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Summary

GAILHOFER M., KAFERBOCK Th. & THALER I. 1990. Cytochemistry of inclusions in
plastids of leaves of Taraxacum officinale. — Phyton (Horn, Austria) 30 (1): 173-185,
13 figures. — German with English summary.

Epidermal plastids of leaves of Taraxacum officinale contain up to four amorph-
ous membrane bound bodies connected with a poorly developed thylakoid system and
in the stroma a crystalline inclusion without surrounding membrane. In mesophyll
chloroplasts crystalline inclusions occur in dilated thylakoids. However membrane
bound crystalline inclusions in chloroplasts disappear during development, mem-
brane bound bodies in epidermal plastids persist.

Treatment with pepsin alters the structure of membrane bound body without
complete disintegration. Both membrane bound and not membrane bound crystalline
inclusions are completely digested by treatment with pepsin. 3,3-Diaminobenzidine
(DAB) staining of the thylakoid space of mesophyll chloroplasts is a result of photo-
oxidation, whereas staining of the membrane bound body, the thylakoid space of
epidermal plastids and the membrane bound crystalline inclusion of chloroplasts is
not. After treatment with a DAB-medium for catalase activity aminotriazole or
sodium azid in the incubation medium do not inhibit oxidation of DAB. Only
potassium cyanide inhibits oxidation of DAB. Membrane bound body, thylakoid
space of epidermal plastids and membrane bound crystalline inclusion accumulate
substrate independent ceriumperhydroxid after incubation in a medium for glycolate
oxidase activity. DAB and CeCl; oxidation caused by a protein with strong oxidase
activity, probably involved in electrontransfer processes, is discussed.

*) Univ.-Doz. Dr. M. GAILHOFER, Prof. Dr. I. THALER, Dr. Th. KAFERBOCK, Institut
fur Pflanzenphysiologie der Karl-Franzens-Universitdt Graz, Schubertstrafie 51,

A-8010 Graz (Austria, Europa).
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Zusammenfassung

GAILHOFER M., KAFERBOCK Th. & THALER I. 1990. Cytochemische Untersuchun-
gen an Einschliissen in Plastiden der Blatter von Taraxacum officinale. — Phyton
(Horn, Austria) 30 (1): 173-185, 13 Abbildungen. — Deutsch mit englischer Zusam-
menfassung. )

Die Epidermisplastiden der Blétter von Taraxacum officinale enthalten bis zu
vier amorphe membranumgebene Korper, ein wenig entwickeltes Thylakoidsystem
und kristalline Einschliisse ohne umgebende Membran. In dilatierten Thylakoiden
der Chloroplasten des Mesophylls treten kristalline Einschliisse auf. Diese ver-
schwinden wihrend der Entwicklung der Chloroplasten, wihrend die membranum-
gebenen Korper in Epidermisplastiden persistieren.

Pepsin verindert die Feinstruktur der membranumgebenen Kérper ohne sie
ganz aufzulésen. Membranumgebene und frei im Stroma vorkommende Kristalle
werden komplett aufgelost. Photooxidation von DAB findet nur im Thylakoidsystem
der Chloroplasten im Mesophyll statt. Im membranumgebenen Korper und den damit
verbundenen Thylakoiden der epidermalen Plastiden und im membranumgebenen
Kristall wird DAB auch im Dunkel oxidiert. Bei Inkubation im DAB-Medium zum
Nachweis von Katalaseaktivitdt wird die Oxidation von DAB durch Aminotriazol
oder Azid nicht gehemmt. Die Oxidation von DAB war mit Kaliumcyanid hemmbar.
Im membranumgebenen Korper und im damit verbundenen Thylakoidsystem und im
membranumgebenen Kristall tritt nach Inkubation in einem Medium zum Nachweis
von Glycolatoxidase ein substratunabhingiger Niederschlag von Cerperhydroxid
auf. Im membranumgebenen Koérper und im Thylakoidsystem der Epidermisplasti-
den sowie im membranumgebenen Kristall in Chloroplasten des Mesophylls wird ein
Protein mit starker Oxidaseaktivitit, der Elektronentransportprozesse vermittelt,
angenommen.

Einleitung

Plastideneinschliisse konnen frei oder von einer Membran umgeben im
Stroma vorkommen. Ihre innere Struktur kann amorph, kristallin oder
tubulédr sein (Ref. THOMSON & WHATLEY 1980). Die membranumgebenen
Einschliisse treten in den meisten Plastidentypen auf; als persistierende
Strukturen findet man sie in oberirdischen Organen nur in der Epidermis
verschiedener Pflanzen (PLATT-ALOIA & THOMSON 1979, GAILHOFER 1983a,
BosABALIDIS 1987). Amorphe membranumgebene Koérper (mKp) in den
Plastiden der Epidermis ausgewachsener Laubblitter von Taraxacum offi-
cinale wurden von MARTIN & LARBALESTIER 1977 erstmals beschrieben.
KAFERBOCK 1989 findet die mKp in den Plastiden der Epidermen verschie-
dener Organe: junger und alter Laubblatter, Keimblatter, griiner Bliiten-
hiillblatter, Bliitenstiele und in der Fruchtwand. In vielen Chloroplasten des
Mesophylls junger Laubblatter wurden membranumgebene Kristalle (mKr)
beobachtet.

Die chemische Zusammensetzung der membranumgebenen Einschliisse
scheint in verschiedenen Pflanzen unterschiedlich zu sein. So werden fiir
die mKp phenolische Substanzen, Lipide, Lipoproteine und Proteine als
Hauptbestandteile angegeben (FLEMION & al. 1967, GIFFORD & STEWART
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1968; SRIVASTAVA & PAULSON 1968, NEWCOMB 1967, AMES & PIVORUN 1974).
Aufgrund der positiven 3,3'-Diaminobenzidin-Reaktion (DAB) der mKp
der Plastiden von Nicotiana werden Peroxidasen angenommen (HENRY
1975, HURKMAN & KENNEDY 1977). Die gleiche Reaktion geben auch die
mKp der Leukoplasten von Origanum dictamnus. BOSABALIDIS 1987 nimmt
an, daf} dieses Protein mit Katalase iibereinstimmt. Die Proteinbodies der
Proteinoplasten in den Wurzeln von Nicotiana werden von VIGIL & RUDDAT
1985 flir Himprotein mit starker Oxidaseaktivitidt gehalten.

In der folgenden Arbeit wird zwecks nédherer Identifizierung der mem-
branumgebenen Einschliisse der Plastiden von Taraxacum officinale die
DAB- und Cer-Technik eingesetzt. Aufierdem wird ein Abbau mit Pepsin
versucht. '

Material und Methode

Als Versuchspflanzen dienten im Freiland gewachsene und wihrend der Winter-
monate im Gewéchshaus kultivierte Exemplare von Taraxacum officinale WEB. s. L.

Von jungen und ausdifferenzierten Blédttern werden 0,5 bis 1 mm?® grofie Gewe-
bestiicke 1,5 Stunden mit 3%igem Glutardialdehyd in 0,05 M Phosphatpuffer bei pH
7,2 und Zimmertemperatur fixiert, 1 Stunde ausgewaschen und 1,5 Stunden mit
1%igem OsO, in 0,1 M Phosphatpuffer bei pH 7,2 fixiert. Die Proben werden in einer
Athanolreihe entwissert und iiber Propylenoxid in Polarbed 812 eingebettet.

Die Ultradiinnschnitte werden mit Bleicitrat und Uranylacetat kontrastiert und
im Philips Elektronenmikroskop CM 10 untersucht.

Proteolytischer Abbau mit Pepsin (vgl. MONNERON & BERNHARD 1966)

Schnittbénder von Ultradiinnschnitten werden in Kunststoffschlingen 30 Minu-
ten bei 37°C mit 5%iger Perjodsdure behandelt und mit aq.bidest. gewaschen.
Danach werden sie bei 37° C mit 0,5%igem Pepsin (Boehringer, Mannheim) geldst in
aq.bidest. mit 160 mg Cysteinchlorid pro 10 ml bis zu 4 Stunden inkubiert und mit
aq. bidest. gewaschen. Die Schnittbédnder werden auf Kupfernetzchen montiert,
kontrastiert und untersucht. Als Kontrolle dient ein Ansatz ohne Enzym.

Nachweis der Katalaseaktivitdt nach FREDERICK & NEwcomB 1969

Fixiert wird 1,5 Stunden mit 3%igem Glutaraldehyd in 0,05 M Phosphatpuffer
(pH 6,8) bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird 30 Minuten im selben Puffer ausge-
waschen und 1 Stunde bei einer Temperatur von 37° C inkubiert. Das Reaktionsge-
misch (End pH 9,0) besteht aus: 10 mg 3,3'-Diaminobenzidin. 4HCI (Serva, Heidel-
berg), 5ml 0,05 M Propandiolpuffer (2-Amino-2-Methyl-1,3-Propandiol; Fluka,
Buchs) pH 10 und 0,1 ml 3%iges H,0,. Als Kontrollen dienen: Proben, die mit dem
Reaktionsmedium ohne H,0, inkubiert werden. Proben, die mit 0,01 M KCN oder mit
0,02 M 3-Amino-1,2,4-Triazol (Fluka, Buchs) oder mit 0,01 M NaN, gelst in Propan-
diolpuffer 30 Minuten bei 37° C vorinkubiert werden. Danach werden diese Proben
im Reaktionsmedium mit den entsprechenden Hemmstoffen bei 37° C inkubiert.

Nach der Inkubation werden die Proben in 0,05 M Phosphatpuffer (pH 6,8)
ausgewaschen, 2 Stunden mit 1%igem OsO, in 0,1 M Phosphatpuffer bei pH 6,8 fi-
xiert, entwissert und eingebettet. Die Ultradiinnschnitte werden unkontrastiert
untersucht.
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Photooxidation von DAB nach Nir & SeLIGMAN 1970

Es werden 1 mm® Blattstiicke mit 1%igem Glutaraldehyd in 0,06 M Phosphat-
puffer (pH 7,2) 1,5 Stunden bei 4° C in Dunkelheit fixiert und im gleichen Puffer
gewaschen. Alle weiteren Arbeitsvorgénge werden bei Zimmertemperatur durchge-
fiihrt. Die Proben werden nach dem Waschen 30 Minuten im Dunkeln im DAB-
Medium vorinkubiert. Das DAB-Medium wird etwas verdndert (GAILHOFER 1983hb)
und enthélt 1 mg/ml 3,3’-Diaminobenzidin. 4HCI, 0,1mM 3-(3,4 Dichlorphenyl)-1,1-
dimethylharnstoff (Serva, Heidelberg) 1 mM NalN, gelost in Phosphatpuffer (pH 7,2).
Inkubiert wird eine Stunde bei einer Lichtintensitdt von 7000 Lux oder bei Dunkel-
heit. Nach de Inkubation werden alle Versuchsansédtze im Dunkeln griindlich mit
Puffer gewaschen. Anschliefend wird mit 1%igem OsO, in Phosphatpuffer (pH 7,2)
nachfixiert, entwéassert und in Polarbed 812 eingebettet. Die Ultradiinnschnitte
werden unkontrastiert beobachtet.

Nachweis der Glycolatoxidase (vgl. KauscH & al. 1983)

Es werden ca. 1 mm® grofe Gewebestiickchen von Bldttern 7 Minuten mit
3%igem Glutarialdehyd in 0,1 M Phosphatpuffer bei pH 7,2 und Raumtemperatur
fixiert. Die Proben werden im selben Puffer ausgewaschen und 20 Minuten in 0,1 M
Tris-Maleatpuffer bei pH 7,5, 0,05 M Aminotriazol und 0,005 M CeCly-7TH,0 (Merck,
Darmstadt) vorinkubiert. Nach der Vorinkubation wird 15 Stunden im oben be-
schriebenen Medium, das zusétzlich 0,05 M Glycolat (Glycolsdure-Natriumsalz; Ba-
ker, Phillipsburg) als Substrat enthélt, in einer CO,-freien Atmosphére bei Zimmer-
temperatur inkubiert. Es wird in Phosphatpuffer ausgewaschen und 1,5 Stunden mit
1%igem OsOy4 im 0,1 M Phosphatpuffer bei pH 7,2 fixiert, entwéssert und eingebettet
in Polarbed 812. Als Kontrolle dienten Gewébeproben, die im Reaktionsmedium ohne
Glycolat inkubiert werden.

Abkiirzungen: mKp = membranumgebener Kérper, mKr = membranumgebener
Kristall.

Ergebnisse

Die Plastiden der Epidermen oberirdischer Organe von Taraxacum
officinale besitzen ein miaBig entwickeltes Thylakoidsystem, ein bis vier
mKp und meist ein bis zwei frei im Stroma liegende Kristalle. Die mKp
haben einen Durchmesser von 0,2-2,2 um. Sie kénnen schon vor der Bildung
eines Prolamellarkorpers auftreten. Die Tubuli dieses Korpers stehen mit
der Membran des mKp héufig in Verbindung. In den ausdifferenzierten
Plastiden erscheint der mKp als ein dilatiertes Thylakoid dem mehrere
Thylakoide anliegen (Abb. 1). Der Thylakoidraum und der Inhalt des mKp

Abb. 1-13. Laubblatt von Taraxacum officinale; MaBstab entspricht 0,5 um.

Abb. 1. Epidermis; Plastide mit mémbranumgebenem Korper und anliegenden Thyla-
koiden. M = Microbody.

Abb. 2. Schwammparenchym; Chloroplast mit frei im Stroma liegendem Kristall.

Abb. 3, 4. Palisadenparenchym; Chloroplasten mit membranumgebenen Kristallen,
die Kristalle sind in verschiedenen Schnittrichtungen getroffen.
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besitzen meist dieselbe Struktur und elektronenoptische Dichte. In jungen
Plastiden sind sie elektronendicht im ausdifferenzierten Zustand werden sie
transparenter; der Inhalt ist immer granular,

Viele Plastiden der Epidermis junger und ausdifferenzierter Laubblat-
ter enthalten jeweils einen frei im Stroma liegenden Kristall. Er tritt meist
mit einem mKp auf und ist auch gemeinsam mit dem Prolamellarkérper in
sehr jungen Epidermen zu beobachten. Die gleichen Kristalle treten auch in
vielen Chloroplasten des Mesophylls junger wie ausdifferenzierter Laub-
blatter auf (Abb. 2). Die Gestalt des Kristalls ist im Schnitt annidhernd
rhombisch oder rechteckig ohne deutliche Abgrenzung zum Stroma. Er liegt
meist an der Peripherie der Plastide. Die Léinge betrédgt ca. 0,2-0,8 um, die
Breite ca. 0,3-0,9 um. Der Kristall besteht aus gitterartig {iberkreuzten
Linien, die ca. 7 nm breit sind und einen Abstand von ca. 11 nm besitzen.

In Chloroplasten des Mesophylls von Keimbldttern und junger Laub-
blatter treten mKr auf. Diese und die frei im Stroma vorkommenden
wurden nicht gemeinsam in eine Plastide beobachtet.

Der mKr liegt im Thylakoidraum und an seiner Membran grenzen
Thylakoidstapel an (Abb. 4). Die durchschnittliche Grofle der mKr betriagt
ca. 0,1-0,8 ym. Die ihm umgebende Membran liegt entweder eng an oder
kann auch deutlich abgehoben sein (Abb. 3, 4). Je nach Orientierung des
Priparates erscheint der Kristall als Quadrat, Rechteck oder Sechseck. Es
lassen sich folgende Strukturen erkennen: 20 nm breite parallelliegende
Linien, der Abstand von Mittelpunkit der Linien bis zum Mittelpunkt der
nichsten betrdgt 26 nm (Abb. 3), kubisch angeordnete tubulidhnliche Ele-
mente (@ = ca. 20 nm), deren Mittelpunktabstand 26 nm betréigt (Abb. 4).
Der proteolytische Abbau wurde mit Pepsin an Ultradiinnschnitten durch-
gefiihrt. Nach der Behandlung mit Perjodsidure sind die Einschliisse gut
erkennbar, nur das Thylakoidsystem ist gebleicht. Nach einstlindiger Be-
handlung mit Pepsin ist der mKr ebenso aufgeltst wie alle Membranen des
Thylakoidsystems (Abb. 5). Der frei im Stroma liegende Kristall ist nach
einer Stunde Inkubationszeit teilweise angegriffen (Abb. 6) und nach zwei

Abb. 5, 6, 7. Abbau mit Pepsin.

Abb. 5. Palisadenparenchym; Chloroplast, membranumgebener Kristall (%) und Thy-
lakoidsystem (T) aufgelost.

Abb. 6. Epidermis; Plastide, der frei im Stroma liegende Kristall (%) und das
Thylakoidsystem (T) sind unvollstdndig abgebaut.

Abb. 7. Epidermis; Plastide mit zwei membranumgebenen Kérpern, nur einer (%) ist
in der Struktur deutlich verdndert. Der Inhalt des Thylakoidsystems ist zum Teil
unverandert. '

Abb. 8. DAB-Reaktion nach FREDERICK & NEwcomB, Epidermis; Plastide, oxidiertes
DAB im membranumgebenen Kérper und im Thylakoidraum.
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Stunden ebenso wie die Kristalle der Microbodies zur Génze abgebaut. Der
Inhalt der mKp erscheint nach zweistlindiger Inkubation sehr unterschied-
lich. So kann in einer Plastide der eine mKp eine deutliche Strukturéande-
rung zeigen, wihrend der andere kaum angegriffen ist. Auch der Inhalt des
Thylakoidraumes erscheint teilweise aufgeldst (Abb. 7). Ein vollstdndiger
Abbau ist auch nach lingerer Enzymeinwirkung nicht festzustellen. Nach
zweistiindiger Inkubation im Kontrollmedium ohne Enzym sind die Hill-
und die Thylakoidmembranen unspezifisch aufgelost, nur die Einschliisse
waren gut erkennbar.

Nach der Inkubation im DAB-Medium nach FREDERICK & NEWCOMB
1969 zeigen Microbodies Aktivitdt von Katalase. Das elektronendichte
Reaktionsprodukt tritt im mKp, im Thylakoidraum der Plastiden in der
Epidermis, sowie im mKr der Chloroplasten im Mesophyll auf (Abb. 8, 9).
Die Reaktion wird durch Zugabe von Aminotriazol oder Natriumazid zum
Inkubationsmedium nicht beeintridchtigt. Auch im Inkubationsmedium oh-
ne H,0, ist die Reaktion positiv. Nur nach Inkubation im DAB-Medium mit
KCN tritt kein Reaktionsprodukt auf. Im DAB-Medium nach NIR & SELIG-
MAN 1970 tritt das Oxidationsprodukt als Folge von Photooxidation nur bei
Licht im Thylakoidraum der Choroplasten der Mesophyllzellen auf. Sowohl
nach Inkubation im Licht als auch im Dunkeln wird DAB im mKp, im
Thylakoidraum der Epidermis-Plastiden (Abb. 10) und im mKr der Chloro-
plasten des Mesophylls oxidiert. Das Oxidationsprodukt tritt unabhéingig
von der Belichtung auch im Thylakoidraum der Chloroplasten der ausdiffe-
renzierten SchlieBzellen auf, in diesen wird kein mKp beobachtet (Abb. 11).

Beim Nachweis der Glycolatoxidase in Microbodies mit Hilfe der Cer-
Technik fillt auf, dafl Cerperhydroxid auch im mKp und den damit verbun-
denen Thylakoiden, sowie im mKr und geringfiigig im Thylakoidsystem der
Chloroplasten lokalisiert ist (Abb. 12, 13). Der Niederschlag tritt auch nach
Behandlung im Kontrollmedium, das nur CeCl; und Aminotriazol jedoch
kein Substrat enthélt, auf.

Abb. 9. DAB-Reaktion nach FREDERICK & NEWCOMEB, Palisadenparenchym; Plastide,
oxidiertes DAB am membranumgebenen Kristall.

Abb. 10, 11. DAB-Reaktion nach NIR & SELIGMAN,
Abb. 10. Epidermis; Plastide, oxidiertes DAB im membranumgebenen Korper und im
Thylakoidraum, nach Inkubation im Dunkeln.

Abb. 11. SchlieBzelle; Plastide, oxidiertes DAB im Thylakoidraum, nach Inkubation
im Dunklen. S = Stirke.

Abb. 12. Epidermis; Plastide, Cerperhydroxid-Niederschlag im membranumgebenen
Korper und im Thylakoidraum.

Abb. 13. Palisadenparenchym; Chloroplast, Cerperhydroxid-Niederschlag im mem-
branumgebenen Kristall und im geringen Ausmaf im Thylakoidraum.
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Diskussion

In den Plastiden der Epidermis junger Blitter von Taraxacum officinale
kommen mKp schon vor der Bildung eines Prolamellarkorpers vor. Dies
wird auch fiir die Plastiden von Ranunculus bulbosus angegeben (GAILHO-
FER 1983a). Im ausdifferenzierten Zustand der Plastide ist der mKp von
Taraxacum ohne Zweifel ein Teil des Thylakoidsystems, wie dies bereits von
MARTIN & LARBALESTIER 1977 beschrieben wurde. Eine Verdnderung dieser
Koérper im Laufe der Entwicklung wurde nicht festgestellt, sie scheinen eine
persistente Struktur zu sein.

In jungen Chloroplasten des Mesophylls treten neben dem Prolamellar-
korper bereits kleine mKr auf. Man erkennt deutlich ihre Lage innerhalb
eines erweiterten Thylakoids. In ausdifferenzierten Chloroplasten werden
sie nicht mehr gefunden. Die mKr in jungen Chloroplasten verschiedener
Palmen werden ebenfalls wiahrend der Differenzierung aufgeldst (GAILHO-
FER & THALER 1974). Eine Umwandlung von mKp in einem mKr, wie es in
Sesamum indicum von PLATT-ALOIA & THOMSON 1977 beschrieben wird,
scheint bei Taraxracum nicht vorzukommen; es treten in einem erweiterten
Thylakoid nie amorphe und kristalline Bereiche gemeinsam auf.

Allgemein bestehen die mKr aus globuléren Untereinheiten, wihrend
die von Taraxacum aus 20 nm breiten tubulidhnlichen Strukturen aufge-
baut sind. Die frei im Stroma liegenden Kristalle kommen in den Plastiden
der Epidermis und den Chloroplasten des Mesophylls von Blattern vor.
Diese Kristalle bestehen aus globuldren Untereinheiten und sind den Kri-
stallen des Fraktion I-Proteins dhnlich, das durch Behandlung mit hyperto-
ner Mannitlésung induziert wird (TAKEBE & al. 1973. WRISCHER 1973,
GAILHOFER & THALER 1978).

Die Proteolyse der drei verschiedenen Plastideneinschliisse mit Pepsin
erbrachte unterschiedliche Ergebnisse. Die frei im Stroma liegenden Kri-
stalle und die mKr lassen sich nach 1-2 stiindiger Behandlung mit Pepsin
vollstdndig abbauen. WRISCHER 1967 gibt fiir frei liegende Stromakristalle
der Plastiden von Phaseolus ebenfalls einen Abbau mit Pepsin an, wiahrend
eine Behandlung mit Trypsin unwirksam bleibt. Die mKr in den Chloropla-
sten von Viscaria lassen sich mit Trypsin abbauen (TSERK0OS & SCHNEPF
1974). Ein Pepsinabbau der mKr in den Plastiden verschiedener Palmen
beobachten THALER & GAILHOFER 1974,

Die mKp von Taraxacum werden durch Pepsin deutlich in der Struktur
verdndert, sie werden aber nicht ganz abgebaut. Die mKp der Plastiden von
Nicotiana tabacum werden nur durch Pepsin verandert, Pronase, Protease,
Papain und Trypsin bleiben wirkungslos (AMEs & PIVORUN 1974). Die mKp
in den Plastiden der Milchréhren von Papaver somniferum lassen sich
weder mit Pepsin noch mit Chymotrypsin abbauen (NESSLER & MAHLBERG
1979), die mKp der Plastiden von Ranunculus bulbosus werden mit Pepsin
und Pronase nicht verdndert (GAILHOFER 1983a). Der mKp von Origanum
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hingegen verschwindet nach Pepsin-Behandlung vollstdndig (BOSABALIDIS
1987). In mKp verschiedener Pflanzen scheinen unterschiedliche Substan-
zen gespeichert zu werden. Der frei im Stroma liegende und der mKr in
Taraxacum officinale sind durch Pepsin abbaubar, sie bestehen wohl aus
Protein. Beim mKp hingegen mufl auler Protein eine gegen Pepsinabbau
sensitive Komponente angenommen werden.

Im Medium nach Nir & SELIGMAN 1970 findet Photooxidation von DAB
im Thylakoidraum der Chloroplasten aus dem Mesophyll statt. Nach Inku-
bation im Licht oder Dunkel findet sich oxidiertes DAB am mKr der
Chloroplasten aus dem Mesophyll, im mKp und im Thylakoidsystem der
Plastiden der Epidermis sowie im Thylakoidraum der Chloroplasten in den
SchlieBzellen. Das Inkubationsmedium enthielt Azid und kein H;0,. Oxida-
tion von DAB durch Aktivitdt von Peroxidase wird daher nicht angenom-
men. Oxidation von DAB im mKp und dem damit verbundenen Thylakoid-
system, und am mKk tritt im Medium nach FREDERICK & NEwCOMB 1969
auch dann auf, wenn dem Inkubationsgemisch Aminotriazol oder Azid
zugefiigt wurde, oder wenn ohne Zusatz von HyO, inkubiert wurde. Daher
wird Aktivitdt von Katalase in diesen Kompartimenten ausgeschlossen.
Oxidation von DAB konnte in diesen Kompartimenten nur nach Zugabe von
KCN zum Inkubationsmedium gehemmt werden. BosABALIDES 1987 erhéilt
nach der Methode von FREDERICK & NEWCOMB oxidiertes DAB im mKp der
Leukoplasten von Origanum und schlieBt, ohne Kontrollen durchzufiihren,
auf Aktivitdt von Katalase. HENRY 1975, HURKMAN & KENNEDY 1977 finden
oxidiertes DAB in mKp der Chloroplasten der Trennungszone von Bliiten-
stielen und der Blitter von Nicotiana, VIGIL & RUDDAT 1985 in Proteinkor-
per der Leukoplasten von Nicotiana-Wurzeln. HENRY nimmt Aktivitdt von
Peroxidase in mKp und Photooxidation in den Thylakoiden an, HURKMAN &
KENNEDY vermuten ein hiamenthaltendes Protein, wahrscheinlich Peroxida-
se im mKp und in den anliegenden Thylakoiden. VIGIL & RUDDAT 1985
nehmen Hamproteine mit starker Oxidaseaktivitdt, nicht aber Peroxidase,
in den Proteinkérpern der Leukoplasten an. Beim Nachweis der Glycolato-
xidase mit CeCly in Microbodies wird auch im mKp, den anliegenden
Thylakoiden und dem mKr in den Chloroplasten oxidiertes Cer lokalisiert.
Dieser Niederschlag tritt auch in Kontrollmedien auf, die nur CeCl; und
Aminotriazol, jedoch kein Substrat enthalten. KauscH & al. 1983 fithren
den substratunabhéngigen Cer-Niederschlag im Thylakoidraum auf die
Wirkung von endogenem H,0, zuriick. Superoxidradikale oder H,0, entste-
hen im Thylakoidsystem wihrend der Photosynthese durch Reduktion von
Sauerstoff durch die Elektronentransportkette (EGNEUS & al. 1975).

Im mKp und dem angeschlossenen Thylakoidsystem und im mKr der
Chloroplasten wird zumindest DAB auch im Dunkel oxidiert, photosynthe-
tische Aktivitdt kann daher nicht angenommen werden. Die Oxidation von
DAB und CeCl; wird durch ein Protein verursacht, der mKr, der das
Reaktionsprodukt zeigt, wird durch Pepsin vollstandig aufgelost, beim mKp
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die EiweiBkomponente. Es wird ein Protein mit starker Oxidaseaktivitat
angenommen. Die Oxidation findet sowohl im erweiterten als auch im nicht
erweiterten Thylakoidraum und nie im Stroma statt. Der mKr verschwindet
bei der Chloroplastendifferenzierung, kristallisiertes Protein kann daher als
Speicherstoff betrachtet werden, eine Vorstufe einer in der Elektronentran-
sportkette aktiven Substanz wird nicht ausgeschlossen.

Herrn Ing. G. GRAGGABER sei fiir technische Assistenz herzlich gedankt.
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