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Zum Stoffwechsel der aufblithenden und welkenden Korolle
der Prunkwinde Ipomoea purpurea

L. Beziehungen zwischen Gestaltwandel, Stofftransport,
Atmung und Invertaseaktivitdt

Von Felix Winkenbach

(Institut fiir Allgemeine Botanik der Eidgendssischen Technischen Hochschule,
Ziirich)

Manuskript eingegangen am 12.Januar 1970

A. Einleitung und Problemstellung

“The flower is an organ of great interest from many points of view, and it is remarkable that so
little work has been done on its metabolism. This neglect cannot be attributed to any lack of interest-
ing results, for the few investigations recorded in this field show that the flower is the seat of intense
metabolic activity.” (McKee, 1958)

Schumacher (1932) beobachtete in Bliitenblittern verschiedener Arten wihrend
des Bliihens und Welkens eine starke Abnahme der Proteine. Rasch welkende Blii-
ten, wie jene der Winden, zogen in kurzer Zeit einen grossen Teil des Gesamtstick-
stoffs in die Pflanze zuriick. Combes (1935) entdeckte zudem bei der Entwicklung
des Perigons von Feuerlilien nach einer starken Zufuhr von Zuckern und Mineral-
stoffen einen schnellen Riickzug dieser Stoffe in die Pflanze.

Neuere Vorstellungen iiber den Stofftransport und das lytische System in Pflanzen
verlockten dazu, metabolische Vorginge in Bliitenblittern genauer zu untersuchen.
Ipomoea purpurea, eine Art, die tiglich viele kurzblithende und raschwelkende Blii-
ten entfaltet, war dazu geeignet.

Zunidchst wurde der Wechsel von Gestalt und Farbe der Korolle, sodann die be-
tréachtlichen Stoffverschiebungen, die mit dem Aufblithen und Welken einhergehen,
untersucht. Schliesslich wurde im Zusammenhang mit dem Transport der Assimilate
insbesondere die Anderung der Invertaseaktivitit und der Atmung abgeklirt.

B. Material und Methoden

1. Objekt und Kultur

Ipomoea purpurea (rubro coerulea praecox) wurde in neutrale Gartenerde gesit und im Warm-
haus oder im Freiland kultiviert (Lieferant: Samen Mauser, Zirich). Im Winter wurde wihrend
14 Stunden kiinstlich belichtet.

2. Sa'mmeln, Homogenisation und Extraktion der Korollen

Methode I: Von jedem Blithstadium wurden 15 moglichst gleichwertige Bliiten ausgewdhlt und
sogleich auf 0° abgekiihlt.

Davon wurden 5 sofort zerkleinert und in heissem 80 % Athanol abgetotet. Die Zucker wurden
mit 80% Athanol und die Starke mit 52 % Perchlorsédure nach Glegg (1956) extrahiert.
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10 zerkleinerte Korollen wurden bei 0 °C mit 10 ml 0,025 M Carbonatpuffer pH 6,5 homogeni-
siert (Sorvall Omni-Mixer, Stufe 7, 3 Min.) und durch ein feines Planktonnetz gepresst. Der
Riickstand wurde mit 3 g Quarzsand (0,1-0,8 mm &) und 5 ml Carbonatpuffer mit dem Pistill in
der Reibschale zerrieben und kurz zentrifugiert (1 Min., 500 g). Der Uberstand wurde mit dem
Filtrat vereinigt und das Sediment nach Resuspension nochmals zentrifugiert (10 Min., 2000 g).
Die vereinigten Extrakte wurden auf 25 ml Endvolumen erginzt und fiir Enzym- und Stoff-
bestimmungen verwendet.

Aliquote der Extrakte wurden zweimal mit verdiinnter eiskalter Perchlorsdure extrahiert (End-
konzentration 0,2 N) und zentrifugiert (5 Min., 2000 g). Die vereinigten Uberstinde ergaben die
siureldsliche Fraktion. Das Sediment wurde zweimal mit 0,2 N Perchlorséure gewaschen. Mit
Chloroform-Methanol (2:1) wurden die Lipide extrahiert. Die Nukleinsduren wurden in 0,5 N
Perchlorsiure (20 Min., 90 °C) hydrolysiert. Aus dem Sediment wurden mit 1 N NaOH bei Zim-
mertemperatur wihrend einiger Stunden die Proteine extrahiert. Ohne vorangehende Lipidextrak-
tion wurden hohere Proteinwerte erhalten. Es wurde deshalb der Proteinwert mit und ohne vor-
angehende Lipidextraktion bestimmt und der Mittelwert errechnet.

Methode II: Von jedem Blithstadium wurden 10 mittlere Korollen gesammelt, 5 dienten zur
Stoffbestimmung und 5 zur Bestimmung des Frisch- und Trockengewichtes (105 °C, 24 Stunden).
Die zerkleinerten Korollen wurden zweimal in der Reibschale mit dem Pistill in 3-10ml 0,2 N
Perchlorsiure homogenisiert und zentrifugiert (10 Min., 2000 g). Die vereinigten Uberstinde erga-
ben die sdurelosliche Fraktion. Das Sediment wurde zweimal mit 0,2 N Perchlorsdure gewaschen.
Daraus wurden mit 1,6 N Perchlorsidure (18 Stunden, Zimmertemperatur) die RNS und zweimal
iiber Nacht bei 37 °C die DNS extrahiert (Wollgiehn, 1961). Aus dem Riickstand wurden mit
1 N Natronlauge (4 Min., 100 °C) die Eiweisse extrahiert.

3. Stoffbestimmungen

Der RNS-Gehalt wurde nach fraktionierter Hydrolyse spektrophotometrisch bei 260 nm und
der DNS-Gehalt mit Diphenylamin nach Burton (1956) bestimmt. Nach heisser Hydrolyse
wurde der RNS-Gehalt mit Orcinol nach Mejbaum (1939) bestimmt. Die Bestimmung der Pro-
teine erfolgte nach Lowry et al. (1951). Das sdureldsliche a-Amino-N wurde mit Ninhydrin nach
Ya Pin Lee et al. (1966) bestimmt und als ninhydrinpositive Verbindungen bezeichnet. Phos-
phat: Proben des Extraktes oder der siureldslichen Fraktion wurden mit 70 % Perchlorsdure im
Thermoblock bei 90-200 °C verdaut; in den klaren Proben wurde der Phosphatgehalt nach
Fiske und SubbaRow (1925) bestimmt. Die Bestimmung der Stirke und der dthanolldslichen
Zucker erfolgte mit Anthron (Glegg, 1956). Die reduzierenden Zucker wurden mit Dinitrosali-
cylsiure bestimmt (Sumner, 1925).

4. Invertase

Proben von Korollenextrakten wurden in 2,5% Saccharose und 0,1 M Citratpuffer pH 5,5 bei
37 °C inkubiert und die reduzierenden Zucker mit Dinitrosalicylsdure bestimmt (Sumner, 1925).

5. Strukturgebundene Enzymalktivitit

Zerkleinerte Korollen wurden in der Reibschale mit Quarzsand (0,1-0,8 mm & ) und mit
Homogenisationsmedium (0,5 M Sorbit, 0,05 M Tris-Puffer pH 7,5, 0,001 M EDTA) versetzt und
mit dem Pistill homogenisiert. Das Homogenat wurde vorzentrifugiert (5 Min., 500 g) und der
Ultrazentrifugation unterworfen (weitere Angaben im Text).

6. Pressiifte, Gehalt an Kationen und geldsten Teilchen

15 zerkleinerte Korollentrichter wurden in der Reibschale mit dem Pistill homogenisiert, durch
ein feines Planktonnetz gepresst und durch einen Papierfilter filtriert. Im Filtrat wurde mit einem
Osmometer (Knauer) kryoskopisch der osmotische Wert bestimmt. Der Gehalt an Kalium und
Natrium wurde mit einem Flammenspektrophotometer (Instrumentation Laboratory, Boston)
und der Gehalt an Magnesium und Calcium mit einem Atomic Absorption Spectrophotometer
(Perkin-Elmer) gemessen.

Aus dem Frisch- und Trockengewicht (21 Stunden, 105 °C) von 6 Korollentrichtern wurde der
Wassergehalt errechnet. Das Produkt aus Wassergehalt und Konzentration der gelosten Teilchen
bzw. der Kationen ergab den Gehalt je Korollentrichter.
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7. Papierchromatographie

Anthocyan: Es wurde die Rundfiltermethode beniitzt und als Losungsmittel n-Butanol-Eisessig-
Wasser (4:1:5) verwendet (Bayer, 1959).

Zucker: Die mit 80% Athanol extrahierten Zucker wurden bis zur Trockene eingedampft und
in Pyridin aufgenommen. Als Trenngemisch diente ebenfalls n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5)
(Partridge, 1951) und als Sprithreagens Anilin-Oxalsdure (Partridge et al., 1948).

8. Atmung

Respiratorischer Quotient (RQ): Stiicklein des Korollentrichters (300 mg) wurden in 0,05 M
Phosphatpuffer pH 6,5 in Warburgkélbchen inkubiert und die O,-Aufnahme sowie die CO,-
Abgabe gemessen.

CO,-Abgabe von Bliiten: Die untersuchte Bliitenknospe befand sich an einem abgeschnittenen,
50-100 cm langen Zweig, der mehrere Bliitenknospen und Blitter enthielt und in Brunnenwasser
eingestellt war. Sie wurde in eine Plexiglaskiivette eingeschlossen. Diese war mit einem Infrarot-
absorptionsspektrometer (URAS) (Messbereich ca. 250-350 ppm CO,) verbunden, und eine
Aquariumpumpe besorgte die regelméssige Umwilzung der Luft im geschlossenen System. In
einem Versuch betrug das Systemvolumen 1,11, die Luft war feucht und die Temperatur nicht
konstant. In einem weiteren Versuch wurde die Luft mit Kupfersulfat trocken, die Temperatur in
einem thermostatierten Wasserbad bei 22,5-23 °C konstant gehalten. Ungefihr jede Stunde
wurde die Kohlensdure an Clilorkalk absorbiert, damit die Konzentration des CO, im Messbe-
reich des URAS blieb.

9. Histologie

Das Anthocyan wurde anhand von Frischschnitten lokalisiert. F_i:zr histologische Beobachtun-
gen wurden Korollenstiicklein mit Formol (70 %)-Eisessig (5 %)-Athanol (5%)-Wasser (20 %)
fixiert, in Paraffin eingebettet und die Mikrotomschnitte mit Fastgreen-Safranin gefirbt.

C. Ergebnisse

1. Emtwicklung der Korolle

a) Morphologie: Wihrend des vegetativen Wachstums von Ipomoea bilden sich
neben dem Haupttrieb kurze Seitentriebe mit Bliitenknospenanlagen, die sich unge-
fihr zwei Monate nach der Aussaat weiter entwickeln (Tafel I, Abb. 1A, B).

Die Knospen entfalten sich am Morgen und blithen einen Tag. Im Verlauf der
vorangehenden Nacht lockert sich die Spirale des anfiinglich kompakt gewundenen
Korollentrichters, und seine Farbe wechselt von Weinrot iiber Violett zu Blau. Es
wird deutlich, dass sich die Oberfliiche der Knospe in die Korollenréhre und fiinf
sich verjiingende Leisten gliedert. Diese Leisten sind am Rand durch schmale Rip-
pen verstidrkt (Tafel I, Abb. 1C). Zwischen fiinf und sechs Uhr morgens sind die
Leisten entspiralisiert. Sie wolben sich nach aussen und entrollen in etwa einer
Stunde den Trichter. In der folgenden halben Stunde entfalten die Leisten den
Trichter (Tafel I, Abb. 1B), dhnlich wie die Stibe eines Schirms die Fliche aufspan-
nen. Der Entfaltung folgt eine Straffung des Trichtergewebes, und ungefihr ab sie-
ben Uhr lockt die vollkommen entfaltete Korolle Insekten an (Tafel I, Abb. 1C).

Die Blithdauer variiert zwischen sechs und elf Stunden. An warmen Tagen setzt
das Welken schon um Mittag, an kiihlen Tagen erst am Abend ein. Als erstes An-
zeichen des Welkens verfirben sich die Epidermiszellen, die den Leisten gegeniiber-
liegen, von Blau zu Weinrot (= Bildung von Verbliihstreifen). Bald darauf beginnt
der Trichter sich vom Rand her einzurollen (Tafel I, Abb. 1D, E). Wihrend des
Einrollens wechselt seine Farbe von Blau iiber Violett zu Weinrot-Rosa. Nach zirka
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Tafel 1

Abbildung 1 A-F

Der Gestaltwandel der Korolle im Laufe der Entwicklung
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sechs Stunden ist der Trichter eingerollt (Tafel I, Abb. 1F). Auch die Rohre beginnt
zu welken, und in der zweiten Nacht nach dem Bliithen oder spéiter fallt die welke
Korolle ab.

Offensichtlich spielen beim Entfalten und Einrollen die Leisten mit ihren Rippen
eine wesentliche Rolle: Beim Entfalten wolben sie sich zuerst nach aussen, und
beim Welken verursachen sie die Einrollbewegung (Tafel I, Abb. 1B, D).
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Abbildung 2

Querschnitt durch eine Rippe (RI) mit angrenzender Trichterfliche (TR) und Leiste (LE). Aus-

sere Epidermis (AE), ein diinnwandiges Plattenepithel; innere Epidermis (IE) aus Papillen. In der

Rippe und im Mesophyll (MP) bikollaterale Leitbiindel mit Schraubentracheiden (LB). Getiipfelt:
: Anthocyanhaltige Zellen

Auf dem Querschnitt durch die Rippe (Abb. 2) fallen die gelappten Mesophyllzel-
len mit den weiten Interzellularriumen auf, welche die Korolle wie ein vielfiltig ver-
strebtes Geriist stiitzen. Von diesen Zellen unterscheiden sich die spindelformigen
Rippenzellen, die parallel zur Lingsachse der Rippe verlaufen. Die dussern Rippen-
zellen haben ein enges Lumen und kleine Interzellularen, gegen innen sind die Zel-
len und Interzellularen grosser und gehen in die gelappten Mesophylizellen iiber.

Der polare Bau der Rippen erklirt weitgehend ihre Funktion beim Einrollen des
Trichters. Die kleinen spindelférmigen Zellen mit den engen Interzellularen sind
weniger dehnbar als das lockere Geriist der Mesophyllzellen. Wenn beim Welken in
den randnahen Zellen der Turgor sinkt, schrumpfen die innern Zellen stirker als die
dussern: Die Leisten wolben sich in dieser Zone nach innen. Sinkt der Turgor gra-
duell vom Trichterrand gegen die Rohre, resultiert die Einrollbewegung.

Es stellt sich die Frage, wie die Anderung der Bliitenfarbe und der Gestalt mit
den physiologischen Vorgingen in der Korolle zusammenhingt. Uber die Farbbil-
dung bei Bliiten sind verschiedene Ansichten verbreitet, und es schien notwendig,
dariiber Versuche anzustellen. Im Zusammenhang mit der Gestaltinderung der
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Korolle wurde der Gehalt an protoplasmatischen Stoffen — vor allem Mikromole-
kille — bestimmt.

b) Farbdnderung: Bei Ipomoea ist das Anthocyan ausschliesslich in den Vakuolen
der Epidermiszellen des Trichters lokalisiert. In Papierchromatogrammen ist ein
Anthocyan nachweisbar, dessen Rf in n-Butanol-Eisessig-Wasser 0,24 betrigt (Mal-
vin als Referenz: Rf = 0,47). In Pressiften reagiert das Anthocyan nicht mit drei-
wertigen Eisensalzen und dialysiert gegen dest. Wasser (Dialysierschlauch Visking
Typ 8/32). Folglich sind Komplexbindung und kolloidale Bindung des Anthocyans
unwahrscheinlich. ‘

Tabelle 1

pH des Pressaftes und Farbe des Trichters in verschiedenen Entwicklungsstadien

Stadium Zeitpunkt pH Farbe des Trichters
Knospe 10.00 - 1 Tag 6,2 weinrot

Knospe 23.30 -1 Tag 6,5 weinrot-violett
blithend 10.00 Bliihtag 6,8 blau

blithend 13.00 Bliihtag 7,05 blau

welk 23.30 Bliihtag 5,75 weinrot-rosa

welk 10.00 + 1 Tag 5,6 weinrot-rosa

Pressifte weinroter Knospen und welker Trichter sind schwach sauer, wihrend
Pressifte blauer Trichter neutral sind oder nur wenig von pH 7 abweichen (Tab. 1).
Pressifte blauer Bliiten haben violette Farbe. Bei neutralem pH enthalten diese
Pressifte in Citratpuffer eine starke Blaukomponente, wihrend sie in Phosphat-
oder Veronalacetatpuffer eine deutliche Rotkomponente enthalten. Bei sauren
pH-Werten, welche die Farbe der Knospe und des welken Trichters imitieren, un-
terscheiden sich die drei Puffer nicht in der Farbbildung (Tab. 2).

Tabelle 2
Farbe und Absorptionsmaximum des Pressaftes in Citratpuffer, Phosphatpuffer und Veronalacetat-
puffer
pH Stadium Absorptionsmaximum (2) Farbe des Pressaftes
5,6 welk 547 nm weinrot-rosa
6,3 Knospe 552 nm weinrot
7,0 blithend 575 nm! violett

L In Citratpuffer 2 = 592 nm, Pressaft blau-violett

Der Wechsel der Bliitenfarbe scheint daher hauptsichlich durch die Anderung des
pH in den Vakuolen bedingt zu sein, das heisst, das Anthocyan spielt die Rolle
eines pH-Indikators im Zellsaft der Epidermiszellen. Die chemische! Natur der
Vakuoleninhaltsstoffe diirfte eine zusitzliche Rolle spielen, zum Beispiel verstirkt
das dreiwertige Citrat bei neutralem pH die Blaufirbung.
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¢) Stoffliche Verinderungen: Diese konnen zunichst durch die Gehalte an Stoffen
in verschiedenen Entwicklungsstadien ausgedriickt werden (Abb. 3 A, B).
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Abbildung 3

Gehalt an Stoffen je Korolle im Laufe der Entwicklung. (A) DNS (mg Hering-DNS), (B) RNS

(mg Adenosinmonophosphat), (C) Protein (mg Serumalbumin), (D) Anthocyan (Extinktionsein-

heiten), (E) ninhydrinpositive Verbindungen (mg Glycin), (F) Frischgewicht (Gramm), (G) Trok-
kengewicht (Gramm) und (H) Knospenlinge (Zentimeter) (Methode II)

Das Wachstum der Knospen ldsst sich in die Zellteilungs- und Zellstreckungs~
‘phase gliedern. Die Zellteilungsphase ist charakterisiert durch die Zunahme der
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Desoxyribonukleinsdure (DNS) und das geringe Lingenwachstum. Sie dauert bis
zum dritten Tag vor dem Blithen. Auch die Ribonukleinsiuren (RNS) und die Pro-
teine werden hauptsichlich in dieser Phase gebildet. Die Zellstreckungsphase (2 bis
3 Tage) ist charakterisiert durch das beschleunigte Lingenwachstum und den kon-
stanten Gehalt an DNS. Das Trockengewicht, das Frischgewicht und die ninhydrin-
positiven Verbindungen nehmen hauptsichlich in dieser Phase zu. Der Gehalt an
Proteinen nimmt anfénglich stark zu und bleibt nachher konstant. Die RNS nimmt
zu Beginn leicht zu und in der spiten Streckungsphase deutlich ab. Der Hauptteil
des Anthocyans wird in dieser Phase synthetisiert.

Wiéhrend der Blithphase bleibt der Stoffgehalt im grossen und ganzen konstant;
nur die RNS nimmt stark ab.

\
o
o
Ta UMAS
To LM PHO
~TEUM GLU

|

Ten
I8

lw

n
Tw LY

LIY)

— ————

B0 WA ST SOV PP IO
\7 12 18 0 6 12 18UHR

Abbildung 4

(A) Séureldsliche Phosphatverbindungen («M Phosphat) und (C) ninhydrinpositive Verbindungen

(#«M Glycin) sowie (B) dthanolldsliche Zucker (uM Glukose) je Y10 Korolle. Im Vergleich dazu

durch Abnahme der RNS, der Stirke und des Proteins 16slich gewordene (A’") Phosphatverbin-

dungen (#M Adenosinmonophosphat), (B/) Zucker (xM Glukose) und (C’) Aminosduren (#M
Aminosduren, MG = 120 gerechnet) (Methode I; vgl. Abb. 1a, Winkenbach, 1970)

Die Abnahme des Gehalts an RNS, Stirke und Proteinen wihrend des Aufblii-
hens und Welkens wurde in freigesetzte Mikromolekiile umgerechnet und ebenfalls
in Abbildung 4 dargestellt. Die Abnahme der RNS und der Stirke verlduft iiber
den untersuchten Zeitabschnitt gleichférmig. In der Nacht vor dem Bliihen iiber-
wiegt die Lyse die Proteinsynthese leicht, wihrend des Welkens stark. Im Vergleich
mit den in der Blithphase vorhandenen Mikromolekiilen sind die wihrend des Wel-
kens aus hydrolysierten Makromolekiilen freigesetzten Mengen gering: ungefihr
1% der Zucker, 15% der Phosphate und 509, der Aminosduren. Die Zunahme an
Mikromolekiilen in der Streckungsphase ist fast ausschliesslich auf Transport in die
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Korolle zuriickzufiihren. Beim Welken iiberschneiden sich der Abtransport der
Mikromolekiile und das Uberhandnehmen der Lyse von Makromolekiilen, so dass
die Abnahme durch Abtransport und Atmung grdsser ist, als in Abbildung 4 zum
Ausdruck kommt.

Im Gegensatz zu den organischen Mikromolekiilen ist der Gehalt an Kationen
nur vom Transport abhiingig. In Pressiften von entfalteten Korollentrichtern sind
vor allem K+ (ca. 909 der Kationen) und Mgt+ (ca. 5% der Kationen) angerei-
chert, Ca++ und Na+ sind nur in geringer Menge vorhanden (Tab. 3). Die Zunahme
der Kationen in der spiten Streckungsphase ist mit jener der 16slichen Phosphatver-
bindungen (Abb. 4) vergleichbar. Ihre Abnahme wihrend des Welkens verlduft &hn-
lich wie jene der organischen Mikromolekiile: Kalium wird in 25 Stunden zu 65%
und Magnesium zu 559% in die Pflanze zuriickgezogen. Auch die Anderung des Ge-
halts an geldsten Teilchen demonstriert die Stoffverschiebungen. In der Streckungs-
phase steigt der Gehalt von 75% auf 100% an und fillt wihrend des Welkens in 25
Stunden auf 259% (Tab. 3).

Tabelle 3

Wassergehalt je Korollentrichter, Gehalt an geldsten Teilchen und Kationen sowie osmotischer
Wert des Pressaftes im Laufe der Entwicklung. Die Pressifte wurden aus 15 Trichtern gewonnen,
weitere Details siche Material und Methoden

Zustand der Bliiten Knospe blithend? welk
Zeitpunkt ‘ 15.30 14.30 15.30
Wassergehalt in mg 305 455 260
Geloste Teilchen in #Osmol 122 168 39
K+*-Ionen in Mol 30 . 33 11,5
Na*-Ionen in Mol 0,45 0,75 0,40
Mg?*+-Ionen in Mol 2,15 1,90 0,85
Ca?*-Ionen in pMol 0,45 0,45 0,30
Osmotischer Wert in mOsmol/kg Losungsmittel 400 370 150

1 Schwache Verbliihstreifen

Zusammenfassend sei den Messungen eine Schitzung angefiigt, welche iiber die
Bedeutung der Mikromolekiile beim Aufbau des osmotischen Wertes in der Bliih-
phase Aufschluss gibt. Ungefihr 809 der loslichen Zucker sind reduzierend und
reagieren mit Dinitrosalicylsdure. Angenommen, die 1dslichen Phosphatverbindun-
gen und die ninhydrinpositiven Verbindungen seien im Mittel Dimere. Unter diesen
Voraussetzungen betragen die 16slichen Zucker zirka 559%, die Kationen zirka 22 %,
die ninhydrinpositiven Verbindungen zirka 8%, die 16slichen Phosphatverbindungen
zirka 1% und weitere Verbindungen zirka 14% der gelosten Teilchen. Die Zucker
sind folglich fiir den Aufbau des Turgors (Streckungswachstum!) die wichtigsten
Verbindungen. Auf Papierchromatogrammen von Korollenextrakten treten haupt-
sichlich Glukose und Fruktose in Erscheinung. Da die Zucker im Phloem als Sac-
charose transportiert werden (Wanner, 1953; Ziegler, 1956), diirfte daher die In-
vertase beim Streckungswachstum eine wichtige Funktion ausiiben.
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d) Invertase: Ihr pH-Optimum liegt bei pH 5,5 und ihr Aktivititsbereich zwi-
schen pH 3 und 8. Wihrend des Streckungswachstums nehmen die Invertase, das
Frischgewicht und der Zuckergehalt in dhnlichem Masse zu (Abb. 5). Streckungs-
wachstum bedeutet hauptséichlich Volumenzunahme als Resultat der Akkumulation
von Mikromolekiilen (red. Zucker) und Wasseraufnahme. Diese Korrelation lisst

vermuten, dass auf dem Weg vom Phloem ins Korollenparenchym die Invertase
Saccharose spaltet.
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Abbildung 5

Frischgewicht (A) und Gehalt an &thanollslichen Zuckern (B) («M Glukose) je /,, Korolle
sowie Aktivitdt der Invertase je !/, Korolle und 30 Min. (Methode I)

Beim Welken nehmen Zucker und Invertaseaktivitit gleichermassen ab. Falls die
gemessene Aktivitdtsabnahme ein Mass fiir die Inaktivierung der Invertase in vivo
darstellt, kann daraus geschlossen werden, dass die Invertase beim Abtransport der
Zucker aus der Korolle ausser Funktion gesetzt wird. Es ist denkbar, dass die In-

vertase entweder proteolytisch oder durch Synthese eines Hemmfaktors inaktiviert
wird.

Die folgenden Befunde weisen auf die Synthese eines Inhibitors der Invertase
beim Welken der Korolle hin. Werden Extrakte sich 6ffnender und sich einrollender
Korollen gemeinsam inkubiert, resultiert eine geringere Invertaseaktivitit als die
Summe der separat inkubierten Extrakte (Tab.4). Bei gemeinsamer Inkubation
scheinen {iberschiissige Inhibitormolekiile aus welkenden Korollen Invertasemole-
kiile aus jlingeren Korollen zu inaktivieren. Zwischen der Invertaseaktivitit und der
Konzentration von Extrakten aus Knospen besteht eine lineare Beziehung, die in
Extrakten aus welken Korollen aufgehoben ist (Abb. 6). In Extrakten welker Korol-
len scheint ein Inhibitor diese Beziehung zu beeinflussen.
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Tabelle 4 -

Invertaseaktivitit von Korollenextrakten verschiedener Stadien separat und gemeinsam inkubiert.
(A) Entfaltungsstadium (6.00 Uhr), (B) Verbliihstreifenstadium (13.30 Uhr) und (C) eingerollte
Korolle (23.00 Uhr)

Separat inkubiert Gemeinsam inkubiert
E 530 nm % E 530 nm %
(A) + B) : 1,08 100 0,93 86
A) + © 0,83 100 0,57 68
g
<
A
[go%
60%
140%
20%
1L 1 L I
0 s 1a 112 1

KONZ.

Abbildung 6

Abhingigkeit der Invertaseaktivitit von der Konzentration von Extrakten mit (B) und ohne (A)
Inhibitor. (A) Extrakt aus Knospen zirka 16 Stunden vor der Entfaltung, (B) Extrakt aus welken
Korollen zirka 28 Stunden nach Einrollungsbeginn. Konzentration 1 = 2,5 ml Extrakt je Korolle

Der Inhibitor scheint ein Makromolekiil zu sein, denn Dialyse eines Extraktes
welker Korollen (14 Stunden) bewirkt keine signifikante Verdnderung der geringen
Invertaseaktivitdt. Wahrscheinlich ist der Inhibitor ein Protein und wird beim Wel-
ken de novo gebildet. Bei Hemmung der Eiweissynthese kann ndmlich die Abnahme
der Invertase in alternden Korollenscheiben wiahrend 12 % Stunden verhindert wer-
den, wihrend in der Kontrolle die Aktivitit der Invertase im gleichen Zeitraum um
die Hilfte abnimmt. Die spitere Abnahme der Invertaseaktivitit bei gehemmter
Eiweissynthese kann auf Zerstorung des Enzyms beruhen.

Zur Beurteilung der Funktion der Invertase ist die Kenntnis ihrer Lokalisation
bedeutungsvoll. Zur Abklirung der extrazelluliren Lokalisation wurden gewaschene
Stiicklein von Korollen (wenige mm? Oberfliche) verwendet. Diese spalteten ange-
botene Saccharose ungefihr gleich stark wie ein Homogenat unter entsprechenden

383



Tabelle 5

Aktivitdt der Invertase in alternden Korollenscheiben mit und ohne Hemmung der Proteinsynthese.

Aus frisch entfalteten Korollen isolierte Scheiben wurden auf Cycloheximidlosung (Hemmstoff

der Proteinsynthese) und auf Wasser (Kontrolle) inkubiert. Aktivitit in willkiirlichen Einheiten
je Korollenscheibe und Zeiteinheit (sieche Winkenbach, 1970)

Inkubationszeit ~ Invertaseaktivitét

in Stunden Cycloheximid Kontrolle
0 , 0,94 1,04
6 0,93 0,92

12.5 0,91 0,53

25.5 0,56 0,05

Bedingungen. Nur geringe Mengen Invertase wurden wihrend der Dauer des Ver-
suchs ins Medium sezerniert. Die Invertase scheint extrazellulidr in freier Form vor-
zuliegen, denn in Zellwandpriparaten konnte sie nur in Spuren nachgewiesen wer-
den.

In Homogenaten sich entfaltender und einrollender Korollen sedimentieren nur
1,5-29% der Invertaseaktivitit (30 Min., 150000 g). Der Inhibitor der Invertase
scheint ebenfalls nicht strukturgebunden zu sein, denn die Aktivitit im Uberstand
wird durch Zugabe einer Probe des Sediments nicht gchemmt. Die geringe sedimen-
tierbare Aktivitit ist folglich nicht darauf zuriickzufiihren, dass im Sediment Inhibi-
tor angereichert ist. Das Sediment scheint eher mit 16slicher Invertase aus dem
Uberstand verunreinigt zu sein.

Der Ferntransport in den Siebréhren aus Blidttern und Bliiten scheint energieab-
héingige Sekretionsvorginge zu umfassen (Ziegler, 1956; Liittge, 1969, S. 109ff.);
der schnelle Riickzug von Mikromolekiilen aus welkenden Korollen diirfte sich
daher in einer erhGhten Atmung dussern.

e) Atmung: Aus der Bestimmung des respiratorischen Quotienten (Rq) lassen sich
Riickschliisse iiber die Natur des Gasaustausches der Korollen ziehen. Mit der
Warburgmethode wurde in Gewebestiicklein des Korollentrichters (Blithphase, 9.00
Uhr) ein Rq von 0,85, in der Einrollphase (7 Stunden nach Einrollbeginn) ein Ro
von 0,77 bestimmt. Gérung wihrend des Alterns ist folglich ausgeschlossen.

Die CO,-Abgabe von Bliiten beim Entfalten und im Verlaufe des Blithens und
Welkens ist in Abbildung 7 dargestellt. Da Staubblitter und Stempel nur zirka 5%
des Frischgewichts der Korolle betragen, wurde ihre CO,-Abgabe mit zur CO,-
Abgabe der Korolle gerechnet und weiter nicht beriicksichtigt. Bliitenknospen an
abgeschnittenen Zweigen entfalteten sich nicht so vollkommen wie an intakten
Pflanzen. Beim Einrollen war hingegen kein Unterschied festzustellen.

Wiéhrend der Entfaltung ist die Atmung maximal und sinkt wihrend des Blithens
ab, bis sich Verbliihstreifen bilden. Noch vor der einsetzenden Einrollbewegung
steigt die Atmung wieder an und erreicht wihrend des Einrollens ein weiteres Maxi-
mum. Mit dem Ausklingen der Einrollbewegung nimmt die Atmungsintensitiit ab,
bis die Kronrohre stark welk ist. Die CO,-Abgabe betrigt nun noch lingere Zeit
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Abbildung 7

(A) CO,-Abgabe eciner Bliite in trockenem Luftstrom bei konstanter Temperatur (23 °C); (B)
CO,-Abgabe einer Bliite in feuchter Luft bei verdnderlicher Temperatur (C)

409% des Wertes der offenen Korolle bei der Bildung von Verbliihstreifen. Auch
nach dem Abfallen der Korolle atmet diese unveridndert weiter.

Ein Vergleich der Atmungsmessungen mit den Bestimmungen organischer Mikro-
molekiile in Korollen zeigt, dass der intensivste Abtransport beim Welken mit dem
Atmungsmaximum zusammenfillt. Es darf wohl geschlossen werden, dass fiir den
Abtransport der Stoffe aus der Korolle Atmungsenergie gebraucht wird. In welken
Korollentrichtern sind am Morgen nach dem Einrollen hauptsidchlich die plasma-
und mitochondrienreichen Zellen des Phloems intakt (vgl. Winkenbach, 1970).
Diese diirften beim Riickzug der Assimilate hauptsichlich aktiv sein.

Beim Welken von Korollen und beim Altern von Korollenscheiben wird auch fiir
die Synthese einiger Hydrolasen Atmungsenergie gebraucht. Der Unterschied im
Eiweissgehalt mit und ohne Hemmung der Eiweissynthese ist sehr gering, und es
scheint, dass sich die Eiweissynthese beim Welken auf wenige Proteine erstreckt und
relativ wenig Energie benotigt (vgl. Winkenbach, 1970).
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D. Diskussion
1. Farbinderungen

Seit Willstdtter et al. (1913) ist die Meinung verbreitet, dass in blauen Bliiten
bei alkalischem pH die Alkalisalze der Anthocyane vorliegen, in roten Bliiten dage-
gen die bei saurem pH bestdndigen Oxoniumsalze. Bayer et al. (1966, Literatur-
iibersicht) wiesen mit der Entdeckung der Komplexbildung von Schwermetallen und
der kolloiden Bindung pektindhnlicher Stoffe mit Anthocyanen in blauen Bliiten die
Giiltigkeit dieser Lehrmeinung in engere Grenzen (siche auch Drawert, 1955).
Ausserdem weisen viele blaue Bliiten saure Presséfte auf.

In Ipomoea-Korollen scheint der Wechsel der Bliitenfarbe hauptsdchlich durch die
Anderung des pH in den Vakuolen der Epidermiszellen bedingt zu sein. Die violette
Farbe von Pressiften blauer Trichter kann davon herrithren, dass die Zellen im
Phloem und Mesophyll sich zum Teil anders verhalten als die Epidermiszellen. Ein
wesentlicher Unterschied wurde im Elektronenmikroskop beobachtet: Schon in der
Streckungsphase sind ein Teil der Phloem- und Mesophylizellen in Auflosung be-
griffen, wiahrend die Epidermiszellen und die Mehrzahl der iibrigen Zellen sich wih-
rend des Welkens auflosen (Winkenbach, 1970). Falls der Zellsaft autolysieren-
der Zellen sauer wird (Tab. 1), konnten die friihzeitig sich auflosenden Zellen be-
wirken, dass Pressifte blauer Bliiten nie so alkalisch sind (ca. pH 7,5), dass sie
blaue Farbe aufweisen. Es ist auch moéglich, dass der Zellsaft in den Mesophyll-
und Phloemzellen immer leicht sauer ist.

2. Stoffriickzug und Atmung beim Welken

Das sparsame Haushalten mit den Assimilaten scheint tdglich eine verschwende-
risch hohe Anzahl von Bliiten zu ermoglichen. Dies dussert sich zunidchst darin,
dass beim Welken die Zahl der gelosten Teilchen in kiirzester Zeit auf einen Viertel
und das Trockengewicht auf die Hilfte abnimmt, ferner in der Abnahme an ninhy-
drinpositiven Verbindungen (789%), an sdureldslichen Phosphaten (80%) und an
Zuckern (83%).

Die Mobilisation der Makromolekiile ist unterschiedlich. Absolut gesehen, ist die
Abnahme der Proteine grosser (ca. 20 uM Aminosduren je Korolle) als jene der
Nukleinséduren (ca. 1 uM Phosphate je Korolle). Im Verhéltnis zum Ho6chstwert
nehmen die Nukleinsduren stidrker ab (ca. 80%) als die Proteine (ca. 509%). Wenn
man beriicksichtigt, dass in der Blithphase zirka 40% der Aminosduren in Proteinen
und nur zirka 7% der Phosphatverbindungen in den Nukleinsduren und den andern
nichtsdureloslichen Verbindungen enthalten sind, ist man erstaunt, wie weitgehend
die Nukleinsduren in transportfihige Bausteine zerlegt werden. Die Ergebnisse von
Schumacher und Combes (1932 bzw. 1935) konnen durch die Feststellung er-
ginzt werden, dass mit den Bausteinen der Nukleinsduren, insbesondere den Phos-
phaten, haushélterischer umgegangen wird als mit den Bausteinen der Proteine.
Dieser Unterschied konnte damit zusammenhéngen, dass die Aktivitdt der Nuklea-
sen beim Welken sprunghaft zunimmt, wéhrend sich die Proteaseaktivitit wenig
verdndert (Winkenbach, 1970).

In Pflanzen ist das K+ eines der leicht beweglichen und in grosser Menge vorhande-
nen Ionen (Fischer, 1967): In der kurzlebigen Korolle von Ipomoea ist es mit einem
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Anteil von zirka 909% das hdufigste Kation, und beim Welken wird es in einem Tag
zu zwei Drittel zuriickgezogen. Mg+t wird beim Welken zu iiber 50% in die Pflanze
zuriickgefiihrt. Ipomoea scheint dkonomischer mit seinen Stoffen hauszuhalten als
Baumwolle, wo die Riickwanderung aus der ephemeren Korolle, bezogen auf die
Hochstwerte, nur 56%N, 45%P, 249% K+, 12% Mg+t und 6% Ca*+ betrdgt (Phil-
lis et al., 1936).

Beim Abtransport von Stoffen aus den Korollen von Ipomoea scheinen vor allem
die plasma- und mitochondrienreichen Zellen des Phloems verstirkt aktiv zu sein
und die AtmungserhShung in der welkenden Korolle zu bewirken. Das lange Uber-
leben dieser Zellen (Winkenbach, 1970) und die Feststellung von Turkina et
al., dass isolierte, mit Saccharose gefiitterte Leitbiindel stirker atmen als entspre-
chende Kontrollen, weisen darauf hin (Kursanow und Turkina, 1952; Turkina
et al., 1954; vgl. auch Liittge, 1969, S. 111ff.). Ziegler (1956) schloss aus seinen
Versuchen, dass die Geleitzellen, dhnlich wie die Nektarienzellen, Driisenfunktion
besitzen und unter Energicaufwand Stoffe in die Siebrohren sezernieren.

Der Riickzug von Stoffen aus welkenden Bliitenblittern ist seinem Wesen nach
vergleichbar mit dem Riickzug aus vergilbenden Laubbléttern im Herbst (Fischer,
1967). Beim Vergilben von Blittern stellte Eberhardt (1955) eine den vorliegenden
Ergebnissen vergleichbare Zunahme der Atmungsintensitit um 609% fest. Kurz vor
der vollstindigen Vergilbung sank die Atmung wieder auf den urspriinglichen Wert
zuriick. Eberhardt vermutete in diesem Zusammenhang erhohte Stoffsynthese; ein
Zusammenhang zwischen der erhdhten Atmung und dem Stofftransport erscheint
jedoch wahrscheinlicher. Neben der aktiven Sekretion von Assimilaten diirfte die
Synthese von Enzymen, die bei der Stoffverschiebung mitwirken, und auch die Syn-
these der Transportform von Mikromolekiilen Energie benotigen.

3. Zuckertransport und Invertaseaktivitdt

Bei der Ipomoea-Korolle konnte eine Korrelation zwischen Streckungswachstum,
Akkumulation von Zuckern und Invertaseaktivitit festgestellt werden. Ahnliche Zu-
sammenhiinge beobachteten Hellebust et al. (1962) in Maiswurzeln und Seitz et
al. (1968) im Hypokotyl der Linse. Seitz et al. konnten mit Gibberellin die Inverta-
seaktivitit und damit das Streckungswachstum des Hypokotyls steigern. Hemm-
stoffe der Eiweiss- oder RNS-Synthese (z. B. Cycloheximid oder Actinomycin D)
hemmten die Zunahme der Invertaseaktivitit und das Wachstum.

Beim Abtransport von Zuckern aus der welkenden Ipomoea-Korolle wird die In-
vertase inaktiviert. Seitz et al. (1968) interpretierten die Abnahme der Invertaseak-
tivitdt in ausgewachsenen Hypokotylen der Linse als proteolytische Zerstorung des
Enzyms. Pressey (1966, 1968) isolierte aus den Speicherorganen der Kartoffel, der
Siisskartoffel und verschiedener Riiben Inhibitorproteine der Invertase. Bei Ipomoea
diirfte vor allem ein solcher Hemmstoff die Invertase wihrend des Welkens inakti-
vieren, denn Cycloheximid verhindert iiber lingere Zeit dic Abnahme der Invertase-
aktivitdt, und Extrakte welker Korollen vermogen die Invertaseaktivitdt junger
Korollen zu hemmen.,

Die Funktion der Invertase kann erst verstanden werden, wenn ihr Wirkungsort
bekannt ist. Putmann et al. (1954) wiesen nach, dass markierte, in Blattscheiben
von Canna infiltrierte Saccharose hydrolysiert und resynthetisiert wird. Sie postulier-
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ten, dass eine Schranke die Orte der Hydrolyse und der Synthese trennt. Die Be-
funde von Brown et al. (1950) an Maiswurzeln, Dormer et al. (1949) an Toma-
tenwurzeln und Goring (1966 a, b, c) an Organen verschiedener Objekte sprechen
fiir eine Lokalisation der Invertase ausserhalb der Permeabilitdtsschranke.

Eine ausschliesslich extrazellulire Lokalisation der Invertase scheint bei Ipomoea-
Korollen vorzuliegen. Hellebust et al. (1962) stellten in Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Ergebnissen fest, dass intakte Wurzelsegmente von Mais und entspre-
chende Homogenate gleiche Invertaseaktivitit besitzen. Ferner konnten Seitz et al.
(1968) mit der Ultrazentrifugation keine strukturgebundene Invertase nachweisen.

Im Lichte dieser Ergebnisse kann die Beziehung zwischen Invertaseaktivitit
und Zuckertransport bei Ipomoea-Korollen wie folgt interpretiert werden: Die beim
Streckungswachstum im Phloem herangefiihrte Saccharose wird durch die Invertase
im Apoplast! gespalten, wobei offenbleibt, ob der Transport des Zuckers im Sym-
plast? (vgl. Liittge, 1969) oder im Apoplast erfolgt. Die Spaltprodukte Glukose
und Fruktose werden in den Zellen in der Folge akkumuliert; der Transport erfolgt
“metabolisch entweder am Plasmalemma oder am Tonoplast (Glasziou, 1961;
Sacher, 1966), und die Akkumulation trigt massgebend zum Turgor bei. Der Ab-
transport des Zuckers beim Welken bedeutet Neusynthese von Saccharose, und die
Inaktivierung der Invertase scheint zu verhindern, dass diese Transportform auf
dem Weg zu den Siebréhren nicht im Apoplast erneut gespalten wird.

Zusammenfassung

Die entfaltete Korolle von Ipomoea wird durch fiinf polar gebaute Rippen ge-
stiitzt, die bewirken, dass sich die welkende Korolle einrollt. In den Vakuolen der
Epidermis ist ein Anthocyan lokalisiert, dessen Farbe sich parallel zum pH von
Pressiften im Laufe des Aufblithens und Welkens &dndert.

Wihrend des Welkens der Korolle werden in 24 Stunden ungefdhr drei Viertel
der 16slichen Phosphate, ninhydrinpositiven Verbindungen und Zucker in die
Pflanze zuriickgezogen. K+ und Mg*+ nehmen dabei um mehr als die Hilfte ab.
Ungefihr 50% der Proteine und 809% der Nukleinsduren werden mobilisiert.

Wihrend des Streckungswachstums der Korolle nehmen der Zuckergehalt, die In-
vertaseaktivitit und das Frischgewicht in dhnlichem Masse zu. Im Laufe des Wel-
kens wird ein Inhibitor der Invertase gebildet.

Kurz vor dem Welken beginnt die Atmungsintensitit anzusteigen und erreicht
wihrend des stdrksten Stoffriickzuges ein Maximum.

Summary

The expanded corolla of Ipomoea is supported by five ribs whose polar anatomy
causes the wilting corolla to roll up. The vacuoles of the epidermal cells contain an

1 Apoplast = leblose Teile der Pflanze.

2 Symplast — Gesamtheit aller durch Plasmodesmen miteinander verbundenen Protoplasten
eines Gewebes (Miinch, 1930).
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anthocyanin. The colour changes during anthesis and senescence of the corolla can
be correlated with changes in pH of the saps.

In the course of senescence of the corolla ca. % of the soluble phosphates, ninhy-
drin positive compounds and sugars are exported into the plant within 24 hours.
K+ and Mg*+ contents decrease by more than 50% during this process. Approxi-
mately one half of the proteins and 80% of the nucleic acids are mobilized in the
senescing corolla.

The expansion of the corolla is characterized by a similar time course of increase
of fresh weight, sugar content and invertase activity. The rapid decrease of invertase
activity during senescence is due to the formation of an inhibitor.

Shortly before the commencement of senescence the respiratory activity of the
corolla begins to increase and reaches a maximum at the time when the bulk of
substances are exported.

Die Atmungsmessungen wurden an der EAFV Birmensdorf mit Hilfe von Herrn Dr.Theo Kel-
ler durchgefiihrt. Frau Ursula Spichiger-Keller, dipl. Pharm. ETH, bestimmte im Zentrallabor
des Kantonsspitals Zirich die Kationen und osmotischen Werte. Friulein Sonja Tiirler stellte
mikroskopische Priparate von Korollen her. Thnen allen danke ich herzlich fiir die tatkréftige
Hilfe.
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