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Summary

Notes on the Ascorbic Acid System in Lariz and Aesculus

The ascorbic acid system of the deciduous trees Lariz and Aesculus is
being reported in this paper and compared with that of the evergreen spruce.
In principle, one can observe some agreement of the ascorbic acid maxima and
minima which appear during the summer months. Seasonal variations of the
ascorbic acid are certainly not due to a shift of the ascorbic-dehydroascorbic
balance but must be attributed to an increased synthesis or degradation resp.
The dehydroascobic acid content never exceeds 10 per cent of the ascorbic
acid content. A seasonal increase of the ascorbic acid always accompanied by an
increase of ascorbic acid oxidase and a decrease of dehydroascorbie acid reducta-
ge, indicates the close interaction (or cooperation) of the two enzymes. As a
similar relation was found previously for spruce needles it appears that this
interrelation in the ascorbic acid system is a more general phenomenon. The
principle differences of ascorbic acid system between spruce and larch in autumn
is being discussed.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird tiber das Ascorbinséduresystem in den sommergrinen
Biumen Lariz und Aesculus berichtet und mit dem der immergriinen Fichte
verglichen. Es lassen sich prinzipielle Ubereinstimmungen der Maxima und
Minima wihrend der Sommermonate erkennen. Die jahreszeitlichen Anderun-
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gen der Ascorbinséure beruhen sicher nicht auf einer Verschiebung des Ascor-
binséure-Dehydroascorbinsduregleichgewichtes, sondern werden auf eine er-
héhte Synthese bzw. Abbau zurtickgefiithrt. Der DAS-Gehalt betrdagt rund 109%,
der Ascorbinsiure. Auch bei der Lérche 1aBt sich der bei Fichten gemachte
Befund bestétigen, daBl zwischen Ascorbinsgure und Ascorbinsdureoxidase
bzw. Dehydroascorbinsiureductase eine Wechselwirkung besteht. Dabei ver-
laufen Ascorbinsdure bzw. Ascorbinsiureoxidase annidhernd gleichsinnig,
wogegen die Dehydroascorbinsidurereductase sich invers verhdlt. Die prinzi-
piellen Unterschiede zwischen Fichte und Lérche im Ascorbinsduresystem im
Herbst werden diskutiert.

1. Einleitung

Trotz zahlreicher Untersuchungen iiber Vorkommen, Biosynthese und
Abbau von Ascorbinsiure in Pflanzen besteht tiber ihre tatsichliche Funk-
tion im Stoffwechsel der Pflanze keine Klarheit. Manche Autoren (AvRoN
1960, Hatrzrwernn & Fovmr 1976) nehmen an, dafl die Ascorbinséure in
erster Linie eine Schutzsubstanz ist, die Zellen bzw. Zellorganellen vor
toxischen Sauerstoffprodukten wie Wasserstoffperoxid, Superoxidradikal
und Hydroxiradikal schiitzt. AS scheint auch weiters eine Rolle im Energie-
haushalt der Chloroplasten (ELSTNER & KraMER 1973) bzw. im Fettsdure-
metabolismus (STumepr 1976) zu spielen.

Der Entwicklungszustand einer Zelle und ihr Ascorbinsiuregehalt
stehen im engen Zusammenhang und allgemein ist junges Gewebe durch
einen hohen und altes Gewebe durch einen niedrigen Ascorbinsiuregehalt
gekennzeichnet (MeTZNER 1957, MAPsoN 1958, FraNkEe 1968, ESTERBAUER,
GriLn & Wrrr 1980, u. a.). FRANKE 1958 bringt den hohen Ascorbinsiure-
gehalt junger Blatter mit dem erhohten Angebot an Galacturonsdure fiir
den Aufbau der Hemizellulosen in Zusammenhang, da neben Glucuronséure
auch die Galacturonsiure Precursor fiir die Ascorbinsiuresynthese ist. Eine
grofie Bedeutung scheint die Ascorbinsdure aber auch fiir schon voll ent-
wickelte Blatter zu haben. Dies geht unter anderem schon daraus hervor,
daf sich das Ascorbinsiuresystem in immergriinen Pflanzen (z.B. Picea
abies) nach einem festen Programm jahresperiodisch #ndert und dal
genetische und okologische Fakforen (z.B. Standort) praktisch keinen
EinfluBl auf dieses Programm haben (EsrmrBAUZR, GriLL & WrrT 1980).
Wir haben festgestellt, dafl bei Fichtennadeln der Jahresgang von Ascor-
binsdure sich weitgehend mit dem Jahresgang der Ascorbinsdureoxidase
deckt, wihrend die Dehydroascorbinsiurereduktase einen genau inversen
Verlauf hat. Dieser Befund deutet darauf hin, daf die Ascorbinsiure die
Aktivitdt dieser beiden Enzyme so regelt, dall bei hohen Ascorbinsiure-
konzentrationen der Abbau, beiniedrigen dagegen der Aufbau (aus Dehydro-
ascorbinsdure) forciert wird. Der physiologische Sinn einer derartigen
Kontrolle kénnte darin liegen, dafl dadurch extreme Anderungen des Ascor-
binsduregehaltes verhindert werden. Wir haben das Ascorbinsiuresystem
nun auch in Larix decidua und Aesculus hippocastanum untersucht, um
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festzustellen, ob auch in sommergrinen Pflanzen eine dhnliche Wechsel-
wirkung zwischen Ascorbinsdure einerseits und Ascorbinsédure-Oxidase
bzw. Dehydroascorbinsiure-Reductase andererseits besteht.

Abkiirzungen

AS = Ascorbinsiure

DAS = Dehydroascorbinséure
FG = Frischgewicht

2. Material und Methodik

Das Untersuchungsmaterial stammte aus dem Botanischen Garten von
Graz bzw. seiner nidheren Umgebung. Fiir die Untersuchung der Jahres-
ginge wurden Nadelproben von Kurztrieben einer ca. 100jihrigen Lérche
(Lariz decidua MILL.) herangezogen, wobei die Probenahme jeweils an der
gleichen Stelle des Baumes erfolgte, um den Einflul} verschiedener Belich-
tung auszuschlieBen. Analog wurden die Proben von einer ca. 50jirigen
RoBkastanie (Aesculus hippocastanum L.) gesammelt, wobei das jeweils
dlteste Blatt eines Zweiges analysiert wurde.

Die Aufarbeitung der Blitter und die Bestimmung der AS, DAS,
AS-Oxidase und DAS-Reductase erfolgt so, wie schon frither (ESTERBAUER,
GrinL & WErLTr 1980) fiir Fichtennadeln beschrieben wurde. Ascorbinsdure
wurde kolorimetrisch mit Dichlorphenolindophenol bestimmt, wihrend
die DAS-Bestimmung auf FrRaANkE 1955 zuriickgeht. Die Aktivitdten der
AS-Oxidase bzw. DAS-Reductase wurden aus Acetontrockenpulver des
zu untersuchenden Pflanzenmaterials ausgewertet.

Die Enzymaktivititen sind in Units pro 1 g Frischgewicht angegeben,
wobei 1 Unit jene Enzymmenge ist, die pro Minute 1 pMol AS oxidiert
(AS-Oxidase) bzw. 1 pMol DAS (DAS-Reductase) reduziert.

3. Ergebnisse

Die Abb. 1 und 2 zeigen Jahresginge von AS in Nadeln von Larix
bzw. Aesculus. Unmittelbar nach dem Austrieb hatten die Blitter mit
1,68 mg/gFG bzw. 1,23 mg/gF'G die héchsten AS-Werte. Mit fortschreiten-
der Blattentwicklung nahm in beiden Fillen der AS-Gehalt ab und erreichte
Anfang Juli mit 1,11 bzw. 0,85 mg/gFG ein Minimum. Dieses Minimum
tritt auch dann auf, wenn man die unterschiedlichen Trockengewichts-
anteile junger und ausgewachsener Nadeln beriicksichtigt. Nach Uber-
schreiten des Minimums, das nur wenige Tage anhielt, stieg die AS-Kon-
zentration wieder schnell an und blieb dann wihrend der Sommermonate
bei ca. 1,3 mg/gFG. Bei Larix trat in dieser Zeit noch zusitzlich 1 Maximum
Ende Juli, bei Aesculus Ende September auf. In den alternden Nadeln bzw.
Blattern fiel schlieBlich der AS-Gehalt innerhalb eines Monats drastisch
auf etwa 0,54 (Lirche) bzw. 0,84 mg/gFG (RoBkastanie).
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Bei Beriicksichtigung des erhohten Trockengewichtsanteiles (Abb. 1
u. 2) wihrend der Phase der Alterung bzw. Vergilbung dieser sommer-
griinen Biume wiirde die AS-Abnahme noch deutlicher aufscheinen.

Der DAS-Gehalt (Abb. 1 und 2) der Lérchen- und RoBkastanienblitter
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Abb. 1. Ascorbinsiiure- und Dehydroascorbinsduregehalt, sowie der Trocken-
gewichtsanteil in Lérchennadeln wéihrend einer Vegetationsperiode. Angaben
in mg pro 1 g Frischgewicht
AS, —.— DAS, — — — TG

lag vom Austrieb weg bis in den Sommer hinein bei ca. 10%, der Ascorbin-
séure und blieb in dieser Periode auch weitgehend bei etwa 0,14 mg/gFG
unverdndert. Im Herbst stieg gleichzeitig mit dem Abfall der AS die DAS
betrichtlich an, so daB zur Zeit des Blattfalls 0,50 (Lérche) bzw. 0,48 mg/gFG
(RoBkastanie) erreicht wurden.
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Die Abb. 3 zeigt die Anderung der Aktivititen der Enzyme AS-
Oxidase und DAS-Reductase in Lirchennadeln vom Austrieb bis zum Abfall
der Nadeln. Die AS-Oxidase hat unmittelbar nach dem Austriep ihre
héchste Aktivitdt (0,75 Units/l g FG). Mit zunehmender Nadelentwicklung
nahm die Alktivitit dann bis Mitte Juli ab (0,38 U/gFG). Im weiteren Ver-
lauf trat nochmals ein schwaches Maximum Anfang September auf und
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Abb. 2. Ascorbinséiure- und Dehydroascorbinsiuregehalt, sowie Trocken-
gewichtsanteil in RoBkastanienbldttern wahrend einer Vegetationsperiode.
Angaben in mg pro 1 g Frischgewicht

AS, —.— DAS, — — — TG

schlieBlich kam es zu einem starken Anstieg der Aktivitdt in den alternden
Nadeln, der bis zum Nadelfall anhielt.

Der jahreszeitliche Verlauf der Aktivitdt der DAS-Reduktase war im
wesentlichen invers zum Verlauf der AS-Oxidase. So stieg bei diesem Enzym,
im Gegensatz zur AS-Oxidase, die Aktivitit vom Austrieb weg (0,28
U/gFG) mit zunehmender Nadelentwicklung an und erreichte Anfang Juli
die groBte Alktivitit (0,80 U/gFG). Bei alternden Nadeln fiel sie dann, wieder
im Gegensatz zur AS-Oxidase, drastisch ab.

Phyton. Vol. 20, Fasc. 3—4, 1980. 17
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4. Diskussion

Der Ascorbinsduregehalt in Nadeln von Lariz und Aesculus dndert
sich von Friihjahr bis zum Spétherbst im Prinzip in gleicher Weise, wobei
der Verlauf durch folgende charakteristischer Perioden gekennzeichnet ist:
Frithjahrsmaximum, Sommerminimum, Sommermaximum, Herbstmini-
mum. Da auch in diesjihrigen Fichtennadeln die AS-Anderung im wesent-
lichen nach diesem Schema abliuft, scheint es sich um ein sowohl fiir som-
mergriine als auch immergrine Bdume giiltiges Programm zu handeln.
Bei der Fichte fithrt allerdings der Herbstabfall der AS zu einem Minimum,

U/gFG
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Abb. 3. Jahresgang der AS-Oxidaseaktivitéit sowie der DAS-Reductaseaktivitit

in Lérchennadeln (Units pro 1 g Frischgewicht)
AS-Oxidase, —.— DAS-Reductase

und die oben genannten Perioden wiederholen sich im darauffolgenden
Jahr. Okologische, genetische und artspezifische Faktoren haben zweifellos
einen EinfluB auf die Periodenlinge und auf die AS-Maxima- und Minima-
werte, sie scheinen aber das Programm nur im Detail und nicht in den
wesentlichen Grundziigen zu verindern. Die Anderungen der AS-Konzen-
tration im Frithjahr und im Sommer beruhen sicher nicht auf einer Ver-
schiebung des AS-DAS-Gleichgewichtes, sondern auf erhdhter de novo
Synthese bzw. erhohtem Abbau, da die DAS nur ca. 109, der Gesamtascor-
binséure ausmacht und da weiters Anderungen der AS-Konzentration nicht
von Anderungen der DAS begleitet sind. Die Untersuchungen an Lariz
und Aesculus bringen weitere Bestéitigung eigener (ESTERBAUER, GRILL &
Werr 1980) und anderer (METZNER 1957, MAPson 1958, F'rankz 1968
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u. a.) Befunde, wonach das Jugendstadium durch hohen Ascorbinséiure-
gehalt gekennzeichnet ist, der dann mit zunehmender Reifung stark abfallt.
In jungen Zellen verhindert Ascorbinsdure als starkes Antioxidans vermut-
lich sowohl die Einlagerung von Lignin in die Zellwand (Hicucur 1958)
als auch den oxidativen Einbau von Indolylessigsiure (Brrz 1963), die im
Jugendstadium als Wachstumshormon fiir die Zellstreckung eine Rolle
spielt. Fiir die Biosynthese der AS stehen gerade in jungen Zellen ausrei-
chende Mengen der unmittelbaren Vorstufe, ndmlich Galacturonsiure
(IseErwoop & Marsow 1961, Lonwus, WaeNER & Yane 1975) zur Ver-
figung, da diese Substanz im Jugendstadium in erhdhtem MaBe fiir den
Pektinaufbau bereitgestellt wird. Das Sommermaximum der AS, das bei
Fichte und Lérche nur kurzfristig auftritt, bei Aesculus aber 2 Monate
anhilt, konnte mit einer gednderten Photosyntheseaktivitit (HoFrmManw
1962) in Zusammenhang stehen. Ob der starke Abfall der Ascorbinsiure
im Herbst ausschliefilich eine Folge der Alterung ist, ist fraglich, weil dieser
drastische Abfall nicht nur bei Lariz und Aesculus auftritt, sondern auch bei
Nadeln von Picea abies und in diesem Fall sicher nicht einem Alterungs-
prozeB zuzuschreiben ist. Wahrscheinlicher scheint uns, da3 der Abfall der
AS im Herbst primér nicht alterungsbedingt, sondern die Folge einer fiir
den Herbst typischen Stoffwechsellage ist. Der prinzipielle Unterschied
zwischen den Immergriinen und Sommergriinen besteht darin, daf erstere
Mechanismen besitzen, die diesen Abfall stoppen und noch vor dem Winter
zu einem kriftigen Anstieg der AS fithren, wiahrend bei letzteren dieser
Mechanismus offenbar nicht existiert oder versagt. Dadurch fithrt bei den
Sommergriinen die fiir den Herbst typische Stoffwechsellage direkt iiber
die Alterung zum Tod. Uber Abnahme der AS in sich verfirbenden Laub-
blittern hat frither auch schon Frangr 1965 berichtet.

Der an Fichtennadeln erhobene Befund, daB zwischen AS einerseits
und AS-Oxidase bzw. DAS-Reduktase andererseits eine Wechselwirkung
besteht, bestétigt sich teilweise auch bei Lariz, obwohl hier die Zusam-
menhénge wesentlich weniger deutlich sind. Vom Austrieb weg bis Ende
August zeigen die Aktivititen beider Enzyme einen inversen Verlauf d. h.
wenn die Aktivitdt der DAS-Reduktase zunimmt, sinkt die Aktivitit der
AS-Oxidase ab. Der Kurvenverlauf der beiden Enzymaktivitdten ist auch
weitgehend identisch mit deren Kurvenverlauf bei der Fichte (ESTERBAUER,
GriL & WerLr 1980). Ein prinzipieller Unterschied zwischen Fichte und
Lirche ergibt sich im Verhalten der DAS-Reductase im Herbst. Wahrend
bei der Fichte die Aktivitdt dieses Enzyms vom September weg wieder
ansteigt, was letztlich wieder zu einer Steigerung der AS-Menge fiihrt,
fillt bei der Lirche die Aktivitit dieses Enzyms vom September weg bis
zum Nadelfall. Das heilt, daf} bei der Lirche im Herbst die Fahigkeit zur
Regeneration der AS mehr und mehr schwindet, wodurch schlieBllich auch
die fiir normalen Zellstoffwechsel wichtige Schutzfunktion der AS mehr
und mehr ausfallt.

17*
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Die Erhéhung der AS-Oxidaseaktivitdt ist mit einem klimalkterischen
Atmungsanstieg dlterer Blétter (EBERHARDT 1955, FiscHER 1961) und somit
verstirkter Oxidaseaktivitit in Verbindung zu bringen. Die durch ver-
stiarkte Oxidaseaktivitit, verringerte Reduktaseaktivitit sowie geringere
Photosynthese verursachte eingeschrinkte AS-Neusynthese fithrt zu
einem DAS-Anstieg in den Lérchennadeln. Dieser ist auch in vergilbenden
RoBkastanienblattern vorzufinden. Sicher fithren auch Stérungen in der
Kompartimentierung, hervorgerufen durch die herbstlichen Abbauvorginge
in den Blittern zu einer Erhéhung der DAS, wodurch in vivo bestehende
rdumliche Trennungen von Substrat und Enzymen zusammenbrechen;
z. B. ist die AS vor allem in Chloroplasten lokalisiert (FraANgE & HEBER
1964), die Oxidase hingegen an den Zellwinden (Howpa 1955, HALLAWAY,
PrErEAN & TagearT 1970). Durch die gestérte Kompartimentierung
konnen substratfremde Enzyme die Ascorbinsiure oxidieren, wie Cyto-
chromoxidase oder Phenoloxidasen (Mapson 1958). Die hohe Aktivitit
der AS-Oxidase in jungen Nadeln wére hingegen grundsitzlich in anderer
Weise zu interpretieren. Es wire nimlich denkbar, das in bestimmte Zell-
wandkomponenten (Pektine) auch Xylon und Lyxonsiduren eingebaut
werden. Mit dieser Annahme wiirde die hohe Aktivitit der AS-Oxidase in
jungem Gewebe vermutlich zur Bereitstellung dieser Pentonsiuren aus der
DAS dienen und es ist damit durchaus einleuchtend, daB die Aktivitdt
dieses Enzyms mit zunehmender Reifung abnimmt. Fiir eine derartige
Funktion der AS-Oxidase sprechen auch die Befunde, wonach dieses Enzym
vorwiegend in den Zellwinden lokalisiert ist.
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