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S tud i e s  on t h e  E f f l u x  of M a l a t e  f r o m  t h e  Vacuo les  

of t h e  A s s i m i l a t i n g  Cells in  Bryophyllum a n d  t h e  Poss ib le  E f fec t s  

of th is  Process  on Cras su l acean  A c i d  M e t a b o l i s m  

Summary. Kinetic studies on the release of [I~CJ malate into unlabelled buffer 
in tissue slices of Bryophyllum leaves labelled by 14C02 dark fixation showed a 
curve characterized by three phases. According to literature, these phases indicate 
malate efflux from free space, cytoplasm and vacuoles. From the curves obtained 
it  could be estimated that  the cytoplasmatic pool of [14C] malate after 14C02 dark 
fixation is higher in "acidif ied" tissue (i.e. high malate content) than in "deacidi- 
f led" tissue (i.e. low malate content). Efflux of [14C] malate from the vacuoles is 
also higher in '~ acidified" tissue. I t  increases when the malate solution enclosed in 
the vacuoles becomes more concentrated. This could be demonstrated in experi- 
ments in which water was extracted from the labelled tissue by raising the osmotic 
potential of the buffers in which the tissue slices were suspended. The increase of 
[14C] malate efflux from the vacuoles followed a sigmoid curve when plotted against 
the osmotic potential of the washing buffer, i.e. against the degree of dehydratation 
of the tissue. 

The osmotic potential of the buffer in which leaf tissue of Bryophyllum was 
suspended also had an effect on the distribution of radiocarbon among the metabo- 
lites when the tissue was allowed to fix 14C02 in the light. In  deacidified tissue the 
incorporation of 14C into malate was inhibited whereas label found in carbohydrates 
(starch + sucrose) remained nearly unchanged when the osmotic potential of the 
buffer increased up to 12 arm. This effect is explained in terms of inhibition of 
PEP-carboxylase by a growing cytoplasmic malate pool, which is caused by the 
increasing malate efflux from the vacuole and by retarded malate flux from cyto- 
plasm into vacuole under these conditions. However, in acidified tissue labelling 
of malate was already low with no osmotic stress, and no further inhibition of 
malate synthesis could be observed when the osmotic potential of the buffer was 
increased. 

Label found in starch after uCO2-fixation decreased in the light under osmotic 
stress, with more label being transferred into sucrose. This effect could be inter- 
preted as osmoregulation which forces the cells of the leaf tissue to produce osmoti- 
cally effective substances to balance the higher osmotic potential of the buffer. 

* Abkiirzungen und Symbole: C A ~  = Crassulacean Acid Metabolism, F W =  
Frischgewicht, P E P  = Phosphoenolpyruvat, z * =  potentieller osmotischer Druck. 
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I. Einleitung 

Bei der Regulation des ftir viele Sueculenten typischen CAM (zu- 
sammenfassende Lit. : u.a. Ting, 1971; Kluge, 1972) wird der ~pfels~ure 
eine Sehlfisselfunktion zugeschrieben. Hoher Malatgehalt in den Zellen 
des Assimilationsparenchyms, der sieh im Vcrlaufe der Nacht a]s Folge 
der yon der PEP-Carboxylase katalysierten C02-Dunkelfixierung auf- 
baut, soll negativ auf die Aktivit~t der PEP-Carboxylase zurfickwirken. 
Damit wird am Tage einerseits der Abbau des Malatvorrates ermSg]icht, 
andererseits auch die PEP-Carboxylase als Konkurrent um das CO 2 
gegenfiber dem Calvin-Cyelus geschw/icht und damit die Kohlenhydrat- 
synthese gef6rdert (vgl. Kluge, 1969). 

Bei einer derartigen Regulation der PEP-Carboxylaseaktivit/~t kann 
nut die im Cytoplasma - -  also am Ort des Enzyms - -  herrschende ~pfel- 
s/~urekonzentration direkt wirken. Es ist jedoeh mSglich, dab der cyto- 
plasmatisehe Malatspiegel vom Ffillstand der eigentlichen Malatspeicher 
- - d e n  Vacuolen - -  kontrolliert wird. Diese indirekte Beteiligung der 
Vaeuolen an der Regulation der PEP-Carboxylaseaktivit/tt setzt voraus, 
dab entweder der Transport yon Malat aus dem Cytoplasma in die 
Vacuole oder der Malattransport aus der Vacuole ins Cytoplasma, wahr- 
scheinlich aber beide Vorg/~nge (vgl. Lfittge, 1969), yon der Konzentra- 
tion der in den Vacuolen vorliegenden MalatlSsung beeinfluBt werden. 

Experimentelle Daten fiber den Transport yon Ma]at zwischen Cyto- 
plasma und Vacuole im Zusammenhang mit dem CAM fehlen bisher 
vollstgndig. Die vorliegende Arbeit soll beitragen, diese L~cke zu schlie- 
Ben. Es wird versucht, erste Anhaltspunkte fiber die Abh~ngigkeit des 
Malatefflux aus der Vacuole yon der Malatkonzentration des Vaeuolen- 
saftes und die Auswirkung dieses Malatflusses auf den Stoffwechsel zu 
erhalten. 

II. Material und Methoden 

a) Pflanzenmaterial. Alle Experimente wurden an 0,5 mm dicken Querschnitten 
durch Assimilationsorgane yon Bryophyllum daigremontianum und B. tubiflorum 
durchgefiihrt. Dieses Material lie] sich in gr6geren Mengen durch Schneiden auf 
einem mit einer Rasierklinge bestiickten tIobel herstellen. Die Schnitte fielen direkt 
in mit Luft durchperltes dest. Wasser, wurden damit wiederholt gewaschen und 
schliefllich in ebenfalls beliiftetem ,,Grundpuffer" (Bicin 50 mM, CaS04 0,5 mM, 
pH 6,8) suspendiert. 

Anges~,uertes Gewebe (hoher Malatgehalt) wurde aus abgeschnittenen Assimila- 
tionsorganen erhalten, die sich his zum Schneiden f~r 12 h bei 15~ im Dunkel 
befunden hatten, abges~uertes Gewebe (niedriger Malatgehalt) dagegen aus 12stiin- 
dig vorbelichteten Assimilationsorganen (20000 Lux, 25~ 

b) Messung des Vacuolenefflux. Der Efflux von Malat aus den Vacuolen wurde 
in Anlehnung an Pitman (1963, vgl. auch Liittge, 1969) gemessen. Dabei wird der 
Austritt yon radioaktivem Malat aus den durch 14COe-Dunkelfixierung markierten 
Gewebescheibchen in den zunS~chst nicht radioaktiven, die Gewebescheibchen 
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umspiilenden Puffer zeitlich verfolgt. Der dritte Absehnitt der sich dabei ergeben- 
den dreiphasigen Kurve spiegelt das Ausmag des Vacuolenefflux wider (vgl. 
Liittge, 1969). Wir verfuhren wie folgt: 10 g Gewebe wurden in 50 ml Grundpuffer 
unter Beliiftung mit NaH14C03 (400 ~Ci, spez. Akt. 60 mCi/mmol) 1 h ira Dunkel 
bei 20~ inkubiert. Nach dieser Zeit hatte das Gewebe 90 % der Radioaktivit~it in 
Malat, 7 % in Citrat und 3 % in Aminos~uren eingebaut. 

Naeh der 14C02-Fiitterung wurde das Gewebe sehnell mehrmals mi~ Grund- 
puffer gewasehen und sofort in die ,,Auswaschgefgge" (zylindrisehe Scheidetrieh- 
ter mit grober Glasfritte) eingewogen. In den GefgBen befanden sieh schlieglieh 
je 10 ml Grundpuffer und ca. 1 g Gewebe. Die Proben wurden bei 4~ im Dunkel 
leieht gesehiittelt, der Puffer in den vom Experiment geforderten Zeitabstgnden 
geweehselt und seine Radioaktivitgt in aliquoten Volumina mittels Fliissigkeits- 
seintillationsz~hlung bestimmt. Am Ende der Auswasehperiode wurde das Gewebe 
mehrmMs mit heil]em Wasser extrahiert und die Radioaktivit~gt dieser Extrakte 
gemessen. Aus diesen Daten konnte die Radioaktivit~t im Gewebe vor Beginn des 
Auswasehens bereehnet werden. 

In Experimenten, bei denen nur der Vacuolenefflux und nieht die gesamte 
Auswaschkurve yon Interesse war, wurde das markierte Gewebe nach 14C02- 
Fiitterung zun~ehst im Gesamten in einem groBen Volumen Grundpuffer (3 1/ 
10 g Gewebe) fiir t2 h bei 4~ unter Beliiftung und leichtem Sehiitteln ausgewa- 
schen. Erst dann verteilten wir das Gewebe auf die Auswaschgefgl3e und verfolgten 
das Auswaschen zeitlich. Die ErhShung des osmotischen Wertes des Waschpuffers 
wurde (lurch Zugabe yon Sorbit zum Grundpuffer erreicht, der endgiiltige osmoti- 
sche Wert des Puffers kryoskopisch bestimmt. 

c) 14C02-Fi~tteruny des Gewebes im Licht unter osmotischer Belastung. ])as Gewebe 
wurde in Becherglgschen in Grundpuffer suspendiert (400 rag/6 ml). ])er Puffer 
enthielt jedoch in den einzelnen Ansi~tzen unterschiedliche Mengen yon Sorbi~ als 
Osmoticum. ])ie Becherglgsehen mit den Proben wurden auf einem Wasserbad 
(20~ geschiittelt und yon oben beleuchtet (Phillips Argaphot BM 500 W). Die 
Lichtintensiti~t auf HOhe der Proben betrug 16000 Lux. 

Nach 30 rain Vorinkubation unter den genannten Bedingungen wurde zu jeder 
Probe NaI-I14CO8 pipettiert (10 ~zCi; spez. Akt. 1,11 mCi/mmol). Nach 15rain 
14C02-Fixierung wurde das Gewebe schnell vom Suspensionsmedium getrennt und 
in siedendes 3/Iethanol iiberffihrt. Aliquots des Suspensionsmediums wurden nach 
Ansguern mit Essigsgure eingetrocknet, in I-I20 rfickgel6st und die Radioaktivit~t 
gezghl~. Die Weiterverarbeitung des abgetSteten Gewebes (Extraktion, Messung 
der eingebauten Radioaktivitgt, Chromatographie und Auswertung der Chromato- 
gramme) wurde bereits friiher (Kluge, 1969) beschrieben. Die in der unlSsliehen 
St~rke verbleibende Radioaktivit~t bestimm~en wir nach Kluge et al. (1973). 

d) Analytische Methoden. Malat wurde enzymatisch bestimmt (vgl. Kluge, 
1968). Pregs~fte stellt~n wir durch Auspressen yon schnell gefrorenem und wieder 
aufgetautem Blattmaterial her. I])ie Osmolariti~t der Prel~sgfte und Puffer bestimm- 
ten wir kryoskopiseh mit dem ])igitalosmometer (Fa. Sehulze, tteuerbaeh). 

III. Ergebnisse und Diskussion 
a) Der Verlau[ clef Ausscheidung yon [14C]-Malat 

aus den Gewebeschnitten 

Das Auswaschen yon Radioakt iv i t / i t  aus den durch 14C02-Dunkel- 
f ixierung vorwiegend im MMat mark ie r ten  Gewebe yon  Bryophyl lum 
folgt einer Zeitkurve,  wie sie ~hnlich auch ffir anderes Pf lanzenmater ia l  
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Abb. 1. Verlauf des Auswaschens von laCOe-Radioaktivit&t aus dem Blattgewebe 
yon Bryophyllum daigremontianum (abges~uer~) naeh 14C02-Dunkelfixierung 

besehrieben wurde (vgl. L/ittge, 1969, dort weitere Literatur). Es lassen 
sich drei Phasen erkennen (A, B, C der Abb. 1). Phase A und B sind naeh 
4 h abgeschlossen. Danaeh (Phase C) ~ndert sich die Rate  des 14C-Efflux 
aueh wi~hrend der folgenden 20 h, in denen welter beobachtet  wurde, 
nicht mehr wesentlich. Wir betraeh~en, gestfitzt auf die bei Liittge (1969) 
begriindeten Auffassungen, Phase A als dutch das Auswaschen des ,,free 
space", Phase B als dureh das Auswasehen des Cytoptasma und Phase C 
sehliel31ieh dureh das Auswasehen der Vacuole geprs Abschnitt  der 
Zeitkurve. 

Unter  ,,Vacuolenefflux" wird daher im folgenden das Abgeben yon 
Radioaktivit/tt  an den Suspensionspuffer durch laC markiertes Gewebe 
naeh einer Wasehdauer yon mindestens 12 h verstanden. Es ist erlaubt, 
hier yon Malatefflux aus der Vacuole zu sprechen, da die in dieser Phase 
des Auswasehens abgegebene Radioaktivit/~t praktisch ausschheglieh in 
Malat eingebaut war. Bei der in Abb. 1 dargestellten Auswasehkurve 
f~llt eine Sehulter auf, die wir jedoeh in keinem anderen unserer Experi- 
mente feststellen konnten. Derartige Abweichungen yon einer rein drei- 
phasigen Kurve wurden auch yon Pallaghy et al. (t970) and  L/ittge u. 
Pallaghy (1972) beim Auswasehen yon K+-Ionen aus Wurzelsegmenten 
und Mnium-Bl~ttchen beobachtet  und als Indiz zweier cytoplasmatischer 
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Tabelle 1. Bryophyllum daigremontianum. Die ,,Halbwertszeit" des Malatefflux aus 
der Vacuole im an -bzw. abgesguerten Blattgewebe. Das im jeweiligen Experiment 
verwendete Gewebe stammt yore Blatt bzw. Gegenblatt der gleiehen Pflanze 

Nr. des Halbwertszeit (h) des h{alatefflux Malatgehalt des 
Experi- aus den Vaeuolen Vacuoleninhaltes 
ments (~zg- ~1-1 Pregsaft) 

,,anges~uert" ,,abges~uert" ,,angesguert" ,,abges~uert" 

1 8,7 41,0 26,5 8,6 
2 43,0 66,4 18,0 4,0 
3 47,0 280,0 nieht bestimmt 
4 44,0 104,0 18,0 11,2 

Kompar t imente  gewertet. Wir vermSgen nieht zu entseheiden, ob unser 
Befund diese Interpretat ion st/itzt. 

Wir konnten keine augenf~llige Abweiehung vom dreiphasigen Ver- 
lauf der Auswasehkurven linden, wenn wit das Verhalten von an- bzw. 
abges/~uertem Gewebe vergliehen. Die Rate des Malatefflux aus der 
Vacuole war im anges/~uerten Gewebe jedoeh stets h6her als im ab- 
ges/iuerten Material (Tabelle 1). Fiihrt man anhand der vollst~ndigen 
Effluxkurven eine Kompart imentsanalyse dureh (vgl. Ltittge, 1969), so 
1/~Bt sich fibersehlagen, dab naeh der einstfindigen 14CO2-Dunkelfixierung 
im angesiiuerten Gewebe 77 % der laC-Aktivit/~t in den Vacuolen, 13 % im 
Cytoplasma und 10% im ,,free space" lokalisiert waren. Demgegen/iber 
gilt f/it abges~iuertes, yon der gleiehen Pflanze stammendes Gewebe : 90 % 
der 14C-Aktivit/it in den Vaeuolen, 5 % im Cytoplasma und 5 % im ,,free 
space". Der Vergleieh dieser Daten l~gt eine gewisse Anreieherung der 
14C-Aktivit~t (gewig weitgehend identisch mit  [14C] Malat) im Cyto- 
plasma des anges/iuerten Gewebes erkennen. Als Ursaehe dieses Effekts 
ist denkbar, dab der hohe Malatpegel in der Vacuole entweder den 
Transport  des im Cytoplasma gebildeten Malats in die Vacuole ersehwert 
oder den Transport  in umgekehrter Riehtung fSrdert, oder dab sieh beide 
Faktoren in ihrer Wirkung addieren. In  der hier vorliegenden Arbeit 
wird die zweite der angef/ihrten M6glichkeiten n~her untersucht. 

b) Der Malate/]lux aus der Vacuole unter osmotischer Belastung 

Dureh Uberffihren des markierten und Phase C des Auswasehens 
durchlaufenden Gewebes in Puffer mit  erh6hter Saugspannung (hervor- 
gerufen dureh Zugabe yon Sorbit) sollte dem Gewebe Wasser entzogen 
und damit  die Konzentrat ion der in den Vacuolen vorliegenden wgBrigen 
L6sung erh6ht werden. Wir wollten erfahren, ob dabei die Rate  des 
Malatefflux entspreehend der Konzentrationszunahme des Vacuolen- 
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inhaltes, in unserem Falle also der in den Vacuolen eingeschlossenen 
Malatl6sung, ansteigt. 

Es zeigte sich, dag bei plS~zlichem Wasserentzug der Vacuolenefflux 
tats/~chlich, und zwar sprunghaft, zunimmt (Abb. 2, 3), um sieh in den 
folgenden Stunden wieder dem urspriinglichen AusmaB zu n/~hern. Eine 
Konzentrierung der vom Tonoplasten umsehlossenen Malatl6sung wird 
also mit  einem gesteigerten Transport  yon Malat aus der Vacuole heraus 
beantwortet,  und es ist anzunehmen, dab dies auch in vivo der Fall ist, 
wenn in Folge der C02-Dunkelfixierung der ~pfels/iuregehalt der Vacuo- 
len w/~hrend der Naeht zunimmt. Ffir diese Annahme sprieht auch unser 
Befund, dab im nattirlich anges/~uerten Gewebe der Malatefflux aus der 
Vacuole stets h6her ist als im abges/~uerten. 

Es wurde diinnsehiehtchromatographiseh gesiehert, dab naeh der Applikation 
des Osmotieums die vom Gewebe abgegebene ~4C-Ak~ivitKt wiederum praktiseh 
aussehliel~lieh im ~alat anzutreffen war, so dal~ auch in dieser Phase des Experi- 
ments die Abgabe yon Radioaktivit~t in den Puffer den Malatefflux aus der Vacuole 
widerspiegelt. 

Das Ausmag der Steigerung des MMatefflux aus der Vacuole h/~ngt 
vom osmotischen Weft  des Waschpuffers, d.h. vom Ausmag des Wasser- 
entzugs aus dem Gewebe, ab. Trggt man die in der ersten Stunde nach 
ErhShung der Saugkraft  des Waschpuffers erzielte Steigerung des Malat- 
efflux gegen den potentiellen osmotisehen Weft  des Waschpuffers in ein 
Diagramm ein (Abb. 2, b), so ergibt sieh in den meisten F~llen eine 
sigmoide Kurve. Gelegentlich verl/~uft diese Kurve zun/~ehst linear und 
biegt erst im Bereich h6herer osmotischer Werte ab (Abb. 3, b). Der 
sigmoide Verlauf der meisten dieser yon uns erhaltenen Dosis-Effekt- 
Kurven erinnert an die Substrats/ittigungskurven gewisser Enzyme in 
Gegenwart eines Mlosterisehen Aktivators,  so dag man an eine Aktivie- 
rung yon ,,Transportstellen" (Carriermolekfilen ?) im Tonoplasten dureh 
die steigende Konzentrat ion der aus der Vacuole herauszutransportie- 
renden Molekiile denken k6nnte. 

Es mug in weiteren Experimenten gekl/~rt werden, ob auger Malat 
auch andere im Vaeuolensaft gelSsten Stoffe (z.B. Citrat) bei Konzen- 
trationsanstieg verst/~rkt aus den Vacuolen ausfliegen. DaB der intakte 
Tonoplast hier durchaus zu differenzieren vermag, lehrt u.a. das Beispiel 
der Anthoeyane, die bekanntlich selbst bei s tarkem Wasserentzug nieht 
aus der Vacuole entlassen werden und daher bei Plasmolyseexperimenten 
zur Darstellung dieses Zellkompartiments dienen k6nnen. 

Andererseits wird fiber den erhShten Efflux yon H+, K + und ,,UV 
absorbierenden Substanzen" aus Scheibehen angewelkter Tabakbl/~tter 
berichtet (Graziani u. Livne, 1971). Unter  der noeh zu best/~tigenden 
Voraussetzung, dab es sich hier ebenfalls um einen Efflux aus der Vacuole 
handelt, k6nnte dieser Effekt mit  unseren Befunden vergleichbar sein. 
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c) Die Markierungsmu#er nach 14C02-Fixierung im Licht 
dutch osmotisch belastete Gewebescheibchen 

Nachdem sich gezeigt hatte, da6 durch osmotische Belastung des 
Gewebcs ein erhShter Mal~tefflux aus den Vacuolen zu erreichen war, 
sollte geprfift werden, ob man durch diese Mal~nahme ~uch Einflul~ auf 
den Weg des Kohlenstoffs bei der 14CO~-Fixierung im Licht zu nehmen 
vermag. Wir erwarteten, da6 bei sich steigernder osmotischer Belastung 
die Apfels~ure im Verhi~ltnis zu Kohlenhydraten zunehmend schwacher 
markiert  wiirde. Diese Voraussage fuBt auI der Annahme, dab der bei 
Wasserentzug erhShte Malatefflux aus der Vacuole den Malatspiege] im 
Cytop|asma ansteigen las t  und damit  das die Malatsynthese einleitende 
Enzym (PEP-Carboxylase) hemmt  (Kluge u. Osmond, 1972). 

Wie Abb. 4 zeigt, wurde diese Prognose bei abges~uertem Gewebe 
best~tigt. Wir beobachteten hier tatsi~chlich einen Riickgang der Malat- 
markierung bei Anstieg des osmotischen Wertes des Suspensionspuffers. 
Gleichzeitig nahm die Markierung der Zucker zu. Wird der osmotische 
Wert  des Puffers in einen ffir Bryophyllum unphysio]ogischeu Bereich 
verschoben ( >  12 arm), geht auch die Markierung der Zucker 1 zurfick. 

1 Es handelt sich hier vorwiegend um Saccharose, die wir vor der chromatographi- 
schen Auftrennung mit Invertase abbauen (vgl. Kluge, 1969) uncl die daher in 
Form ihrer Spaltprodukte erfaBt wird. 
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Im anges/~uerten Gewebe war dagegen keinerlei Anderung im AusmaB 
der Malatmarkierung zu beobachten. Hier war der Einbau yon 1~C in 
Malat selbst ohne osmotisehe Belastung drastiseh reduziert und durch 
Wasserentzug aus dem Gewebe nicht mehr welter hemmbar. Dies ist 
verst/~ndlieh, wenn man den im angesguerten Gewebe erh6hten Malat- 
efflux aus der Vacuole und den damit erhShten Malatspiegel im Cyto- 
plasma (vgl. Abschnitt III ,  a) in Reehnung stellt. Er dfirfte damit im 
anges~uerten Gewebe yon vornherein zu einer t lemmung der PEP-Carb- 
oxylase kommen. 

Nicht zuletzt die Unterschiede im Verhalten des ab- bzw. anges~uer- 
ten Gewebes weisen darauf hin, dab die ~nderung der Malatsynthese 
unter osmotischer Belastung tats/~chlieh auf Vacuo]eneffekte und nicht 
etwa auf Chloroplasten, Mitoehondrien oder andere Zellorganellen be- 
treffende Einflfisse zurfiekzuffihren ist. Bezeichnenderweise bedarf es 
wesentlich hSherer osmotischer Belastung, um die ohne Beteiligung der 
Vacuole in den Chloroplasten ablaufende Synthese yon Kohlenhydraten 
(Zucker A- Starke)/~hnheh stark zu hemmen wie die Malatbildung. Aueh 
eine direkte Hemmung der ffir die Malatsynthese unmittelbar verant- 
wortlichen Enzyme (PEP-Carboxylase, Malatdehydrogenase) dutch den 
Wasserentzug kann nieht die Ursache ffir die bei osmotischer Belastung 
rtickliiufige Malatmarkierung sein. Wit haben festgestellt, dab die beiden 
genannten Enzyme (isoliert und getestet nach Kluge u. Osmond, 1972) 
selbst bei einer Sorbitkonzentration yon 1,0 osmol, im Testpuffer volle 
Aktivit~t zeigten. Eine Verf/~lschung der Markierungsmuster dureh be- 
vorzugten Efflux yon [14C] Malat in den Puffer w~hrend der 14C02- 
F/itterung ist nicht gegeben. Es wurde stets weniger als 1% des gesamten 
fixierten l~adiokohlenstoffs vom Gewebe ausgesehieden. 

Wir werten somit die Ergebnisse der Efflux- und ~4C02-Ffitterungs- 
versuche als St/itze der IIypothese, die besagt, dal3 der Ffillstand der 
Malatspeicher (Vaeuolen) fiber die Intensit~t des Malatefflux den cyto- 
plasmatisehen Malatspiegel und damit indirekt die Aktiviti~t der PEP- 
Carboxylase (d. h. der Malatsynthese) kontrolliert. Wir sind uns bewul~t, 
dal] die Gr613e des cytoplasmatisehen Malatpools sicher auch vom Malat- 
transport in die Vacuole, dieser w~hrscheinlieh ebenfalls geprggt vom 
Fiillstand der Malatspeieher, abhgngt. Dieses Problem wurde jedoeh 
zurfiekgestellt und ist Gegenstand kfinftiger Untersuehungen. 

Die Experimente mit l~C02-fixierenden Gewebeseheibehen erbrach- 
ten noch ein bemerkenswertes Nebenergebnis. Osmotiseh belastetes ab- 
bzw. angesguertes Gewebe verhglt sieh ngmlieh aueh untersehiedlieh 
in der Verteilung der ~4C-Aktivitgt zwisehen den Zuekern und der Stgrke 
nach 14CO~-Fixierung im Lieht. Im abgesguerten Material geht die Mar- 
kierung der Stgrke bei zunehmender osmotischer Belastung zugunsten 
der Zueker sofort stark zurfick (Abb. 4). Im angesguerten Oewebe da- 
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gegen ist einerseits die Markierung der St/~rke fiberhaupt ausgepr/~gter. 
Zudem bedaff es wesentlich h6herer osmotischer Belastung, um ihren 
Marlderungsantefl zugunsten der Zucker zurfickzudr/~ngen (Abb. 4). 

Die bei osmotischer Belastung auf Kosten der Sti~rkesynthese gef6r- 
derte Bildung freier Zucker (vor allem Saecharose) k6nnte als Osmo- 
regulation verstanden werden, denn durch die versts Synthese 
osmotisch wh'ksamer Substanzen in den Zellen wird die ErhShung der 
Saugspannung des Suspensionsmediums wenigstens teilweise kompen- 
siert, t t ier  ergeben sich interessante Xhnlichkeiten mit  dem Verhalten 
yon Ochromonas unter osmotischer Belastung (Schobert etal., 1972). 
Auch bei intakten h6heren Pflanzen k6nnen sich in manchen Fs 
unter WasserstreB osmotiseh wirksame Kohlenhydrate auf Kosten der 
St~rke anreichern (vgl. u.a. Mothes, 1956). Unsere Befunde zeigen, dab 
dieser Effekt nieht auf einer gesteigerten Hydrolyse der St/~rke beruhen 
mug, sondern dab unter osmotiseher Belastung bereits bei Synthese der 
Kohlenhydrate yon der vorzugsweisen Bildung yon St/~rke auf die 
osmotisch wirksamer Zucker umgeschaltet werden kann. Dieses Phs 
men wird yon uns derzeit welter untersueht. 

Die Frage, warum im angesituerten Bryophyllum-Gewebe eine 
wesentlich hShere osmotisehe Belastung als im abges~uerten Gewebe 
efforderlieh zu sein scheint, um die Saceharosesynthese fiber die Sti~rke- 
synthese dominieren zu lassen, mug vorlgufig unbeantwortet  bleiben. 

Der Wasserentzug dureh das Osmoticum Sorbit wirkt sich aueh auf 
das Ausmaii der ~4CO~-Liehtfixierung dureh BryophyIlum-Gewebe 
(Abb. 4) aus, und zwar iihnlich, wie dies fiir die Photosyntheseraten 
welkender Blittter (Catsky, 1965), die Ionenaufnahme dureh Maiswurzel- 
segmente und die 02-Produktion dureh photosynthetisierende Elodea- 
Bli~ttchen unter osmotiseher Belastung (beides Falk et al., 1966) be- 
sehrieben wurde. Hier wie auch in den meisten unserer Experimente 
kommt  es bei leiehtem Wasserentzug zungehst zu einer F6rderung. Wir 
verm6gen diesen Effekt derzeit noeh nicht zu erkt~ren. Eine deutliche 
Hemmung der 14C02-Bindung tr i t t  erst bei h6herer osmotiseher Belastung 
ein. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft Iiir groBziigige Unter- 
stfitzung und Frau Christa Kriebitzsch ffir zuverl~ssige technische Assistenz. 
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