalen und glucosestimulierten
Kulturen verfolgt.

Material und Methoden. Kulturen von Spivodela oli-
govrhiza (Stamm 22°01°76) wurden in Erlenmeyerkolben
auf steriler, glucosehaltiger N&hrlosung, die als Stick-
stoffquellen 0,002 Mol/l Ammonium und 0,0044 Mol/l
Nitrat in Form von Ammonium- und Calciumnitrat ent-
hielt, angezogen?. Im Verlaufe des Wachstums wurde
periodisch die Ammonium- und Nitratkonzentration der
Nahrldsung bestimmt. Die Analysen wurden mit einer
einfachen Apparatur nach KjErLpaHr-Parnass? 8 durch-
gefithrt, in dem einerseits Ammonium allein, andererseits
nach Reduktion mit Devarda-Legierung der Gesamt-
stickstoff bestimmt und die Nitratmenge aus der Diffe-
renz errechnet wurde.
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Fig. 2. Stickstoffaufnahme und Proteingehalt normaler und
glucosestimulierter Kulturen -von Spirodela oligorrhiza. Aufgenom-
mener Gesamtstickstoff (A), Protein-N auns Gesamtprotein (@),
wasserldslichen (O) und wasserunltslichen Proteinen (Q).



402

Die Proteine wurden in eine wasserlosliche und eine

wasserunlgsliche Fraktion zerlegt. Zu diesem Zweck wur-

den ganze Erlenmeyer-Kulturen abgenutscht, gewaschen
und mit destilliertem Wasser in einem Glashomogenisator
zerrieben. Die unl6slichen Anteile wurden abzentrifugiert
und einmal mit Wasser ausgewaschen. In den vereinigten
Uberstinden wurden die 1éslichen, im Sediment die un-
1¢slichen Proteine durch Fillung mit Trichloressigsdure,
Veraschen und Photometrieren mit Nessler-Reagens be-
stimmt?. Alle Werte sind Mittelwerte aus 5-6 Bestim-
mungen und wurden auf ganze Erlenmeyer-Kulturen
bezogen.

Resultate und Diskussion. Wie aus Figur la hervor-
geht, nehmen mnormale Kulturen zuerst bevorzugt
Ammonium auf, was darin zum Ausdruck kommt, dass
in den ersten 10 Tagen 809, des Ammoniums, aber nur
209%, des Nitrats verbraucht werden. Erst nach fast voll-
stindigem Verbrauch des Ammoniums wird vermehrt
Nitrat aufgenommen, was zu einem sigmoiden Verlauf
des Nitratgehalts in der Nahrlésung fithrt. Ein Rest von
ungefihr 5% Ammonium wird von diesen Kulturen an-
scheinend nicht mehr resorbiert. Eine bevorzugte Auf-
nahme von Ammonium neben Nitrat ist in vielen Pflan-
zen festgestellt® und auf eine Hemmung der Nitratre-
duktase durch Ammonium zuriickgefithrt worden?2.

In glucosestimulierten Kulturen werden, wie Figur 1b
zeigt, sowohl Ammonium, als auch Nitrat schneller auf-
genommen als in den Kontrollen. In bezug auf die Selek-
tionierung zwischen Ammonium und Nitrat fillt jedoch
auf, dass nach 3 Tagen bereits 209, des Nitrats aufgenom-
men sind, widhrend im gleichen Zeitpunk{ vom Ammo-
nium erst 409%, verbraucht sind. Dies bedeutet, dass in
diesen Kulturen die Aufnahme von Nitrat geférdert wird.
Ob Glucose selber diese Stimulierung hervorruft und ob
sie, wie die meisten Regulatoren der Nitratassimilation?,
auf der Stufe der Reduktion des Nitrats zum Nitrit
(Nitratreduktase) angreift, wird anhand weiterer Ver-
suche abzukldren sein.

Der zeitliche Verlauf von Stickstoffaufnahme und
Proteingehalt geht aus Figur 2 hervor. In normalen Kul-
turen (Figur 2a) erfolgt die Aufnahme des Stickstoffs aus
der Nihrlgsung nahezu linear mit der Zeit. Vom aufge-
nommenen Stickstoff werden zum gleichen Zeitpunkt
etwa 609, in den Proteinen wiedergefunden, wovon unge-
fahr 2/, auf die wasserlgslichen und 1/, auf die wasserun-
1oslichen Proteinfraktionen entfallen. Der Fehlbetrag in
der Bilanz, der hier etwa 409, betrigt, diirfte zur. Haupt-
sache auf resorbierte aber nicht metabolisierte N-Quellen,
sowie auf niedermolekulare N-Verbindungen zuriickzu-
fiihren sein.

In glucosestimulierten Kulturen (Figur 2b) folgt der
Gesamtproteingehalt ebenfalls streng der Menge des
aufgenommenen Stickstoffs. Allerdings erreichen hier
beide Grossen nach 10 Tagen ein Plateau. Die unlgslichen
Proteine nehmen iiber die ganze Versuchsdauer linear,
aber rascher als in den Kontrollen, zu. Die Menge der 16s-
lichen Fraktion dagegen durchliuft nach einem anfing-
lichen steilen Anstieg ein Maximum und fillt nach dem
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10. Tag wieder ab. Nach 20 Tagen liegt die Menge 16s-
licher Proteine sogar unter derjenigen der unl&slichen,
ein - Zustand, der in normalen Kulturen nicht eintritt.
Dies bedeutet, dass vom Moment an, da die Stickstoff-
quellen der Nidhrlosung erschopft sind, das Verhiltnis
zwischen léslichen und unléslichen Proteinen stindig
abnimmt. Der Verlauf der Kurven lisst sogar vermuten,
dass eine weitere Synthese von unlgslichen Proteinen
durch einen Abbau léslicher Proteine wettgemacht wird.
Bereits aus dieser groben Zerlegung der Zellproteine in
zwel Fraktionen geht hervor, dass die einzelnen Proteine
vom Stickstoffmangel sehr unterschiedlich betroffen wer-
den, was eine quantitative Veranderung des Protein- und
Enzymmusters dieser Pflanzen zur Folge haben muss. Da
70%, der Zellproteine in den Plastiden lokalisiert sind?2,
werden diese durch den Vorgang besonders stark betrof-
fen. Der Abbau des Lamellarsystems ist eine sichtbare
Folge davon und zeigt, dass auch Membranproteine da-
von erfasst werden. Wir schliessen aus diesen Ergebnis-
sen, dass ein teilweiser oder vollstindiger Verlust wich-
tiger Enzymproteine die primdre Ursache der strukturel-
len Verdnderungen und der Einstellung der Photosyn-
thesetitigkeit dieser Pflanzen wéhrend der Vergilbung
darstellt.

Summary. The uptake of ammonium and nitrate by
normal and glucose-stimulated Spirodela oligovvhiza
plants was investigated. Nitrate is used more rapidly by
plants grown on glucose than by controls, suggesting a
stimulation of nitrate assimilation by glucose. In plants
growing on a normal nutrient, the contents of both water-
soluble and water-insoluble proteins linearly increase
with time and nitrogen uptake. In glucose-stimulated
cultures soluble protein increases rapidly during the
first 10 days of cultivation, but declines thereafter, while
insoluble protein rises continuously over the whole
period of time. The decreasing ratio of soluble and
insoluble protein reflects an alteration of the protein and
enzyme pattern, which is suggested to be the primary
reason for the change of plastid ultrastructure and the
loss of photosynthetic activity.
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Succinic Dehydrogenase Activity During Starvation of a Terrestrial Pulmonate Ariophanta sp.

Metabolism of molluscan tissues during starvation and
aestivation has been widely studied. These studies have
revealed that many molluscs have lipid oriented metabo-
lism, while others are carbohydrate-oriented. Terrestrial
pulmonate Helix pomatia, for example, is carbohydrate-
oriented!. Even though carbohydrate is the major energy

source, considerable quantities of protein and lipid are
utilized during starvation and aestivation. Similar obser-
vations have been made in fresh-water pulmonate
Planorbis corneus?, and in terrestrial snail Aviophania sp.3.
In Thias lamellosa thereis an increase in oxygen consump-
tion at 53 days of starvation®. Pulmonate snails, however,



