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Structure. The structure of litorin was determined by 
sequential analysis of the fragments obtained by digestion 
with chymotrypsin as shown below: 

Pyr-Ghl-Trp-Ala-Val-Gly-His- Phe-Met-NH 2 

Chymotrypsin ~ 
CH-1 CH-2 CH-3 

DNS N2H ~ 

Pyr-GIn-Trp Ala-Val-Gly-His-Phe 
Carboxypeptidase A ~ ~ 

Digestion of the tripeptide CH-1 with carboxypeptidase 
A liberated free t ryptophan and a dipeptide easily 
identified with Pyr-Gln. The pentapeptide CH-2 could not 
be digested with leucinaminopeptidase or aminopeptidase 
M. Dansylation (DNS) demonstrated that  alanine was the 
N-terminal residue. When CH-2 was  submit ted to 
digestion with carboxypeptidase A, phenylalanine and 
histidine were sequentially liberated. Hydrazinolysis 
(N~H4) demonstrated the position of glycine in the 
remaining tripeptide A la-Val-Gly. 

The results of sequential analysis of natural  litorin were 
confirmed by synthesis 6. The polypeptide is probably 
present in the skin of several other Litoria species. From a 
biological point of view, litorin closely mimicks bombesin. 
However, there are some important  differences, which 
will be detailed elsewhere. 

Riassunto. Gli estratti di pelle di Litoria aurea, un 
anfibio leptodactilide australiano, contengono 2 poli- 
peptidi ad attivit~ bombesinosimile. Uno di essi, la 
litorina, @ stato identificato come un nonapeptide 
avente strette analogie strutturali  con la bombesina, 
l 'alitesina e la ranatensina. 
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, Beeinflussung der\Thymidinphosphorylierung und Inkorporation durch Schwefeldioxid und 
Sulfit bei der Wasserlinse (Lemna minor L.) 

Inhibition of Phosphorylation and Incorporation of Thymidine in Duckweed 
(Lemna minor L.) by Sulfur Dioxide and Sulfite 

Sichtbare Sch/idigungen yon Pflanzen dutch Schwe- 
feldioxid sind in den vergangenen Jahren hinlgnglich 
beschrieben worden. Neuerdings gewinnen die sogenann- 
ten <~unsichtbaren~> Schadwirkungen, welche oft dutch 
minime SO~-Immissionen hervorgerufen werden, zu- 
nehmend an Bedeutung 1. Sie wirken sich prim/it in 
Stoffwechselver/inderungen aus, vielfach durch eine 
direkte Beeinflussung der Aktivitiit einzelner Enzyme S. 
Diese Umst/inde und die Tatsache, dass SO2-Wirkungen 
im Zusammenhang mit dem Nukleins/inrenstoffwechsel 
ungeniigend untersucht wurden, veranlasste uns Auf- 
nahme, Phosphorylierung und Einbau yon exogenem 
Thymidin bei der Wasserlinse (Lemna minor L.) zu iiber- 
prtifen. 

Die Anzucht der Versuchspflanze Lemna minor L. 
erfolgte auf einer kontinuierlichen Kulturanlage in E-NO 3 
N/ihrl6sung, wahlweise mit  oder ohne Thymidinzusatz 3. 
Ein Teil der Organismen wurde mit  0,6 ppm (parts per 
million) fiber l~Lngere Zeit vorbegast. Die Dosierung und 
Messung des SO 2 geschah mittels eines Diffusionsver- 
fahrens und einer spektralptlotometrischen Gasanalyse ~. 

Die Umsetzung des Thymidins zum Monophosphat 
wurde best immt in Anlehnung an bestehende Metho- 
den 5-7 sowie nach eigenen Vorversnchen. Als Phos- 
phatdonoren wurde erst ATP fiir die Thymidinkinase, 
dann AMP ftir die Phosphotransferase eingesetzt. Als 
Enzymquelle diente ein 1Rohextrakt. Je 50 dreigliederige 
Lemnengruppen wurden w/ihrend 2 h in kaltem Phos- 
phatpuffer (0,02 m, pH 7,2) gewaschen, im vorgekiihlten 
Handhomogenisator mit  1,3 ml Puffer aufgebrochen und 
anschliessend fiir 20 min bei 0 ~ und 3800 g zentrifugiert. 
Der klare, hellgriille lYberstand wurde in Portionen yon 
0,5 ml in fliissiger Luft eingefroren und bis zur weiteren 
Verwendung bei --25 ~ gelagert. 

Die Reaktionsgemische enthielten in 100 V1 Gesamt- 
volumen folgende Endkonzentrat ionen: 

Die Enzymreaktion wurde in verschraubbaren Pro- 
bengl/ischen bei 30~ dnrchgeftihrt. Der Start erfolgte 
dutch Zugabe des Rohextrakts zum Ansatz. Nach 30 min 
wurde die Reaktion durch dreiminiitiges Eintauchen in 
kochendes Wasser abgebrochen. Zu jeder einzelnen Probe 
wurde ein Blindwert mitgeffihrt, der denaturiertes Enzym 
enthielt. 

Die aktiven Reaktionsprodukte liessen sich hochspan- 
nungselektrophoretisch auftrennen (4000 V, 40 mA, 45 
rain, Lactatpuffer pH 3,6 nnd 0,02 M CAMAG, 2040 B- 
Papier). Das Thymidin verschiebt sich unter diesen Be- 
dingungen nut  wenig vom Start, w~ihrenddem die gebil- 
deten Thymidinphosphate weir gegen die Kathode wan- 
dern. Die Elektrophoresebahnen wurden mitsamt dem 
UV-sichtbaren Thymidinfleck in gleich grosse Streifchen 
aufgeteilt und direkt in Scintillationsfliissigkeit ausge- 
messen. Die effektiven Werte wurden durch Subtraktion 
der Blindwerte yon den Messwerten ermittelt. 

Zur ~berpriifung yon Aufnahme und Einbau des Thy- 
midins in vivo wurden die Lemnen in rechteckige War- 
burggef~isse iibertragen. Die Fiitterungsexperimente er- 
folgten unter vergleichbaren Bedingungen in einem Gil- 
son-Respirometer, l~ber einen Gasverteiler wurden je 6 
Gef/isse mit  gereinigter, respektive SO2-angereicherter 
Luft begast. Zur Dosierung diente die erw~ihnte Diffu- 
sionsmethode. Vor der 1 h Fiit terung mit  ringmarkiertem 
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Thymidinkinaseansatz 

E X P E R I E N T I A  31/5 

Nukleosidphosphotransferaseansat z 

Enzymrohextrakt  
Phosphatpuffer 
ATP (Adenosintriphospbat) 
AMP (Adenosinmonophosphat) 
TdR (14C-Thymidin, ringmarkiert) 
Rinderserumalbumin 
NaHSO 3 
MgC12 
PEP (Phosphoenolpyruvat) 
Hexokinase 

50~1 (=  35~ Protein) 
0,2 m (pH 7,5) 
2,5 10 -3 M 

6,4 10 -5 M 
22,57 
- -  / 2 , 7  10  - 3  M 

2,5 10 -4 M 
5,2 10 -8 M 

10~ 

50[xl ( = 3 5 ~  Protein) 
0,2 M (pH 7,1) 

6,6 10 8 M 
6,4 10 -5 M 

22,5T 
- -  / 2 , 7  10  - 3  M 

2,5 10 -4 M 

1 4 C - T h y m i d i n  w u r d e n  d ie  O r g a n i s m e n  w ~ h r e n d  4 h in  d e n  
e n t s p r e c h e n d e n  G a s g e m i s c h e n  a k k l i m a t i s i e r t  (1 n M  ~4C- 
T h y m i d i n / m l  N ~ h r l 6 s u n g ,  s p e z i f i s c h e  Ak t iv i t~ t t  50 m C i /  
m M ) .  E i n  Te i l  d e r  L e m n e n  e r h i e l t  b e r e i t s  w ~ h r e n d  d e r  
V o r k u l t u r  d ie  g l e i che  M e n g e  i n a k t i v e n  T h y m i d i n s  in  d e r  
N / ~ h r l 6 s u n g  a n g e b o t e n ,  w e l c h e s  v o r  d e m  E x p e r i m e n t  
d u r c h  v i e r m a l i g e s  W e c h s e l n  d e r  N ~ h r l 6 s u n g  i n n e r h a l b  
y o n  6 h e n t f e r n t  w u r d e .  

N a c h  A b l a u f  d e r  F i i t t e r u n g s z e i t  w u r d e n  d ie  L e m n e n  
a u s  d e n  W a r b u r g g e f ~ s s e n  g e k i p p t ,  m i t  e t w a  ~/21 e i s k a l t e m  
W a s s e r  p r o  A n s a t z  ge sp i i l t  u n d  z u m  E n t l e e r e n  de s  f r e i en  
R a u m s  w / i h r e n d  1 h in  e i s k a l t e r  N ~ h r l 6 s u n g  g e w a s c h e n .  
J e  50 L e m n e n g l i e d e r  w u r d e n  a n s c h l i e s s e n d  wie  f r i i he r  
b e s c h r i e b e n  w e i t e r v e r a r b e i t e t ,  w o b e i  zusXtz l i ch  n a c h  d e r  
E x t r a k t i o n  d e r  16s l ichen  A n t e i l e  d ie  P i g m e n t e  m i t t e l s  
A c e t o n  e n t f e r n t  w u r d e n  s. 

A u s  d e r  T a b e l l e  I i s t  e r s i c h t l i c h ,  d a s s  i m  A T P - h a l t i g e n  
S y s t e m  k e i n e  T h y m i d i n p h o s p h o r y l i e r u n g  z u s t a n d e  
k o m m t ,  d ie  a u s s e r h a l b  de r  g e s c h / i t z t e n  S t r e u u n g  d e r  
M e t h o d e  l iegt .  I m  A M P - h a l t i g e n  S y s t e m  h i n g e g e n  s i n d  
e r h e b l i c h e  P h o s p h o r y l i e r u n g s r a t e n  m e s s b a r .  D i e s e  F e s t -  

s t e l l u n g  l~Lsst d ie  V e r m u t u n g  zu,  d a s s  L e m n a  minor  L. 
zu  j e n e n  P f l a n z e n  g e h 6 r t ,  d i e  k e i n e  T h y m i d i n k i n a s e  
e n t h a l t e n  9. D i e s e  A n n a h m e  w i r d  i n s o f e r n  g e s t t i t z t ,  a l s  
e ine  T h y m i d i n v o r k u l t u r ,  w ie  s ie  m e h r f a c h  v o r g e s c h l a g e n  
w u r d e  5,10, be i  u n s e r e n  O r g a n i s m e n  k e i n e  S t e i g e r u n g  d e r  
E n z y m a k t i v i t ~ L t  b e w i r k t e ,  o b w o h l  d ie  T h y m i d i n k i n a s e  
a l s  s u b s t r a t i n d u z i e r b a r  gi l t .  W i r  n e h m e n  an ,  d a s s  be i  
L e m n a  minor  L.  e ine  u n s p e z i f i s c h e  N u k l e o s i d p h o s p h o -  
t r a n s f e r a s e  w i r k s a m  i s t  9. Die  M i c h a e l i s k o n s t a n t e n  f i ir  d ie  
b e i d e n  S u b s t r a t e  T d R  u n d  A M P  p a s s e n  zu  d e n  A n g a b e n  
a n d e r e r  A u t o r e n 9 ,  n u n d  zu  WANKA TM, fa l l s  m a n  d e r  
A r g u m e n t a t i o n  a n d e r e r  A u t o r e n  9 fo lg t  u n d  j e n e  T h y m i -  
d i n k i n a s e  a l s  P h o s p h o t r a n s f e r a s e  v e r s t e h t .  

s R. BRs und K. H. ERISMANN, Experientia 29, 586 (1973). 
9 Q.-I. DENG and D. H. IvEs, Bioehim. biophys. Aeta 277, 235 

(1972). 
10 y .  HOTTA and H. STER~, J. Cell Biol. 25, 99 (1965). 
11 T. SHIOSAKA, H. OKUDA and S. FujII,  Biochiln. biophys. Aeta 246, 

171 (1971). 
12 F. WANKA, Z. Naturforseh. 22b, 91 (1967). 

Tabelle I. Thymidinphosphorylierung in Rohextrakten yon Lemna minor L. 

P-Donor NaHSO 3 (M) Organismen ohne Vorbehandlung Mit Vorbehandlung w~ihrend der Anzucht 
0,6 ppm SO 2 10 .6 M TdR 10 4 M TdR 

ATP 0 < 2 
2,7 • 10 -3 < 2 

< 2  < 2  % 2  
< 2  < 2  < 2  

(1) 0 33 30 
2,7 • 10 .4 30 

AMP (2) 2,7 • 10 -3 30 30 
2,7 • 10 .2 21 

(1) I~m = 2 X 10 -8 M ffir TdR / 9 • 10 -5 M fiir AMP, V ..... = 6 • 10 -~ M ffir TdR / 2 • 10 .6 M fiir AMP 
(2) K i n =  1 •  - 3 M f t i r T d R [ 2 •  - S M f i i r A M P , V  ..... = 4 •  - a M f i i r T d R / 2 •  - 6 M f f i r A ~ p  

Angaben in  pM/Glied • 30 min, 1 Glied entMUt 6 7 Protein. 

33 33 

31 30 

Tabelle II. Thymidininkorporation in intakte Kolonien von Lemna minor L. 

Kontrolle 0,6 ppm SO 2 bei Anzueht, 
0,8 ppm w~hrend Experiment 

1 nM TdR/mI N~hrlSsung 
w~ihrend der Anzucht 

Aufnahme total 1,37 i 0,04 1,21 -t- 0,04 
Davon 15slich 0,91 4- 0,02 0,89 -t- 0,03 
Davon fixiert 0,46 =1= 0,03 0,32 ~ 0,03 

2,45 • 0,O4 
2,02 =E 0,03 
0,43 i 0,02 

Angaben in pM/Glied • 60 rain i mittlerer Fehler. 
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Die Schwefe ld ioxydbegasung  w/ihrend der  An zu ch t  
und /ode r  die Zugabe yon  Sulfit  scheinen die Phospho-  
ry l ie rung e twas  herabzuse tzen .  Die Ern ied r igung  der  Km- 
Wer t e  fiir die be iden  Subs t r a t e  deu ten  darauf  hin,  dass  
die Phosphory l i e rung  durch  eine unkompe t i t i ve  Hem-  
m u n g  der  Phospho t r ans fe r a se  leicht  ver r inger t  wird  
(Tabelle I). Die E x p e r i m e n t e  tiber A u f n a h m e  und  E inbau  
des T h y m i d i n s  in i n t ak t e  Kolonien  yon  Lemna minor L. 
unte r s t i i t zen  die vorgitngig beschr iebenen  Befunde  
(Tabelle II) .  Die Zugabe yon  T h y m i d i n  zur N~Lhrl6sung 
w/ihrend der  Anzuch t  e rh6h t  wohl  die Aufnahme,  n ich t  
aber  den Einbau .  Die Begasung mi t  Schwefe ld ioxyd ver- 
r inger t  die A u f n a h m e  auf Kos t en  des Einbaus .  Diese 
Resu l t a t e  best / i t igen zumindes t  ind i rek t  die Vermutung ,  
dass  den Wasser l insen  eine Thymid ink inase  fehlt .  Durch  
die SO, -Begasung  wird  der  E inbau  yon  T h y m i d i n  signi- 
f ikan t  gehemmt ,  was tei lweise auf eine H e m m u n g  der  
Nukleos idphospho t rans fe rase  zurt ickgefi ihrt  werden  k6nn- 
te. H6here  K o n z e n t r a t i o n e n  als 0,6-0,8 p p m  Schwefel-  
dioxid ve rm6gen  die A u f n a h m e  yon  T h y m i d i n  kurz- 
frist ig zu steigern,  wobei  die W e r t e  in K o m b i n a t i o n  mi t  
einer T h y m i d i n v o r b e h a n d l u n g  weir fiber die 2,45 p M /  
Glied •  (Tabelle II) zu liegen kommen.  Es gilt aber  zu 
bedenken ,  dass  die Versuchsorgan i smen  bei max i ma l  
0,6 p p m  SO 2 fiber Monate  kul t iv ie r t  werden  k6nnen  4. 

Schon bei Schwefe ld ioxydkonzen t ra t ionen  um 1 p p m  
s te rben  sie inne r t  Tagesfr is t  ab, so dass die Angabe  yon  
Messwer ten  fragwiirdig erscheint .  Es  wird deshalb  darauf  
verz ichte t .  I m m e r h i n  verweisen sic auf die seit  l angem 
gehegte  Vermutung ,  dass SO 2 vor  allem die ey top lasma-  
t i schen  Membranen  sch~digt  3,13. 

Summary .  As the re  appears  to  be no t h y m i d i n e  kinase 
in duckweed  (Lemna minor L.), t h y m i d i n e  seems to be 
p h o s p h o r y l a t e d  by  a nucleoside phosphot rans fe rase .  
Phosphory l a t i on  and incorpora t ion  are inhib i ted  by  
sulfur compounds  such as sulfur dioxide and  sulfite. The 
d a t a  are discussed in re la t ion to the  physiological  effect  of 
t he  air po l lu t an t  (SO2) on p l an t  life. 
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Concerning the Extraction of Enzymatically Active Organic Matter from Soil 

The mos t  diff icul t  p rob lem in h u m u s  s tudies  is to  avoid 
chemical  a l te ra t ions  dur ing  the  ex t rac t ion  of t he  organic 
m a t t e r  f rom the  soil. Though  humic  subs tances  have  been 
isolated f rom soils by  m a n y  procedures  1-3, the re  are no 
per fec t  e x t r a c t a n t s  for such mater ia ls .  Recen t ly  McLAREN 
et al. 4, by  ana logy wi th  b iochemica l  studies,  have  pos tu-  
la ted  t h a t  any  m e t h o d  for ex t r ac t ing  humic  mater ia l  
leads to  ar t i fac ts  if enzyme  ac t iv i ty  is no t  r e t a ined  in to  
the  ex t rac t .  

Previous  inves t iga t ions  pe r fo rmed  in th is  L a b o r a t o r y  ~ 
have  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a 0.1 M p y r o p h o s p h a t e  solut ion 
at  p H  7, a typ ica l  humic  m a t t e r  ex t r ae t an t ,  ex t rac t s  a 
s ignif icat ive f rac t ion of soil urease w i thou t  a p p a r e n t l y  
damag ing  the  ureolyt ic  microorganisms.  

Af te r  incuba t ion  in a Dubnof f  wa te r  b a t h  a t  37 ~ for 
18 h, we have,  wi th  a single p y r o p h o s p h a t e  t r e a t m e n t ,  the  

h ighes t  ex t r ac t ion  of urease (20% of the  to ta l  ex t ra-  
cellular ac t iv i ty  p resen t  in t he  soil) and the  h ighes t  
ex t r ac t ion  of humic  m a t t e r  (31.2% of t he  total) .  

In  order  to  inves t iga te  the  differences a m o n g  the  effect  
of several  procedures ,  in par t i cu la r  on the  yield of 

1 S. A. WAKSMAN, in Humus, Origin, Chemical Composition and 
Importance in Nature (Balliere, Tindall and Cox, London 1936). 

3 M. M. KONONOVA, in Soil Organic Matter 2nd edn. (Pergamon 
Press, Oxford 1966). 

3 M. SCHNITZER and S. U. KHAN, in Humie Substances in the Environ- 
ment (Marcel Dekker, Inc. New York 1972). 

4 A. D. MCLAREN, A. M. PUKITE and I. BARSttAD, Soil Sci., ill press. 
5 p. NANNIPIERI, B. CECCANTI, G. CERVELLI and P. SEQUI , Soil Biol. 

Biochem. 6, 359 (1974). 

Table I. Organic matter, total amino acid-N and urease extracted 

Extracting sohltion Total amino acid-N Urease activity Organic matter 
(~g/g soil) ~ (% of the total content in soil) a) (mg/g soil) b 

Sol. A 218 N.d. 9.28 
Sol. A + USV c 202 1.30 8.60 
Sol. A (double phase) 231 2.77 10.84 
Sol. B 299 N.d. 12.73 
Sol. B + USV 311 N.d. 13.23 
Sol. B (double phase) 275 N.d. 14.70 
Sol. C 351 N.d. 14.94 
Sol. C 4- USV 329 N.d. 14.01 
Sol. C (double phase) 331 N.d. 15.09 
Sol. D 414 20.00 20.20 
Sol. D -t- USV 403 18.00 17.41 
Sol. D (double phase) 350 18.00 16.50 

~The total amino acid-N content was determined adding up the single values, b The organic matter was determined by bichromate oxidation. 
o USV, ultrasonic vibration, a N.d, not detectable. 


