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Gluconeogenesis in the ripening fruit of Vitis vinifera

Summary. — Fumaric acid-2,3-14C was applied to grape berries at weekly
intervals and the incorporation of radioactivity into other acids and the neutral, water-
soluble substances determined. Malic acid, predominantly labelled in the inner C-atoms,
proved to be the main metabolic product, and up to 17% of the 4C-activity of the ex-
tract was discovered in the neutral fraction. The !'4C-glucose thus synthesized carried
more label in the C1/C2 and the C6/C5 positions than in the two central C-atoms. Based
on these results it is concluded that the ripening fruit transforms acids into sugars by
reactions involving a formal reversal of the glycolytic pathway.

Incorporation of radioactivity of 14C-fumaric and -malic acids into sugars shows a
temperature optimum of about 20 °C. Comparisons between the sugar concentrations of
grapes growing in the sun or in the shade, indicate that the rate of sugar synthesis
during the final ripening-stages is greater in the shade. Thus, the marked difference in
sugar content at veraison disappears during maturation. The contribution of sugar
synthesis from acids to the observed compensation is discussed.

Einleitung

Die bisherigen Arbeiten liber die Transformation von Sduren in Zucker (Glu-
coneogenese) bei griinen Pflanzen beschrdnken sich im wesentlichen auf die Unter-
suchung dieses Vorganges wihrend der Samenkeimung (Benepicr und Beevers 1961,
CanviNy und Beevers 1961, Oaks und Beevers 1964, Thosas und ap Rees 1972). Ver-
schiedene Beobachtungen deuten jedoch darauf hin, daf3 die Fahigkeit zur Gluconeo-
genese nicht ein nur bei der Mobilisierung von Fettsduren auftretendes Phdnomen
zu sein braucht. So wird in Chlorella nach Applikation von “C-Pyruvat radioaktive
Saccharose synthetisiert (Oaks 1962), und auch die von Weintrauben bekannten Ver-
anderungen im Zucker- und Sauregehalt (Lit. zit. in Huime 1971), die wihrend der
Reifephase (Geister und Raprer 1963) typisch gegenldufige Kurven ergeben (Cotra-
GRANDE 1959, KLiewer und Scaurtz 1964, KLiewer 1966, 1968, HaLe 1968 u. a.), lassen es
als moglich erscheinen, daf3 hier ein Mechanismus realisiert ist, der erlaubt, akku-
muliertes Malat wieder in den Kohlenhydratsstoffwechsel einzubeziehen. Einen
Hinweis in diese Richtung geben ferner die Untersuchungen von Drawert und
SterraN (1966), SterraN (1968) sowie Rapr et al. (1971), die in reifenden Beeren eine
Bildung von Zuckern aus "C-Apfelsdure nachweisen konnten. Daraus darf man al-
lerdings nicht direkt auf die Existenz eines Zuckersyntheseweges in der Art einer
,ruckwartslaufenden® Glykolyse (RiBEreau-GAayon und RIBEREAU-GAYON 1969, Dra-
weRT 1971) schlieBen, da die Apfelsdure u. U. in betridchtlichem MaBe veratmet
wird (Rarp et al. 1971) und somit die Moglichkeit einer Refixierung des respira-
torischen CO, Uber den Calvinzyklus nicht zu eliminieren ist. Schlie8lich kann man
auch den in Trauben zeitlich mit dem Einsetzen des Sdureabbaus korrelierten be-
trachtlichen Anstieg der Malatdehydrogenase-Aktivitdt (Hawker 1969) so interpre-
tieren, daf3 erst dadurch die fiir eine Zuckerbildung Ulber Oxalacetat und Phos-
phoenolpyruvat erforderliche Ausgangsstoffkonzentration erreicht wird.
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Ein tieferer Einblick in den Mechanismus der Gluconeogenese in wvivo ist nur
durch Einfilihrung von spezifisch markierten Prdkursoren und darauffolgende Be-
stimmung des Markierungsmusters im Zielmolekiil zu gewinnen. Dabei ist unbe-
dingt eine relativ kleine Zeitspanne zwischen Filitterung und Analyse (kurze ,meta-
bolic time*) einzuhalten, da durch andere Stoffwechselvorgéinge, insbesondere De-
carboxylierungen und Refixierungen von markiertem CO,, sehr rasch eine Rando-
misierung der Aktivitdtsverteilung in den Priakursormolekiilen eintreten kann, wo-
durch bei Langzeitversuchen genaue Aussagen liber Ablauf und Bedeutung der un-
tersuchten Synthesekette unmoglich gemacht werden. Die vorliegende Arbeit tragt
diesen Gegebenheiten Rechnung und soll damit einen Beitrag zum Verstdndnis des
Reifeprozesses der Weintraube leisten.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial: Die Tracerversuche wurden mit vierjahrigen Blaubur-
gunder-Freilandreben (Klon Mariafeld auf 5C Geisenheim) der Eidgendssischen
Forschungsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau in Wadenswil, die Bestimmun-
gen der Zucker- und S&duregehalte von sonnenexponierten Friichten resp. Schat-
tentrauben mit Beerenproben von achtjdhrigen Riesling X Silvaner (auf 3309C)
durchgefiihrt.

Applikation des Tracers: Fumarsidure-2,3-"C (Amersham, CFA 143;
1,7 «M, 100 «C) wurden in 220 xl H,O geldst und zu gleichen Teilen in 20 Beeren
eines Fruchtstandes in situ eingespritzt. Eintauchen der in Plastiksdcke eingepack-
ten Trauben in ein thermostatisiertes Wasserbad (30 °C, falls keine andere Angahe)
garantierte die Aufrechterhaltung konstanter Temperaturverhiltnisse wahrend der
ganzen Einbauperiode (6 Stunden). Nachher ernteten wir die so behandelten Beeren
und ergédnzten die Proben mit Material derselben Rispe auf 25 g.

Herstellung und Aufarbeitung der Extrakte: Die Extrakte
wurden nach folgendem Verfahren hergestellt: (1) Beeren wahrend 2 min in 100 ml
siedendem Athanol abs. homogenisieren. Filtrieren. (2) Riickstand mit 100 ml hei-
Bem Athanol 80% nachextrahieren. Filtrieren. (3) Filtrate vereinen und im Rota-
tionsverdampfer bei 40 °C zur Trockne bringen. (4) Riickstand in 100 ml Methanol
30% aufnehmen und Lipide mit Petroldther extrahieren bis Uberstand farblos. (5)
Wisserige Phase eindampfen und den trockenen Riickstand in 10 ml Athanol 20%
aufnehmen. (6) Unlosliches Material durch Zentrifugieren entfernen.

Die Auftrennung des Extraktes wurde an zwei hintereinandergeschalteten Sau-
len mit Dowex 50W-X8 (H*+-Form) und Dowex 1-X8 (Formiat-Form) durchgefiihrt
(fir Details vgl. Canvin und Beevers 1961). Elution der organischen Sduren aus der
Anionenaustauschersiule erfolgte mit 4n Ameisensdure. Aus dieser Fraktion wurde
die Apfelsdure durch Chromatographie an Dowex 1-X8 (HCOO—, 200/400 U.S. mesh)
isoliert (vgl. Buscu et al. 1952) und anschlieend papierchromatographisch gereinigt
(s. unten).

Bestimmung der Zucker- und Sdurekonzentration von Bee-
ren: Die Messung des Zuckergehaltes erfolgte ardometrisch mit einer Bosch-
Waage, diejenige der Sdurekonzentration durch Titration mit 0,1 n NaOH.
Dinnschichtchromatographie: Auftrennung der Sdurefraktion nach
TanNer und Sanpoz (1972) an Cellulose MN 300 unter Verwendung von Butanol/
Ameisensdure/H,0 (4 : 2 : 5) als FlieBmittel.

Papierchromatographie: Es wurde stets mit sduregewaschenem Schlei-
cher & Schuell-Papier der Sorte 2040b gearbeitet. Die Reinigung der Apfelsidure-
fraktion (s. oben) erfolgte durch Chromatographie mit Butanol/Ameisensdure/H,O
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(4 :1:5), Elution und Rechromatographie mit wassergesattigtem Phenol, enthaltend
1% Ameisensdure. Zur Auftrennung der Neutralfraktion diente Athylacetat/Eis-
essig/H,O (3 : 1 : 3). Hieraus wurden die zur Ermittlung des Markierungsmusters be-
stimmten Glucoseproben (s. unten) durch Elution und nochmaliges Chromatogra-
phieren im gleichen Laufmittel gewonnen. Die Lokalisierung der Zucker erfolgte
durch Entwickeln mit Silbernitrat (TreveLyan et al. 1950) bzw. durch "#C-Scanning
der Chromatogrammstreifen.

Bestimmung des !*C-Markierungsmusters: (a) Apfelsiure: Oxy-
dative Decarboxylierung mit KMnO, (Aronorr 1956). In einer Testanalyse mit Ap-
felsdure-4-*C wurde die Radioaktivitat zu 97,5% in der erwarteten Position gefun-
den. (b) Glucose: Homofermentative Vergidrung des Zuckers durch Lactobacillus
casei (La 703) und Oxydation der entstandenen Milchsdure zu Acetaldehyd und CO,
(vgl. ebd.).

Radioaktivitdtsmessungen: (a) Mit einem Szintillationszdhler (Nuclear
Chicago Unilux II): Das Medium fiir wisserige Proben bestand aus einem Gemisch
von 2400 ml Toluol, 1512 ml Aethanol, 16 g PPO, 60 mg POPOP und 145 g Aerosil,
dasjenige fiir Ausschnitte aus Papierchromatogrammen (5 mm X 40 mm) aus einer
Losung von 0,5% PPO und 0,03% POPOP in Toluol. Fiir mehr Details vgl. Rurener
(1973). (b) Mit einem Chromatographie-Scanner (Berthold Typ II): Die “C-Aktivi-
tat auf Diinnschicht- und Papierchromatogrammen wurde mit endfensterlosen Gas-
strom-Proportionalzidhlrohren (Methan; 2700 V) und einem Dual-Ratemeter-Inte-
grator (Berthold LB 242 K) bestimmt.

Ergebnisse
1. Nachweis der Gluconeogenese

Die Leichtigkeit, mit welcher in vivo aus Malat resp. aus mit diesem im Gleich-
gewicht stehendem Oxalacetat CO, abgespalten und dann durch verschiedene Reak-
tionen refixiert werden kann, verbietet eine Untersuchung des Mechanismus der
Gluconeogenese anhand von carboxylmarkierter Apfelsiure, weil hierbei in kurzer
Zeit Randomisierung des C im geflitterten Tracer eintritt. Da aber innenmarkier-
tes Malat zur Zeit im Handel nicht erhiltlich ist, applizierten wir an dessen Stelle
Fumarsiure-2,3-C, in der Annahme, da3 dann der gewlinschte Prakursor wegen
der hohen Fumarase-Aktivitdt von Trauben (Korar 1970) durch den Organismus
selbst synthetisiert werde. Wie aus Abb. 1 und Tabelle 1 hervorgeht, trifft dies er-
wartungsgemaf3 zu, war doch 6 Stunden nach Injektion von Fumarsdure-2,3-C
ein groBer Teil (ca. 55%) des in der Sidurefraktion auftretenden “C in der Apfel-

Tabelle 1

Bestimmung des 'YC-Markierungsmusters von Apfelsdure, isoliert 6 Stunden nach In-
jektion von Fumarsdure-2,3-14C in Traubenbeeren
Dertermination of the distribution of 4C in malic acid, isolated 6 hours after injection
of fumaric acid-2,3-14C into grape-berries

Radioaktivitdt an den Atomen
Proben-

nu ) C2 + C3 Cl+ C4
mmet dpm % dpm oy
1 51 700 74 18 000 26
56 300 73 20 600 27

3 61 400 78 17 800 22
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Abb. 1: Radiogamm der diinnschicht-

chromatographisch getrennten Sau- F Ratemeter

refraktion, isoliert aus Trauben, 6

Stunden nach Injektion von Fumar-
sdure-2,3-14C.

F Fumarsidure B Bernsteinsdure he
Ae Apfelsidure

Radiogram of the acid fraction se-
parated by thin-layer chromatogra-
phy, isolated from grapes 6 hours
after injection of fumaric acid-2,3- 8
HQ,
F fumaric acid B succinic acid
Ae malic acid !

M C-Aktivitat (Imp./sec)

. . . . 2550 3180 Integrator
sdure lokalisiert, bei deren Bil- Imp.

dung aus dem Tracer nur geringe ;
Randomisierung auftrat (deutli-
ches Uberwiegen der Radioaktivi-
tdt an den inneren C-Atomen).
Bei den angegebenen Zahlen han-
delt es sich um die Werte des An-
satzes vom 29. 8. 73; in folgenden
Versuchen ergaben sich &dhnliche
Verhaltnisse. Damit dlirfte die
methodische Voraussetzung zur
Synthese von vorwiegend an den
C-Atomen 1/2 und 5/6 markierter .
Glucose gegeben sein, falls tat- 15 ¢m == Laufrichtung Y
sdchlich der gluconeogenetische Weg Malat ——— Oxalacetat ———— Phosphoenol-
pyruvat —— ,inverse Glykolyse* beschritten wird.

1000 4

Radiooktivitot (Impulse)

Um nun die Existenz und gegebenenfalls auch Bedeutung der Gluconeogenese
in Trauben zu untersuchen, wurde der Einbau von Radioaktivitdt aus C-Apfelsdure
(in situ nach Injektion von “C-Fumarsiure gebildet: s. oben) in die Neutralfraktion
reifender Beeren bestimmt. Die beobachteten relativen Inkorporationsraten (!4C-
Aktivitat der Neutralfraktion dividiert durch “C-Aktivitidt des dthanolischen Ex-
traktes X 100%) sind in Abb. 2 in ein Diagramm eingetragen. Daraus ist ersichtlich,
dafB die Transformation von Malat in Zucker wihrend der Reife einen quantitativ
bedeutenden Vorgang darstellt, unmittelbar nach Beginn des Sidureabbaus am in-
tensivsten ist und mit zunehmendem Alter der Trauben stark abnimmt. Wie aus
Abb. 3 hervorgeht, sind erwartungsgemif3 alle 3 Hauptkomponenten der Neutral-
fraktion markiert, wobei auf Glucose und Fructose je rund 40% und auf die Sac-
charose etwa 20% der Aktivitdt entfallen. Diese Werte wurden durch radiogaschro-
matographische Analyse der Zucker (fiir die Methodik vgl. Rurener 1973) bestétigt.

Ist die in reifenden Trauben ablaufende Gluconeogenese aus Fumarat (und hier-
aus gebildetem Malat) dem Mechanismus nach prinzipiell gleich derjenigen aus
Fettsduren (s. Einleitung), so mul3 die in den obigen Versuchen synthetisierte “C-
Glucose die Radioaktivitidt vorwiegend an den C-Atomen 1/2 und 6/5 tragen. Denn
wenn durch PEP-Carboxykinase (EC 4.1.1.32) aus Oxalacetat das C4 seines Prakur-
sors Apfelsiure abgespalten wird — die Schliisselreaktion der Gluconeogenese —,
so resultiert aus Fumarsidure-2,3-1*C Phosphoenolpyruvat-2,3-1*C und nach Kon-
densation zweier daraus entstehender Triosen schliefllich eine vorwiegend an den
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Abb. 2: Sdure- und Zuckergehalte sowie Einbauraten von Fumarsiure-2,3-C in die
Neutralfraktion von Trauben (Pinot noir ,Mariafeld”“, Wadenswil) wiéhrend der Reife-
periode 1973.

Acid and sugar contents as well as incorporation rates of fumaric acid-2,3-4C in the
neutral fraction of grapes (Pinot noir ,Mariafeld*, Wadenswil) during the ripening
period 1973.
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Abb. 3: Radiochromatogramm der Neutralfraktion aus reifenden Trauben, 6 Stunden
nach Applikation von Fumarsdure-2,3-14C.
S Saccharose G Glucose F Fructose

Radiochromatogram of the neutral fraction from ripening grapes, 6 hours after
application of fumaric acid-2,3-14C.
S sucrose G glucose F fructose
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Tabelle 2

Verteilung der Radioaktivitdt im Glucosemolekiil, 6 Stunden nach Applikation von Fu-
marsaure-2,3-11C an Traubenbeeren

Distribution of radioactivity in the glucose molecule, 6 hours after application of
fumaric acid-2,3-HC to grape-berries

Radioaktivitdt an den Atomen

Preben- Cl+ C2+ C5+C6 C3 + C4
nummer dpm % dpm /o
1 1060 80 256 20
1050 80,5 265 19,5
3 1240 81 290 19

C-Atomen 1,2,5 und 6 markierte Hexose. Tabelle 2 zeigt, dal die beiden aufBlenste-
henden Kohlenstoffatompaare der Glucose in der Tat wesentlich stiarker radioaktiv
sind als das innere Paar (der Anteil der C-Atome 1 und 2 sowie 5 und 6 an der
Gesamtaktivitdt des Molekiils betrdgt durchschnittlich je 20%, derjenige von C3
und C4 10% pro C). Damit ist erwiesen, dal die Traube aus akkumuliertem Malat
iber den Weg der ,inversen Glykolyse“ Hexosen zu bilden vermag.

2. Physiologische Bedeutung der Gluconeogenese

Zwischen der Umgebungstemperatur und der Apfelsidurekonzentration von
Traubenbeeren besteht eine inverse Relation (Kuiewer 1968), weshalb der EinfluB3
der Temperatur auf die Gluconeogeneserate untersucht wurde. Wie aus Tabelle 3
hervorgeht, tritt entgegen der Erwartung innerhalb des untersuchten Bereiches kei-
ne kontinuierliche Intensivierung des interessierenden Prozesses, sondern eine Tem-
peraturabhangigkeit entsprechend einer Optimumskurve, mit dem Maximum bei
ca. 20 °C, auf. Da nun in der Praxis bei hoheren Temperaturen aber immer auch
hohere Zuckerkonzentrationen gemessen worden sind, galt es, dieses Resultat mit
den Kurven fiir die Zucker- und Sdurekonzentrationen von unter sich gleichwerti-
gen, jedoch in verschiedenen Warmemilieus wachsenden Friichten in Beziehung zu
setzen. Dazu wurden jeweils Trauben vom gleichen Stock, die wahrend der Reife
der Sonne ausgesetzt bzw. ohne direkte Sonnenbestrahlung waren, in bezug auf
Zucker- und Siduregehalte analysiert. Wie Abb. 4a zeigt, ist die absolute Zucker-
konzentration auch in den hier untersuchten Trauben bei Sonnenexposition
hoher; der Kurvenverlauf 143t aber erkennen, dal die Zuckersyntheserate
wahrend der beobachteten Zeitspanne bei den Schattentrauben grofler ist. Analog
dazu erweist sich auch die Intensitiat des Sduremetabolismus in diesen als hoher (vgl.

Tabelle 3

Einbau von Radioaktivitidt aus Fumarsiure-2,3-14C in die Neutralfraktion von reifenden
Trauben bei verschiedenen Temperaturen

Incorporation of radioactivity from fumaric acid-2,3-14C into the neutral fraction of
ripening grapes at different temperatures

Einbau von YC (in % des Totalextraktes)

bei
10° 20° 300
1. Versuch (12.9. 73) 9,8 17,5 6,8

2. Versuch (19.9.73) 9,7 16,2 9,3
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Abb. 4: Verlauf der Zuckerbildung (a) und des S&dureabbaus (b) wihrend der Reifepe-
riode 1973 von Trauben (Riesling X Silvaner, Wadenswil) mit unterschiedlicher Sonnen-
exposition.

Time course of sugar accumulation (a) and of the degradation of acids (b) during the
ripening period of 1973 in grapes (,Riesling® X ,Silvaner”, Widenswil) grown under
different exposure to the sun.

Abb. 4b), wobei beim Absinken des Sidurepegels unter einen bestimmten Grenzwert
die Bedingungen fur einen weiteren Ab- oder Umbau offenbar in beiden Féallen nicht
mehr gegeben sind.

Diskussion

Wie bereits oben dargelegt, vermindert die Applikation von innenmarkierter
HC-Apfel- bzw. -Fumarsiure anstelle von Malat-4-C (wie von RiBEREAU-GAYON
und RisEREAU-GAYON (1969) verwendet) die Wahrscheinlichkeit, daf3 die beobachtete
Transformationsrate von Apfelsidure zur Hexose via ,inverse Glykolyse“ infolge
gleichzeitig ablaufender Decarboxylierung des Substrates oder von entsprechenden
Metaboliten und photosynthetischer Refixierung des entstehenden radioaktiven CO.
verfilscht wird. Die Verfiuitterung dieser Tracer im Dunkeln (Harpy 1968) wiirde
zwar den Einflufl der Photosynthese ebenfalls ausschalten. Da aber in der Rebe auch
lichtunabhédngige Carboxylierungen ablaufen (MeynHArRDT 1965, Hawker 1969, Lakso
1973), kann durch diesen Kunstgriff eine Uberlagerung des untersuchten Stoffwech-
selweges durch Refixierung von markiertem Kohlendioxyd nicht verhindert wer-
den, dies um so mehr, als der Krebscyclus im Dunkeln (im Unterschied zu den Ver-
héltnissen im Licht) nicht gehemmt ist (Lit. zit. in DrRawerT und Sterran 1966) und da-
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mit auch bei Angebot von Fumarsdure-2,3-*C innerhalb der eingerdumten Stoff-
wechselperiode eine zu starke Randomisierung des Markierungsmusters zu erwarten
wére. Die hier angewendete Methodik, ndmlich Verfilitterung eines nicht-carboxyl-
markierten Vorldufers der Apfelsdure (Fumarsiure-2,3-“C) im Licht mit Bestim-
mung der Radioaktivitdt und des Markierungsmusters der interessierenden Fol-
ge- (Abb. 1 und Tabelle 1) und Zielsubstanzen (Tabelle 2 und Abb. 3), ermoglicht
eine gegen die oben erwidhnten stérenden Einfllisse weitgehend abgesicherte Beur-
teilung des untersuchten Stoffwechselweges. So zeigt das in der Apfelsdure gefun-
dene MC-Verteilungsmuster (Tabelle 1: 75% Innenmarkierung), daB die Fumar-
sdure — u. a. im Krebscyclus — metabolisiert wird, ohne dafl jedoch wesentliche
Randomisierung der interessierenden Metabolite eintritt. Aufgrund der gefundenen
HC-Verteilung im Apfelsdurepool mufB3 die Glucose im Falle einer Bildung liber
Phosphoenolpyruvat zumindest ein Schwergewicht der Markierung an den Positio-
nen 1,2 und 6,5 zeigen (flir Details s. oben). Die vorliegenden Analysen beweisen,
daB dies zutrifft (Tabelle 2) und daB neben Glucose erwartungsgemadfl auch Fruc-
tose und Saccharose markiert sind (Abb. 3). Damit wird die von Drawert und STEF-
FAN (1966), SterraN (1968) sowie RisEreau-Gavon und Ristreau-Gavon (1969) aufge-
stellte Hypothese der Existenz einer Gluconeogenese in Trauben via ,inverse Gly-
kolyse* experimentell untermauert.

Aus der Parallelitdt der Kurven fiir die Einbaurate von !*C-Malat in die Neu-
tralfraktion und den S&uregehalt von reifenden Trauben sowie aus dem Markie-
rungsmuster der hierbei synthetisierten Glucose geht eindeutig hervor, daf} Apfel-
sdure in diesen nach dem Zeitpunkt der ,,Veraison“ einen Vorldufer der Zucker dar-
stellt, wobei diese Transformation auf dem Wege liber Phosphoenolpyruvat ge-
schieht. Die Zunahme des Zuckergehaltes ist — wie aus Abb. 2 hervorgeht — aber
wesentlich grofler (pro Woche ca. 15 g/l Prefisaft) als der gleichzeitig erfolgende Sdu-
reabbau (pro Woche etwa 5 g/l), so da3 dieser schon rein rechnerisch nicht allein fiir
die beobachtete Zunahme an Zucker verantwortlich sein kann, dies um so mehr, als
die Apfelsdure in Traubenbeeren auch anderweitig metabolisiert wird (vgl. MEey~-
HARDT 1965, Drawert und SterraN 1966, Sterran 1968, Kriepemann 1968, Rarp et al.
1971, Lakso 1973).

Fir das gluconeogenetische System reifender Trauben ergibt sich in vivo ein
Temperaturoptimum von etwa 20 °C (Tab. 3). Demnach ist die von KuLiewer (1968,
1973) festgestellte negative Korrelation von Temperatur und Apfelsduregehalt nicht
auf eine durch das wirmere Milieu verursachte Stimulation der Gluconeogenese zu-
riickflihrbar. Die bei hoherer Temperatur (30 °C) erzielte kleinere Inkorporations-
rate von "“C-Malat in Zucker beruht moglicherweise auf einer durch gesteigerte
Veratmung oder sonstigen Abbau bedingten lokalen Verarmung an fiir die Gluco-
genese verfligbarer Apfelsidure. Diese Annahme wird durch Resultate von Laxso
(1973) unterstiitzt, der zwei mit dem Apfelsdurestoffwechsel eng verbundene En-
zyme — PEP-Carboxylase und Malatenzym — in bezug auf ihre Temperaturabhén-
gigkeit untersucht und festgestellt hat, dall beim Zusammenspiel dieser beiden an-
tagonistisch wirkenden Enzyme in der Traube die Bildung von Apfelsidure bei Tem-
peraturen von 20—25 °C favorisiert ist, und daB3 dann zudem der stoffwechsel-
aktive Malatanteil wesentlich hoher ist als bei 10 resp. 30 "C. Diese Fakten kon-
nen das hier beobachtete Gluconeogeneseoptimum von etwa 20 °C erkliren, da in
diesem Waiarmebereich offenbar sowohl die Anlieferung des Zuckerpriakursors als
auch sein Vorliegen in metabolisch angreifbarer Form garantiert sind.

Vergleiche der Sdure- und Zuckerkonzentrationskurven von Trauben, die am
gleichen Stock unter verschiedenen Temperaturbedingungen zur Reife kamen (Abbh.
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4) zeigen, dal3 die von KuEewer (1968) gefundene Beziehung zwischen tieferer Tem-
peratur und hoherem S&duregehalt auch in dem von uns untersuchten Material rea-
lisiert ist. Die Unterschiede im Zuckergehalt zwischen den Trauben der beiden
Standorte sind zu Beginn der Reife (Veraison) ebenfalls sehr ausgeprégt; mit fort-
schreitender Entwicklung ist aber eine deutliche Tendenz zum Ausgleich feststellbar
(Abb. 4a), so dal am Schluf3 nur noch unbedeutende Unterschiede bestehen (vgl.
hierzu auch Kiiewer 1973). Die ,Schattentrauben“ weisen demnach in der untersuch-
ten Periode eine bedeutend héhere Zuckersyntheserate auf als die ,,Sonnentrauben.
Offenbar wirkt sich hier das relativ niedrige Temperaturoptimum der Gluconeoge-
nese in einer Intensivierung der Zuckerbildung unter an sich ungiinstigen Bedin-
gungen aus. Auf diese Weise kann, unterstiitzt durch die oben erwidhnte Anliefe-
rung von Substrat (Malat), eine Nivellierung der Zuckerkonzentrationen von Friich-
ten von Standorten unterschiedlichen Warmeangebots erfolgen. Aufgrund der vorlie-
genden Untersuchungsreihe ist es zwar nicht moglich, den Anteil der Gluconeogenese
an der Gesamtzunahme des Zuckergehaltes der Beeren genau zu erfassen; in Anhe-
tracht der in relativ kurzer Stoffwechselzeit erreichten Inkorporationsrate von ca.
15% des Prakursors in die Neutralfraktion reifender Trauben dilirfte diesem Weg
unter optimalen Bedingungen jedoch eine nicht zu unterschdtzende Bedeutung zu-
kommen.

Zusammenfassung

Im Verlaufe der Reifeperiode 1973 wurde Traubenbeeren in woéchentlichen In-
tervallen Fumarsiure-2,3-"“C injiziert und nach einer Stoffwechselzeit von 6 Stun-
den der Einbau des Tracers in Malat sowie die Neutralfraktion untersucht. Es konn-
te nachgewiesen werden, dafl — mit geringer Randomisierung des C-Skelettes des
Priakursors — vorwiegend Apfelsdure entsteht. Daneben erscheinen aber bis zu 17%
der Radioaktivitdt in den Zuckern (Glucose, Fructose und Saccharose). Aufgrund
der H“C-Verteilung im Glucosemolekiil, welche ein Schwergewicht der Markierung
in den C-Atomen 1, 2, 5 und 6 aufweist, kann auf die Existenz des ,klassischen*
Gluconeogeneseweges (mit Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat und Phosphoglycerat
als Intermedidrprodukten) in Traubenbeeren geschlossen werden. Die Inkorpora-
tionsrate des biogenetisch aus “C-Fumarat entstandenen “C-Malats in die Neutral-
fraktion ist bei ca. 20 °C am hochsten. Dieses relativ tiefe Maximum diirfte auf die
in diesem Temperaturbereich optimale Versorgung der Friichte mit stoffwechsel-
aktiver Apfelsdure als Edukt fir die Zuckersynthese zu erklaren sein.

Vergleiche der Zuckergehalte von Trauben mit bzw. ohne direkte Sonnenbe-
strahlung lassen wahrend des Reifeverlaufes bei den Friichten an beschatteten und
damit kiihleren Standorten eine deutlich intensivere Zuckerbildung erkennen, so
daf3 dadurch der zum Zeitpunkt der , Veraison“ bestehende Unterschied im Zucker-
gehalt nahezu verschwindet. Es wird die Bedeutung der Gluconeogenese fiir diesen
Ausgleich diskutiert.

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Foérderung der wissenschaftlichen

Forschung fiir die gewdahrte finanzielle Unterstlitzung sowie auch Herrn P. Perrer, Weinbau-
techniker, fiir seine kompetente technische Mitarbeit bei der Durchfiihrung der Versuche.
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