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A. Einleitung

Angiospermen und Bryophyten, die in schwermetallreichen BSden und
Wissern wachsen, haben eine spezifische physiologische Resistenz
nur gegen jene Schwermetalle erworben, die im Substrat des Stand-
ortes reichlich vorhanden sind (Ernst 1974). Der Resistenzmecha-
nismus, der zwischen den einzelnen Schwermetallen unterscheiden
kann, ist nicht in den Schwermetallaufnahmemechanismen gegeben;
denn beziiglich der Ionenaufnahme besteht kein Unterschied zwi-
schen schwermetallresistenten und nicht-resistenten Pflanzen
(Ernst 1972, Mathys 1973). Auch die Verteilung der Schwermetalle
innerhalb der Pflanzenorgane ist unabhdngig von der Hbhe der
Schwermetallresistenz (Ernst 1969, 1974, Mathys 1973). Deshalb
sind die von Turner (1970) diskutierten Unterschiede in der
Schwermetallkumulation der Wurzelzellwdnde ebenso wie in der
Kationenumtauschkapazitidt hdchstens Teilaspekte der Schwermetall-
toleranz, zumal in den Bl&ttern bei steigenden Schwermetallgehal-
ten die Bedeutung der Zellwand flir eine Regulation des Schwerme-
tallhaushaltes gering wird (Ernst 1969, 1975, Mathys 1973). Vor
allem wird das Phdnomen der spezifischen protoplasmatischen Re-
sistenz schwermetalltoleranter Arten nicht erkldrt (Gries 1966,
Riither 1967, Ernst 1972b, 1974). Die Anreicherung von Schwerme-
tallen in den Vakuolen setzt einen Transport dieser Elemente
durch das Plasma in einer solchen Art voraus, daB es zu keinen
Interaktionen mit schwermetallsensitiven Strukturen kommen kann.
Als physiologische Grundlagen der Schwermetallresistenz kommen
zwei Mdglichkeiten in Betracht:

1. die Evolution schwermetallresistenter Enzyme,
2. die Umsteuerung des Stoffwechsels einiger Metabolite.

Basierend auf den Befunden von Horii et al. (1956) und Murayama
(1961), die die Evolution kupferresistenter Enzyme des Tricarbon-
siurezyklus bei kupferresistenten Bakterien und Pilzen entdeck-
ten, und unter Berlicksichtigung der Ergebnisse von Ashida & Naka-
mura (1959), die iiber eine Umsteuerung des Schwefelmetabolismus
von kupfertoleranten Hefen berichteten, ist der Zweck dieser Un-
tersuchungen auf eine weitere Aufkldrung des Resistenzmechanis-
mus von hdheren Pflanzen gegeniiber Schwermetallen gerichtet. Vor
allem fordert die zunehmende Verwendung von Enzymen als Indikato-
ren pflanzlicher Belastung (u.a. Sirkar & Amin 1974, Keller 1974)
eine rasche Klirung der MSglichkeit zur Evolution schwermetallre-
sistenter Enzyme, zumal einige Pflanzenarten unter Schwermetall-
streB rasch resistente Populationen entwickeln kénnen (Bradshaw
et al. 1965, Gartside & McNeilly 1974, Kraal & Ernst 1975).



I. Material

Die folgenden Pflanzen wurden untersucht: Von Silene cucubalus
Wib. nicht-schwermetallresistente Populationen von einem kalk-
reichen Boden in Brochterbeck, von silikatreichen B&den des Mt.
Aravis bei Chamonix/Frankreich und von St. Leonhard/Italien,
zinkresistente Populationen von Blankenrode und vom Silberberg
bei Osnabrilick, eine kupferresistente Population von Marsberg und
eine zink- und kupferresistente Population von Langelsheim; von
Silene nutans L. eine nicht-schwermetallresistente Population

von St. Leonhard und eine kupferresistente Population von Tha-
litter; von Thlaspi alpestre L. eine zinkresistente Form vom
Silberberg bei Osnabrilick und eine nicht-schwermetallresistente
Form von Le Vivier des Rousses aus dem Schweizer Jura; von
Agrostis tenuis Sibth. eine kupferresistente Population von
Marsberg, eine zinkresistente Form von Blankenrode und eine
nicht-schwermetallresistente Form von Ede/Niederlande. Die Pflan-
zen flir die Untersuchungen nach der Evolutionsgeschwindigkeit der
Schwermetallresistenz sind in der entsprechenden Tabelle mit ih-
rer Herkunft vermerkt.

II. Methoden

Kulturmethoden: Nach sechsw&chiger Anzucht der Populationen von
Silene cucubalus, Silene nutans und Agrostis tenuis resp. nach
zehnwdchiger Anzucht der Thlaspi - Populationen in einer Sand-
kultur unter Zusatz einer verdiinnten N&hrldsung wurden die Pflan-
zen entweder weiter in demselben Medium (A), in einem calciumrei-
chen Sand (B), in einer Einheitstorferde (C) oder in einer be-
lifteten N&hrldsung (D) weiter aufgezogen. Das Kulturmedium wur-
de entsprechend der Fragestellung gew&hlt: Flir den in-vitro-En-
zymtest wurden aus der Sandkultur A, fiir die in-vivo-Enzym- und
die Stickstoffuntersuchungen Pflanzen aus der Wasserkultur ge-
nommen. Fir die Untersuchungen der organischen S&uren wurden die
Medien B, C und D verwendet. Die N&hrl&sung hatte folgende Zu-
sammenstellung: je 1000 ml aqua dest. 3 mM KNO3, 1 mM Ca(NO3)2,

1 mM NaHyPO4, O.5 mM MgSO4, O.1 mM Fe-EDTA, O.1 mM NaCl, 0.05 mM
H3BO3, 0.02 mM MnSO4, 0.001 mM (NH4)gMo7054, 0.0001 mM CuSOy4.
Verdnderungen sind in den entsprechenden Abschnitten vermerkt.

Elektrophorese: Polyacrylamid-Disk-Elektrophorese wurde bei ei-
ner konstanten Spannung von 300 V und bei 25 mA bis zum Austritt
aus dem Spacer, und bei 50 mA bis zum Ende ausgefiihrt. Das Pflan-
zenmaterial wurde mit fliissigem Stickstoff eingefroren und an-
schlieBend in einem Puffer homogenisiert (Pufferzusammensetzung:
Tris pH 7.7, 103 Cystein, 10-3 EDTA, 10~3 Mercapto&thanol).
Nach 15 minilitiger Zentrifugation in einer gekiihlten Zentrifuge
bei 20 x 103 rpm wurde der Uberstand mit Aceton gefillt. Die
Acetonfdllung wurde im Spacergel aufgenommen. Fiir die Elektro-
phorese wurde mit einem Spacergel (pH 6.9) und einem 7.5%igen
Trenngel (pH 8.3) nach Maurer (1971) gearbeitet.




Die Farbung der Malatdehydrogenase erfolgte nach Brewer (1970)
mit einem Medium bestehend aus 0.1 M Tris (pH 7.0), 0.2 M Malat,
0.001 M NAD, 0.163 mM Phenazinmethosulfat, 0.43 mM NBTetrazolium.

Fiir die Proteinfirbung wurde das Gel 30 min in 12.5%iger TCA fi-
xiert und anschlieBend in einem Gemisch, das aus 1 Teil 1%iger
Coomassiie Blue R 250 und 19 Teilen 12.5%iger TCA bestand,

45 min inkubiert (Maurer 1971).

Enzymbestimmungen: Fiir die in-vitro-Bestimmungen wurden Blédtter
Zehn Wochen alter Pflanzen mit fllissigem Stickstoff eingefroren
und mit einem Tris-HCl-Puffer (pH 7.5, 0.025 M) ohne sonstige
Zusdtze homogenisiert. Nach 20 miniitiger Zentrifugation bei
30.000 g wurde der Uberstand durch Sephadex G25 filtriert und
das Eluat als Enzymguelle beniitzt. Fiir die Messung der Enzymak-
tivitdt in vivo wurden Pflanzen aus der Wasserkultur (4 Wochen
Kulturdauer) in derselben Weise geerntet, aber in einem Tris-HCl-
Puffer unter Zusatz von 2 x 103 M Cystein, 1073 M Na-EDTA und

2 g Polyclar AT (Serva Heidelberg) je g Pflanzenmaterial homoge-
nisiert. Dieser Puffer gewdhrleistete eine volle Aktivitdt nach
der Homogenisation.

Die Malatdehydrogenase (MDH. E.C.1.1.1.37) wurde mit Oxalacetat
als Substrat nach Wakiuchi et al. (1971), Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6P-DH. E.C.1.1.1.49) und Isocitratdehydrogenase
(ICDH. E.C.1.1.1.41) nach Bergmeyer (1970), aber ohne Mg resp.
Mn im Inkubationsmedium und wdhrend der in-vitro-Versuche mit
einem Tris-HCl-Puffer (pH 7.7, 0.025 mM) bestimmt. Die Aktivi-
tit der Nitratreduktase (NR. E.C.1.6.6.2) wurde durch den Umsatz
von Nitrat zu Nitrit bestimmt (Austenfeld 1974), aber fir das in-
vitro-Experiment wurde der Phosphatpuffer durch einen Tris-HCl-
Puffer (pH 7.7, 0.025 mM) ersetzt. Alle Schwermetalle wurden im
in-vitro-Versuch als Sulfat in das Inkubationsmedium gegeben.

Stickstoff-, Nitrat- und Proteinbestimmungen: Fiir die Gesamt-
stickstoffbestimmungen wurden die Pflanzen bei 60°C getrocknet,
in einer Culatti-Miihle gemdrsert und 40 mg Trockensubstanz ohne
Zusatz von CuO im Stickstoff-Schnellbestimmungsautomaten Mikro-
Rapid-N nach Merz (1970) mit zugeschaltetem Nachbrenner im O2-
Strom verbrannt.

Nitratstickstoff wurde nach Balks & Reekers (1954) colorimetrisch
bestimmt.

Fiir die Proteinstickstoff-Bestimmungen wurde ca. 5 g Frischmate-
rial mit Tris-Puffer (0.05 M, pH 7.7) gemdrsert und anschlieBend
bei 20 x 103 rpm zentrifugiert. Der iberstand wurde mit 10%iger
TCA im Verh#ltnis 1:1 das 18sliche Protein (24 h) gefdllt. Der
Riickstand der Zentrifugation wurde 24 Stunden mit Wasser extra-
hiert, anschlieBend getrocknet und der unl&sliche Proteinstick-
stoff nach dem oben angegebenen Verfahren automatisch bestimmt.
Der Riickstand der F&dllung wurde mit 5%iger TCA und anschlieBend
mit Aceton gewaschen, getrocknet und ebenfalls direkt im Op-
Strom verbrannt.

Schwermetallbestimmungen: Die Schwermetalle wurden nach nasser
Veraschung des Pflanzenmaterials in HNO3/HClO4 atomabsorptions-
spektrofotometrisch bestimmt.

Analyse der organischen Sduren: Enzymatische Malatbestimmung:
Das Pflanzenmaterial wurde mit kalter HClO4 (0.4 M) gemdrsert,




10 min bei 20 x 103 rpm zentrifugiert, der Uberstand mit K»CO3
neutralisiert und die Absorptionszunahme bei der Umsetzung von
NAD' zu NADH,; bei 340 nm im Spektralfotometer nach Bergmeyer
(1970) gemessen. Die gualitative und quantitative gaschromato-
grafische Bestimmung der wasserldslichen organischen Siuren er-
folgte an den Methylderivaten der Siuren in einer Glaskolonne,
geflillt mit Didthylenglycoladipat in einem Hewlett-Packard 57508
mit Flammenionisationsdetektor nach Mensen de Silva (1971).



C. Ergebnisse und Diskussion

I. Schwermetallresistenzeigenschaften von pflanzlichen Enzymen
1. In-vitro-Untersuchungen

Malatdehydrogenase: Die Malatdehydrogenase (MDH), welche die Re-
aktion

+ +
Malat + NAD' =—= Oxalacetat + NADH +H

katalysiert, spielt im Stoffwechsel der Zellen eine zentrale
Rolle. Das Enzym kommt zwar meistens in einer Reihe von Isoenzy-
men in den Pflanzen vor, die allerdings wdhrend des Wachstums
und der Entwicklung der Pflanzen kaum eine qualitative Veré&dnde-
rung erfahren (Longo & Scandalios 1969, Rocha & Ting 1970,
0'Sullivan & Wedding 1972) und sich deshalb fir unsere Frage-
stellung besonders gut eignen.

Die Resultate der Untersuchung von MDH-Isoenzymen in ungekeimten
Samen von verschiedenen Populationen von Silene cucubalus sind

in Abb. 1 zusammengestellt. FUnf Isoenzyme sind in allen unter-
suchten Populationen vorhanden. Populationen mit geringer Enzym-
aktivitidt (Mt. Aravis) haben eine niedrigere Anzahl von Isoenzy-
men als Populationen mit hoher Aktivitdt (Silberberg, Langels-
heim), in denen bis zu 8 Isoenzyme gefunden wurden. Diese Abhdn-
gigkeit der Muster von der Aktivitdt stimmt mit Befunden an Baum-
wollblittern {iberein (O'Sullivan & Wedding 1972).

Diese Relation von Aktivitat und Anzahl von Isoenzymen bleibt
auch in den Blittern der Pflanzen erhalten (Abb. 2). Ferner geht
aus Abb. 2 hervor, daB bei Pflanzen derselben Art die einzelnen
Populationen, die gegeniiber Schwermetallen unterschiedlich re-
sistent sind, nach Zuflitterung von Schwermetallen Ver&nderungen
im Isoenzymmuster aufweisen. So sind z.B. in der nicht-schwerme-
tallresistenten Population Brochterbeck bei gleicher Aktivité&t
des Isoenzyms G die Isoenzyme C und D im Zymogramm nicht mehr
nachzuweisen, wihrend in der zinkresistenten Population Blanken-
rode unter ZinkeinfluB das Isoenzym C erst eine hdhere Aktivitdt
anzeigt. Inwieweit hier eine Inaktivierung resp. Aktivierung
durch Zink vorliegt und damit die Befunde mit denjenigen an Boh-
nen nach Puccinia-Infektion vergleichbar sind (Stamples & Stah-
mann 1963), kann aus diesen Zymogrammen nicht direkt geschlossen
werden.

Darum war es notwendig, die Aktivitdt der MDH in Blattextrakten
iiber den enzymatischen Test zu vergleichen. Um Interaktionen von
Schwermetallen mit den Enzymen vor Versuchsansatz auszuschlieBen,
wurden diese in-vitro-Untersuchungen nur an Pflanzen aus schwer-
metallarmen (d.h. normal mit Schwermetallen versorgten Medien)
durchgefiihrt. Erst im Enzymansatz wurden die Schwermetalle zuge-
setzt. Die Ergebnisse fiir die Malatdehydrogenase sind in Tab. 1
zusammengefaBt. Obgleich die Pflanzen sehr verschiedene Grade

von Schwermetallresistenz besitzen, konnten bezliglich der Schwer-
metallresistenz der MDH weder in Bldttern noch in Wurzeln popula-
tionsspezifische Schwermetalleigenschaften gefunden werden. Die
kupfer- und zinkresistenten Pflanzen besitzen eine Malatdehydro-
genase mit derselben Schwermetallempfindlichkeit in vitro wie



die nicht-schwermetallresistente Population Brochterbeck. Ver-
glichen mit der protoplasmatischen Schwermetallresistenz nicht-
resistenter Populationen ist die Schwermetallempfindlichkeit der
MDH noch so hoch, daB dieses Enzym fir die Resistenzgrenze der
nicht-schwermetallresistenten Pflanzen nicht der limitierende
Faktor sein kann, wohl aber filir die Zinkresistenz der Zinkpopu-
lationen.

Tab. 1: Schwermetallkonzentrationen, (mM Me), die die Aktivitédt
der Malatdehydrogenase aus Bl&ttern und Wurzeln von un-
terschiedlich schwermetallresistenten Populationen von
Silene cucubalus in vitro um 50 % reduzieren

Population Resistenz Bldtter Wurzel

Zn (mM) Cu (mM) Zn (mM) Cu (mM)
Brochterbeck -—- 1.46 0.38 1.50 0.37
Blankenrode Zn 1.40 0.38 1.52 0.40
Marsberg Cu 1.46 0.39 1.48 0.40
Langelsheim Zn,Cu 1.43 0.38 1.51 0.39

Da die MDH aller Populationen in derselben Weise gegeniiber den
einzelnen Schwermetallen reagiert hat, ist die spezifische
Schwermetallempfindlichkeit gegen eine Reihe weiterer Schwerme-
talle getestet worden (Abb. 3). MDH ist besonders empfindlich
gegen Kadmium und Kupfer, hingegen relativ unempfindlich gegen-
tiber Kobalt und Mangan. Aufgrund der bekannten Aktivierung durch
Mangan (Vennesland et al. 1949) ist der Befund filir dieses Schwer-
metall nicht verwunderlich, hingegen ist eine Ko-Aktivierung
durch Kobalt bisher unbekannt.

Isocitrat-Dehydrogenase: Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH), als
Ausgangssubstrat aktiviertes Enzym, katalysiert im Tricarbon-
sdurezyklus den Schritt zur Oxalbernsteins&dure. Fiir dieses
Schliisselenzym sind in keiner der schwermetallresistenten Popu-
lationen von Silene cucubalus Anzeichen einer besonderen Resi-
stenz entdeckt worden (Tab. 2).

Tab. 2: Kupfer- und Zinkkonzentrationen (mM Me), die zu einer
Verminderung der Aktivit&t der Isocitrat-Dehydrogenase
um 50 % in den Bl&ttern und Wurzeln unterschiedlich
schwermetallresistenter Populationen von Silene cucubalus

fiihren. ,
Population Resistenz Blatter Wurzel
Zn (mM) Cu (mM)M Zn (mM) Cu (mM)
Brochterbeck -—- 0.17 0.42 0.16 0.44
Blankenrode Zn 0.17 0.40 0.15 0.44
Marsberg Cu 0.16 0.40 0.15 0. 44
Langelsheim Zn,Cu 0.16 0.42 0.15 0.44
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Im veigieicn zur maldtaenyarogenase wirkt das Zink bei diesem
Enzym stdrker aktivitdtsvermindernd als das Kupfer. Wdhrend die
Empfindlichkeit gegen Kupfer um den Faktor 100 iber der proto-
plasmatischen Kupferresistenz Cu-intoleranter Pflanzen und im
Bereich derjenigen des Kupferdkotyps liegt, bleibt die Zinkre-
sistenz dieses Enzyms in vitro unter der protoplasmatischen
Zinkresistenz von Zink&kotypen.

Fiir die allgemeine Charakterisierung der ICDH gegeniiber Schwer-
metallen (Abb. 4) fillt die relativ hohe Vertrdglichkeit in vitro
gegeniiber Kobalt und Kadmium auf, die darauf hinweist, daB durch
Kadmium bedingte Stoffwechselschdden des Tricarbonsdurezyklus
erst an spiterer Stelle auftreten miissen (Miller et al. 1973).
Die maximale Aktivitdt entfaltete die ICDH bei 40 mM Mangan. Da-
mit bestdtigen sich die Befunde anderer Autoren, die es als Man-
gan stimuliertes Enzym ausgewiesen haben (Kornberg & Pricer
1951). Allerdings sind die bisher verwandten Mangankonzentra-
tionen (1 mM MnCl;) bei der Charakterisierung der Enzymaktivi-
tit (Bergmeyer 1970, Wakiuchi et al. 1971) absolut unzureichend.
Die starke Stimulation durch Zink (Northrop & Cleland 1970)
konnte nicht bestdtigt werden. Wurde Mangan zusammen mit anderen
Schwermetallen getestet, dann wurde allein die absolute Aktivi-
tit, nicht aber der relative Aktivitdtsverlust beeinfluBt.

Insgesamt kann festgestellt werden, daB die von Horii et al.
(1956) in kupfertolerantem Mycobacterium tuberculosis avium und
die von Murayama (1961) in kupfertolerantem Saccharomyces cere-
visiae entdeckte Evolution kupferresistenter Enzyme des Tricar-
bons&durezyklus zumindest in den hier untersuchten Angiospermen
nicht stattgefunden hat.

Glucose-6-phosphat-dehydrogenase: Dieses Enzym ist das Eingangs-
enzym zum Pentosephosphatzyklus, dem in hdheren Pflanzen durch
die Bereitstellung von NADPH'+HT groB8e Bedeutung zukommt. Aus
diesem Grunde ist die Schwermetallresistenzeigenschaft dieses
Enzyms von besonderem Interesse. Aber ebenso wie bei den Enzymen
des Tricarbonsidurezyklus ergibt sich auch hier eine nicht-popu-
lationsspezifische Hemmung der Aktivitdt der G6P-DH durch Schwer-
metalle (Tab. 3), daflir aber wieder eine ausgeprdgte Elementspe-
zifitdt. So ist die Beeintrdchtigung durch Kupfer um das 350-fa-
che grdBer als durch Zink.

Tab. 3: Kupfer- und Zinkkonzentrationen (mM Me) mit 50%iger Ak-
tivitdtsverminderung der Glucose-6-phosphatdehydrogenase
aus Blittern und Wurzeln unterschiedlich schwermetallre-
sistenter Populationen von Silene cucubalus

Population Resistenz Blatter Wurzeln

Zn (mM) Cu (mM) Zn (mM) Cu (mM)
Brochterbeck - 0.35 0.001 0.35 0.001
Blankenrode Zn 0.36 0.001 0.37 0.001
Marsberg Cu 0.35 0.001 0.35 0.001

Langelsheim Zn,Cu 0.34 0.001 0.34 0.001
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Von den anderen Schwermetallen hemmt Kadmium die G6P-DH-Aktivi-
tdt in stdrkerem MaBe als Zink und Nickel (Abb. 5), wihrend Ko-
balt indifferent wirkt. Die schwache AktivitdtserhShung im Be-
reich von 1.0 bis 2.0 mM Mangan steht im Einklang mit den Befun-
den von McNair-Scott & Cohen (1953).

Nitratreduktase: Flir Pflanzen basischer B&den, wie in Blankenro-
de, Marsberg und Brochterbeck, liegt der pflanzenverfiigbare
Stickstoff fast ausschlieBlich als Nitrat vor, so daB die gesam-
te Proteinsynthese nur via Nitratreduktase starten kann. Die Ni-
tratreduktase als SH-Enzym erweist sich in den untersuchten Po-
pulationen von Silene cucubalus als auBerordentlich sensitiv ge-
gen Kupfer und Zink. Das Enzym verliert bereits bei 0.006-0.007
mM Zn und 0.0006-0.0007 mM Cu 50 % seiner Aktivitit. Auch gegen-
Uber den anderen Schwermetallen ist es sehr empfindlich (Abb. 6),
lediglich im Bereich von 0.01 mM Mn kann seine Aktivitdt lber
einen kleinen Konzentrationsbereich noch gesteigert werden. Ins-
gesamt gilt aber auch fiir dieses Enzym, daB eine mit der Schwer-—
metallresistenzeigenschaft des Plasmas gekoppelte Resistenz des
Enzyms selbst nicht vorliegt.

2. In-vivo-Untersuchungen

Um die offensichtliche Diskrepanz zwischen dem Fehlen schwerme-—
tallresistenter Enzyme in schwermetalltoleranten Pflanzen in
vitro und der zum Teil hohen protoplasmatischen in-vivo-Schwer-—
metallresistenz zu kliren, soll im folgenden der M8glichkeit
nachgegangen werden, inwieweit die Enzyme unterschiedlich schwer-
metallresistenter Populationen von Silene cucubalus in vivo auf
einen Schwermetallzusatz reagieren. In durchliifteten Wasserkul -
turen mit (0.4 mM Zn/l) und ohne Zinksulfatzusatz wurden Silene
cucubalus-Pflanzen der drei Populationen Brochterbeck (nicht~-
schwermetallresistent), Blankenrode (zinkresistent) und Marsberg
(kupferresistent) angezogen und nach vierwSchiger Kulturdauer
die folgenden Enzyme auf ihre Aktivitit getestet: Malat-, Iso-
citrat- und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase sowie die Nitrat-
reduktase. Die Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengefafBt.

Tab. 4: Die in-vivo-Aktivitdt (uM Substrat/h x g Frischgewicht)
einiger Enzyme in Bl&ittern von Silene cucubalus-Popula-
tionen nach vierwéchiger Kulturdauer mit (0.4 mM) und
ohne Zink (0.0 mM Zn/l1) im Ndhrmedium

Population
Enzym zinkresistent kupferresistent nicht-resistent
Y Blankenrode Marsberg Brochterbeck
0.0 mM 0.4 mM 0.0 mM 0.4 mM 0.0 mM 0.4 mM Zn/1
MDH 2890.0 2760.0 2770.0 2830.0 3150.0 2780.0
ICDH 15.7 19.9 18.1 16.9 12.3 10.2
G6P-DH 22.4 12.4 19.3 25.8 10.3 14.2
NR 3.2 5.5 5.2 1.2 6.3 0.9

Mit Ausnahme der Malatdehydrogenase zeigen alle Enzyme eine popu-
lationsspezifische Reaktion. Die MDH hat in allen Populationen
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eine fast gleichmdBig sehr hohe Aktivitdt (ca. 3000 uM Oxal-
acetat/h x g Frischgewicht), die durch Zink im Ndhrmedium ledig-
lich in der nicht-schwermetallresistenten Population eine Beein-
trachtigung von ca. 10 % erfdhrt. Diese Reaktion wurde bereits
im Zymogramm (Abb. 2) der MDH erkennbar. Auch im in-vitro-Re-
sistenz-Test weist dieses Enzym die h8chste Zinkresistenz auf.
Es bleibt auch unter anderen mineralischen Stref-Situationen
fast unbeeinfluBt (Wakiuchi et al. 1971 fir Ammonium-StrefR, von
Willert 1974 und Greenway & Sims 1974 fiir NaCl und KCl-Streg in
Halophyten) .

Die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wird in ihrer Aktivitdt im
Zink&kotyp im zinkreichen Medium um 55 % reduziert, wdhrend sie
in den nicht-zinkresistenten Populationen Marsberg und Brochter-
beck stimuliert wird. Damit wird zum ersten Mal in vivo eine un-
terschiedliche Reaktion von Enzymen in Relation zur Schwermetall-
resistenz in spezifischer Form deutlich. Die geringste Aktivitat
der G6P-DH fdllt in jeder Population mit dem Optimum der Stoff-
produktion zusammen. Deshalb muB der Aktivitdtsanstieg in den
nicht-zinkresistenten Populationen als Toxizitdtssymptom inter-
pretiert werden, wie es bereits bei Ammoniumtoxizitdt in Gurken
bekannt ist (Wakiuchi et al. 1971). Die hohe Aktivitdt der Zink-
Skotyp-G6P-DH im zinkarmen Medium dlirfte dhnlich wie bei Kalium
als Reaktion auf eine Unterversorgung zu deuten sein (Kinzel &
Stummerer 1974).

Die beiden anderen untersuchten Enzyme erfahren beim Zink&kotyp
im zinkreichen Medium eine Steigerung ihrer Aktivitdt, bei den
nicht-zinkresistenten Okotypen hingegen eine Reduktion, die mit
7 resp. 17 % fiir die ICDH geringer ist als die Steigerung um

27 % im Zinkdkotyp. Dagegen wird die Nitratreduktase in viel
entscheidender Form durch ein zinkreiches Medium beeinfluBt. Sie
erleidet einen Aktivitdtsverlust um 77 % (Marsberg) resp. 86 %
(Brochterbeck) in den nicht-zinkresistenten Populationen. Dem
steht ein Aktivititsgewinn um 72 % beim Zink&kotyp gegentiiber,
der mit dem Optimum der Stoffproduktion zusammenf&allt.

Vergleichen wir das Proteinmuster aus Samen unterschiedlich
schwermetall-resistenter Populationen (Abb. 7), so wird deut-
lich, daB die in vivo gefundenen unterschiedlichen Reaktionen
nicht auf andere Proteinstrukturen zuriickzufiihren sind. Das be-
deutet, daB die resistenten Populationen keineswegs neue Pro-
teine von bedeutender Quantitdt synthetisiert haben.

3. Diskussion

Auf dem Weg durch das Cytoplasma k&nnen die Schwermetalle eine
Reihe von Reaktionsorten finden, z.B. Cysteinyl- und Histidyl-
Seitenketten von Proteinen, Purinen, Pteridinen oder Porphyrinen.
Wihrend Kupfer und Kadmium vornehmlich mit SH-Gruppen reagieren
(Miller et al. 1973), hat Zink eine hdhere Affinitdt zu Carboxyl-
gruppen (Vallee & Ulmer 1972). Diese Unterschiede im Reaktions-
schema werden auch durch die vorliegenden Versuchsergebnisse be-
statigt.

Das wesentliche Ergebnis dieser Versuche ist aber der Befund,
daB keine Evolution spezifisch schwermetallresistenter Enzyme
in schwermetalltoleranten Populationen von Silene cucubalus
stattgefunden hat. Bei einem Vergleich mit Pflanzen anderer mi-
neralischer Extremstandorte ergeben sich fiir die Angiospermen
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dhnliche Resultate. So sind die Enzyme von Halophyten gegen NaCl
ebenso empfindlich wie diejenigen von Glykophyten (Flowers 1972,
Greenway et al. 1972, 1974, Osmond & Greenway 1972, Austenfeld
1974) , wenn auch die physiologische Basis flir Natriumchlorid-
und Schwermetallresistenz v©llig verschieden sind (Mathys 1975).
So wird z.B. die Nitratreduktase schon durch 7x10~/ M Kupfer, hin-
gegen erst durch 0.1 M NaCl in der Aktivitdt um 50 % vermindert.
Pflanzen fluorreicher Bdden Afrikas haben ebenfalls keine spezi-
fisch fluorresistenten Enzyme (Eloff & Sydow 1971), flir Selen-
pflanzen stehen solche Untersuchungen noch aus. Offensichtlich
ist die M8glichkeit zur Entwicklung mineralresistenter Enzyme
auf Bakterien und Hefen (Ashida 1965, Liebl et al. 1969) be-
schrdnkt geblieben. Die in den in-vivo-Experimenten erzielten
Ergebnisse lassen den SchluB zu, daB die Schwermetallresistenz
von der Existenz intakter Zellen mit all ihren Kompartimenten
abhdngig ist.

Unter diesem Aspekt miissen auch die "schwermetallresistenten"
ATPasen und sauren Phosphatasen in intakten Wurzeln schwerme-
tallresistenter Populationen von Agrostis tenuis (Woolhouse 1969,
1970) gesehen werden. Es handelt sich in diesem Fall um das
gleiche Phdnomen, in dem intakte Zellen eine Resistenz der En-
zyme vortduschen, wie sie auch bei einigen Halophyten gefunden
wurde (von Willert 1974, Greenway & Sims 1974). Vor allem k&n-
nen in der intakten Zelle Phosphate, AMP, ADP, ATP, Sulfhydryle
und andere Komplexbildner (Cooper & Hill-Cottingham 1974, Singh
& Bragg 1974) die Schwermetalle von der Reaktion mit den schwer-
metallsensitiven Strukturen der Enzyme abhalten.

Flir das Verstdndnis der Physiologie der Schwermetallpflanzen

sind solche Verbindungen von groBem Interesse. So 1ldBt sich die
Forderung der Nitratreduktase in einer zinkresistenten Popula-
tion unter dem EinfluB eines zinkreichen N&hrmediums als Effekt
kompetitiver Inhibitoren deuten. Dabei ist weniger an eine Ionen-
konkurrenz filir das Molybdé&n im NADH-NR-Komplex (flir Wolfram vgl.
Notton et al. 1974) als vielmehr an einen UberschuB von Komplexo-
ren mit hohen Stabilit&tskonstanten zu denken, die dann bei ge-
ringer Zinkversorgung - nun als Folge des Zinkresistenzmechanis-
mus - zu einer verminderten Aktivitdt fiihren. Die Bedeutung sol-
cher Komplexoren ist vom Halophyt Triglochin maritimum bekannt
(Greenway & Sims 1974), wo die MDH nur in Gegenwart hoher Malat-
konzentrationen die Aktivit&dt unvermindert beibehalten kann. Im
Hinblick auf den Einsatz von Enzymen als Indikatoren minerali-
scher StreB-Situationen (Cu: Bailey & McHargue 1944; Mn: Sirkar

& Amin 1974; F: Keller & Schwager 1971, Keller 1974; Pb: Flicki-
ger 1973) muB aufgrund dieser Befunde zur Vorsicht gemahnt wer-
den, da in allen bisher untersuchten Fdllen die Moglichkeit der
Evolution resistenter Okotypen mit anderen enzymatischen Reak-
tionen nicht beachtet wurde.

II. Die Evolution der Schwermetallresistenz in Gramineen nach
Schwermetallbelastung

Resultate und Diskussion

Von einigen Pflanzenarten ist bekannt, daB sie die Fdhigkeit ha-
ben, binnen kurzer Zeitrdume gegen bestimmte Schwermetalle re-
sistent zu werden (Bradshaw et al. 1965, Briggs 1972, Wu & Brad-
shaw 1972, Edroma 1974, Gartside & McNeilly 1974). Innerhalb
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Westfalens sind viele Standorte zu finden, in denen der Schwer-
metallgehalt unter dem EinfluB des Menschen betrdchtlich zuge-
nommen hat (vgl. Ubersicht bei Ernst et al. 1974). Um die Aus-
wirkungen dieser Schwermetallbelastungen auf die Selektion der
Pflanzen beurteilen zu kdnnen, wurden mit Agrostis tenuis und
Agrostis stolonifera zwei Arten untersucht, die in dem entspre-
chenden Gebiet sowohl auf "normalen" als auf "schwermetallbela-
steten" Standorten anzutreffen sind. Auf diese Weise konnte

die Differenzierung klimatischer Rassen auBer Betracht bleiben.

Wie die Ergebnisse in Tab. 4a zeigen, ist flir beide Arten unter
dem EinfluR hoher Schwermetallkonzentrationen eine Anderung im
Genom (vgl. Brdker 1963) durch Erwerb der Schwermetallresistenz
eingetreten. Die Population aus der N&he einer Zinkhiitte hat
binnen 3 bis 5 Jahren infolge der auBerordentlich hohen Belastung
(Ernst 1972) bereits eine Resistenz gegen 7Zink entwickelt. Eine
shnliche rasche Evolution flir die Kupferresistenz ist von einer
englischen Raffinerie bekannt (Wu & Bradshaw 1972). Unter gerin-
gerer Belastung, die bereits fiir Tiere toxisch sein kann (van
Ulsen 1973), ist der Selektionsdruck fiir die Pflanzen infolge
der Pufferleistung des Bodens nicht so stark, wie es u.a. das
Beispiel der Hochspannungsleitungen (vgl. auch Kraal & Ernst
1975) oder der an organischem Material reichen FluBufer des Un-
terlaufes der Lippe (vgl. McNaughton et al. 1974) zeigen.

Tab. 4a: Index der Schwermetallresistenz in Populationen von
Agrostis tenuis und Agrostis canina bei unterschied-
licher Schwermetallbelastung des Standortes im Wurzel-
wachstumstest n. Wilkins (1960). Der Resistenzindex
ist der Quotient aus Wurzelldngenzuwachs im schwerme-
tallreichen Medium und schwermetallarmen Medium (Basis-
nahrlésung). HShe der Schwermetallbelastung der Stand-
orte in Ernst et al. (1974). Zinkreich = 0.1 mM/1;
kupferreich = 0.01 mM/1l. Versuchsdauer: 3 Wochen.

Art und Population Zinkresistenz- Kupferresistenz- Ursache der
index index Belastung

Agrostis tenuis Sibth.

Blankenrode 0.97 0.14 Zinkhalden (12.3Jh.)
Langelsheim 0.82 0.52 Bergbau (12.3h.)
Marsberg 0.23 1.21 Cu-Halden (12.Jh.)
Littfeld 0.77 0.25 Bergbau (18.Jh.)
Lidinghausen 0.30 0.10 = —mm————-

Datteln 1.17 0.14 Zink-Industrie
Sauerland 0.24 0.08 Kupfer-Industrie
Ede 0.26 0.03 Hochspannung-Cu
Agrostis canina L.

Littfeld 0.81 0.20 Bergbau (12.3h.)
Witten 0.20 0.09 = =—=———-

Dortmund 0. 38 0.13 Rieselfelder
Waltrop (Lippe) 0.29 0.10 Rieselfelder
Vlotho (Weser) 0.30 0.12 diverse
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Diese Befunde machen deutlich, daB eine Schadbeurteilung durch
Schwermetalle an Pflanzen mit Hilfe von Enzymtesten (Fliickiger
1973, Keller 1974) nur bei gleichzeitiger Untersuchung der Re-
sistenzeigenschaften moglich ist.

III. Schwermetallresistenz und Stickstoffgehalt

Da die Nitratreduktase als Schllisselenzym des Stickstoffmetabo-
lismus in vivo unter Schwermetallzusatz im Ndhrmedium eine spe-
zifische Reaktion gemdB der protoplasmatischen Resistenzeigen-
schaft der Pflanzen ergeben hat, erscheint uns eine weitere Un-
tersuchung des N-Stoffwechsels naheliegend. Die NR ist ein Enzym,
das nicht nur eine hohe Erneuerungsrate besitzt (Zielke & Filner
1971), sondern vor allem durch das Ausgangsprodukt, das Nitrat,
induziert und nach der Induktion durch die Nitratkonzentration
moduliert werden kann (Beevers et al. 1965, Janiesch 1973,
Higgins et al. 1974). Bevor der EinfluB des Zinks auf dieses
Enzym weiter getestet werden kann, ist es notwendig, die Modu-
lation durch das Nitrat selbst zu analysieren.

Eine Erhdhung des Nitratangebotes im Ndhrmedium fiihrt unmittel-
bar zu einer Steigerung der Enzymaktivitdt aller Populationen
von Silene cucubalus (Tab. 5). Die zinkresistente Population von
Blankenrode erreicht bei 10 mM Nitrat im N&hrmedium ihr Optimum.
Der nicht-zinkresistente Okotyp aus einer schwach nitro- und
thermophilen Saumgesellschaft in Brochterbeck erfdhrt dagegen
noch bei 20 mM Nitrat eine Steigerung der Nitratreduktase-Akti-
vitdt, deren maximaler Wert (8.4 uM NO2/h x g Frischgewicht) dop-
pelt so hoch ist wie derjenige der zinkresistenten Pflanzen.
Hierin kann eine gewisse Anpassung an die meist stickstoffirme-
ren, durch den Bergbau gestdrten Schwermetallbdden liegen (Ernst
1974) . Hinsichtlich der in den Bl&ttern gespeicherten Nitratmen-
gen gibt es weder erndhrungs- noch populationsspezifische Unter-
schiede.

Tab. 5: EinfluB steigender Nitratgaben auf die Nitratreduktase
(NR)-Aktivitdt und den Nitratgehalt (mg NO3/g Trocken-
gewicht) in den Bldttern einer zinkresistenten (Blanken-
rode) und einer nicht-schwermetallresistenten (Brochter-
beck) Population von Silene cucubalus nach vierwdchiger

Kulturdauer
NO3-Gehalt im NR-Aktivitdt (UM NOy/gxh) NO3-Gehalt
Medium (mM/1) Blankenrode Brochterbeck Blankenrode Brochterbeck
2 2.24 3.57 12.82 14.74
5 3.02 5.67 14.41 14.92
10 4.16 6.85 13.91 12.86
20 3.92 8.42 12.94 13.75

Bei gleichem Nitratgehalt in den Pflanzen fiihrt die vermehrte
Aktivitdt der Nitratreduktase zu einer htheren Stoffproduktion
der nicht-resistenten Populationen (Tab. 6), die darum auf
schwermetallarmen B&den durch bessere intraspezifische Konkur-
renz die resistenten Okotypen unterdriicken k&nnen.
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Tab. 6: EinfluB der Nitratmengen im Nd&hrmedium auf die Produk-
tion an Blattmasse (g Frischgewicht/Pflanze) einer Zink-
bkotype (Blankenrode) und einer nicht-schwermetallre-
sistenten Population (Brochterbeck) von Silene cucubalus
nach vierwSchiger Kulturdauer

NO3-Gehalt im Produktion an Blattmasse
Medium (mM/1) Blankenrode Brochterbeck
2 2.0 11.7
5 2.9 14.0
10 3.5 16.7
20 3.0 18.9

Flir die Untersuchung des Einflusses des Zinks auf die NR-Aktivi-
tdt in vivo, wurde eine Wasserkultur bei 5 mM Nitrat und gestaf-
felten Zinkgaben mit einer zinkresistenten (Blankenrode), einer
kupferresistenten (Marsberg) und einer nicht-schwermetallresi-
stenten (Brochterbeck) Population von Silene cucubalus durchge-
fihrt (Tab. 7). Bereits Konzentrationen von 0.2 mM Zn verursach-
ten eine Verminderung der NR-Aktivit&dt von 62 % resp. 67 % in
den nicht-zinkresistenten Pflanzen aus Marsberg und Brochterbeck;
selbst 0.1 mM Zn fihrt in der letztgenannten Population zu einem
leichten Aktivitédtsriickgang. Hingegen erreicht die NR des Zink-
Skotyps erst bei 0.4 mM Zn seine maximale Aktivit&dt. Erst bei
1.6 mM Zn liegt dieser Wert unter demjenigen der Zinkmangelgrup-

pe.

Tab. 7: In-vivo-Aktivitdt der Nitratreduktase (uM NO3/g x h) in
den Bl&dttern von unterschiedlich schwermetallresistenten
Populationen von Silene cucubalus bei gestaffelten Zink-
gaben (als ZnSO4) im N&hrmedium nach 4 Wochen

Zn-Gehalt im NR-Aktivitdt

Medium (mM/1l) zinkresistent kupferresistent nicht-resistent
Blankenrode Marsberg Brochterbeck

0.0 3.2 £ 0.2 5.2 = 0.3 6.3 £ 0.3
0.1 3.4 + 0.1 5.0 £ 0.3 5.1 + 0.4
0.2 3.9 £+ 0.0 2.0 * 0.2 2.1 + 0.5
0.4 5.5 * 0.3 1.2 * 0.0 0.9 = 0.1
0.8 4.5 £ 0.4 - -

1.6 2.6 + 0.4 - -

Diese Beeintrdchtigung der NR-Aktivitdt durch hohere Zinkgaben
findet sich in einer vermehrten Nitratspeicherung in den Bl&t-
tern der nicht-zinkresistenten Populationen zuriick. In einem Be-
reich bis zu 0.3 mM Zn enthalten der Zinkdkotyp und die nicht-
zinkresistenten Pflanzen 14.4 * 0.4 resp. 14.7 + 1.9 mg NO3/g
Trockengewicht (TG). Bei 0.6 mM Zn nimmt der Nitratgehalt infol-
ge vermehrter NR-Aktivitdt im Zink8kotyp auf 12.9 + 0.1 mg NO3/g
TG ab, wdhrend er in den nicht-zinkresistenten Pflanzen fast auf
das Doppelte (26.2 mg NO3/g TG) ansteigt.
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Die ErhShung des Nitratgehaltes ist mit einer Verminderung vor
allem der unlbSslichen Proteinmengen in den nicht-zinkresisten-
ten Populationen gekoppelt (Tab. 8), wdhrend im Zink&kotyp auch
bei erhdhten Zinkgaben keine nennenswerten Konzentrationsver-
schiebungen festzustellen sind.

Tab. 8: EinfluB von Zink (0.6 mM 2Zn/l) auf den Gesamtstickstoff
sowie den 1&slich und unldslich gebundenen Proteinstick-
stoff in unterschiedlich schwermetallresistenten Popula-
tionen von Silene cucubalus. Alle Werte sind in mg N/g
Trockengewicht angegeben

Organ Stickstoff- zinkresistent kupferresistent nicht-resistent
Fraktion Blankenrode Marsberg Brochterbeck
0.0 0.6 0.0 0.6 0.0 0.6 mM Zn
Blatter Gesamt-N 53.14 49.72 40.03 45.67 47.58 54.10
16sl. Protein-N 16.00 11.20 12.23 11.84 8.99 11.52
unlésl. Protein-N 21.63 24.27 21.91 17.82 22.45 14.48
Stengel Gesamt~N 28.74 34.21 35.70 34.89 32.95 28.93
16sl. Protein-N 11.72 7.44 7.00 6.10 6.23 6.60
unlésl. Protein-N 8.72 8.91 6.74 7.79 9.14 8.13
Wurzel Gesamt-N 31.82 28.14 34.97 26.80 32.91 25.97
16sl. Protein-N 4.64 3.84 4.53 6.81 5.27 3.10
unlésl. Protein-N 18.92 14.71 20.81 18.92 20.37 12.24
Diskussion

Die Untersuchungen haben gezeigt, daB die nicht-zinkresistenten
Populationen von Silene cucubalus Beeintrdchtigungen im Stick-
stoffhaushalt bei hdheren Zinkgaben im N&hrmedium erfahren, die
sich mindernd auf die Stoffproduktion auswirken. Dagegen ist der
Zinkdkotyp auf zweierlei Weise angepaBt: Die Nitratreduktase er-
reicht erst bei hdheren Zinkkonzentrationen des Substrates ihr
Optimum, ohne daB es vorher zu Stérungen im Stickstoffmetabolis-—
mus infolge von Zinkmangel (Hoagland 1944) kommt. Der Stickstoff-
haushalt des Zinkdkotyps zeigt keine Reaktion auf die Zinkbela-
stung im Gegensatz zu Halophyten nach SalzstreB (Noel 1968,
Langlois 1969, 1971) oder aluminiumresistenten Pflanzen nach
Al-Diingung (Klima%evky & Berezovsky 1973).

Fiir die Charakterisierung der physiologischen Basis der Schwerme-
tallresistenz weisen die Experimente auf die Beteiligung von
schwermetallkomplexbildenden Metaboliten hin. Eine Anderung des
Schwefelmetabolismus, wie er in einem kupfertoleranten Stamm von
Saccharomyces durch vermehrte Bildung von Sulfhydryl und Fdllung
des Kupfers als Sulfid gefunden wurde (Ashida & Nakamura 1959,
Ashida et al. 1963) konnte auch mit Hilfe elektronenmikroskopi-
schen Techniken in Silene cucubalus nicht entdeckt werden. Die
Bildung von stabilen Metalloproteinen (vgl. Ballentyne & Stevens
1951, Ballentyne 1953, Biihler & Kdgi 1974) wird in der letzten
Zeit auch flir schwermetallresistente Organismen diskutiert
(Reilly 1972 fiir die Labiate Becium homblei, Uchida et al. 1973
und Tokuyama & Asano 1974 fiir Bakterien). Doch haben Peterson
(1969), Reilly & Reilly (1973) und Ernst (n.p.) solche Komplexe
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in zinktoleranten Pflanzen vergeblich gesucht. Auch Gomah & Da-
vies (1974) finden als aktive Liganden des Zinks weder Valin,
Alanin, Methionin, Asparagin noch Glutamin. Wenn vor allem auf-
grund der unterschiedlichen Stabilit&tskonstanten von Zink resp.
Kupfer mit Aminosduren und Peptiden eine Diskriminierung im Pro-
toplasten zwischen Kupfer und Zink mdglich sein soll, dann miis-
sen die Populationen unterschiedliche Mengen an Aminosduren, vor
allem Cystein und Cystin produzieren, um sie im Plasma als Kom-
plexoren einsetzen zu konnen. Solche Unterschiede im Aminosdure-
metabolismus kommen zwar unter WasserstreB (Barnett & Naylor 1966,
Hubac & Guernier 1972, Singh et al. 1972, Chu et al. 1974) und
unter SalzstreB (Goas 1965, Stewart & Lee 1974) zustande, doch
bleibt die Bedeutung auf die Regelung der Hydratur beschrénkt

und hat keinen protektiven Effekt auf die Enzyme (Stewart & Lee
1974) . Aufgrund der hohen Stabilit&dtskonstanten von Kupferkom-
plexen ist die Ableitung einer spezifischen Schwermetallresistenz
aber schwierig. Darum miissen noch weitere Bereiche des Stoffwech-
sels eine entscheidende Verdnderung erfahren, wie sie z.B. in der
Meeresalge Dunaliella realisiert sind (Borowitzka & Brown 1974),
wo Glycerol in Gegenwart hoher Salinitédt die Aktivitdt der Enzyme
aufrechterhdlt. Auch auf den positiven EinfluB hoher Malatkonzen-
trationen auf die Aktivitdt der MDH unter SalzstreB (Greenway &
Sims 1974) sei hier noch einmal erinnert.

IV. Schwermetallresistenz und organische S&uren

Einer der Wege der Bildung schwermetallreicher Verbindungen ist
die Metabolisierung der Schwermetalle durch den Einbau in spezi-
fisch mineralreiche Verbindungen, wie sie in Pflanzen fluorrei-
cher oder chromreicher Bdden in Form von Fluorazetat resp. Tri-
oxalatchromat (Peters 1954, de Oliveira 1963, Preuss et al.
1970, Lyon et al. 1969a,b) vorkommen. Dabei schaffen im Hinblick
auf die schwermetallspezifischen Resistenzeigenschaften die sehr
unterschiedlichen Stabilit&tskonstanten fiir diverse Metallo-Or-
ganverbindungen (Chem. Soc. 1964) sehr glinstige Ausgangsbedin-
gungen.

1. Resultate
a) Allgemeine S&durespektren der untersuchten Arten

Die gaschromatografische Analyse organischer S&uren in den Orga-
nen unterschiedlich schwermetallresistenter Populationen von
Silene cucubalus, Silene nutans, Agrostis tenuis und Thlaspi
alpestre hat innerhalb der Arten keine qualitativen, wohl aber
quantitative Unterschiede ergeben (Abb. 8). Wie nach den Befun-
den von Nierhaus (1970), Nierhaus & Kinzel (1971) und Lew (1974)
zu erwarten, sind die Oxalsiure in Silene nutans, die Apfelsdure
in Agrostis tenuis und beide S#uren in Silene cucubalus die do-
minierenden organischen Sduren.

Da die Oxalsdure in Gegenwart von viel Calcium in das unl&sliche
Calciumsalz {iberfiihrt wird, soll zundchst einmal der S&urespie-
gel von Silene cucubalus aus einer calciumarmen Torferdekultur
verglichen werden (Tab. 9). Die kupferresistente Population von
Marsberg enthidlt unter diesen Bedingungen fast dreimal soviel
Oxalsdure wie die zinkresistente Population von Blankenrode und
viermal soviel wie die nicht-resistente Population von
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Brochterbeck. Gleichzeitig ist der Gehalt an Apfelsdure in der
zinkresistenten Population auffallend héher als in den nicht-
zinkresistenten Pflanzen.

Tab. 9: Gehalt an wasserldslichen organischen Sduren in Blittern
und Wurzeln von drei Populationen von Silene cucubalus
nach achtwdchiger Kultur in einer calciumarmen Torferde.
Alle Werte in uM/g Frischgewicht

. n zinkresistent kupferresistent nicht-resistent
organische S&ure Organ

Blankenrode Marsberg Brochterbeck
Oxalsdure Blatt 22.24 63.50 14.60
Wurzel 1.44 2.27 1.07
Apfelsdure Blatt 11.25 1.94 4.70
Wurzel 1.06 0.63 0.76
Bernsteinsdure Blatt 0.22 0.17 0.26
Wurzel 0.01 0.01 0.01
Malonsdure Blatt 0.29 1.71 0.63

Bevor der EinfluB der Schwermetalle auf den Metabolismus der or-
ganischen Sduren untersucht werden kann, ist noch der fiir diese
meist von kalkreichen B&den stammenden Populationen wichtige
EinfluB eines calciumreichen Substrates auf das Siduremuster fest-~
zustellen. Denn Kinzel (1963) hat in allen Caryophyllaceen auf
Silikatboden freie Oxals&dure gefunden, auf Kalkboden hingegen

nur in wenigen Gattungen. Unsere Ergebnisse (Tab. 10) k&nnen die-
se Resultate fiir alle Populationen von Silene cucubalus bestiti-
gen. Insgesamt wird in einem kalkreichen Medium der Gehalt an
freier Oxalsdure in den Pflanzen stark reduziert, doch bleibt
auch hier noch das populationsspezifische Muster bestehen. Diese
substratbedingte Ver&dnderung trifft auch auf die Apfelsidure und
Malonsdure, hingegen nicht fiir die Bernstein- und Fumarsiure zu.

Tab. 10: Gehalt an wasserl8slichen organischen S&uren in den
Bldttern von fUnf Populationen von Silene cucubalus
mit unterschiedlicher Schwermetallresistenz nach acht-
wochiger Kultur in einem calciumreichen Sand. Alle Wer-
te in uM/g Frischgewicht von Bldttern des 5. bis 10.
Wirtels.

Organische =zinkresistent Cu-resistent Zn-Cu-resistent nicht-resistent

Sdure Blankenrode Marsberg Langelsheim Brochter- St.Leon-
beck hard
Oxals&ure 5.56 6.62 14.10 4.69 1.28
Apfelsdure 6.27 3.09 1.10 4.19 1.40
Bernstein- 0.19 0.12 0.10 0.25 0.35
sdure
Malonsé&ure 0.28 0.09 0.23 0.23 0.30
Fumarsdure 0.05 0.06 0.01 0.05 0.01
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Weiterhin ist zu beachten, daB &dhnlich wie bei der Schwerme-
tallaufnahme (Ernst 1974) erhebliche Altersgradienten an orga-
nischen S&duren auftreten kdnnen (Commanay & Cavalié 1968). Die-
se altersabhdngige Anreicherung resp. Verarmung an organischen
Sduren ist in den untersuchten Populationen von Silene cucubalus
besonders deutlich flir das Malat und das Oxalat ausgepridgt

(Tab. 11), indem die &dltesten Bldtter die hbchsten Konzentra-
tionen an Oxal- und Apfelsdure sowie auch an Malonsidure aufwei-
sen. Aufgrund des flir die diversen Analysen notwendigen Materials
sind in allen weiteren Untersuchungen immer das 5. bis 10. voll
entfaltete Blattpaar verwandt worden.

Tab. 11: Oxalsdure-, Apfelsdure- und Malonsduregehalt in unter-
schiedlich alten Blattpaaren von Silene cucubalus, Po-
pulation Blankenrode, nach vierwdchiger Wasserkultur.
Alle Werte in uM Sdure/g Frischgewicht

Blattpaar Oxalsdure Apfelsdure Malonsédure
unentfaltete Bldtter 13.65 0.27 0.003
2. und 3. Blattpaar 30.30 2.00 0.010
4. bis 6. Blattpaar 31.40 2.44 0.050
7. bis 10. Blattpaar 55.00 7.08 0.098
11. bis 13. Blattpaar 73.00 9.22 0.105
SproB-Stiel 3.30 1.82 0.010
Wurzel 1.97 1.48 0.005

b) Sduremetabolismus unter ZinkeinfluB

Aufgrund der populationsspezifischen Sduremuster muf nun die
Frage gekl&drt werden, ob zwischen der Schwermetallresistenz und
dem Sduremuster eine Relation besteht. Der EinfluB des Zinks auf
den Malathaushalt von Silene cucubalus-Populationen sind in

Tab. 12 zusammengestellt. Unter ZinkeinfluB wird der Malatpegel
in den Wurzeln aller Populationen nur unwesentlich verdndert. In
SproB und in den Blé&dttern sind hingegen populationsspezifische
Relationen zu erkennen. Unter ZinkstreB vermindert sich der Ma-
latgehalt in der nicht-schwermetallresistenten Population um
33.1 bis 50.8 %, in dem Zinkokotyp um 7.9 bis maximal 18.7 %.

In der kupferresistenten Population steigt er dagegen um das
1,27- bis 2,44-fache an. Die Konzentration dieser organischen
Sdure in den Stielen nimmt unter ZinkeinfluBf in den Populationen
Brochterbeck und Marsberg schwach ab und verdoppelt sich nahezu
im Zink&kotyp.

Es bleibt zu kl&dren, inwieweit die hohe und ziemlich konstant
bleibende Malatkonzentration ein typisches Symptom flir die Zink-
resistenz ist. Dazu wurde ein Vergleich mit anderen Pflanzenar-
ten durchgefiihrt, wobei wiederum die zinkresistenten Populatio-
nen von Agrostis tenuis (Provenienzen Blankenrode und Datteln)
und von Thlaspi alpestre (Provenienz Silberberg) deutlich hdhe-
re Malatpegel aufwiesen als die nicht-resistenten Pflanzen

(Tab. 13).
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Tab. 12: Malatgehalt (uM/g Frischgewicht) nach enzymatischer Be-
stimmung in Bldttern, SproBf-Stielen und Wurzeln einer
zink-, einer kupfer- und einer nicht-schwermetall-
resistenten Population von Silene cucubalus mit (0.4 mM
ZnS04/1) und ohne Zink (0.0) in der Nihrldsung nach
vierwdchiger Kulturdauer

or Zink im zinkresistent kupferresistent nicht-resistent
gan Medium (mM/1) Blankenrode Marsberg Brochterbeck
Blatt 0.0 9.78 * 0.48 1.60 + 0.33 2.18 * 0.32
8.05 * 0.60 2.77 * 0.32 1.33 * 0.10
SproR-Stiel 0.0 3.52 * 0.21 1.50 * 0.19 0.95 * 0.13
0.4 6.84 * 0.40 1.27 * 0.22 0.86 * 0.04
Wurzel 0.0 1.14 £ 0.21 0.76 ¥ 0.03 0.99 + 0.14
1.21 + 0.14 0.90 + 0.14 0.82 * 0.10

Tab. 13: Gehalt an wasserldslichen organischen Sduren nach gas-
chromatografischer Bestimmung in den Bldttern unter-
schiedlich schwermetallresistenter Populationen von
Agrostis tenuis und Thlaspi alpestre. Alle Werte in
uM/g Frischgewicht

Art und Population Oxalat Malat Citrat

Agrostis tenuis

nicht-resistent (Ede/NL) - 0.89 * 0.13 0.30 * 0.05
kupfer-resistent (Marsberg) - 1.07 * 0.02 0.43 * 0.04
zinkresistent (Blankenrode) - 1.65 * 0.11 0.34 £ 0.01
zinkresistent (Datteln) - 1.72 + 0.15 0.20 * 0.01
Thlaspi alpestre

nicht-resistent (Jura) 0.74 * 0.07 1.90 + 0.05 2.07 * 0.20
zinkresistent (Silberberg) 1.25 * 0.09 12.84 * 0.14 2.31 * 0.17

c) Siuremetabolismus unter KupfereinfluB

Wegen der hdheren Toxizitdt des Kupfers wurde der EinfluB dieses
Elementes auf den Stoffwechsel der organischen Sduren unter et-
was anderen Bedingungen untersucht. Die erste Analyse wurde be-
reits eine Woche nach Schwermetallzusatz ausgefiihrt (Tab. 14).
Nach Kupferzusatz im Ndhrmedium (0.1 mM Cu/l) bleibt ebenso wie
in der Zinkreihe der Gehalt an Apfelsdure im Zink8kotyp nur ge-
ring (-11 %) herabgesetzt, der Oxalsduregehalt &ndert sich in
den nicht-resistenten und in zinkresistenten Pflanzen nicht. An-
ders reagiert der Kupfertkotyp Marsberg, indem der Malatgehalt
um 56 %, der Oxalsduregehalt um 33 % und der Citronensduregehalt
um 82 % fallt. Beziiglich des Citronensduregehaltes reagieren al-
le Okotypen mit einer Abnahme.

22



Tab. 14: Gehalt an organischen Sduren in den Bldttern einer zink-,
einer kupfer- und von zwei nicht-schwermetallresistenten
Populationen von Silene cucubalus mit Kupfer (0.1 mM/1)
und ohne Kupfer (0.0) in der Ndhrl&sung nach einwdchi-
ger Kulturdauer. Untersucht sind nur die ausdifferen-
zierten Bldtter. Alle Werte in uM/g Frischgewicht des
widBrigen Extraktes. Bestimmungsmethode: Gaschromato-
graphie

Organische Cu-Gehalt zinkresistent Cu-resistent nicht-schwermetallresistent

Sdure im Medium Blankenrode Marsberg Brochterbeck St. Leonhard
(mM/1)

Oxalsédure 0.0 25.30 40.15 30.87 32.22

0.1 25.20 26.76 31.14 32.09
Apfelsé&ure 0.0 1.21 1.46 0.54 0.33

0.1 1.07 0.64 0.49 0.48
Citronen= 0.0 0.63 0.77 0.96 0.73
saure

0.1 0.33 0.14 0.31 0.59

Nach dreiwdchiger Kulturdauer in einer O.1 mM kupferhaltigen
Nihrldsung wiesen die nicht-kupferresistenten Pflanzen deutli-
che Chlorosen auf, wie sie auch von Zink- und Mangantoxitdt be-
kannt sind. Im Vergleich zu den Pflanzen nach einwdchigem Kupfer-
streB war der Gehalt an organischen Sduren erheblich verdndert
(Tab. 15). Die Oxalsiduremenge (wasserldslich) war in allen Popu-
lationen infolge vermehrter Cu-Oxalatbildung stark vermindert.
Eine Korrelation mit der Kupferresistenz war nicht mehr festzu-
stellen. Der Gehalt an Apfelsdure hatte sich in der Kontrollse-
rie in den Populationen Marsberg, Brochterbeck und St. Leonhard
auf Werte zwischen 1.36 und 2.28 uM/g Frischgewicht eingestellt.
Lediglich im zinkresistenten Okotyp ist -~ wie bereits aus den
Zinkreihen bekannt - der Malatgehalt um das Vierfache hdher als
in den anderen Populationen. Unter Kupfereinfluf nahm die Kon-
zentration dieser organischen Siure in den Populationen Blanken-
rode und Brochterbeck um ca. 44 % gegeniiber der Kontrollreihe zu,
im alpinen Okotyp und im Zink&kotyp um 51 % resp. 8 % ab. FUr

die Citronensiure wurde mit Ausnahme des Zink&Skotyps keine Zunah-
me nach dreiwdchiger Kulturdauer gefunden; unter KupferstreB war
ihre Konzentration im Zink&kotyp unverdndert, in den anderen Po-
pulationen um ca. 15 bis 20 % vermindert. In allen Fdllen war

im Gegensatz zum Verhalten der zinkresistenten Populationen im
zinkreichen Medium unter KupfereinfluB keine eindeutige Relation
zwischen der Kupferresistenzeigenschaft und Verdnderungen im
siurehaushalt festzustellen; das gilt auch fiir die in der Tab. 15
nicht enthaltenen cis-Aconit-, a-Ketoglutar-, Fumar- und Bern-
steinsdure.

Um diese unterschiedliche Reaktion des Sdurestoffwechsels auf
Zink— und Kupferbelastung noch besser beurteilen zu kénnen, wur-
den die Untersuchungen auf eine weitere Pflanzenart ausgedehnt,
ndmlich auf Silene nutans mit einer kupferresistenten Population
von Thalitter und einer nicht-schwermetallresistenten Population
von St. Leonhard. Das Grundmuster der Sduren ist gegenliber Sile-
ne cucubalus insofern gedndert, als die Citronensdure stets in
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Tab. 15: Gehalt an organischen Sduren in den Bldttern unterschied-
lich schwermetallresistenter Populationen von Silene
cucubalus bei verschiedenem Kupfergehalt der N&hrldsung
nach dreiwdchiger Kulturdauer. Alle Werte in uM/g Frisch-
gewicht nach wdBriger Extraktion. Bestimmungsmethode:
Gaschromatographie

Organische Cu-Gehalt 2Zn-resistent Cu-resistent nicht-schwermetallresistent

Sdure im Medium Blankenrode Marsberg Brochterbeck St. Leonhard
(mM/1)

Oxalsdure 0.0 5.76 8.32 8.20 7.68

0.1 5.12 11.52 8.32 8.35
Apfelséure 0.0 8.37 1.93 1.35 1.95

0.1 7.68 2.28 1.94 0.96
Citronen- 0.0 1.92 0.80 0.73 1.04
sdure

0.1 1.93 0.61 0.64 0.83

héheren Mengen vertreten ist und damit Parallelen zu den Befun-
den von Lew (1974) an Silene otites aufweist (Tab. 16). Nach Zu-
satz von Kupfer (0.1 mM/1l) wird der Oxals&duregehalt im Kupfer-
Okotyp wiederum deutlich vermindert (67 % in den Bl&ttern, 53 %
in den Wurzeln), wdhrend es in der Normalform in den Bl&ttern
schwach und in den Wurzeln mit 60 % erheblich ansteigt. Das Ver-
halten des Kupferdkotyps von Silene nutans ist damit vergleich-
bar mit demjenigen von Silene cucubalus aus Marsberg, jeweils
nach einwdchiger StreBsituation. Unabh&dngig von der Resistenz-
eigenschaft nimmt der Malatgehalt in beiden Populationen unter
KupfereinfluB ab. Die Citratkonzentration bleibt im Kupfer&kotyp
nahezu unverdndert, wdhrend sie in der nicht-kupferresistenten
Population in den Bl&ttern um das 2.7-fache erhSht und in den
Wurzeln um das 2.3-fache erniedrigt wird. Aufgrund der unter-
schiedlichen Anteile beider Organe an der Stoffproduktion ergibt
sich eine deutliche ErhShung im Citronensduregehalt im nicht-
schwermetallresistenten Okotyp.

Nach dreiwdchiger Kulturdauer waren auch in Silene otites die
bereits aus der Silene cucubalus-Kultur bekannten Verdnderungen
im S&durepegel vorhanden. Die wasserldsliche Oxalsdure nimmt in
Blédttern und Wurzeln stark ab (Tab. 16), ohne einen populations-
spezifischen Effekt nach KupferstreB feststellen zu k&dnnen. Die
Malatmenge ist in den Bl&ittern des nicht-kupferresistenten Uko-
typs um 64 % vermindert, im Kupferdkotyp hingegen unveridndert,
widhrend die Wurzeln beider Populationen unter Kupferdiingung eine
Zunahme im Malatgehalt zeigen.

2. Diskussion

Die Resultate der gaschromatografischen bzw. enzymatischen Be-
stimmung einiger organischer Sduren haben neben der bekannten
entwicklungsbedingten Zunahme des Malats (Commanay & Cavalié
1968) eine Differenzierung auf Populationsniveau erbracht, wie
sie in viel geringerem Umfang bisher allein bei Variet&@ten von
Phaseolus vulgaris (Caillian-Commanay & Cavalié 1973) beobachtet
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Tab. 16: Gehalt an wasserl&slichen organischen Sduren in Blé&t-
tern und Wurzeln einer kupferresistenten (Thalitter)
und einer nicht-schwermetallresistenten (St. Leonhard)
Population von Silene nutans bei unterschiedlichem
Kupfergehalt der N&hrldsung nach ein- resp. dreiwdchi-
ger Kulturdauer. Alle Werte in puM/g Frischgewicht. Be-
stimmungsmethode: Gaschromatographie

Organische Cu-Gehalt Blatt Wurzel
Sdure im Medium St. Leonhard Thalitter St. Leonhard Thalitter
(mM/1)

1 Woche Kulturdauer

Oxalsédure 0.0 26.80 136.20 3.31 9.80
0.1 29.35 45.10 5.34 4.60
Apfelséure 0.0 0.95 0.65 0.38 0.40
0.1 0.24 0.02 0.20 0.02
Citronenséure 0.0 1.10 2.70 3.50 4.40
O.1 3.00 3.00 1.50 4.50

3 Wochen Kulturdauer

Oxalsdure 0.0 10.04 12.80 0.13 0.08
0.1 10.31 12.87 0.15 0.09
Apfelséure 0.0 4.80 1.28 1.27 0.48
0.1 1.62 1.33 2.01 0.63
Citronensdure 0.0 4.01 2.63 0.18 0.83
0.1 2.27 1.81 0.21 0.19

wurde. Die nicht-resistente Population von St. Leonhard - Silene
cucubalus und Silene nutans - verhdlt sich nach Kupferzusatz ge-
nau wie Kartoffeln nach einer Kupferblattdiingung (Skripchenko &
Nikonova 1973), indem sie mit einem Anstieg im Oxal- und Citro-
nensduregehalt der Bldtter reagiert. Die anderen Populationen
beider Arten, vor allem die Kupfer- und Zink&kotypen, zeigen
nach Kupfer- und Zinkdlingung einen anderen Verlauf der organi-
schen Siuren. Die oft betonte Korrelation zwischen Malatgehalt
der Pflanzen und dem Gehalt mehrwertiger Ionen im Milieu (Torii
& Laties 1966, Liittge 1973) ist aus diesen Untersuchungen nicht
abzuleiten. Der konstante Gehalt an organischen Sduren in den
Wurzeln trotz erhdhter Ionenaufnahme spricht ebenso gegen die
von Liittge (1973) herausgestellte metabolische Kontrolle der
Ionenbeziehungen in den Pflanzen wie die von der Ionenaufnahme
unabhingige populationsspezifische Ver&dnderung der organischen
Sduren in den Bldttern und Sprossen.

Um die Bedeutung der organischen S&duren als m&gliche Komplexoren
fiir Zink und Kupfer absch&tzen zu kdnnen, muB zundchst eine Be-
ziehung zum Schwermetallgehalt der Zellen hergestellt werden.
Die hdchste Translokation von beiden Elementen findet in den
Blittern statt, wo ungilinstigstenfalls 90 % des Gesamtzink- und
Kupfergehaltes im Plasma und in der Vakuole lokalisiert sind.

Es bedeutet, daB in Silene cucubalus maximal 12.5 uM/g
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Frischgewicht zu komplexieren sind. Flir Kupfer, das mit den un-
tersuchten organischen S3uren stabilere Komplexe bildet als das
Zink (Sillen & Martell 1964), wire diese Komplexierung in allen
Populationen m8glich. Doch zeigt die hohe Spezifitdt der Schwer-
metallresistenz und die groBen Unterschiede im protoplasmatischen
Resistenztest der untersuchten Silene cucubalus und Silene nutans
Populationen, daB die gefundenen Unterschiede in den organischen
Siduren auf andere Weise zu interpretieren sind.

Zunidchst ist als sehr auffdlliges Merkmal der hohe Malatpegel
der zinkresistenten Populationen von Silene cucubalus, Agrostis
tenuis und Thlaspi alpestre zu beachten, der sich unter Zinkein-
fluB nur unwesentlich &ndert, wdhrend die anderen nicht-zinkre-
sistenten Populationen eine v&llig andere Reaktion zeigen. Der
Aufbau dieses hdheren Malatpegels ist unter Umstdnden fiir die
Zinkresistenz das entscheidende Symptom, da diese organische
Sdure, wie fir SalzstreB gezeigt (Greenway & Sims 1974), eine
Schutzfunktion ausiibt. Der Abbau des Malatpegels in den nicht-
resistenten Populationen kann mit einer erh&hten Aktivit&dt der
Peroxidasen dieser Okotypen gekoppelt sein, da dieses Phdnomen
auch von der Mangantoxitdt nicht-manganresistenter Pflanzen be-
kannt ist (Sirkar & Amin 1974). Gleichzeitig nimmt unter Zink-
streB in den nicht-zinkresistenten Populationen die Aktivitdt
der ICDH ab, so daf zumindest lber den Citronensdurezyklus weni-
ger Malat angeliefert werden kann. Die Aufrechterhaltung des ho-
hen Malatpegels, durch den auch iliberflutungstolerante Pflanzen
gekennzeichnet sind (Crawford 1966, Crawford & Tyler 1969), ist
im Gegensatz zur Hypothese von Crawford (1972) nicht an das Feh-
len des Malatenzyms gebunden (Davies et al. 1974), das auch in
den diversen Populationen von Silene cucubalus ausreichend vor-
handen ist. Inwieweit hier noch andere Stoffwechselbereiche fir
den hohen Malatpegel verantwortlich sind, wird noch untersucht,
zumal Baumeister (1954) sowie Baumeister & Burghardt (1956) kei-
ne Unterschiede in der, Atmungsintensitdt von Silene cucubalus-
Pflanzen mit verschiedener Schwermetallresistenz gefunden haben.
Ferner muB darauf hingewiesen werden, daf solche Resistenzmecha-
nismen sehr artspezifisch sein k&nnen. So finden Gomah & Davies
(1974) fiir Hordeum sativum Aminosduren als Zinkliganden, wdhrend
in Vaccinium myrtillus es Catechin resp. Elagsdure sind. Unter
EinfluB eines hohen Wasserstandes akkumuliert Iris pseudacorus
Shikimisdure, widhrend andere lberflutungstolerante Pflanzen un-
ter denselben Bedingungen Apfelsdure anreichern (Tyler & Craw-
ford 1970, Crawford & Tyler 1969).

Im Gegensatz zur Bedeutung des Malats filir die zinkresistenten
Pflanzen zeigen die bisher untersuchten Kupferdkotypen ein v8l-
lig anderes Verhalten. In kupferresistenten Pflanzen von Silene
cucubalus und Silene nutans sind nach l&nger andauerndem Kupfer-
streB keine mit der Kupferresistenz korrelierbaren Verdnderungen
im Sdurepegel festzustellen. Die anfé&ngliche Verdnderung im Oxal-
sduregehalt lieBe an die Bildung von Cu-Ocalat denken. Doch steht
die aufgenommene Cu-Menge in keiner Beziehung zur Verminderung
des Oxalsduregehaltes. Im Gegensatz zur Bildung von Trioxalchro-
matkomplexen in chromreichen Pflanzen von Leptospermum scoparium
(Lyon et al. 1969a,b) konnte in den Silene-Populationen kein Cu-
Oxalat nachgewiesen werden. Doch sind auch noch andere Aspekte
des Kohlenstoffmetabolismus m&glich. So bilden Gré&ser, in denen
allerdings echt vergleichende Untersuchungen noch fehlen, im
Kupferbergbaugebiet von Armenien unter EinfluB erhdhter Kupfer-
konzentrationen des Bodens vermehrt Cellulose (Della-Rossa et

al. 1973), mit Mangan behandelter Rumex tianschanicus Catechol
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und Flavone (Pershukova & Levanidov 1973). Damit sind weitere
Ansatzpunkte flir die Aufklirung der physiologischen Grundlagen
der spezifischen Schwermetallresistenz gelegt, die in der Um-
steuerung des C-Metabolismus wohl ihre Ursachen haben.
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zZusammenfassung

Es wird iber Untersuchungen zu den physiologischen Grundlagen
der Schwermetallresistenz berichtet, und zwar an Silene cucuba-
lus, Silene nutans, Agrostis tenuis und Thlaspi alpestre.

Der Resistenzmechanismus basiert nicht auf der Evolution schwer-
metallresistenter Enzyme (Nitratreduktase, Isocitrat-, Malat-

und Glucose-6—phosphat—Dehydrogenase), wie in-vitro-Experimente
mit diesen Enzymen an Silene cucubalus-Populationen gezeigt ha-
ben. Schwermetall- und nicht-schwermetallresistente Populationen
dieser Art besitzen dieselbe Sensibilitit der Enzyme gegeniiber
Zink, Kupfer, Kadmium, Kobalt, Nickel und Mangan. Kupfer und Kad-
mium beeintrdchtigen die Enzymaktivitdt am stdrksten; die Nitrat-
reduktase ist das empfindlichste der untersuchten Enzyme.

In-vivo-Untersuchungen hingegen erbrachten in Relation zur Schwer-
metalleigenschaft der Populationen bemerkenswerte Unterschiede in
der Enzymaktivitdt. Wdhrend die Nitratreduktase der nicht-zinkre-
sistenten Populationen durch 7ink nahezu inaktiviert und die Iso-
citratdehydrogenase in der Aktivitdt erheblich reduziert werden,
erreicht die NR der zinkresistenten Population unter Zinkein-

flup die héchste Aktivitédt. Als Folge der verdnderten Aktivitdt
der NR kommt es zu erheblichen Verschiebungen im Nitratgehalt

und in den 1dslichen Proteinen.

Im Hinblick auf die organischen S&duren zeichnen sich zinkresi-
stente Populationen von Silene cucubalus, Agrostis tenuis und
Thlaspi alpestre durch hohe Malatgehalte aus, die sich auch un-
ter ZinkstreB nur unwesentlich &ndern. Kupferresistente Popula-
tionen von Silene cucubalus und Silene nutans unterscheiden sich
hingegen nicht in den S&duren des Tricarbonsidurezyklus. Die Be-
deutung dieser organischen Sduren fiir die Schwermetallresistenz
wird diskutiert.

Dariiber hinaus wird in Agrostis tenuis und Agrostis canina in

Abhdngigkeit von der Schwermetallbelastung eine rasche Evolu-

tion zinkresistenter Populationen beobachtet, die die Beurtei-
lung von Schwermetallbelastungen mit Hilfe von Enzymtesten er-
schweren.
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Abbildungen

Abb. 1: Isocenzymmuster der Malatdehydrogenase aus ungekeimten

Samen von unterschiedlich schwermetallresistenten Popu-
lationen von Silene cucubalus. Si, Bl = zinkresistente
Pflanzen von Blankenrode (Bl) und vom Silberberg (Si).
La = kupfer- und zinkresistente Pflanzen von Langels-
heim, Ar = nicht-schwermetallresistente Population vom
Mt Aravis
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Abb. :

34

2

Isoenzymmuster der Malatdehydrogenase aus gleichalten
Bldttern zinkresistenter Pflanzen von Blankenrode (B1)
und nicht-schwermetallresistenter Pflanzen von Broch-

terbeck (Br) aus einer Kultur ohne Zink (K) und mit
Zink (Zn)



Abb. 3: Der EinfluB verschiedener Schwermetalle, die erst im
Inkubationsmedium zugefiigt wurden, auf die Aktivitit
der Malatdehydrogenase aus Blittern einer zinkresisten-
ten Population von Silene cucubalus. 0 = 3050 uM Oxal -
acetat je Stunde und g Frischgewicht
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Abb. 4: Der EinfluB verschiedener Schwermetalle im Inkubations-
medium auf die Aktivit&t der Isocitrat-Dehydrogenase
aus Bldttern einer zinkresistenten Population von Silene
cucubalus. Bezugsbasis O = 16.3 uM Isocitrat/h x g
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Abb. 5: Der EinfluB verschiedener Schwermetalle im Inkubations-
medium auf die Aktivit&t der Glucose-6-Phosphat-Dehydro-
genase aus Bl&ttern einer zinkresistenten Population von
Silene cucubalus. Bezugsbasis O = 19.9 uM Glucose-6-
Phosphat/h x g Frischgewicht
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Abb. 6: Der EinfluB verschiedener Schwermetalle im Inkubations-
medium auf die Aktivitdt der Nitratreduktase aus Bl&at-
tern einer zinkresistenten Population von Silene cucu-
balus. Bezugsbasis O = 2.8 uM Noz/g X h
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Abb. :

7

Zymogramm der Proteine aus ungekeimten Samen von unter-
schiedlich schwermetallresistenten Populationen von Si-
lene cucubalus. Ma = kupferresistente Pflanzen von Mars-
berg; Bl, Si = zinkresistente Pflanzen von Blankenrode
und vom Silberberg bei Osnabriick; Br = nicht-schwerme-
tallresistente Pflanze von Brochterbeck
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Abb. 8
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.
.

Gaschromatogramm der wasserléslichen organischen S&uren
in den Bl&ttern von Silene cucubalus mit unterschiedli-
cher Schwermetallresistenz





