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E PR  in vivo, Damage to Forest, Ascorbic Acid Radical

E PR  investigations o f spruce needles under in vivo conditions are capable o f detection o f 
several radicals a ttributed  to the plant photosystem . D ifference spectra light minus dark are 
applied in order to discrim inate the dark  signals in favor o f  the light-induced spectra. These 
spectra a t 293 K norm ally consist o f a single line which can be a ttribu ted  to the well-known 
photosignal I observed with chloroplast or chloroplast fragm ents. However, inspection o f  nee­
dles grow n in a heavily dam aged area exhibit additional absorptions. Spectra o f  this type may 
be observed as well after treatm ent of spruce needles or foliage with herbicides. Based on the 
g-value and the coupling constants observed, the new lines can be assigned to the ascorbic acid 
radical, which is formed by interaction o f the p lan t antioxidative system with oxidizing agents.

Die Prim ärprozesse bei der pflanzlichen P ho to ­
synthese bestehen darin, daß  unter Einwirkung 
von sichtbarem  Licht E lektronen des W assers zur 
R eduktion  von N A D P + benutzt werden, wobei 
Sauerstoff freigesetzt wird. An dieser E lektronen­
transpo rtkette  sind zahlreiche param agnetische 
V erbindungen beteiligt. Im wesentlichen handelt 
es sich dabei um  Ionenradikale des Chlorophylls, 
Sem ichinone und Schwermetallkomplexe [1], Aus 
diesem G runde sind EPR- und EN D O R -Spektro- 
skopie [2] wichtige M ethoden, um derartige P ro­
zesse zu studieren. W enn auch bis heute bei weitem 
nicht alle F ragen der Photosynthese geklärt sind, 
so erlaubt der heutige K enntnisstand doch, EPR- 
U ntersuchungen durchzuführen, um den Einfluß 
von an thropogenen Schadstoffen nachzuweisen
[3], D abei waren die früher beschriebenen U nter­
suchungen au f Pflanzen mit geringen M n 2 +-K on- 
zentrationen beschränkt, weil das 6 -Linien-Signal 
des M n2+ alle anderen A bsorptionen im g = 2,00-
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Gebiet überlagert. Ü ber die Bedeutung der K on­
zentration dieses 2-wertigen K ations in F ichten­
nadeln wurde kürzlich berichtet [4], U m  Proben 
unabhängig von dem  M n-G ehalt in die U nter­
suchungen einbeziehen zu können, haben wir D if­
ferenz-Spektren aufgenom m en [5], die es gestatte­
ten, sowohl das Photosignal I [6 ] als auch bei tiefe­
ren T em peraturen  das „m ultiline“ M n-Signal zu 
beobachten.

Experimenteller Teil

Als U ntersuchungsgut w urden entweder 5 -1 0  
Fichtennadeln, die der unm ittelbar vorangegange­
nen W achstum speriode angehörten, oder ca. 2 cm 2 

große Blattfragm ente von Eichen, Buchen oder 
Birken verwendet. Alle untersuchten Proben wa­
ren nach visuellen K riterien absolut ungeschädigt. 
Ihre bei R aum tem peratu r aufgenom m enen Diffe- 
renz-Spektren zeigten je nach U rsprung entweder 
eine Einzellinie mit einer Linienbreite von 8  G und 
einem g -F ak to r von 2,0023, entsprechend dem lan­
ge bekannten Photosignal I, oder ein Spektrum , 
das aus drei Linien unterschiedlicher Intensität be­
steht. F ü r die EPR-M essungen wurde ein Varian-
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E-line-X -Band-Spektrom eter in V erbindung mit 
dem Bruker Datensystem  ER 140 verwendet. Ty­
pische M aschinenparam eter: M ikrowellenenergie
5 mW , 10 kHz Feldm odulation, M odulationsam ­
plitude 1 G , gain 4 *  104, Zeitkonstante 0,128 s, 
50 scans unter Verwendung eines F F  lock. F ür die 
Belichtung wurde die Schott Kaltlichtquelle 
Kl 1500 verwendet.

Ergebnisse

Proben, die aus einem H auptschadensgebiet im 
Forstam t Schluchsee, Region Äulem er Kreuz, 
stam m en [6 ], zeigen in A bhängigkeit vom Zeit­
punkt der Entnahm e m ehr oder weniger starke 
Veränderungen des Photosignals I. Im wesentli­
chen wird das A uftreten von zwei neuen A bsorp­
tionen bei niedrigem Feld entsprechend den 
g-Faktoren 2,0056 und 2,0046 beobachtet. Diese 
K om ponenten können die In tensität des P ho to ­
signals I übertreffen, so daß  sie die H aup tabso rp ­
tionen darstellen [5]. Praktisch gleiche Spektren 
werden an Bäumen beobachtet, deren S tandort 
keinem ausgesprochenen H auptschadensgebiet zu­
geordnet worden ist, wie z. B. im R am m ert, Kreis 
Tübingen, wenn entweder langanhaltende Rauh- 
reif-Depositionen oder H erbicid-Behandlung be­
nachbarter Felder der Probennahm e vorausgegan­
gen sind. Im letzteren Fall zeigen auch die Blätter 
von Laubbäum en völlig vergleichbare lichtindu­
zierte Spektren. D urch Laboratorium sversuche, 
die an kleinen Zweigen in G laskam m ern mit en t­
sprechend dotierten A tm osphären durchgeführt 
wurden, konnte nachgewiesen werden, daß die 
neuen Signale au f der Tieffeldseite von S I z. B. 
durch Behandlung m it Herbiciden wie Paraquat 
oder Domatol® erzeugt werden können (s. Abb.
1). Von der W irkstoffkom bination Domatol® ist
3-A m ino-l,2,4-triazol die wesentliche K om ponen­
te. M it zunehm ender Einwirkungszeit verstärken 
sich die neuen A bsorptionen in zunehm endem  
M aße relativ zu dem g = 2,0023-Signal. Bei lang­
anhaltender Belichtung nim m t die In tensität all­
m ählich ab. Systematische U ntersuchungen in A b­
hängigkeit vom N adelalter w urden bisher nicht 
durchgeführt. H ell-dunkel-Versuche zeigen ein­
deutig, daß die neuen Signale photoinduziert sind. 
Sie haben die gleichen Induktions- und Zerfallszei­
ten sowie vergleichbare Linienbreiten und zeigen 
ein einheitliches Sättigungsverhalten, so daß  es

Abb. 1. D ifferenz-EPR -Spektrum  (he ll-dunke l) ver­
schiedener Fichtennadeln in der g = 2,004-Region.
A, unbehandelte Fichte, A bsorption bei g  = 2,0023;
B, Fichte nach Ausbringen von Herbiciden a u f benach­
barten Feldern, Z usatzabsorptionen bei g = 2,0056 und 
2,0046; C, Fichte nach Behandlung mit Domatol®, F re i­
landversuch; D, Fichtenzweig nach 1 Tag Behandlung 
mit P araquat, Laborversuch, verstärkte A bsorptionen 
bei g  = 2,0056 und 2,0046.

sich offenbar um das Signal eines einheitlichen R a ­
dikals mit H yperfeinstruktur handelt. A ufnahm e 
der Spektren unter H ochauflösungsbedingungen 
ergibt das in Abb. 2 dargestellte D ublett von T ri­
pletts. Die K opplungsparam eter betragen = 
1,74 G  und = 0,19 G, als g -F ak to r w urde 
2,0051 erm ittelt. Diese D aten entsprechen den 
W erten, die in der L iteratur [7] für das freie A scor­
binsäureradikal in wäßrigen Medien angegeben
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Abb. 2. D ifferenz-EPR -Spektrum  (hell-dunke l) von 
F ichtennadeln nach Behandlung mit Paraquat unter 
H ochauflösungsbedingungen.

werden, K om plexbildung mit K ationen [8 ] oder 
V eränderung des Solvens [9] bewirken signifikante 
Ä nderungen dieser W erte, so daß daraus geschlos­
sen werden m uß, daß unter Einfluß der oben er­
w ähnten Substanzen, aber mit Sicherheit auch an ­
derer oxidierender Schadstoffe, eine Störung der 
photosynthetischen E lektronentransportkette 
staffindet, so daß  schließlich eine m onovalente 
O xidation der A scorbinsäure erfolgt.

Diskussion

Das antioxidative System von Zellen besteht im 
wesentlichen aus den Vitaminen E und C und G lu­
tath ion  in V erbindung mit reduzierenden Enzy­
men wie z.B. K atalase. Das lipidlösliche Vitamin 
E ist weitgehend in den M em branen lokalisiert 
und dam it immobil. Es ist das prim äre A ntioxi­
dan t, das die M em branen schützt, w ährend das 
Vitam in C in wäßriger Phase vorliegt und dazu 
dient, oxidiertes Vitamin E zu reduzieren. Diese 
R eaktionssequenz unter Beteiligung der entspre­
chenden R adikale, die durch Einzelelektronen- 
übertragungsreaktion  interm ediär entstehen, 
konnte durch EPR -U ntersuchungen geeigneter 
M odelle und durch Bestimmung der O xidations­
potentiale bestätigt werden [10]. Die A bhängigkeit

der K onzentration beider Vitamine in Blättern 
oder K oniferennadeln von der Einwirkung von 
Luftschadstoffen w urde m ehrfach untersucht [11]. 
Dabei zeigte sich, daß  Schadstoffbelastungen 
schon in geringen K onzentrationen zu signifikan­
tem Ansteigen der A ntioxidationskonzentrationen 
führt. O ffenbar handelt es sich um eine Schutz­
reaktion, die unter anderem  auch für die un ter­
schiedliche Em pfindlichkeit von Licht- und Schat­
tenpflanzen gegenüber S 0 2 verantw ortlich ge­
m acht wird [12]. Diese Ergebnisse wurden durch 
klassische Analyse, also durch Zerstörung des bio­
logischen Systems, gewonnen, w ährend die hier 
diskutierten Resultate an intakten Pflanzenorga­
nen, also unter /«-v/vo-Bedingungen, erzielt w ur­
den und die R eaktion der A scorbinsäure direkt 
nachweisen. Der eindeutige Nachweis der Toco- 
pherolradikale unter den gleichen Bedingungen ist 
bisher nicht gelungen. Einerseits dürfte ihre K on­
zentration gering sein, wenn die Schädigung der 
B lätter im A nfangsstadium  ist und noch genügend 
A scorbinsäure vorhanden ist. Andererseits sind 
für m em brangebundene R adikale anisotrop ver­
breiterte Spektren zu erw arten, die wenig charak­
teristisch sind; derartige Signale werden tatsäch­
lich bei stark  geschädigten Proben beobachtet, 
aber ihre Zuordnung m uß vorerst offenbleiben.

D er W irkungsm echanism us der Herbicide vom 
Typ der Viologene ist bekannt [13]. Im ersten 
Schritt werden diese V erbindungen vom Photosy­
stem I unter Belichtung zu den entsprechenden 
freien R adikalen reduziert. Diese gehen Redox­
reaktionen mit Luftsauerstoff unter Bildung von 
O t ein, das schließlich zum W asserstoffperoxid 
w eiterreduziert werden kann. D a beide Verbin­
dungen außerordentlich toxisch für die Zellen 
sind, haben die Pflanzen ein entsprechendes an ti­
oxidatives System entwickelt, dessen R eaktion von 
uns beobachtet werden kann. Selbstverständlich 
ist die Beobachtung von A scorbinsäureradikalen 
nicht a u f die Erzeugung von Superoxidradikalen 
über die V iologenreaktion beschränkt, sondern ist 
ganz allgemein ein Ind ikato r für die Einwirkung 
oxidierender Agentien au f die Photosynthese- 
organe.
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