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Einle i tung
Huminsäuren bilden einen wichtigen Bestandteil der organischen

Substanz des Bodens und können das Pflanzenwachstum beeinflussen.
Über den Wirkungsmechanismus der Huminsäure (im folgenden kurz Hs
genannt) werden verschiedene Ansichten geäußert (Literaturzusammen-
stellung bis 1960 bei PRAT 1961). Nach CHAMINADE & BLANCHET 1953,

KOCK 1955, D'YAKOÜSTOVA 1962, GTJMINSKI, GUMINSKA & STJLEJ 1965,

BADUROWA, GTTMINSKI & SUDER-MORAW 1967 u. a. wirkt sie im Zusammen-

hang mit der Nährsalzversorgung der Pflanzen. Einen unmittelbaren
wachstumsstimulierenden Einfluß von Hs auf das Pflanzenwachstum
nehmen HILITZER 1932, CHRISTEWA 1953, FLAIG 1955, SLADKY 1959,

SLADKY & TICHY 1959 u. a. an. PRAT 1962 konnte, abgesehen von einer

guten Adventivwurzelbildung, in Gegenwart von Hs keinen weiteren
regenerationsfordernden Einfluß feststellen.

Die einander oft widersprechenden Ergebnisse bezüglich der Wirkung
von Hs könnten durch die Wahl der Kontrollen bedingt sein. Ein günstiger
Einfluß von Hs auf die Pflanzen kann durch destilliertes oder entsalztes
Wasser als Kontrollmedium vorgetäuscht werden, denn dieses wirkt
ungünstig auf die Pflanzenentwicklung (KERSTING 1939, LIBBERT 1953).

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluß von Hs auf den Stoff-
wechsel von Tomatenstecklingen untersucht.

Nach BIBER & MAGASINER 1951 und CHRISTEWA 1953 wird die Atmung

der Pflanzen durch Hs-gaben erhöht. FLAIG 1955 stellt ein vereinfachtes
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Atmungsschema mit Beteiligung der Enzyme Phenoloxydase und Peroxy-
dase auf, in dem Hs die Rolle eines Redoxsystems spielen könnte. SMIDOVÄ
1962 findet in Wurzeln von Winterweizen eine erhöhte Aktivität der
Polyphenoloxydase; demgegenüber gibt KAUL 1962 an, daß Hs die Aktivi-
tät der Cu-Oxydasen in Stellaria media nicht erhöhe. Nach SAALBACH 1956
erhöht Hs die Aktivität von Phosphatasen in Pflanzen, während SCHEFFER,
ZIECHMANN & ROCHUS 1962 zeigen, daß die Aktivität der sauren Phos-
phatase schon bei einer Huminstoffkonzentration von 5.10"8 Prozent
gehemmt wird. Nach SLADKY 1959 wird der Chlorophyllgehalt von Tomaten,
die in Nährlösung mit Huminsäurezusatz wuchsen, gegenüber humin-
säurefreien Kontrollen beträchtlich erhöht; HOFFMANN 1964 hingegen
gibt an, daß Hs die Chlorophyllsynthese in Weizenkeimlingen unter Normal-
bedingungen nicht erhöhe.

Es schien daher interessant, den Chlorophyllgehalt und die Aktivität
der Enzyme saure Phosphatase, Phenoloxydase und Peroxydase an der-
selben Spezies zu untersuchen.

Material und Methoden

Es wurden Sproßstecklinge von Solatium lycopersicum L. „Haubners
Vollendung" verwendet, die zu Versuchsbeginn vier beziehungsweise
sechs Blätter trugen. Die Blätter wurden vom ältesten bis zum jüngsten
mit fortlaufenden Nummern versehen.

Die Versuchsdauer betrug 30 Tage (23. 3. — 22. 4.), 22 Tage (29. 6. —
21,7.), 28 Tage (15. 2. - 18. 3.).

Das Huminsäurepräparat (Fluka) wurde in n/10 NaOH aufgelöst
(1 g Hs/500 ml NaOH) und die Lösung mit einem Ionenaustauscher (Ionen-
austauscher I, Merck) auf den pH-Wert 7,0 gebracht.

Je 8 Stecklinge wurden kultiviert in entsalztem Wasser (Ionenaus-
tauscher Christ) = ents. W., Huminsäure 100 mg/1 = Hs, Nährlösung
nach HAMPE 1938 = Ha, Nährlösung nach HAMPE 1938 mit Huminsäure-
zusatz 100 mg/1 = HaHs. Jeder Steckling wuchs in einem Glasgefäß von
0,5 1 Inhalt; die Kulturen wurden nicht belüftet und auf den Zusatz von
Spurenelementen wurde verzichtet. Als Kontrollen wurden Pflanzen in
Blumentöpfen kultiviert.

Die Aktivität der sauren Phosphatase wurde nach HÜGGINS & TALA-
LAY 1945 mit der Änderung nach KLOFT 1960 bestimmt. Die angegebenen
Meßwerte stellen die Extinktion des bei der Reaktion freigesetzten Phenol-
phthaleins dar. Eine Eichkurve ergab bei standarisierten Versuchsbe-
dingungen eine lineare Abhängigkeit der gemessenen Extinktion von
vorgegebenen Phenolphthaleinkonzentrationen im Pflanzenextrakt. Für
die Herstellung des Substrates Na-Phenolphthalein-Phosphat bin ich
Herrn Univ.-Prof. Dr. G. ZIGEUNER, Vorstand des Institutes für Pharma-
zeutische Chemie an der Universität Graz zu Dank verpflichtet.
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Die Aktivität von Phenoloxydase und Peroxydase wurde nach den
Methoden von SMITH & STOTZ 1949 sowie SMITH, R,OBINSON & STOTZ 1949
ermittelt, die auf der Oxydation des Farbstoffes 2, 3', 6-Trichloroindophenol
(Eastman-Kodak) beruhen. Die Oxydationsgeschwindigkeit der Leucobase
in das blaue Oxydationsprodukt des Farbstoffes wurde kolorimetrisch
verfolgt, so daß die Änderung der Extinktion in der Zeiteinheit als Maß
der Enzymaktivität gelten kann.

Für vergleichende Messungen, wie sie im folgenden beschrieben
werden, genügen die so erhaltenen Werte; es wurde daher unterlassen,
absolute Zahlen für die Aktivität der Enzyme anzugeben.

Die Menge des Rohchlorophylls der Blätter wurde nach GODNEW (in:
BELOSERSKI & PROSKTJRJAKOW 1956) festgestellt.

Die pH-Werte von Lösungen wurden mit einem Beckman H 2 pH-
Meter mit Glaselektrode eingestellt. Die Lichtabsorption von Lösungen
wurde mit einem Beckman B Spektrophotometer (Küvetten 1 cm Schicht-
dicke) oder einem Lange Kolorimeter (Filter OG 2, runde Küvetten 12 mm
Durchmesser) bestimmt.

Ergebnisse und Besprechung

Die Stecklinge entwickelten im entsalzten Wasser weder neue Blätter
noch Adventivwurzeln und waren nach kurzer Zeit verwelkt. In Hs bildeten
sich sowohl Adventiv wurzeln als auch Blätter, doch hatte der Zuwachs
eines Blattes meist den Abfall des jeweils ältesten Blattes zur Folge. Dies
ist zweifellos auf Nährsalzmangel zurückzuführen. Auch KONONOWA &
PANKOWA 1950 erzielten an Panicum, dem die Wurzeln entfernt worden
waren, im destillierten Wasser keine Adventivwurzelbildung, wohl aber
in Huminsäure.

An den Stecklingen des Versuchsansatzes Ha entwickelten sich neue
Blätter offensichtlich in Abhängigkeit von der gebildeten Adventivwurzel-
menge; trugen die Stecklinge zu Versuchsbeginn vier Blätter, so blieb die
Adventivwurzelbildung fast oder ganz ans, bei sechs Blättern war sie
hingegen ausreichend.

Im Nährlösungsansatz HaHs entwickelten sich an den Stecklingen
immer Adventivwurzeln und Blätter, doch gediehen auch hier die Steck-
linge mit sechs Blättern zu Versuchsbeginn besser als jene mit vier.

Da eine durch Hs verursachte unterschiedliche Adventivwurzelbildung
(vgl. hiezu GAILHOFER 1969) die Vergleichbarkeit der Resultate stören
könnte, werden im folgenden nur bewurzelte Stecklinge, also solche mit
sechs Blättern zu Versuchsbeginn, berücksichtigt.

Enzymaktivitäten in Adventivwurzeln
Saure Phosphatase (Tabelle 1). Die Aktivität dieses Enzym-

komplexes erreichte in den Adventivwurzeln der Stecklinge aus dem
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Versuchsansatz Hs am 12. Tag einen Wert, der in den Adventivwurzeln
aus Ha und HaHs erst am 19. Tag des Versuchs erreicht wurde. Die Adven-
tivwurzeln aus Ha und HaHs wiesen sowohl am 13. wie auch am 19. Tag
die gleichen Enzym aktivi täten auf, so daß zumindest in diesem Fall kein
Einfluß von Huminsäure auf die Aktivität der sauren Phosphatase fest-
stellbar war.

Tabelle 1
Aktivität der sauren Phosphatase (Extinktionen bei 550 nm)
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Nach SAALBACH 1956 wird in Pflanzen die Phosphataseaktivität durch
Huminsäure gefördert. FLAIG, SCHARRER & SCHOLL 1957 untersuchten den
Aktivitätsverlauf der sauren Phosphatase an 14 Tage alten Roggenkeim-
pflanzen, die zwei und 48 Stunden in einer Nährlösung mit Zusatz von
Thymohydrochinon, als Modellsubstanz für Huminsäure kultiviert worden
waren. Sie stellten schon nach zwei Stunden einen leichten Abfall der
Phosphataseaktivität in den Keimpflanzen aus Thymohydrochinon gegen-
über der Kontrolle fest. •

Phenoloxydase (Tabelle 2). Ebenso wie bei der sauren Phosphatase
stiegen die Aktivitätswerte der Phenoloxydase mit fortschreitender Ent-
wicklung der Adventivwurzeln an. Sie waren am 17. Versuchstag in den
Versuchsansätzen Hs und Ha gleich hoch, während sie in den Adventiv-
wurzeln der Stecklinge aus HaHs nur den halben Aktivitätswert von Ha
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bzw. Hs erreichten; sie waren nach 21 Tagen in Ha mehr als doppelt so
hoch wie in HaHs.

Nach SMIDOVÄ 1962 wird die Aktivität der Polyphenoloxydase in
Wurzelhomogenaten von Triticum vulgäre nach lOtägiger Behandlung der
Pflanzen mit Na-Humat (100 mg/1) gegenüber Kontrollpflanzen bei Kultur
in destilliertem Wasser um 20 Prozent erhöht. Es ist jedoch angesichts der
Giftigkeit des destillierten Wassers möglich, daß dieses Ergebnis dadurch
stärker beeinflußt wurde als durch Huminsäure.

Tabelle 2

Relative Aktivität der Phenoloxydase (Filter OG 2)
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Peroxydase (Tabelle 3). Die relative Aktivität der Peroxydase
wies in den Adventivwurzeln aus Hs viermal so hohe Werte auf wie in denen
aus HaHs und doppelt so hohe wie in Ha (16., 17. Tag). Auch am 21. Tag
war die Peroxydaseaktivität in den Adventivwurzeln aus Ha höher als in
denen aus HaHs. Ein fördernder Einfluß der Hs auf die Peroxydaseaktivität
kann daraus nicht abgelesen werden.

Nach GASPAR & XHAUFPLAIRE 1967 steigt die Peroxydaseaktivität in
abgeschnittenen Wurzelspitzen von Lens culinaris innerhalb von 12 Stunden
aufs Doppelte an und nimmt innerhalb weiterer 12 Stunden wieder ab.
Die Autoren bringen dieses Ansteigen der Enzymaktivität mit einem ver-
stärkten Abbau von Indolyl-(3)-essigsäure in Zusammenhang.
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Tabelle 3

Relative Aktivität der Peroxydase (Filter OG 2)
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Enzymaktivitäten und Rohchlorophyllgehalt der Blätter

Es wurden jeweils alle Blätter eines Stecklings untersucht. Dadurch
war es möglich, entwicklungsbedingte Unterschiede innerhalb einer Blatt-
abfolge zu erfassen.

Rohchlorophyllgehalt (Tabelle 4). Wie zu erwarten war, sinkt
der Chlorophyllgehalt in ungestörter Folge mit abnehmender Insertionshöhe
der Blätter. Auch in gleich inserierten Blättern der Versuchsansätze ents.
W., Hs und der Kontrolle (14. Tag) nahm er gegenüber der Kontrolle vom
2. Versuchstag ab, wobei die Abnahme in den Blättern des Ansatzes ents.W.
stärker war als in Hs (z. B. 3. Blatt, Kontrolle 0,46, ents.W. 0,08, Hs 0,34).
Die Blätter der Stecklinge aus Ha und HaHs wiesen denselben Gehalt an
Rohchlorophyll auf.

Zwar gibt SLADK^ 1959 für Tomatenblätter einen höheren Chlorophyll-
gehalt nach Huminsäuregaben zur Nährlösung an, doch kann dieser allein
auf eine bessere Eisenversorgung zurückgeführt werden, wie KAUL 1962
annimmt. Nach HOFFMANN 1964 beeinflußt Huminsäure nur dann die
Chlorophjdlmenge in Keimpflanzen von Triticum aestivum, wenn diese
etioliert herangezogen und vor dem Belichten in Huminsäurelösung
(100 mg/1) gesetzt wurden, während bei normaler Anzucht Huminsäure
ohne Wirkung blieb.
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Saure Phosphatase (Tabelle 1). Die Aktivität der sauren Phos-
phatase nimmt mit abnehmender Insertionshöhe der Blätter mit guter
Regelmäßigkeit zu, vor dem Blattfall jedoch wieder ab; analog dazu
steigt die Aktivität dieses Enzyms beim Altern der Blätter, wie es ein
Vergleich einander entsprechender Blätter verschiedenen Alters zeigt.

In den Blättern der Stecklinge aus ents.W. ist die Phosphatase-
aktivität höher als in denen aus Hs, während zwischen den Versuchs-
ansätzen Ha und HaHs ähnlich wie bei den Adventivwurzeln kein eindeuti-
ger Unterschied feststellbar ist.

Tabelle 4

Rohchlorophyllgehalt der Blätter (Extinktionen bei 660 nm)
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Nach HASKINS 1955 steigt die Aktivität der sauren Phosphatase in
Sämlingen von Zea mays im Laufe ihrer Entwicklung an, wobei der Anstieg
in etioliert gezogenen Pflanzen intensiver verläuft als in normal belichteten.

Phenoloxydase und Peroxydase (Tabelle 2, 3). In den Blatt-
folgen aller Stecklinge war die Aktivität der Phenoloxydase in den tiefer
inserierten Blättern geringer als in den höher inserierten. Beim Altern der
Blätter sank die Aktivität dieses Enzyms ebenfalls, wie ein Vergleich von
Blättern aller Versuchsansätze (16., 17. Tag) einschließlich der Kontrolle
(16. Tag) mit den entsprechenden Blättern der Kontrolle vom 7. Tag zeigt.
Die unteren 6 Blätter der Stecklinge aus HaHs und Ha weisen am 16.
bzw. 17. Versuchstag etwa gleich hohe Aktivitäten der Phenoloxydase auf,
während in den während des Versuchs, also unter dem Einfluß des Nähr-
mediums gebildeten Blättern die Enzymaktivitäten deutlich verschieden
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sind. Ebenso wie schon in den Adventivwurzeln ist die Aktivität der
Phenoloxydase bei den Blättern im huminsäurehaltigen Nährmedium
geringer als in huminsäurefreien. Das gleiche gilt auch für den 21. Tag.

Die Aktivität der Peroxydase nimmt innerhalb der Blattfolge eines
Stecklings erst zu und fällt in den tiefer inserierten Blättern wieder ab.
Auffallend ist der Aktivitätsabfall in den Stecklingen aus HaHs und Ha
(16., 17. Tag) gegenüber der Kontrolle vom 7. Tag. Weiters ist die Aktivität
der Peroxydase in den während des Versuchs gebildeten Blättern des
Versuchsansatzes Ha höher als in HaHs.

Nach NASON, OLDEWURTEL & PROPST 1952 führt Zn-, Fe-, Mn-, Mo-
und B-Mangel zu einer Erhöhung der Phenoloxydaseaktivität in Tomaten-
blättern; das Fehlen dieser Spurenelemente (mit Ausnahme des Eisens)
erhöht auch die Aktivität der Peroxydase; durch Eisenmangel wird die
Peroxydaseaktivität erniedrigt. Nach PRICE 1968 soll sich die Aktivität
der Peroxydase bei Eisenmangel nur geringfügig verändern. Von den
genannten Spurenelementen könnten in den hier vorgelegten Versuchen
nur Eisen und Zink (als Verunreinigung des Eisenpräparates) die Enzym-
aktivitäten in den Stecklingen der Versuchsansätze Ha und HaHs be-
einflussen, da die anderen Elemente in der Nährlösung nicht geboten worden
sind. Da aber der Gehalt an Rohchlorophyll in den Blättern der Stecklinge
beider Versuchsansätze gleich hoch war, kann die unterschiedliche Enzym-
aktivität von Peroxydase und Phenoloxydase zumindest in den Blättern
nicht auf den Einfluß von Fe- oder Zn-Ionen zurückgeführt werden. Aus
demselben Grund muß Magnesiummangel, der nach SCHWARZE 1954 bei
Phaseolus vulgaris neben einer Hemmung der Chlorophyllsynthese einen
Anstieg der Peroxydaseaktivität bewirkt, für den vorliegenden Fall aus-
geschlossen werden.

Die geringen Aktivitäten von Phenoloxydase und Peroxydase in den
Blättern und Adventivwurzeln können auf eine Wirkung des Humin-
säurepräparates zurückgeführt werden, umsomehr als sie in den neu-
gebildeten Organen auftreten. Dieses Ergebnis spricht aber gegen eine
Teilnahme von Huminsäure an der Atmung über den von FLAIG 1955
vorgeschlagenen Weg. Ansonsten wäre zu erwarten, daß gerade diese
Enzyme bei Huminsäuregaben zur Nährlösung aktiver sind als bei Dar-
bietung huminsäurefreier Nährlösung.

Zusammenfassung

1. An Tomatenstecklingen wurde der Einfluß von Huminsäure (100 mg/
Liter) auf den Rohchlorophyllgehalt der Blätter sowie auf die Aktivität
der Enzyme saure Phosphatase, Phenoloxydase und Peroxydase in Blättern
und Adventivwurzeln untersucht.

2. Der Rohchlorophyllgehalt und die Aktivität der sauren Phosphatase
wurde durch Huminsäuregaben zur Nährlösung nicht verändert.
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3. Hingegen war die Aktivität von Phenoloxydase und Peroxydase in
den neugebildeten Blättern und den Adventivwurzeln der Stecklinge aus
huminsäurehaltigem Nährmedium geringer als aus huminsäurefreiem.

4. In nährlösungsfreier Huminsäure entwickelten sich die Stecklinge
besser als im entsalzten Wasser. Sie bildeten neue Blätter und Adventiv-
Avurzeln aus, der Chlorophyllabbau war verzögert und die Aktivität der
sauren Phosphatase in allen vergleichbaren Blättern geringer.
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