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Einleitung

Wie die verschiedensten Agentien wichtige Eigenschaften des pflanz-
lichen Protoplasmas wie Permeabilitit, Viskositit, Resistenz u. a. m.
veréindern, unterrichtet eine ausgedehnte Literatur (vgl. z. B. HOBER 1947,
Biesr 1962, dort weiteres Schrifttum). Auffallenderweise liegen aber nur
wenige derartige Arbeiten iiber zellphysiologische Wirkungen des SO,,
das heute als Schadstoff eine bedeutende Rolle spielt, vor (AnprE 1934,
TatMMLER 1942). Vermdgen auch Verdnderungen der genannten Plasma-
eigenschaften allein noch keinen unmittelbaren Aufschlufi dariiber zu
geben, wie das betreffende Agens in der Zelle wirkt, so lassen doch Ver-
gleiche mit anderen Agentien sowie verschiedener zellphysiologischer
Kriterien untereinander Hinweise auf mogliche Angriffspunkte erwarten.
Die vorliegende Untersuchung soll einige Daten beibringen, die mithelfen
sollen, die oben bezeichnete Liicke zu schlieBen. Um Vergleiche mit den
Angaben der Literatur zu erméglichen, werden in den nachstehend ange-
fithrten Versuchen nicht wirtschaftlich wichtige Pflanzen benutzt, sondern
altbewidhrte zellphysiologische ,,Versuchskaninchen bevorzugt.

Methodik

In der Luft vorhandenes SO, wirkt nicht als solches auf die Proto-
plasten der Pflanzen, sondern in Wasser zu H,SO; (schwefliger Saure)
gelost. Es werden daher keine Unterschiede zu erwarten sein, wenn statt
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gasférmigem SO, Losungen von H,80, auf die Versuchsobjekte einwirken,
die mit dem Partialdruck des SO, im Gleichgewicht stehen.

Die Lésungen verschiedenen SO,-Gehaltes wurden nach der von uns
entwickelten ,,Glockenmethode® hergestellt (Himren & Mixrau 1971).
Unter luftdicht abgeschlossenen Glasglocken werden Glasschilchen mit
NaHSO0,-Losungen verschiedener Konzentration aufgestellt. Uber den
Losungen stellt sich eine von der jeweiligen Konzentration und der Tem-
peratur abhingige SO,-Spannung ein. Das Gas 16st sich in aqua dest., das
sich in einem zweiten Schilchen unter der Glocke befindet, bis sich ein
von der SO,-Spannung abhéngiges Gleichgewicht H,S0, = S0, einstellt.
Man erhélt so reine H,S0;-Losungen reproduzierbarer Konzentration. In
diesen Losungen wurden die Versuchsobjekte, selbstverstindlich unter
der Glocke, der schwefligen Sdure 24 oder 48 Stunden ausgesetzt; die
Konzentration der Sure erwies sich iiber diesen Zeitraum als konstant, sie
wurde, zweckmiBigerweise anhand eines zweiten, gleichfalls mit Wasser
beschickten Schéilchens, jodometrisch bestimmt. Die theoretisch zwar
mogliche Angabe der Konzentration durch den pH-Wert erwies sich als
nicht gangbar. AuBerlich den Objekten anhaftendes CaCO, kann in der
Sdure in Losung gehen und dadurch ihren pH-Wert verfilschen; auch
kénnen sich wihrend des Versuches geringe Mengen Schwefelsdure durch
Oxyidation bilden. Auf die Konzentration der schwefligen Sdure in den
Versuchslésungen hat dies jedoch keinen Einflu}, weil solcherart verbrauch-
tes 80, durch Nachdiffundieren von SO, wieder ersetzt wird.

Obwohl Temperaturschwankungen wegen der gegenliufigen Tempera-
turabhéngigkeit der SO,-Spannung iber der Sulfitlésung und der Lislichkeit
von S0, in Wasser nur geringen Einflul auf die H,SO,-Konzentrationen
in den Versuchsschilchen haben, wurden die Versuche teils in einem
anndhernd temperaturkonstanten Kellerraum, teils im Thermostaten
durchgefiihrt.

Weitere methodische Einzelheiten werden bei den einzelnen Ver-
suchen angefiihrt.

Versuchsergebnisse

a) Das Eindringen von H,80, in Zellen im Vergleich zu anderen Siuren.

Schnitte anthozyanhaltiger Epidermen wurden nach kurzem Vor-
wissern in Lésungen von H,SO; und einiger anderer Sduren gelegt, deren
Konzentration so gewihlt war, daff ihr pH-Wert und damit das Diffusions-
gefille freier H-Ionen zum Zellsaft bei allen gleich war. Die Zeit, die bis
zum Kintreten des Farbumschlages verstreicht, stellt ein relatives Mal
fir die Eindringgeschwindigkeit der Séduren dar (Brexymr 1918). In der
4. Kolonne der Tabelle 1 sind die an Zebrina pendule beobachteten Um-
firbezeiten fiir sieben, auf pH = 3,7 eingestellte Sduren angegeben (Ver-
suche bei Zimmertemperatur).
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Tabelle 1

Zebrina pendula: Umfirbe- und Absterbezeiten in Sdurel§sungen von pH 3,7.
Zeit in Sekunden

Séure Molekular- 1. Dissozia- Umféarbe- Absterbe-
gewicht tionskonstante zeit

Essigsiure 60,05 1,76.10-5 150 150
H,SO0, 82,08 1,74.10-2 168 230
H,80, 98,08 1,20.10-2 174 572
Ameisensdure 46,03 1,77.10+ 210 630
Oxalséure 126,07 5,90.10-* 229 670
Weinsdure 150,09 1,04.10-8 730 2510
Zitronensdure 210,14 1,80.10— 9 Std. 21 Std.

Die Umfirbezeiten folgen im wesentlichen dem Molekulargewicht,
wenn auch mit erheblich steilerem Anstieg. Trotz des abweichenden Ver-
haltens der Ameisenséiure besteht zwischen den beiden Gréfen eine sehr
gute Korrelation von r = 0,85, wihrend mit der Dissoziationskonstante
nur ein geringer Zusammenhang besteht (r = 0,31). Auch die schweflige
Sdure fiigt sich gut in die Reihe der untersuchten Sduren ein, sie nimmt
hinsichtlich des am Anthozyanumschlag erkennbaren Eindringens in die
Zelle offenbar keine Sonderstellung ein. Ahnliches 148t sich auch an anderen
Versuchspflanzen feststellen. Obwohl die Umférbezeiten bei anthozyan-
fithrenden Zellen von Sefereasea purpurea und besonders von Allium cepa
allgemein wesentlich linger sind als bei Zebrina pendula, liegt auch bei
diesen Objekten der Korrelationskoeffizient von Molekulargewicht und
Umférbezeit bei r = 0,8—0,9 und die in H,S0, beobachteten Umférbe-
zeiten sind um héchstens 39 kiirzer als in Schwefelséure.

Auch bei anderen pH-Werten bleiben die Verhaltnisse im wesentlichen
gleich. In stirker sauren Lésungen (untersucht wurde bis pH 3,05) wird
die Korrelation zwischen Umfirbezeit und Dissoziationskonstante noch
weiter (bis auf r = 0,1—0,2) zuriickgedrédngt, wihrend sie bei pH 5,7 bei
wesentlich verlingerter Umférbezeit auf r = ca. 0,5 ansteigt. Mit zu-
nehmendem pH bestimmt demnach die Dissoziation der Siure in stédrkerem
MaBe deren Eindringen; die gute Ubereinstimmung des Verhaltens der
schwefligen Sdure und der Schwefelsiure bleibt aber unabhingig vom
pH erhalten.

Das Bild dndert sich jedoch, wenn wir die zum Absterben der Zellen
erforderliche Zeit (Absterbezeit, Kolonne 5 in Tabelle 1) betrachten. In
Essigsdure sterben die Zellen gleichzeitig mit dem Farbumschlag ab, aber
auch in schwefliger Séure ist die Absterbezeit nur 1,36 x so lang wie die
Umfirbezeit. In den iibrigen untersuchten Siduren iiberleben die Zellen

6*
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Fig. 1. Randentest. Erklérung im Text.

von Zebring pendule die 2,9—3,56fache Umfirbezeit, die Schwefelsiure
macht hiebei keine Ausnahme; Zellen von Tradescantia albiflora werden
in H,80, bei pH 3,4 bereits nach 67 Sekunden abgetdtet, in H,80, vom
gleichen pH bleiben sie 1260 Sekunden, d. i. fast die 20fache Zeitdauer
am Leben. Wie die Umférbezeit korreliert auch die Absterbezeit gut mit
dem Molekulargewicht der Sduren (r = 0,9), mit der Dissoziationskonstante
hingegen bedeutend weniger (r = 0,11).
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b) Der ,,Randentest*

GAUMANN, Jaag & BrAUN 1947 und GAUMANN & v. Arx 1947 testeten
die Giftigkeit von Welketoxinen und Antibiotica anhand des Anthozyan-
austrittes an roten Riiben (Randen, Bela vulgaris). Diejenige Konzentration
des zu priifenden Stoffes, bei der nach 24 Stunden Anthozyan aus dem
Gewebe der Riiben auszutreten beginnt, stellt ein Maf fiir dessen Toxizitéat
dar. Diese einfache Methode schien uns geeignet, vor allem die Wirkung
von schwefliger und Schwefelsdure zu vergleichen.

Je 50 Riibenscheibchen von 7 mm @ und 4 mm Dicke wurden gut aus-
gewaschen und in Schélchen mit jeweils 14 ml H,50, bzw. H,S0; (unter der
Glocke) wechselnder Konzentration 24 Stunden belassen. Die Intensitit des
Anthozyanaustrittes wurde gegen einen aus zerriebenen Riibenscheibchen her-
gestellten Standard, der die Gesamtmenge des in den Scheibchen vorhandenen
Anthozyans gelést enthielt, photometrisch bestimmt und auf diesen bezogen.

Fig. 1 zeigt den Farbaustritt in den beiden Sduren in Abhingigkeit
vom pH. In Schwefelsiure ist innerhalb 24 Stunden auch bei pH 3,3 nur
geringfiigig Anthozyan ausgetreten, die Schidigung also minimal geblieben;
in schwefliger Sdure beginnt sich jedoch bereits bei pH 6 die Ldosung zu
réten, die Lichtabsorption steigt unter pH 5,56 steil an, ein eindeutiger
Hinweis auf die bei gleicher H-Ionenkonzentration wesentlich gréBere
Giftigkeit dieser Sdure. Tabelle 2 gibt die mit steigender Konzentration
von H,S0; beobachteten Werte der Lichtabsorption wieder.

Tabelle 2

Randentest: Lichtabsorption in 9, der Vergleichslésung nach 24stindigem
Verweilen in H,80;-Losungen

N H,S0, Lichtabsorption
H,0 1,8

2,3.10-4 1,9

4,5.10-* 2,1

5,8.104 2,8

6,6.10-4 3,9

2,3.10— 5,0

3,2.10° 12,—~

4,6.10-2 O

Das Anthozyan beginnt bei einer H,80,-Konzentration von 5—6.10—*N
auszutreten, sodal diese definitionsgemi als der Schwellenwert fiir die
Toxizitédt dieser Sdure im Randentest anzusehen ist. Der pH-Wert dieser
Losung liegt mit rund pH 6 (vgl. Fig. 1) erheblich iiber dem theoretisch
zu erwartenden Wert, da die im Vergleich zum Fliissigkeitsvolumen recht
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groBe Menge der Riibenscheibchen stark puffernd wirkt, ein weiterer
Hinweis dafiir, daB} fiir den Farbaustritt nicht das H--Ton, sondern offenbar
das S0O,-Ton verantwortlich ist.

¢) Resistenzgradienten im Elodea-Blatt

Waeser 1932 sowie MopEr 1932 und MuinprL 1934 konnten zeigen,
dafl die Zellen des Blattes von Elodea canadensis gegeniiber verschiedenen
schidigenden Agentien ungleich empfindlich sind. Nach Weser 1932
sind gegeniiber Essigsdure die Zellen der Blattspitze und die Blattzdhnchen
besonders empfindlich, weniger das Blattfeld, wihrend die Zellen der
Mittelrippe und der Blattbasis am léngsten iiberleben. Gegeniiber schwefliger
Saure verhalten sich die Elodea-Blitter grundsitzlich dhnlich, doch ergeben
sich, auch gegeniiber Schwefelsdure, einige Unterschiede, wie Tabelle 3
und Fig. 2 zeigen.

Tabelle 3
Elodea canadensis: Absterbegradienten in 10-* N H,80, und H,50,

Verweildauer H,S0, H,504
5 Stunden  Spitze tot Spitze lebend
Basis lebend Basis tot
24 Stunden apikale Blatthilfte tot Spitze lebend
Basis lebend Basis tot
48 Stunden nur basales Drittel lebend 259, der Blattfliche apikal tot
72 Stunden nur mehr Basis lebend apikales Blattdrittel tot
96 Stunden nur mehr Basis lebend apikale Blatthilfte tot
144 Stunden alle Zellen tot nur basales Drittel lebend
240 Stunden alle Zellen tot nur basales Drittel lebend

In beiden S#uren stirbt das Blatt von der Spitze zur Basis fort-
schreitend ab, in H,S0; jedoch wesentlich rascher als in H,S0,; die Rand-
zellen sind in jener gleich empfindlich wie die auf gleicher Hohe liegenden
Zellen des Blattfeldes, wihrend sie in H,S0, dhnlich wie in Essigsiure
(Wmerr 1932) ldnger iiberleben. Auch die in Hssigsiure ausgeprigte
resistente Zone entlang der Mittelrippe ist in beiden Sduren hdchstens
angedeutet. Auffallend ist, daBl die Zellen der Basis in schwefliger Sdure
dhnlich wie in Essigsiure am resistentesten sind, wihrend sie in Schwefel-
sdure als erste absterben.

Da die Eindringgeschwindigkeiten beider S@uren in die Zellen, wie
oben gezeigt werden konnte, nahezu gleich sind, konnen diese nicht die
Ursache fiir das ungleich raschere Absterben der Elodea-Zellen in H,S0,
sein, insbesondere aber nicht fiir das abweichende Verhalten der Zellen
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des Blattrandes und der Mittelrippe; es wire dann auch schwer erklirlich,
warum die Basiszellen in schwefliger Sdure relativ resistent sind, in Schwefel-
séure dagegen nicht. Trotz aller Kritik, die derartige Gradienten gefunden
haben, diirfte es heute wohl sicher sein, daf} diese nicht in den Permeabili-
téitseigenschaften der Kutikula begriindet sind, sondern in plasmatischen
Gradienten (vgl. PErNER 1950, REUTER 1955). Das abweichende Verhalten
der Helodea-Zellen in schwefliger Sdure mufl wohl als das Ergebnis des
Zusammenwirkens solcher plasmatischer Gradienten mit einer, chemisch-
physikalisch nicht ndher definierbaren ,spezifischen Wirksamkeit dieser
Sidure auf das Plasma angesehen werden.

a b C

Fig. 2. Resistenzgradienten im Hlodea-Blatt; a) nach 96 Stunden in 1.10-3 N
H,50,; b) dgl. in H,804; zum Vergleich: ¢) in Hssigsdure (n. WEBER 1932,
umgez.). Tote Blattpartien schwarz.

d) Wasserpermeabilitit und H,SO,

Die Wasserpermeabilitit pflanzlicher Zellen ist in hohem Mafle von
der jeweiligen ¢H der Losung abhéngig; sie wurde um den Neutralpunkt
(SEEMANN 1950) bzw. im Bereich des IEP des Plasmas (BRAUNER & BRAUNER
1943) am héchsten gefunden und nimmt nach der sauren wie nach der
alkalischen Seite hin ab. Es lag nahe zu priifen, ob sich die Zellen in H,S0,-
Losungen dhnlich verhalten oder ob auch die Wasserpermeabilitdt durch
das SO;-Ion noch zusitzlich beeinflulit wird.

Mit Hilfe der plasmometrischen Methode (Hornur 1918) wurden die
Eintritts- und Riickgangskonstanten (Ky und Ky) nach der von Huser &
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Hoéruer 1930 angegebenen Formel an Zellen, die mit H,S0,-Lésungen
48 Stunden vorbehandelt worden waren, bestimmt. Als Plasmolytikum
diente Traubenzucker. Das Ergebnis ist in Fig. 3 wiedergegeben.

Schon in der schwichsten, mit der Glockenmethode erreichbaren
H,S0,-Konzentration (2.10~% N) ist die Permeabilitit fiir den Wasser-
eintritt (Kp) auf etwa ein Viertel der Wasserkontrolle erniedrigt. Mit
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Fig. 3. Allium cepa: Plasmolyse-Eintritts- (Kg) und Riickgangskonstanten (Kg)

in H,80,.

zunehmender H,S0,-Konzentration steigt jedoch die Permeabilitéit wieder
an und erreicht bei 1.10~% N ein recht scharfes Maximum, das sogar iiber
der Wasserkontrolle liegt. Nach Uberschreiten dieser Konzentration fillt
die Kurve steil ab, wobei sich stark streuende Werte ergeben; die Zelle
befindet sich hier wohl bereits im prédmortalen Zustand, der sich auch
durch unregelméaBige bis krampfige Plasmolyseformen zu erkennen gibt.

Die Riickgangskonstante Ky ist in dhnlicher Weise von der Saure-
konzentration abhéngig. Im Bereich zwischen 10-% und 10-¢ N H,S0,
besteht ein breites Minimum, um 4,5.10-% N erreicht sie ein deutliches
Maximum. Wie die Eintrittskonstante fillt auch Ky nach dessen Uber-
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schreiten steil zu einem durch mehrere MeBpunkte gesicherten Minimum ab.
In nur wenig hoheren H,S80,-Konzentrationen beginnen die Werte stark
streuend steil anzusteigen. Es fillt auf, daf die Kurven von Ky und Kg
einander zwar weitgehend dhneln, aber doch so gegeneinander verschoben
sind, daB der Hochstwert von Ky und die niedrigste Ky bei der gleichen
H,80;-Konzentration gefunden werden. SEEMANN 1950 hat fiir die pH-Ab-
hingigkeit von Ky und Ky einen weitgehend kongruenten Verlauf fest-
stellen konnen, der sich bis pH 3 erstreckt; fiir einen Anstieg, wie er in
unseren Versuchen so deutlich auftritt, finden sich dort keinerlei Anhalts-
punkte. Das Zusammenfallen des Maximums von Ky mit dem Minimum
von Ky mochten wir daher weniger als die Bestitigung eines (mit kaum
vergleichbarer Methode gewonnenen) Befundes Kaczmarexs 1929 ansehen,
dafBl einem Maximum der Plasmolysierbarkeit einem Minimum der De-
plasmolyse entsprechen soll, sondern eher als Folge des zusitzlichen plas-
molytischen Eingriffes bzw. der bei der Deplasmolyse verlingerten Ver-
suchsdauer.

Die freilich etwas grobere Methode der Plasmolyse- und Deplasmolyse-
zeit nach WEBER 1929 liefert Kurven, die denen von Ky und Ky im wesent-
lichen spiegelbildlich sind. Fiir beide Grofen finden sich wieder scharf
ausgeprigte Extremwerte bei 1.10-2 N H,S0,, die Maxima der Permeabili-
tit anzeigen. Auf eine Wiedergabe detaillierter Werte darf daher ver-
zichtet werden (vgl. MigvAT 1965).

e) Plasmaviskositit und Plasmastromung

Nach WEBER 1929 erlaubt die Plasmolysezeit, d. i. die Zeit, die vom
Plasmolyseeintritt bis zum Endpunkt der Abrundung verstreicht, auch
Riickschliisse auf die Viskositét des Plasmas in vivo, ebenso die Plasmolyse-
form. In Ubereinstimmung mit der pH-Abhingigkeit der Wasserpermeabi-
litdt zeigt sich, daB in Losungen unter 1.10-% N H,SO; wohl Konkav-
plasmolyse eintritt, was auf eine Zunahme der Viskositét hindeutet; im
Bereich um 10-2 N sieht man nicht selten wieder erleichtertes Abrunden
der Protoplasten, ein Hinweis auf geringere Viskositit; nach Uberschreiten
dieser Konzentration findet sich hingegen Krampfplasmolyse und Zerfall
in Teilprotoplasten, was auf hohe Viskositdt hinweist. Solcherart erschwerte
Plasmolyse bzw. Viskositdtszunahme konnte bei Allium cepa oberhalb
2.10-3 N, bei Hlodea canadensis bei 1,9.10~2 und bei Blattepidermen von
Hedera heliz oberhalb 1,8.10-3 N H,S0, beobachtet werden; die Grenze
liegt also bei den sehr verschiedenen Objekten im gleichen Konzentrations-
bereich.

Auch die Geschwindigkeit der Plasmastromung kann, wenn auch mit
einigem Vorbehalt, als Kennzeichen fir die Plasmaviskositdt gelten
(Kamrya 1959). An Elodea canadensis haben wir folgende Stréomungs-
geschwindigkeiten nach 24stiindiger Begasung gemessen (Tabelle 4):
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Tabelle 4

Elodea canadensis: Geschwindigkeit der Plasmastrémung in H,80,; Versuchs-
dauer 24 Stunden

N H,S50, pm.sec™t Verdnderung gegeniiber
der Wasserkontrolle 9,
H,0 5,6 —
5,1.10—4 6,3 + 14
8,0.104 6,4 + 16
9,7.10—¢ 8,4 + 52
1,0.10-3 9,6 + 72
1,2.10-2 8,9 -+ 64
1,4.1072 8,1 + 48
1,6:10-2 5,6 + 2
2,8.10-3 1,8 — 68
4,2.10-3 4,4 — 20
4,7.10-3 7,3 + 33

Die Rotation ist bereits in schwachen Konzentrationen erhéht, sie
erreicht ihre Maximalgeschwindigkeit in 1,0.10-% N H,SO,, also bei der
gleichen Konzentration, bei der auch die Permeabilitdt fiir Wasser am
grofiten ist. Auffallend ist der steile Abfall der Stromungsgeschwindigkeit
nach Uberschreiten des Maximums bis auf ein Drittel des Maximalwertes,
aber auch StrRuceER 1928 hat erhebliche Anderungen der Stromungs-
geschwindigkeit innerhalb enger pH-Bereiche gefunden. Im weiter sauren
Bereich nimmt die Stromungsgeschwindigkeit wieder zu.

Zum Vergleich kénnen nur Angaben iiber solche Versuche heran-
gezogen werden, bei denen die Plasmastrémung gleichfalls in reinen Séuren
und nicht in Puffern untersucht wurde; nach Kamiva 1959 ist die Art
des verwendeten Puffers von erheblichem Einfluf. LaroN 1914 erzielte
mit 0,005%iger Schwefelsdure (d. i. rd. 102 N) bei Elodea in kiirzester
Zeit lebhafte Plasmastromung; schweflige Sdure war hingegen nicht
imstande, eine solche hervorzurufen, jedoch blieb eine bestehende Rotation
in 0,001 —0,0017%iger Séure (entsprechend rd. 2,4—4,0.10-* N) erhalten,
wurde aber nicht beschleunigt. Nach Dox 1950 (zit. n. Kamiva 1959) wird
die Plasmastrémung in Schwefelsidure bis pH 4 kaum beeinflut und erst
bei pH 1,4 gestoppt. Auch Essigsiure bleibt nach THIMANN & SWEENEY
1937 bis zur Konzentration von 10-3 M ohne nennenswerten EinfluB,
wihrend sie nach RimrsEma 1950 am gleichen Objekt (Hafer-Koleoptile)
die Stromung bei pH 4 hemmt. Die Angaben iiber die Sdurewirkung diver-
gieren also auBerordentlich. Eine mehrgipflige Abhéingigkeit der Strémungs-
geschwindigkeit beobachteten StrRUGGER 1926, 1928 und Corra 1929,
doch wurde diese bei vergleichsweise wesentlich niedrigerer ¢H und in
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Puffern gefunden. Hinweise auf ein so ausgesprochenes Maximum, wie
wir es im stérker sauren Bereich gefunden haben, finden sich in der Literatur
nicht. Wir halten es fiir unwahrscheinlich, dafl das Maximum bei 1.10—2 N
H,SO, ausschlieBlich pramortaler Natur ist. Dies trifft eher fiir den nach
Durchlaufen des Minimums bei 2,8.10—2 N auftretenden neuerlichen
Anstieg zu.

f) Osmotischer Wert und Stérkegehalt

Auch die nach der plasmometrischen Methode HorLzrs 1918 er-
mittelten osmotischen Werte verdndern sich unter dem Einflull der H,SO,-
Lgsungen, wie nachstehende Tabelle 5 zeigt.

Tabelle 5

Allium cepa: Osmotische Werte nach 48stiindigem Einwirken schwefliger Séure
(M Traubenzucker)

N H,80, Osmotischer Wert
H,0 0,245
1,97.10-4 0,255
4,60.10* 0,285
1,00.10-2 0,364
1,90.10-3 0,314
1,35.10-3 0,203
1,49.10-3 0,284
1,52.10-3 0,301
1,65.10-2 0,432
1,60.102 0,370
1,70.10-2 0,283

In niedrigen Konzentrationen von H,S0, erhéht sich der osmotische
Wert zunéchst allmihlich, bis er bei 1.10~3 N ein erstes Maximum erreicht,
der gleichen Konzentration also, bei dem bereits fiir mehrere andere zell-
physiologische Kriterien Extremwerte gefunden wurden. Nach einem
Abfall bis unter den Kontrollwert steigt er steil zu einem zweiten Gipfel
an, worauf er wiederum abnimmt. Einen &hnlichen Gang, erst Zunahme,
dann Abnahme, konnte ANpr% 1934 fiir den zeitlichen Ablauf der H,SO,-
Wirkung auf den osmotischen Wert bei gleichbleibender Konzentration
feststellen. Der iiberaus steile zweite Anstieg kénnte bereits mit einer
pramortal erhéhten Permeabilitéit der Plasmagrenzschichten zusammen-
hidngen, was auch die in'diesem Bereich stark streuenden K- und K;-Werte
(vgl. Abschnitt d) nahelegen.

An chloroplastenhaltigen Zellen wurde auch der Gehalt an autochthoner
Starke nach Einwirken von H,S80; verfolgt. Bei Elodea canadensis, Tra-
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descantia albiflora und Syringa vulgaris ergab sich iibereinstimmend, dafl
in 1.10~* bis etwa 5.10~* N H,S0;-Losungen die Chloroplasten nach
drei Tagen arm an Stirke und nach fiinf Tagen stirkefrei waren; in héheren
Konzentrationen, also iiber 5. 10~ N, war der Starkeabbau deutlich gehemmt
doch enthielten die Chloroplasten wesentlich weniger Stérke als in den
Woasserkontrollen. Bei anschliefender Belichtung konnten die Chloro-
plasten nur in den schwichsten Lésungen wieder etwas Stérke aufbauen,
in den héheren Konzentrationen war die Resynthese weitgehend gehemmt.
Diese Befunde stehen im Einklang mit den Angaben von ArRmNDs 1926,
nach denen freie H--Ionen bereits in Kleinster Menge zum Stédrkeabbau
fithren, wobei aber im Gegensatz zur Neutralsalzwirkung der osmotische
Wert nicht erhéht wird., STEINEOFF 1930 ist allerdings der Ansicht, daB
fiir den Stérkeabbau vor allem die Anionen verantwortlich sind. Zwar
wurden an den chloroplastenhaltigen Geweben die osmotischen Werte
nicht nachgepriift; auf Grund der Angaben ARENDS’ wiirde jedoch eine in
niedrigen H,S0,-Konzentrationen auftretende nur geringe Zunahme des
osmotischen Wertes, wie wir ihn an Allium cepa beobachtet haben (vgl.
Tabelle 5), mit einem auf die gleiche Ursache zuriickgehenden Stdrkeabbau
nicht unbedingt in Widerspruch stehen.

g) Die Gewebstreifenmethode nach GAuMANN et al. 1952

GAuMANN et al. 1952 bedienten sich der Ursprunaschen Geweb-
streifenmethode, um die Giftigkeit von Welketoxinen zu testen. Unge-
schiddigtes Gewebe dehnt sich in hypotonischen Ldsungen durch Wasser-
aufnahme aus. Ist das Gewebe jedoch geschidigt, so unterbleibt die Léngen-
zunahme, da die Plasmagrenzschichten den Wanddruck nicht mehr auf-
fangen kénnen und Wasser austritt; die Gewebstreifen verkiirzen sich
daher auch in hypotonischen Lésungen irreversibel. Aus der graphischen
Extrapolation der prozentualen Léngenédnderungen (i. e. Verkiirzung),
die sich nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen des zu
priifenden Agens einstellen, auf Null kann der Schwellenwert der Toxizitéit
ermittelt werden.

Wir benutzten zum Testen der Giftigkeit der schwefligen Séure das
gleiche Versuchsobjekt wie GAUMANN et al.,, nidmlich junge Tomaten-
blétter. Sie wurden in Streifen von 3,3 mm Lénge und 1,3 mm Breite
geschnitten und im Vakuum infiltriert. Je 60 Streifen wurden in H,SO,-
Lésungen verschiedener Stirke unter der Glocke 24 Stunden behandelt
und hierauf in Rohrzuckerlésungen iibertragen. Die Léngendnderungen,
die die Streifen dabei erfahren, sind in Fig. 4 dargestellt. Sie ordnen sich
mit nur geringen Abweichungen entlang einer Geraden an, soda auf
jene Konzentration extrapoliert werden kann, bei der die Gerade die
Nullinie schneidet. Fiir H,S0, liegt diese Grenzkonzentration, die GAUMANN
et al. als ,,Schwellenwert fiir die Schidigung der osmotischen Eigenschaften
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des Protoplasmas® bezeichnen, um 1,7.10-% N bzw. 3,4.10-¢ M, das ist
in der gleichen GréBenordnung, wie ihn die genannten Autoren fiir das
Welkegift Patulin oder das Antibioticum Penicillsdure angeben. Auf diese
auffillige Ubereinstimmung wird in der Besprechung noch zuriickzu-
kommen sein.

+2
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1072 107 107 10° N H,50, 10°°

Fig. 4. Gewebstreifenmethode nach GAumanx et al. 1952. Ordinate: Léngen-

dnderung der mit H,30, vorbehandelten Blattstreifen von Solanum lycopersi-

cum im hypotonischen Medium in 9, der Ausgangslinge. O = in 0,05 M,

® = in 0,1 M Rohrzuckerlosung; X = extrapolierter Schwellenwert der
Toxizitét bei 1,7.10-% N H,S80,.

Besprechung der Ergebnisse

Aus den geschilderten, mit verschiedener Methodik und an verschie-
denen Pflanzen ausgefiihrten Versuchen lassen sich einige wesentlich er-
scheinende gemeinsame Ziige der Wirkung von SO, bzw. H,S0, auf Pflan-
zenzellen herausschélen.

Zuniichst hat sich gezeigt, dall das Absterben von Zellen in Siduren
nicht primér von der Geschwindigkeit ihres Eindringens bestimmt wird.
Nach dem Farbumschlag des Anthozyans in den Vakuolen zu urteilen dringt
H,80, fast gleich rasch in die Zelle ein wie die hinsichtlich Molekularge-
wicht und Dissoziationsgrad dhnliche Schwefelsdure, sie fiigt sich damit
auch gut in die Reihe der anderen untersuchten Sduren ein. Innerhalb der
Zelle jedoch wirkt schwefelige Sdure wesentlich toxischer, worauf auch
schon Laron 1914 hinwies; er fand mittels der Plasmastromung als Indi-
kator H,S0, etwa zehnmal so giftig wie H,S0,. Diese Relation darf jedoch
nicht verallgemeinert werden. Gegeniiber Epidermiszellen von Zebrina
pendula ist Hy80, etwa 2,6 mal so toxisch, bei der nahe verwandten
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Tradescantia albiflora iiberlebten die Epidermiszellen das Zwanzigfache
der Absterbezeit in H,304. Im Randentest begann Anthozyan in H,S0,
erst bei einer um etwa eineinhalb Zehnerpotenzen héheren c¢H auszutreten
als in H,80,. Wie die Resistenzgradienten an Elodea ergeben haben, sind
sogar die Zellen ein und desselben Organs verschieden empfindlich.

Es muB also zwischen dem Eindringen der Séure und den Folgereak-
tionen unterschieden werden. Jenes folgt weitgehend den chemisch-physi-
kalischen Gegebenheiten, bei den Folgereaktionen ergibt sich eindeutig
eine Sonderstellung der schwefligen Séure.

Es ist auffillig, daBl verschiedene zellphysiologische KenngréBen
durch schweflige Sdure in dhnlichem Sinne beeinfluft werden und iiber-
einstimmend einen Extremwert bei der gleichen Sidurekonzentration er-
reichen. Die Permeabilitédt, dargetan durch die Plasmolyse- und die Deplas-
molysezeit und exakter durch die Eintritts- und Riickgangskonstanten fiir
Wasser, sowie die Geschwindigkeit der Plasmastrémung éndern sich mit
steigender Konzentration von H,SO, in einer zwar im einzelnen noch nicht
befriedigend interpretierbaren Weise, sie erreichen aber, gleich dem osmo-
tischen Wert und, wenn auch weniger deutlich ausgeprigt, dem Stirkege-
halt der Chloroplasten ein meist scharf ausgeprigtes Maximum bei 1.10-3
N H,S80,. Es liegt natiirlich der Verdacht nahe, daB dieses Maximum
pramortal bedingt sein kénnte. Alle Kurven zeigen aber iibereinstimmend
nach Uberschreiten dieser Konzentration ein scharfes, durch mehrere
MeBpunkte bei geringer Streuung gesichertes Minimum und weiterhin einen
neuerlichen, jetzt iiberaus steilen Anstieg, allerdings mit sehr grofier
Streuung der MeBwerte. Erst dieser zweite Anstieg diirfte den primortalen
Zustand der Zelle anzeigen, den ersten Gipfel méchten wir noch eher fiir
physiologisch halten.

Es erhebt sich die Frage, inwieweit die gleichsinnigen Verdnderungen
voneinander abhingig sind. Dies gilt insbesondere fiir den osmotischen
Wert und die Permeabilitidtskonstanten; ein hoherer osmotischer Wert
verringert die Konzentrationsdifferenz zwischen Zellsaft und AuBenlésung,
sodaf} sich bei gleich rascher Volumséinderung des Protoplasten zu hohe
Permeabilititskonstanten ergeben. Nun betrdgt aber bereits in H,S0,-
Lésungen, in denen der osmotische Wert noch kaum verdndert, eher sogar
etwas erhéht ist, der Ky-Wert nur etwa ein Drittel der Wasserkontrolle,
der Kp-Wert etwa deren Hilfte; der Hochstwert von Iy erreicht etwa
das Vierfache, derjenige von Ky etwa das Dreifache der Mindestwerte,
wahrend sich die Zellsaftkonzentration unter dem Einflul von H,SO; nur
auf etwa das 1,7fache erhéht. Die osmotischen Werte allein kénnen daher
keinesfalls als alleinige Ursache der gednderten Permeabilitit angesehen
werden, es miissen vielmehr Verdnderungen in den Plasmagrenzschichten
selbst vor sich gegangen sein.

Zweifellos wird auch der Enzymapparat in der Zelle durch H,SO,
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erheblich beeinflulit, worauf die deutlich erhéhten osmotischen Werte,
aber auch die unterschiedlichen Stérkegehalte in den Chloroplasten nach
3—btdgigem Einwirken hinweisen. In niedrigen Konzentrationen wird
Stérke rascher abgebaut, im Bereich um 1.10-3 N werden offenbar die
abbauenden Enzyme inaktiviert, sodal die Stdrke linger erhalten bleibt;
dieser Bereich ist jedoch wesentlich breiter als die Maxima des osmotischen
Wertes und der iibrigen untersuchten Kiiterien. Die Stérkeresynthese
wird aber bei allen Konzentrationsstufen gehemmt,

Wiahrend die Plasmastromung erst bei héherer Konzentration von
H,80; deutlich beeinflut wird, ist die Wasserpermeabilitdt der Zellen
schon in den niedrigsten, mit der Glockenmethode erreichbaren H,SO,-
Konzentrationen drastisch vermindert. Dies bestéitigt gleichfalls die oben
ausgesprochene und bereits von THOUMMLER 1942 geduBerte Vermutung,
dafl die Plasmagrenzschichten der erste Angriffspunkt der Sdure sein
diirften, die erste Storung im Zellgeschehen also osmotischer Natur ist.
Der Gewebstreifentest nach GAumMANN et al. 1952 beweist, dall schon in
sehr niedrigen Konzentrationen der Siure die wasserhaltende Kraft der
Zellen derart vermindert ist, dal sich auch in hypotonischen Ldosungen die
Gewebsstreifen irreversibel verkiirzen. Angesichts der Linearitdt der
Léangenénderungen (vgl. Fig. 4) kann mit ziemlicher Sicherheit auf den
Schwellenwert, bei dem die osmotische Schidigung eben einsetzt, extra-
poliert werden. Er wurde bei 1,7 N H,SO; gefunden, was einer im Ver-
héltnis 1:12,500.000 verdiinnten S#dure entspricht. ANDr#E 1934 fand
gleichfalls auf Grund osmotischer Untersuchungen den Grenzwert bei einer
Verdiinnung im Verhéltnis 1: 8,000.000; die beiden Schwellenwerte stim-
men also recht gut tiberein. Um denjenigen SO,-Gehalt der Luft zu erhalten,
der mit einer 1,7.10-% N H,SO,-Losung im Gleichgewicht steht, kann man
das bei HArTEL & Mixrau 1971: 540 angegebene Diagramm in niedrigere
Konzentrationen veilingein; man gelangt dann zu einem SO,-Gehalt der
GroBenordnung 0,1 mg SO, pro Kubikmeter Luft. Nach den in der Literatur
niedergelegten Erfahrungen zeigen landwirtschaftliche und gértnerische
Kulturpflanzen bei SO,-Konzentrationen unter 0,2 mg/m? Luft keine
Schiadigung oder ErtragseinbuBen mehr (BErer 1970, vgl. auch ZanN
1961). Die von ANDRE und von uns ermittelten Schwellenwerte liegen also
bereits unterhalb der Schidlichkeitsgrenze des S80,, ein Hinweis, daf der
erste Angriffspunkt dieses Gases das osmotische System der Zelle ist.
Obige Extrapolation kann natiirlich nur einen ungefihren Anhaltspunkt
liefern; formal ist sie durch die exakte Linearitit des Gleichgewichts-
zustandes SO,= H,S0, iiber mehr als drei Zehnerpotenzen der H,SO,-
Gehalte gerechtfertigt- (vgl. Hirrer & Mikrau 1971: 540), sachlich durch
den Umstand, daB}, SO, nicht als solches auf die Zellen einwirkt, sondern e1st
im Wasser der Zellwinde zu H,SO; geldst, wobei dhnliche Gleichgewichte
wie im Modellversuch zu erwarten sind.
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Die 10~ N H,S0,-Losung, bei der die bereits mehifach erwihnten
Maxima auftreten, stellt sich bei einem SO0,-Gehalt der Luft von rd.
120 mg/m3 ein; solch hohen SO,-Konzentrationen sind Pflanzen auch in
starkst mit SO, belasteter Luft niemals ausgesetzt. Die an Pflanzen in
Industriegebieten zu erwartenden zellphysiologischen Verédnderungen wer-
den etwa denen entsprechen, die wir in den niedrigsten H,SO;-Konzen-
trationen beobachten konnten.

Es fillt auf, daB der nach der Gewebsstreifenmethode ermittelte
Grenzwert der osmotischen Wirksamkeit der schwefligen Séure von
1,710 N bzw. rd. 0,9.10-¢M mit den von GAUMANN et al. 1952 fiir die
ungesittigten Laktone Penicillsdure (7,56.10-% M) und Patulin (1,3.10-¢ M)
gréBenordnungsmiBig iibereinstimmst. Diese beiden Stoffe zeigen auch im
Randentest eine dhnliche Toxizitédtsschwelle wie H,SO,; sie liegt fiir Peni-
cillsiure bei 5.10—% M, fiir Patulin bei 1.10~%, fiir H,S0, haben wir diese
zwischen 5 und 6.10~* N, d. g. 2,6—3.10~* M gefunden. Dies legt den
Gedanken nahe, daB trotz aller chemischen Verschiedenheit der Angriffs-
punkt der genannten, auch als Welketoxine wirksamen Stoffe und der
schwefligen Sdure identisch sein konnte. GAuMANN et al. 1952 erkliren die
hohe toxische Wirksamkeit der beiden Welketoxine unter Bezugnahme
auf REussEr 1952 mit einer Blockierung der SH-Gruppen im Plasma bzw.
an den Plasmagrenzflichen durch die ungesattigten Laktone; in weiterer
Folge werden Struktur-S-S-Briicken aufgelost und weitere SH-Gruppen
frei. Nun ist aber, wie GrRILL & ESTERBAUER 1972 nachweisen konnten, in
durch SO, belasteten Gebieten der Gehalt der Fichtennadelzellen an freien
-SH-Gruppen drastisch erhoht, ebenso das plasmagebundene -SH. Der-
artige Verinderungen erfordern, wie auch GAuMANN et al. hervorheben,
eine gewisse Zeit. Damit kénnte auch erklirt werden, daB schweflige Séure
beim ersten Eindringen in die Zelle keine Besonderheiten zeigt; die zum
Farbumschlag erforderliche Zeit von 30—150 Sekunden ist zu kurz, um die
Plasmamembranen merkbar verdndern zu kénnen. Die gegeniiber anderen
Séuren je nach Objekt und Zellart verschieden erhéhte Toxizitét wird je-
doch, wie die Resistenzgradienten gezeigt haben, im Verlaufe weniger
Stunden gut fafbar.

Daraus sich ergebende Ansitze fiir eine XKausalanalyse der SO,-
Wirkungen auf Pflanzen werden am Institute weiter verfolgt.

Zusammenfassung

1. Mit der von uns 1971 publizierten ,,Glockenmethode, die es er-
moglicht, auf einfache Weise definierte niedrige Konzentrationen von
H,S80, herzustellen, wird der Einflul dieser Sdure auf einige protoplas-
matische Bigenschaften der Pflanzenzelle untersucht.

2. Auf Grund des Farbumschlages des Anthozyans ergeben sich fiir
H,S0; und H,80, fast die gleichen Eindringgeschwindigkeiten. Die Permea.
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tion héngt, wie der Vergleich mit einigen anderen Sduren zeigt, in erster
Linie vom Molekulargewicht ab, weit weniger von der Dissoziationskon-
stante.

3. Innerhalb der Zelle wirkt jedoch H,SO, viel toxischer; die Proto-
plasten sterben in ihr je nach Objekt 2,5—20 mal so rasch ab wie in H,SO,
von gleichem pH, im Randentest tritt Anthozyan bei einer um etwa einein-
halb Zehnerpotenzen niedrigeren ¢H aus.

4. Die Wasserpermeabilitdt wird schon in den niedrigsten unter-
suchten Konzentrationen (um 10-5 N H,SO;) drastisch herabgesetzt.
Osmotischer Wert und Plasmastrémung werden zunédchst noch wenig
verdndert, der Stiarkeabbau ist hingegen stark beschleunigt.

5. Permeabilitdt, Plasmastrémung und osmotische Werte erreichen
iibereinstimmend bei einer Konzentration 10-* N H,S0, ein scharfes
Maximum, dem bei nur wenig hoherer Konzentration ein ebensolches
Minimum folgt. Erst ein weiterer steiler Anstieg mit stark streuenden Wer-
ten wird als pramortal angesehen. Der Stérkeabbau ist in diesem Konzen-
trationsbereich gehemmt.

6. Mit der Gewebstreifenmethode nach GAUMANN et al. 1952 wird als
Schwellenwert der osmotischen Schiddigung der Gewebe des Tomaten-
blattes 1,7.10~% N H,80, ermittelt. Der mit einer solchen Losung im Gleich-
gewicht stehende S0O,-Gehalt der Luft in der GroBenordnung 0,1 mg/m?®
liegt niedriger als derjenige, der Schiden an Kulturpflanzen verursacht.

7. Aus den Versuchen wird geschlossen, daf} der erste Angriff der
schwefligen Sédure das ormotische System der Zelle trifft. Auf Grund der
Ubereinstimmung der mit dem Gewebstreifen- und dem Randentest
ermittelten Grenzwerte fiir SO, mit denen, die GAumaNN et al. fiir die
Welketoxine Penicillséure und Patulin angegeben haben, wird vermutet,
daB schweflige Siure wie die beiden genannten Stoffe die -SH-Gruppen
im Plasma beeinflussen.
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