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Nachweis und physiologische Aspekte von Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Inhibitor(en) in keimendem Fichtensaatgut
(Picea abies (L.) Karst.)

Von W. SCHINDLBECK

Lehrstuhl fiir Forstpflanzenziichtung und Immissions-
forschung der Ludwig Maximilians-Universitdt Miinchen

(Eingegangen 23. April 1981)

Zusammenfassung

Durch enzymatische Messungen wird nachgewiesen, da3
in der Quellungsphase der Keimung von Fichtensaatgut
G6P-DH-Inhibitor/en ausgeschieden wird/werden.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, daB der/
die nachgewiesene(n) Inhibitor(en) die Aktivitidt endogener
G6P-DH und damit die Keimfahigkeit des Saatgutes be-
einflussen kann/kénnen.

Schlagworte: Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, Inhibitor, kei-
mendes Fichtensaatgut, Nachweis, physiologische
Aspekte, Picea abies.

Summary

It is demonstrated by enzyme measurements that during
soaking stage of seed material from Norway spruce sub-
stance/s inhibitory to G6P-DH is/are secreted.

The inhibitor/s proved is/are supposed to influence the
activity of endogenous G6P-DH, i.e. the germination rate
of seed material.

Key words: Glucose-6-Phosphate-Dehydrogenase, inhibitor, germi-
nating seed, Norway spruce (Picea abies), proof, phy-
siological aspects.

Abstract

Proof and Physiological Aspects of Glucose-6-Phosphate-
Dehydrogenase-Inhibitor(s) in Seed Material from Norway
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Spruce (Picea abies (L.) Karst.) during Germination. By
means of enzyme measurements germinating seed material
(P. abies) of different vitality is shown to secrete sub-
stance(s) inhibitory to vital Glucose-6-Phosphate-Deky-
drogenase. Physiological aspects of the results (kinetic
data) are discussed.

1. Einleitung

Die Keimfidhigkeit von Saatgut ist durch das Zusam-
menwirken exo- und endogener Faktoren festgelegt. Um-
weltbedingte Einfliisse wie Feuchtigkeit, Temperatur, Sub-
stratzusammensetzung u. a. sind exogene Faktoren, wiah-
rend die genetische Anlage und damit physiologisch-bio-
chemische und morphologische Merkmale des Saatgutes zu
den endogenen Faktoren zidhlen. Diese Faktoren kdénnen
die Keimung fordern oder hemmen. So sind bei der Saat-
gutlagerung reversibel keimhemmende, im Keimstadium
hingegen optimal keimfordernde Faktoren zu beachten
(SCHONBORN VON, 1964).

Bei Fichte konnte bereits friher zwischen Keimf#dhigkeit
und Ionenausscheidung durch keimendes Saatgut eine enge
Korrelation nachgewiesen werden (ScuiNpLBECK, 1981). Die-
ser Befund und die Tatsache, daB3 viele lebensnotwendige
Enzyme (endogene Faktoren) durch Ionen gehemmt bzw.
aktiviert werden (BeErGMEYER, 1970), waren AnlaB zur vor-
liegenden Arbeit.

Am Beispiel der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6P-DH), einem Enzym von zeniraler Bedeutung fiir die
Keimfihigkeit, sollte untersucht werden, ob und unter
welchen Bedingungen die endogenen, teilweise ionischen

Silvae Genetica 30, 4—5 (1981)



Tabelle 1. — Eingesetztes Fichtensaatgut

Probe-Nr. K21 T (%) Abtrennbare Ver-
unreinigungen (%)
46584 18 06
Yy 53 5,0
442 83 1,5
439 95 2,2
438 12 53
124 60 0,3
637 5 G}
630 5 A5
629 ! 24
624 6% 6F
118 94 0,2
806 # 0,6
832 s 143
836 89 0,5
835 8% 2,0
831 86 24
805 30 22
804 30 2,8
W 95 2,2
534 92 039

(Sdmtliche enzymatischen Untersuchungen wurden, unmittelbar
daran ankniipfend, vom Januar 81—Februar 81 durchgefiihrt. Die
genannten Keimprozente waren daher fir die Auswertungen (Kap.
3) verwendbar.

Substanzen, die wihrend der Keimung in das Keimmedium
abgegeben werden, den endogenen Faktor ,Enzymaktivitat«
und damit die Keimfédhigkeit beeinflussen kénnten.

2. Material und Methoden

2.1 Samenmaterial von Picea abies

Fir die Untersuchungen wurden 20 mit Fligel, Spreu ff.
geringfligig verunreinigte Saatgutproben eingesetzt, deren
maximale Keimféhigkeiten (K) in der amtlich anerkannten
Priifstelle fiir forstliches Saatgut (im Hause) in der Zeit von
November 80—Februar 81 nach Entfernung der Verunrei-
nigungen mit 3 Standardmethoden (mit Keimschrank bzw.
Jacobsenapparat) bestimmt worden war.

Tabelle 1 gibt die untersuchten Probenummern mit den
maximalen Keimfdhigkeiten nach 21 Tagen Keimdauer
(K,,7) wieder. Ergénzend sind die abtrennbaren Verunrei-
nigungen angefiihrt.

2.2 Geréte, Prdparate, Losungen
2.2.1 Zu den Untersuchungen dienten in der Hauptsache
folgende Gerite:

Grating Spectrophotometer DB-GT mit 10“-Recorder
(Beckman), Zentrifuge Type ,Minifuge“ (Heraeus Christ),
Mikrowaage Type H 54 (Mettler), Waage mit halbautoma-
tischem Taraabgleich Type 1265 MP flir die Einwaagen zu
Kap. 2.3.1 (Sartorius)

2.2.2 Biochemica (alle Boehringer Mannheim):

G6P-DH (EC 1.1.1.49) aus Hefe, Suspension in 3,2 M Am-
moniumsulfat pH 6, Reinheitsgrad I.

Glucose-6-Phosphat?), Dinatriumsalz, enzymatische Rein-
heit 77%.

f-Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat?), Dinatrium-
salz, enzymatische Reinheit 98%.

2.2.3 Weitere Chemikalien (Merck Darmstadt):
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (pa.) und MgCl,.6H,O

(pa.).

2.2.4 Losungen:

a) 0,1 M Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Hydrochlorid)
PH 7,6 (hergestellt mit freier Base und HCI)

b) 0,1 M MgCl,

c¢) G6PNa,-Losung mit Wasser: 10 mg 77% Salz/ml.

d) NADPNa,-Losung mit Wasser: 10 mg 98% Salz/ml.

e) G6P-DH-Losungen mit 20° C-Volumenaktivititen von
jeweils 24,1 (Abb. 1, 2), 22,3 (Abb. 3) und 19,0 Mol
NADP/Min. ml Enzymverdiinnung (Abb. 4). Die Ver-
diinnungen der Enzymsuspension (ca. 1:10) wurden mit
Trispuffer vorgenommen. Testbedingungen, vgl. Kap.
2.3.2.

Fiir die Herstellung von Losungen und zum Ankeimen
(Kap. 2.3.1) wurde stets entsalztes Wasser der spezifischen
elektrischen Leitfdhigkeit L ca. 1 uS/cm verwendet.

Vor Einsatz zum Enzymtest wurden die stets frisch ange-
setzten Losungen von G6P-DH und NADP eisgekiihlt. Alle
librigen Losungen wurden vorher auf Testtemperatur (20°)
gebracht.

Die {iblichen Lagerungsempfehlungen fiir Trockensub-
stanzen, Suspensionen und Lgsungen sind zu beachten
(Boehringer 1968, 1973).

2.3 Keimansétze und enzymatische Messungen

2.3.1 Keimansétze:

Je Probe wurden 1,5 g Saatgut in 10 ml Wasser ange-
keimt (Bedingungen, vgl. ScHINDLBECK, 1981).

2.3.2 Enzymatische Messungen:

Unmittelbar nach Ablauf der vorgesehenen Keimzeit
wurden die Keimmedien vom Saatgut abpipettiert und zen-
trifugiert (4000 RPM/5 Minuten/20% Auslauf ohne Bremse).
Die Niederschldge wurden verworfen, die klaren, meist
gelblich gefirbten Uberstdnde (pH stets ca. 5,5) wurden
eingefroren zum Enzymtest aufbewahrt.

Zur Durchfiihrung des Enzymtests wurden die aufgetau-
ten Uberstidnde auf 20° C gebracht. Der Test wurde in An-
lehnung an vorhandene Vorschriften ausgearbeitet (Boeh-
ringer 1968, 1973).

Testbedingungen:

Fotometrische Messung im Einstrahlbetrieb bei einer
Mefstrahlung von 366 nm und bei 20° C; Glascuvette (d =1
em/V = 3 ml). Mef3bereich: 0—1 Extinktionseinheit. Schrei-
berdaten: 100 mV Spannung und 0,5 Inches/Min. Papier-
vorschub.

Die Cuvette enthielt:

2,39 ml Losung a)

0,20 ml Wasser oder/und Medium (vgl. Tabelle 2)

0,20 m! Losung b)

0,10 ml Losung c¢)

0,10 ml Losung d)

0,01 ml Lésung e)

Gestartet wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von Lo-
sung e).

Die Volumenaktivitat (VA) betrug:

VA = 9091. (AE/Minute), dimensioniert in uMol NADP/
Min. ml Enzymverdinnung.

Die Werte AE/Min. sind den Kinetiken analog Abb. 1 (Kap.
3) entnehmbar.

H = GGPNa2 oder G6P

) = NADPNa2 oder NADP
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Tabelle 2. — Volumina an Wasser bzw. Keimmedium (ml), die in
den Versuchen zu Abb. 1—4 eingesetzt wurden.

Wasser Medium
Abb. 4 (Kurven 4-3) 0 02
Abb. 1 (Kurve 0),entspre -
chend Akbivitatsbestim-
mungen ungehemmter
Lésungen e) 02 0
Abb. 2 wie bei’ Abb.4, wie bei’ Abb.4
Abb. 3 0-02 02-0
Abb. % 0 0,2

3. Ergebnisse und Diskussion

G6P-DH ist neben anderen Enzymen fiir den ungestorten
Ablauf des Keimstadiums von grof3er Bedeutung. Sie ist auf
vielfdltige Weise mit zentralen Stoffwechselwegen ver-
kniipft. So kann dieses Enzym zur Produktion von Pento-
sen (Bausteine der Nucleinsduren) biosynthetisch wirksa-
men Reduktionsidquivalenten (NADPH) u. a. beitragen
(LEHNINGER, 1972).
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Abb. 1. — EinfluB der Keimzeit auf die Kinetik der G6P-DH-
Reaktion

Parameter: Kurve 0 = Keine Keimung (Test mit entsalztem Was-
ser statt Medium). Kurven 1—3 = Keimzeiten von 1—3 Tagen
(Tests mit Keimmedium). Verwendetes Saatgut: Nr, 46534. Test-
bedingungen, vgl. Kap. 2.

Influence of germination time on kinetics of the GéP-DH-reaction
Parameters: Kinetic 0 = no germination (test with deionized water
substituted for growth medium). Kinetics 1—3 = germination times
of 1—3 days (tests with growth medium). Used seed: Nr. 4§534.
Further conditions, compare chapter 2.
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G6P-DH katalysiert primér folgende Reaktion:

néon
HEON ¢=0 ¢o
HCOH HeoH Ko HocH
HO(::Z 0 +MADP”. Hzérm 0 :fgg
HCOM
HE NADPH/H'* HE&—-J tn,0P02
" 2-
¢, 0P0; A
Glucose-6-Phosphai‘ 6-Phospho-Gluco=  6-Phospho-
no=4-Lacton Gluconat
Formel 1. —

Die Aktivitdt, mit der dies geschieht, wird durch die Ver-
bindung NADPH indiziert, die bei der Reaktion aus NADP
gebildet wird.

Diese Verbindung absorbiert in hohem MaBe Licht der
Wellenldnge 366 nm, d. h. die fotometrisch nach dem En-
zymstart meB8bare Extinktionszunahme pro Zeiteinheit ist
ein Maf fiir die Enzymaktivitéit (Abb. 1).

Aus Abb. 1 ist zu entnehmen, daB keimendes Fichten-
saatgut mit fortschreitender Keimzeit zunehmend enzym-
hemmende Substanz/en in das Keimbett ausscheidet.

Moglicherweise wird diese Hemmwirkung, wie einleitend
bemerkt, durch Ionen induziert, die das Saatgut wihrend
der Keimung abgibt. Man weil z. B. um die Hemmwir-
kung hoéherer Mg2+t-Konzentrationen und weiterer zwei-
wertiger Metallionen. Auch Phosphat kann das Enzym un-
ter bestimmten Bedingungen hemmen. (Boehringer 1968,
1973).

Mol NADP
Min, ml Enzymvdg.

S

-
(=]

G6P-DH-Volumenaktivitdt

» Stunden

vs 72 9
Keimzeit

Abb. 2. — EinfluB8 der Keimzeit auf die Startgeschwindigkeit (,Vo-
lumenaktivitéit“) der G6P-DH-Reaktion.

2%

Die Werte sind den Kinetiken von Abb. 1 entnommen, vgl. Kap.

23.2.

Influence of germination time on the initial rate (“volume activity”’)
of the G6éP-DH-reaction.

Values are taken from the kinetics shown in fig. 1, comp. chapter

2.3.2.



Abb. 2 veranschaulicht anhand der Probe Nr. 46.534, daf3
bereits innerhalb der ersten 24 Stunden Keimzeit (Quel-
lungsstadium) eine erhebliche Inhibitorausscheidung er-
folgt war.

Abb. 3 zeigt am Beispiel derselben Probe (K, = 92%)
eine Inhibitorabhidngigkeit nach 24 Stunden Keimzeit. Mit
200 ul Keimmedium wurde die Volumenaktivitét des En-
zyras zu ca. 63% gehemmt (vgl. hierzu auch Abb. 4).

Wie Abb. 4 zeigt, schieden weitere 19 Saatgutproben ver-
schiedenster Keimféhigkeiten ausnahmslos G6P-DH-Inhi-
bitor/en in das Keimmedium aus.

Rest-Volumenaktivitdten > 0 und entsprechend geringe-
re Hemmeffekte wurden vorzugsweise mit Keimmedien von
relativ gut keimfihigem Saatgut gefunden. Eine enge Kor-
relation zwischen Keimprozent und Hemmstoffausschei-
dung war jedoch nicht abzuleiten.

Eine erhohte Inhibitorausschiittung bei keimschwicherem
Saatgut (vgl. Abb. 4) konnte mit Vorbehalt so gedeutet wer-
den, daB3 das betreffende Saatgut unter dem Einfluf3 eines
hohen zelluldren Inhibitorgehaltes steht, der die Aktivitat
endogener G6P-DH und damit die Keimung negativ beein-
fluBt. Derartige Keimhemmungen sollten, Reversibilitat

Mol NADP

“Min. ml Enzym vdg.
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e
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G6P-DH-Volumenaktivitit
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100 200 a

Keimmed{um pro Enzymtest

Abb. 3. — Abhingigkeit der G6P-DH-Volumenaktivitit von der
Hemmstoffkonzentration.

Verwendetes Saatgut: Nr. 46534. Keimzeit: 24 Stunden, Testbedin-

gungen, vgl. Kap. 2,

Dependence of the volume activity of G6P-DH upon the concen-
tration/s of inhibitor/s.

Used seed: Nr. 46534. Germination time: 24 hours. Test conditions,

comp. chapter 2.
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Abb. 4. — Hemmeffekte der Keimmedien von Saatgut unterschied-
licher Keimféhigkeit auf die Volumenaktivitat von G6P-DH.

Hemmeffekte sind als Rest-Volumenaktivitdt (%) wiedergegeben.
100%: Test mit entsalztem Wasser statt Keimmedium. Die Enzym-
tests wurden nach 24 Stunden Keimzeit mit je 200 ul Keimmedium
vorgenommen. K21 = Keimprozent nach 21 Tagen Keimzeit (Be-
stimmung und weitere Testbedingungen, vgl. Kap_ 2).

Inhibitory effects of growth mediums from seed materials of dif-
ferent vitality on the volume activity of G6P-DH
Inhibitory effects are shown as residual volume activity in %.
100%: Test with deionized water substituted for growth medium.
Enzyme measurements were carried out with 200 x1 growth medium
per test after a germination time of 24 hours. K, = germination
rate (%) after a germination time of 21 days (determination and

further test conditions, comp. chapter 2).

vorausgesetzt, durch externe Anwendung geeigneter per-
meabler Enzymaktivatoren iiberwindbar sein.

Die Primarwirkung der wahrend der Quellungsphase be-
obachteten Inhibitorabgabe wire in einer parallel zur Aus-
scheidung verlaufenden Aktivierung der lebensnotwendi-
gen G6P-DH denkbar.

Eine keimungsfordernde Sekundarwirkung der abgege-
benen Inhibitormolekel koénnte darin bestehen, dal G6P-
DH-abhingige Fremdorganismen wie Pilze u. a. durch
Inhibitoraufnahme in ihrem Wachstum zugunsten der kei-
menden Fichtensamen eingeschriankt werden.

Hemmstoffe der beschriebenen Art tragen moglicherwei-
se dazu bei, daB3 die Enzymaktivitdten ruhenden Saatgutes
(z. B. bei der Lagerung) minimiert bleiben.
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