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Will man in der Bekimpfung der Pflanzen-
krankheiten iiber das Stadium des Bespritzens
und des Totschlagens hinauskommen, so muss
man erst in das Wesen der Pflanzenkrank-
heiten eindringen.

ABSCHNITT L
EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG.

Wie reagiert die hohere Pflanze im physiologischen Sinne auf den
Befall von parasitischen Pilzen? Diese Frage bildet den Ausgangs-
punkt der vorliegenden Arbeit.

Man kennt in vielen Fillen die morphologisch-anatomischen Vor-

ginge, die mit dem Befall im Zusammenhang stehen, man verfiigt
iiber genaue Beobachtungen der Verinderungen in den Zellen der
Wirtspflanze, wie z.B. Zellteilungen, Umbildung der Kerne und der
Chromoplasten, Absterben des Zellinhalts, Zerstérung des Zellver-
bands durch Auflésen der Mittellamellen, u.s.w. Ausserdem kennt
oder vermutet man die Bildung von Ausscheidungsprodukten durch
den Krankheitserreger, die auf die Wirtspflanze einwirken und ent-
weder enzymatischer Natur sind, wie Pektinase (BROWN, 1915), oder
eine giftige (toxische) oder ,reizende” Wirkung ausiiben. Weiter
haben eine Anzahl von Untersuchungen ergeben, dass den Ande-
rungen des Zellgefiiges entsprechend die physiologischen Leistungen
der befallenen Teile der Wirtspflanze (Transpiration, Assimilation,
Atmung, u.s.w.) gewisse Verdnderungen aufweisen.
* Wenn man auch gewissermassen bekannt sein mag mit den Ur-
sachen und den Folgen des parasitiren Krankheitsprozesses, so
ist der feinere physiologische Mechanismus des Parasiten und der
Wechselbeziehung zwischen Krankheitserregern und Wirtspflanze
jedoch noch weitgehend unaufgeklirt.

Die physiologischen Hintergriinde vom parasitiren Vermgen des
Pilzes und von der Resistenz der Wirtspflanze sind zwar Gegenstand
von vielen Untersuchungen gewesen; die Umweltfaktoren, die Viru-
lenz und Resistenz beherrschen, mogen in vielen Fillen eingehend
untersucht, mehrere mechanische und chemische Resistenzfaktoren
bekannt geworden sein, die Grundlagen der reaktiven Resistenz
(ROEMER, FucHS u. ISENBECK, 1938) und die Faktoren der poten-
tiellen physiologischen Unterschiede zwischen obligaten und ge-
legentlichen Parasiten und zwischen Parasiten und Saprophyten sind
dagegen bis heute noch vielfach unbekannt geblieben. ~

Dies ist in grossen Umrissen unsere Kenntnis der parasitiren Phy-
siologie. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber die Tatsachen und Pro-
bleme auf diesem Gebiete gab BROWN (1936), der mit seinen Mit-

GAUMANN (1930)
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arbeitern in manchen wichtigen Arbeiten einige Fragen der Physio-
logie der Pilzkrankheiten studierte.

Uber etwaige Abinderungen des Wirtspflanzenstoffwechsels in-
folge der Infektion liegen noch nicht viele Untersuchungen vor;
von diesen lieferten ausserdem manche, wegen ihrer primitiven Ver-
suchstechnik, nur schwankende und wenig zuverlissige Ergebnisse.
FiscHER u. GAUMANN (1929) zitieren eine Reihe Forscher auf diesem
Gebiete und auch ROEMER, FucHs u. ISENBECK (1938) geben eine
Ubersicht iiber die Untersuchungen der physiologischen Beein-
flussung der Wirtspflanzen durch die parasitiren Krankheiten. Die
meisten Arbeiten beziehen sich jedoch auf Krankheiten, hervorge-
rufen durch Rost-, Brand- und Mehltaupilze, also von obligaten
Parasiten, und die dabei erzielten Ergebnisse sind nicht ohne weiteres
giiltig fiir die Einwirkungen bei kranken Pflanzen, die von Krank-
heitserregern aus anderen Gruppen befallen worden sind.

Im grossen und ganzen ldsst sich jedoch feststellen, dass die phy-
siologische Beeinflussung der ertspﬂanze eine Steigerung der
Transpiration und der Atmung und eine Herabsetzung der Assimi-
lation herbeifiihrt.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit interessiert uns
hier namentlich die Atmung der kranken Pflanze, die eine Intensi-
vierung des Stoffwechsels verrdt. In einer kurzen Literatur-Ubersicht
sollen jetzt die diesbeziiglichen Arbeiten umfasst werden.

KourssaNnow (1928) untersuchte die Kohlensiure-Abgabe von
brandinfizierten Weizenpflanzen und beobachtete bei jungen, sowohl
als bei dlteren Pflanzen um eine 20%,—40 9%, erhohte Atmung.

MARESQUELLE (1928, 1930) bestimmte die Sauerstoff-Aufnahme
der von Rosten befallenen Pflanzenteile und fand eine bedeutende
Erhohung der Atmung, besonders vor der Sporenbildung des Para-
siten. Die nicht-infizierten Teile zeigten hingegen keine oder eine
nur unbedeutende Atmungssteigerung. Er schreibt den Mehrver-
brauch zunichst der eigenen Atmung des Parasiten zu, dessen phy-
siologische Wirkung eine sich ernihrende, ohne starke Giftwirkung,
sein soll.

Nicoras (1913, 1920) kam zu dhnlichen Erfolgen mit anderen
Endoparasiten (Rost- und Brandpilze). Er glaubt jedoch die hohere
Atmung damit erkliren zu konnen, dass der Parasit eine Hyper-
trophie und damit einen Zufluss von Nihrstoffen herbeifiihrt und
auf diese Weise giinstigere Bedingungen fiir die Atmung der Wirts-
pflanze schafft. Dagegen wurde die Atmung unter dem Einfluss von
Ektoparasiten, wie Russtau- und Mehltaupilzen, herabgesetzt und
zwar angeblich auf rein mechanische Weise durch Beemtrachtxgung
des Gaswechsels.
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SCHNEIDER-ORELLI (1911) konstatierte bei Birnen mit Monilia-
Fiule eine achtfach gesteigerte Kohlensdure-Entwicklung, die er
eher der hohen Atmung des Parasiten, als einer ,,Reizwirkung” in
den Zellen der Wirtspflanze zuschreibt.

WEIMER u. HARTER (1921) erhielten mit Bataten, befallen von
Rhizopus tritici, auch eine vielfach erhohte Kohlensdure-Abgabe.

SCHELLENBERG (1915) zeigte, dass Hexenbesen von Taphrina
cerast auf Kirschbiumen, auf das Trockengew1cht bezogen, eine be-
deutend hohere Atmung aufweisen.

In allen diesen Fillen wurde die Atmungsgrosse des Komplexes
Wirtspflanze-Parasit bestimmt und die Frage, in wiefern die eigene
Atmung des Parasiten am ganzen beteiligt war, ldsst sich von vorn-
herein nicht beantworten. Ohne diese Feststellung kann jedoch nicht
entschieden werden ob und in welchem Masse es sich in jedem Ein-
zelfall auch um eine Atmungssteigerung der Wirtspflanze iiber das
Normale hinaus handelt.

Einige Forscher haben sich daher bemiiht, diese Frage aufzu-
Kliren. Auch ihre Arbeiten sollen kurz erwihnt werden.

EqcL1Ts (1933) studierte den Einfluss der Infektion von Kartoffel-
knollen mit Bacillus phytophthorus auf die Temperatur und die
Kohlensiureabgabe und konnte feststellen, dass nicht nur in den
infizierten Gewebeteilen sondern auch im umgebenden ,,normalen™
Gewebe die Temperatur und die Atmung, allerdings im Anfangs-
stadium der Krankheit, eine Erh6hung aufwiesen. Diese Erschei-
nungen waren an das lebende Gewebe gebunden und sollten von
»» Toxinen”, vom Krankheitserreger gebildet, hervorgerufen werden.
GAUMANN (1930) spricht in dieser Beziehung von einem Fieber-
zustand der Wirtspflanze, als Abwehrreaktion gegen den eingedrun-
genen Parasiten und hilt es fiir eine wichtige Aufgabe beim Studium
der Pflanzenkrankheiten das Wesen dieser Abwehrreaktion zu er-
griinden.

YARWOOD (1934) inokulierte Kleeblitter mit Erisyphe polvgoni und
fand die Atmung der Blitter nach einiger Zeit um etwa 40 9%, erhoht,
welche Erh6hung sich behauptete, nachdem der Pilz mittels Schwe-
felkohlenstoff getotet worden war. Hieraus wurde die Folgerung
gezogen, dass die Atmungssteigerung hauptsichlich einer Atmungs-
stimulation der Wirtspflanze, ausgeldst vom Parasiten, zuzuschreiben
wire. Eine dhnliche Erfahrung machte PRATT (1938), der Erisyphe
graminis triticc auf Weizenkeimlingen durch Bestiubung mit
Schwefelpulver abtétete und ebenfalls keine wesentliche Herab-
setzung der erhdhten Atmung erzielte.

Von ALLEN u. GODDARD (1938) wurde eine sinnreiche Methode
zur Anwendung gebracht um die eigene Atmung des Parasiten
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(gleichfalls Mehltau auf Weizenkeimlingen) zu ermitteln, dadurch,
dass sie die Atmung der sorgfiltig abgetrennten Epidermis der Wel-
zenblitter (mit und ohne Mehltau) massen.

Es zeigte sich auch hier, dass die bedeutend erhéhte Atmung nur
zum kleineren Teile auf die eigene Atmung des Mehltaupilzes zu-
riickzufithren war. Die Atmungssteigerung des Wirtsgewebes wire,
nach diesen Forschern, wahrscheinlich durch die grossere Menge
oxydierbaren Substrats hervorgerufen. Diese wurde durch Ver-
mittlung einer vom Pilz oder von der infizierten Epidermis stammen~
den Substanz zur Verfiigung gestellt. Anatomisch liess sich keine
Schidigung der Wirtspflanze feststellen und die Krankheit wire in
diesem Falle eine physiologische Storung als Folge der abnorm
hohen Atmung, bei der, aus Mangel an Atmungssubstrat, eine Aus-
hungerung auftritt und die Wirtspflanze schliesslich eingeht. Be-
merkenswert in dieser Darstellung ist, dass die vom Parasiten aus-~
geiibte Wirkung auf einen enzymatisch wirksamen Faktor zuriick-
gefithrt wird und dass hier nicht die Rede ist von unbestimmten
Begriffen, wie ,,Reizwirkung”.

Fiir das Studium der Physiologie des Wirtspflanze-Parasit-Kom-
plexes kommt tatsichlich zunéchst die Atmung in Betracht. Diese
Lebensfunktion der Pflanze ist am meisten geeignet einen Emdruck
von etwaigen Anderungen des Stoffwechsels zu geben.

Nach einigen Versuchen in anderer Richtung wurde ein geexg-
netes Objekt im Kartoffelknollengewebe gefunden. Dies konnte
leicht mit einem Pilz inokuliert werden, der, wie es sich zufélliger-
weise zeigte, auf lebenden, gesunden Teilen der Kartoffelknollen ein
gutes Wachstum aufweist und im Gewebe eine Fiule hervorruft.

Das Problem der vorliegenden Untersuchung lisst sich in den
folgenden Fragen stellen:

1. Tritt auch in diesem Falle eine erh6hte Atmung auf?

2. In welchem Masse ist die eigene Atmung des Pilzes an dleser
Erh6hung beteiligt? -

3. Wenn diese nicht fiir die gesamte Mehratmung verantwortlich
sein sollte und also auf eine gesteigerte Atmung des Wirtspflanzen-
gewebes geschlossen werden miisste, auf welche Ursachen wire
dann diese Steigerung zuriickzufiihren?

Orientierende Versuche zeigten, dass die erste Frage im bejahenden
Sinne beantwortet werden konnte, da auch im vorliegenden Falle die
Atmung des befallenen Gewebes der des nicht-infizierten Gewebes
— wenigstens in den ersten Befallsstadien — bedeutend {iberlegen
war. Fiir die unmittelbare Beantwor tung der zweiten Frage wir
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eine Trennung von Wirtspflanze und Parasiten notwendig gewesen.
Nur in einzelnen der oben erwihnten Arbeiten (YARWOOD, ALLEN u.
GODDARD) ist es gelungen ein solches Verfahren durchzufiihren. Es
handelte sich in diesen Fillen jedoch um Ektoparasiten (Mehltau-
pilze), mit denen es sich ziemlich gut arbeiten lisst ohne den ganzen
Komplex Wirtspflanze-Parasit zu zerstoren. Im vorliegenden Falle
einer Fiule-Krankheit war es ausgeschlossen Parasit und Wirts-
pflanze nach Eintritt der Wechselbezichung zu trennen oder den
Parasiten abzutdten ohne die Wirtspflanze zu schidigen. Damit
konnte eine etwaige erhohte Atmung des Wirtspflanzengewebes
unter dem Einfluss des Parasiten nicht unmittelbar festgestellt
werden.

Es wurde daher versucht das Problem auf eine andere Weise zu
16sen. Die folgende Arbeitshypothese wurde aufgestellt: der Stoff-
wechsel — und damit die Atmung — der Wirtspflanze kann direkt
oder indirekt aktiviert werdenvon Substanzen die vom Pilze wihrend
des parasitiren Vorgangs ausgeschieden werden. Wenn es sich her-
ausstellen wiirde, dass tatsichlich die Anwesenheit von solchen ,,at-
mungsaktivierenden’ Stoffen nachzuweisen ist, so wiirde dies nicht
nur einen starken Grund liefern fiir die Annahme, dass die kranke
Pflanze unter dem Einfluss des Parasiten, wenigstens zeitweise, einen
gesteigerten respiratorischen Stoffwechsel aufweist, sondern man
konnte auch eine tiefere Einsicht ih das Wesen das Parasit-Wirts-
pflanze-Verhiltnisses bekommen. Damit wire zu gleicher Zeit dem
urspriinglichen Zweck dieser Arbeit wesentlich gedient.

Die nidchste Aufgabe war also zu untersuchen, ob im System
Wirtspflanze-Parasit oder vom Parasiten in Reinkultur Substanzen
gebildet werden, welche die Atmung vom Gewebe der hoheren
Pflanze beeinflussen.

Zu diesem Zweck wurden Extrakte, sowohl vom befallenen
Kartoffelgewebe, als auch vom Pilzmyzel, gebildet in Reinkuituren,
hergestellt. Diese Ausziige, sowie die Kulturfliissigkeit” nach Ent-
fernung der Pilzmyzelien und der Konidien, wurden darauf in
Atmungsversuchen mit Kartoffelknollengewebe auf ihre physiologi-
sche Wirkung gepriift.

Es stellte sich bald heraus, dass diese gesamten Fliissigkeiten
tatsdchlich eine atmungsaktivierende Wirkung hervorrufen. Daher
ist der grdssere Teil dieser Arbeit den Versuchen mit diesen Extrak-
ten und Filtraten gewidmet, sowie der Untersuchung der sich in
diesen befindlichen wirksamen Stoffe.

Die Ergebnisse der hier nicht veroffentlichten Orientierungs-
versuche, — die erhohte Atmung des infizierten Kartoffelgewebes
und die aktivierende Wirkung der Extrakte — die mit einem
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Barcroft-Respirationsapparat ausgefithrt wurden, konnten in Ver-
suchen mit der manometrischen Warburg-Apparatur, die sich besser
zur Erzielung von exakten und reproduzierbaren Ergebnissen eignet,
bestitigt werden.

Der Darstellung der Versuche mit den Extrakten wird die Be-
sprechung einiger vergleichenden Versuche mit inokuliertem und
sterilem, nicht-inokuliertem Gewebe vorangehen (Abschn. IV). In
jedem Abschnitt wird jedesmal, des logischen Aufbaus halber, die
diesbeziigliche Literatur kurz besprochen.

Eine vorldufige Mitteilung (HELLINGA, 1940), welche die wichtig-
sten Resultate dieser Arbeit umfasst, ist bereits frither veroffentlicht
worden. .

ABSCHNITT II.
METHODIK UND MATERIAL.

1. Atmungsapparatur,

Zur Messung der Atmung benutzten wir die von WARBURG aus-
gearbeitete manometrische Methode. Die zur Verfiigung stehenden
acht Manometer vom tiblichen einfachen Typ waren auf eine
Schiittelvorrichtung angebracht, welche die Manometergefisse ro-
tieren liess. Die Versuchstroge, vom konischen Modell mit einem
Volumen von ca. 20 cm?, waren mit einem zentralen Kalilaugeeinsatz
und mit einer Birne (Seitengefiss) ausgestattet. Die Versuche wurden
in einem elektrisch geheizten und regulierten Wasser-Thermostaten
bei einer Temperatur von 25° C. angestellt. Die Temperaturschwan-
kungen beliefen sich auf nicht mehr als 0.1°, meistens nur auf einige
hundertstel Grad. Mit einer Geschwindigkeit von 220~—280 Rota-
tionen in der Minute wurde geschiittelt.

Als Sperrfliissigkeit der Manometer wurde die gefirbte BRob1Esche
Fliissigkeit benutzt. Das Volumen des Versuchsraumes hielten wir
auf die iibliche Weise konstant, indem die Sperrfliissigkeit durch
eine Schraube aus einem Gummischlauch gepresst und der Meniskus
auf die Nullmarke verschoben wurde. Die auftretenden Gasdruck-
verdnderungen wurden mit Hilfe eines Spiegels abgelesen.” Die Ab-
lesung geschah bis auf 0.1 mm; die Dezimalzahl wurde geschitzt
und erfahrungsgemaiss betrug die Genauigkeit 0.2—0.3 mm, einem
Volumenfehler von héchstens 0.6 mm?® entsprechend.

Einer der Manometer wurde ohne lebendes Material mitbeobach-
tet und diente als Thermobarometer zur Ermittelung der Schwan-~
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kungen der Temperatur und des dusseren Atmosphirendrucks. Die
abgelesenen Druckverinderungen in den iibrigen Manometergefissen
wurden, nach erfolgter Korrektion, mit Hilfe der Gefisskonstanten
in Voluminderungen umgerechnet. Die Gefisskonstanten waren
vorher berechnet nach der von WARBURG (1928) gegebenen Formel:

273
x=h VM+VGXVGT +taoVr| _ k.

Vg P,

In dieser Formel sei:

x die fragliche Gasmenge in mm?® (bei 0° und 760 mm).

h die beobachtete Druckinderung in mm.

VM das Volumen der Manometercapillare bis zum Meniskus

der Sperrfliissigkeit, in mm?.

V¢ das Volumen der Gasphase im Troge, in mm3.

Vr das gesamte Volumen der Fliissigkeiten im Troge, in mm?

T die absolute Versuchstemperatur.

a der Absorptionskoeffizient des cntstehenden oder ver-

schwindenden Gases.

P, der Normaldruck in mm Sperrfliissigkeit (= 10.000).

K die Gefisskonstante. "

Jedoch die folgenden Vereinfachungen wurden vorgenommen:

VM +Ve _

Ve
gesetzt und fiir Vg das Volumen der Gefisse einschliesslich der
Capillare bis zur Nullmarke genommen.

2. fir a wurden die Absorptionskoeffizienten von O, oder CO, in
Wasser genommen, wihrend die Fliissigkeitsmenge im Gefiss aus
Phosphatpufferlosung, Lauge und Kartoffelgewebe bestand.
Die konstanten Fehler, die dabei gemacht wurden, waren fiir alle

Gefisse annidhernd gleich und iibten auf die Resultate einen nur so

geringen Einfluss aus, dass dieselben vernachlissigt werden konnten.

Das Volumen der Versuchsgefisse wurde durch Auswiegen mit
Quecksilber bestimmt.

Die Ablesungen erfolgten gewohnlich in Abstinden von einer
Stunde; der Thermobarometer wurde vor und nach den sieben
anderen Manometern abgelesen, deren Stand immer in der gleichen
Reihenfolge bestimmt wurde, um Differenzen, durch die Dauer der
Ablesung entstanden, moglichst zu beseitigen.

Bei Anwesenheit starker Lauge wurde die im Atmungsvorgang
gebildete Kohlensdure schnell absorbiert, so dass die negative Druck-
anderung im Gefiss ein Mass fiir die verschwundene Sauerstoff-
menge darstellte.

1. da Vy sehr klein war im Verhiltnis zu Vg, wurde



161

Zur Berechnung des respiratorischen Quotienten (R.Q. = das
Verhiltnis entwickelte CO,/ verschwundene O,) ist ausserdem die
Bestimmung der Menge der gebildeten Kohlensiure notwendig.

Dazu wurde die von WARBURG u. YABUSOE (1924) beschriebene
Methode gefolgt.

Um die bendtigten Angaben zu gewinnen, wurden jeweils drei
Gefisse benutzt, in welche gleiche Mengen lebenden Materials ein-
gefiillt wurden. Eins der Gefisse wurde, wie iiblich, mit Lauge im
Einsatz, die beiden anderen mit Schwefelsdure in der Birne be-
schickt. Das erste Gefiss ergab die Menge O,, die anderen die alge-
braische Summe der Mengen entwickelter CO; und verschwundenen
O,. Die Sdure diente zur Austreibung der Kohlensidure aus dem
Puffergemisch vor dem Anfang und nach der Beendigung des Ver-
suchs, damit auch die wihrend der Versuchszeit an die Fliissigkeits-
phase abgegebene Menge CO, am Manometer beobachtet werden
konnte.

Bei diesem Verfahren ist vorausgesetzt, dass die Atmung in den
drei Gefdssen véllig vergleichbar sei. Infolge der unvermeidlichen
kleinen Variationen im lebenden Material beanspruchen die erzielten
R.Q.-Werte keine sehr hohe Genauigkeit und es soll erfahrungs-
gemiiss ein Fehler von § bis 10 9%, beriicksichtigt werden.

2. Atmungsmaterial,

Es zeigt sich, dass das Kartoffelknollengewebe ein sehr geeignetes
Atmungsobjekt darstellt.

Mit diesem ziemlich gleichmissigen Speichergewebe ldsst sich
leicht arbeiten und es ldsst sich in Teile von gleicher Grosse zerlegen.
Selbstverstindlich war es nicht moglich das ganze Jahr hindurch
mit Knollen von gleicher Herkunft zu arbeiten, aber die Varietiten-
zahl wurde maoglichst klein gehalten. Von September bis Februar
lieferte der Klon ,,Eigenheimer”’ das Material; von Februar bis Juni
wurde der Klon ,,Bintje” und wihrend des Sommers die mit den
Namen ,,Malta’’ und ,,Muizen” bezeichneten konservierten oder
frithen Kartoffeln verwendet. Die Knollen wurden in einem kiihlen
Keller aufbewahrt.

a. Versuche mit kiinstlich infizierten Knollenteilen. Unverletzte
Knollen wurden mit einer Biirste gereinigt, dusserlich desinfiziert
mit vierprozentigem Formalin oder 0.1 %iger Sublimatlgsung und
in nahezu sterilem Leitungswasser nachgespiilt. Mit einem in der
Flamme sterilisierten Messer wurden die basalen und apikalen Teile
der Knolle flach abgeschmtten, damit ein Mittelteil von ca. 40 mm
Linge iibrig blieb.

Hieraus wurden mit einem sterilen Korkbohrer parallel an der

11
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Lingenachse und gerade innerhalb des Gefissbiindelringes eine
Anzahl Gewebezylinder von 6 mm Durchmesser herausgeschnitten.
Im sterilen Schneideapparat (eine Art Handmikrotom, s. unten)
wurden alle Zylinder auf eine bestimmte Linge abgeschnitten und
in sterilem Wasser aufgefangen. Auf diese Weise lieferte eine grossere
Knolle 8 bis 10 Zylinder von gleichen Dimensionen und von ver-
gleichbarer Beschaffenheit.

Ein Teil dieser Zylinder wurde darauf mit Konidiosporen des
Pilzes geimpft. Es stellte sich bald heraus, dass eine gleichmissige
Infektion durch kurzes Eintauchen der Gewebeteile in eine Sporen-
suspension erzielt werden konnte. Nach Abfliessen der anhingenden
Flissigkeit zwischen sterilem Filtrierpapier wurden alle Zylinder in
sterile Kulturrohrchen gebracht und bei Zimmertemperatur aufbe-~
wahrt. Das inokulierte Gewebe zeigte bereits nach einem Tage eine
zunchmende Braunfirbung, wihrend die sterilen Zylinder infolge
der Verkorkung der dusseren Zellschichten erst langsam eine Ver-~
firbung aufwiesen.

Alles erfolgte moglichst steril, aber vollstindige Sterilitit konnte
bei diesem Verfahren nicht erzielt werden. Dennoch zeigten die
nicht-infizierten Gewebezylinder nie eine natiirliche Pilz-Infektion.
Dies ist unzweifelhaft der baldigen Austrocknung der dusseren
Schichten und der Bildung einer Korkschicht zuzuschreiben. Diese
Austrocknung geschah allerdings langsam genug um den aufge~
tragenen Sporen das Keimen und das Eindringen in das Gewebe
zu ermdglichen, denn nach einigen Tagen zeigten die geimpften
Zylinder meistens eine dichte Luftmyzelentwicklung.

Nachher pflegte die anfingliche ,,Trockenfiule’ in eine ,,Nass~
faule” tiberzugehen, bei welcher der Zylinder schlaff und graufarbig
und schliesslich breiig wurde.

In diesem parasitiren Endstadium verloren die Zellen ihre Turges-
zenz und gingen zu Grunde. Wahrscheinlich waren an der ,,Nass-
fdule” auch Bakterien beteiligt, die nach dem Befall des Gewebes
vom Pilze zur Entwicklung gelangen konnten. Bakterien wurden
nimlich oft mikroskopisch aufgefunden, wenn solche Zylinder zer~
riecben und extrahiert worden waren. Zuweilen trat jedoch die
ssNassfiule’ nicht auf und beschrinkte der Befall sich auf die ,, Troc-
kenfdule” des Kartoffelgewebes, In diesem Falle wurden Bakterien
nicht oder nur in geringem Masse beobachtet.

Mit diesen Gewebezylindern fanden Atmungsversuche statt, bei
denen die Zylinder geradstindig in die Einsitze der Manometer-
gefisse gestellt wurden, wihrend die zur Absorption der Kohlensiure
benutzte Lauge sich in diesem Falle im Hauptraum um den Einsatz
herum befand.
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b. Versuche mit atmungsaktivierenden Stoffen. In orientierenden
Versuchen wurde das Kartoffelgewebe einfach eine Zeitlang in die
zu untersuchende Losung eingetaucht; darauf wurde der Einfluss
auf die Atmungsgrosse bestimmt. Es zeigte sich bald, dass bei Ver-
wendung von Kkleinen Gewebeschnitten im WARBURG-Apparat die
Auffindung eines moglichen Einflusses auf einfache, Weise und unter
genauen Bedingungen stattfinden konnte. Dabei wurde grundsitzlich
fiir das pflanzliche Gewebe die gleiche Methode angewandt, die
WARBURG (1926) mit Erfolg fiir die Gaswechseluntersuchung von
tierischen Gewebeschnitten benutzt hat.

Zu diesem Zwecke wurden sterile Gewebezylinder im bereits
erwihnten Schneideapparat in kleine runde Schnitten vom 6 mm
Durchschnitt und von beliebiger Dicke (meistens 14 oder 1 mm)
zerlegt. Der Apparat wurde nach dem von STEWARD (1930) be-
schriebenen Muster konstruiert. Dieser Forscher schnitt Scheibchen
von 34 mm Durchschnitt und 0.75 mm Dicke, die in seinen Salz-
absorptions- und Atmungsversuchen angewandt wurden. Fiir die
WARBURG-Apparatur wiren diese Scheibchen jedoch zu gross ge-
wesen und der Schneideapparat wurde daher fiir 6 mm-Schnitten
entworfen. Die Ausfiihrung war messingverchromt; der Bohrer
zeigte bald Abnutzung der Chromschicht und wurde spiter aus
rostfreiem Stahl hergestellt. Das Schneiden geschah mit einem
Gillette-Rasiermesser und die Schnitten wurden in Leitungswasser
aufgefangen. Aus einer normalen Knolle konnten leicht-alle fiir eine
Versuchsreihe bendtigten Schnitten (420 von %4 mm oder 210 von
1 mm Dicke) erhalten werden.

Anfinglich wurden die Schnitten sofort nach dem Schneiden auf
die Gefisse verteilt. Es erwies sich jedoch als wiinschenswert die
Schnitten vorher einige Zeit zu wissern (s. unten) und daher wurden
die Scheibchen fernerhin am Tage vorher geschnitten und nachtsiiber
in stromendem Leitungswasser gespiilt. .

Die Wisserung fand in einem Glasfilter statt, dessen Abflussrohr
S-férmig nach oben gebogen und als Heber angeordnet war, damit
das Niveau im Apparat konstant bleiben konnte. Ein diinner Wasser-
strahl im Filter hielt die Schnitten in wirbelnder Bewegung und
sorgte zugleich fiir die Durchliftung. Im Winter wurde das Lei-
tungswasser vorgewirmt, indem es durch ein Rohr iiber den Radiator
der Zentralheizung geleitet wurde. Die Temperatur des Spiilwassers
fiel auf diese Weise nicht unter 9° C.

Am Morgen wurden die Schnitten in gleichen Mengen auf die
Atmungstroge verteilt, in denen sie in Phosphatpufferlsung suspen-
diert wurden. Diese Losung war hergestellt aus einem Gemisch von
1,5 m primirer Kalium- und ¥/;5 m sekundérer Natriumphosphat-
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18sung, nach SGRENSEN. Gewdhnlich kam ein Puffergermsch mit
einem pH-Wert von 6.2 zur Anwendung.

3. Pilzmaterial.

Vom Anfang der Versuche an wurde Gibberella Saubinetii (Mont.)
Sacc. (= Fusarium graminearum Schwabe) als Impfmaterial zur
Infektion vom Kartoffelgewebe und als Myzelquelle fiir die Her-
stellung von Extrakten verwendet.

Dieser Hyphenpilz, der als Erreger von Getreidekrankheiten be-
kannt geworden ist und bei orientierenden Versuchen zur Infektion
von Maiskeimlingen benutzt wurde, kann auch, wie sich zufilliger-
weise zeigte, das Kartoffelknollengewebe befallen und darauf eine
Fiulekrankheit, tiber die wir bereits berichteten, hervorrufen. Die
kiinstliche Infektion gelang sehr leicht und der Pilz zeigt auch in
Reinkultur ein schnelies Wachstum; aus diesen Griinden wurde der
Pilz als Hauptobjekt gewiihlit.

Die Stammkulturen sind auf saurem Hafermalzagar gezogen, auf
dem sich reichlich Konidien bildeten, die zur Impfung des Kartoffel-
gewebes und der RICHARDS-Nihrlésung dienten. Diese Néhr-
16sung ist wie folgt zusammengestellt:

KNO; 1I0g
KH,PO, 58
MgS0,..7 H,O 2.5 g pH (nach Autoklavieren): 4.1
FeCl3 20 mg
Glukose 508
O (dest.) - 1000 cm?®

Der Pilz zeigt in diinnen Schichten dieser Losung in Erlenmeyer-
Kolben (z.B. 40 cm?® Fliissigkeit in 500 cm®-Kolben), bei Zimmer-
temperatur und in diffusem Sonnenlicht ein gutes Wachstum. Die
Myzeldecken wurden zur Herstellung von Extrakten verwendet und
auch die filtrierte Kulturfliissigkeit kam in Atmungsversuchen mit
Kartoffelgewebe zur Anwendung.

Ausserdem wurde eine Anzahl anderer Pilze zu gleichen Zwecken
geziichtet:

Fusarium oxysporum Schl. f. 1 Wr.

Fusarium coeruleum (Lib.) Sacc.

Fusarium trichothecioides Wr.

Fusarium bulbigenum Cke. et Mass. var. lycopersici (Brushi)Wr.
Rhizoctonia solani Kihn graminis Bunschoten.

Trichoderma lignorum (Tode) Harz.

Die drei erstgenannten Fusarien und Rhizoctonia solani treten
als Parasiten der Kartoffelknolle auf; Fusarium bulbigenum var. lyc.
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ist bekannt als Erreger der Welkekrankheit der Tomate und Tricho-
derma lignorum ist einer der allgemeinsten saprophytischen Boden-
pilze.

Die Fusarien wurden auf der RicHARDS-NihrlSsung gezogen,
wihrend RhAizoctonia solani und Trichoderma lignorum auf KNoPscher
Nihrlosung von folgender Zusammensetzung geziichtet wurden:

Ca(NOy), 1g

KH,PO, : 025 g :
MgSO, . 7H,0 025 g pH (nach Autoklavieren): 5.5
KCl 012 g

FeCl; - eine Spur

H,0 (dest.) 1000 cm?

der 5 g Zucker (Glukose) zugefiigt wurde (KNoP-Zucker-Losung).
Die Kultur dieser Pilze erfolgte in diesem Nihrmedium besser als
in der zuckerreichen RICHARDS-L&sung.

Fiir einige Nebenversuche wurden iiberdies noch Reinkulturen
von Phycomyces Blakesleeanus Burgeff und von

Saccharomyces cerevisiae Hansen, »Rasse M” (Menghefe),

des Instituts fiir Girungsgewerbe in Berlin, verwendet.
" Alle obengenannten Hyphen- und Sprosspilze stammen aus der
Sammlung des ,,Centraalbureau voor Schimmelcultures’’ in Baarn.

4. Herstellung der Extrakte.

- Um zu untersuchen ob vom Parasiten Stoffe gebildet werden, die
auf die Atmung des Kartoffelgewebes einwirken, wurden aus dem
Pilz in Reinkultur und aus dem Wutspﬂanze-Parasxt-Komplex
Extrakte hergestellt.

" a. Myzelextrakt. Die aus der Reinkultur gewonnenen Myzel-
decken wurden auf einem Biichnertrichter gesammelt, mit destil-
liertem Wasser gewaschen um die Kulturfliissigkeit zu entfernen,
und im Vakuum-Exsikkator iiber Calziumchlorid getrocknet. Vom
Trockenmyzel wurde eine bestimmte Gewichtsmenge mit ausge-
glithtem und gewaschenem Quarzsand im Morser zu feinem Pulver
zerrieben. Dieses Myzelpulver-Sand-Gemisch wurde bis zur Ex-
traktion im Exsikkator aufbewahrt.

Dieses Verfahren hatte einen dreifachen Zweck. Erstens wurden
ohne Erhitzung alle Lebensfunktionen und enzymatischen Vorgiéinge
im Myzel eingestellt. Zweitens war das trockene Pulver vor bakte-
rieller Zerlegung geschiitzt und schliesslich konnte das Wiegen vom
Myzel in dieser Form leicht statt finden. Die Extraktion erfolgte
mit destxlhertem Wasser, Athylalkohol oder einem anderen Losungs-
mittel, in der Kilte (bei Zimmertemperatur) oder bei hoheren Tem-
peraturen im Wasserbad oder im Autoklav.
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Der wisserige Extrakt bildete eine feine Suspension in der die
groberen Teilchen sich bald absetzten; die Fliissigkeit wurde jedoch
auch nach dem Zentrifugieren nicht ganz klar und wies sodann eine
rosa-gelbe Farbe auf.

Nach Extraktion mit Alkoho! war die gewonnene Fliissigkeit
dagegen ganz klar und orangefarbig, zeigte aber beim Eindimpfen
und Loésen in dest. Wasser einen 6lartigen rotfarbigen Riickstand,
der wie ein unlésliches Hiutchen zuriickblieb. Die Pilzfarbstoffe
hatten sich grosstenteils in dieser Fraktion angesammelt.

Die auf eine dieser Weisen vom Myzel hergestellten Ausziige
werden fernerhin simtlich bezeichnet als: Extrakt 1.

b. Kulturfliissigkeit. Es gab die Moglichkeit, dass etwaige at-
mungsaktivierende Stoffe vom Pilz in der Néhrlésung ausgeschieden
wurden und sich also in der Kulturfliissigkeit vorfinden sollten. Da-
her wurde die Fliissigkeit, nachdem sie vom Myzel durch Filtration
getrennt worden war,im Eisschrank auf bewahrt oder autoklaviert und
nachher im Atmungsversuch auf ihre Wirkung gepriift. Bequemlich-~
keitshalber wird diese Fliissigkeit, die wie Extrakt I weiteren Bear-
beitungen unterzogen wurde, als Extrakt II bezeichnet werden, ob-
wohl die,,Extraktion” bereits wihrend der Kultur stattgefunden hatte.

c. Extrakt vom infizierten Kartoffelgewebe. Die geimpften und
vom Pilz befallenen Gewebezylinder wurden nach einigen Tagen
entweder als solche, oder nach Zerreiben mit Quarzsand, mit destil-
liertem Wasser oder Alkohol ausgezogen. Der Extrakt wurde zentri-
fugiert oder filtriert: Extrakt I11.

In gleicher Weise wurden auch Extrakte hergestellt von nicht-
infizierten Gewebezylindern, die aus derselben Knolle geschnitten
wordenwaren, die also als Ausgangsmaterial den infizierten Zylindern
gleich waren. Diese Fliissigkeiten dienten in Versuchen mit Extrakt
IIT als Kontrolle.

Die wisserigen Extrakte konnten, nach kurzem Aufkochen zur
Abtotung von moglich anwesenden Pilzsporen und Bakterien, sofort
in Atmungsversuchen Anwendung finden; die mit anderen Losungs-
mitteln hergestellten Extrakte nach Abdiinstung und Losung in
destilliertem Wasser.

5. Sterilitiit,

Kartoffelknollenschnitten, wenn nicht dusserlich trocken und ver-
korkt, bilden ein geeignetes Substrat fiir saprophytische Mikro-
organismen, besonders fiir Bakterien, die sich — dank der Anwesen-
heit von organischen Stoffen, welche aus den angeschnittenen Zellen
und durch Exosmose vielleicht auch aus den lebenden Zellen stam-
men — schnell vermehren kénnen.
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Beim Wissern der Schnitten war dann auch eine der wichtigsten
Absichten, diese Stoffe zu beseitigen, wihrend andrerseits die gleich-
zeitige Durchliiftung verhinderte, dass das Gewebe einer anaeroben
Besc(:iladlgung unterzogen und anaeroben Bakterien anheimfallen
wiirde

Obwohl keine vollstindige Sterilitit in den Versuchen angestrebt’
wurde, da dies zu zeitraubend und ausserdem nicht unbedingt not-
wendig war, wurde sorgfiltig darauf geachtet, dass die Schnitten nicht
mit nichtsterilen Gegenstinden oder Flissigkeiten in Beriihrung
kamen, damit Infektion mittels Bakterien so viel wie moglich vorge-
beugt werden sollte. Praktisch kime nur Infektion aus der Luft oder
aus dem tibrigens nahezu sterilen Leitungswasser in Betracht. Alle
zum Schneiden und Manipulieren verwendeten Instrumente wurden
vorher in der Flamme sterilisiert, die Schnitten wurden in Leitungs-
wasser in sterilen Schalen aufgefangen und iibertragen in sterile
Pufferlésungen in sorgfiltig gereinigten und getrockneten Atmungs-
gefissen.

Der Spiilapparat, in dem die Schnitten gewéssert wurden und in
dem sich allmihlich Stirke ansammelte, wurde mit Bichromat-
Schwefelsiure behandelt und mit 4 %igem Formalin vor der Ver-
wendung desinfiziert. Die Atmungstroge wurden nach Beendigung
jedes Versuchs ausgespiilt und die Schliffe sorgfiltig mittels Benzin
von den Vaselinresten befreit. Nachtsiiber verweilten die Gefisse
in Bichromat-Schwefelsdure und vor dem Versuch wurden sie
griindlich ausgespiilt, mit Alkohol nachgespiilt und bei 60° C
getrocknet.

Ahnliche Massnahmen bezogen sich auf die Extrakte: sie wurden
im Eisschrank bei —1° C. aufbewahrt oder autoklaviert und kamen
nur mit sterilem Glasgeschirr in Beriihrung.

Ausserdem wurden die Fliissigkeiten vor dem Versuch gewéhnlich
kurz aufgekocht, falls sie nicht bereits steril waren. Die Vorbereitung
einer Versuchsreihe dauerte etwa 2 Stunden. Der -eigentliche
Atmungsversuch wurde meistens nicht linger als 4 bis § Stunden
fortgesetzt, Wihrend dieser kurzen Versuchsdauer konnte, bei
Beachtung der obengenannten Vorsichtsmassnahmen, praktisch
keine storende Bakterien-Atmung auftreten. Diese Voraussetzung
wurde wiederholt durch mikroskopische Kontrolle bestitigt und
namentlich durch Atmungsversuche mit der Suspensionsfliissig-
keit nach Beendigung der Versuchsreihe und nach Entfernung der
Gewebeschnitten: die ermittelte Atmungsgrosse war immer zu ver-
nachldssigen oder unmessbar Kklein.

Bei lingerer Versuchsdauer trat allerdings schhesshch eine schnell
zunehmende Bakterienentwicklung auf und, damit verkniipft, eine
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steile Steigung der Atmungskurve. Auf diese Bakterienatmung
kommen wir spiter, bei der Besprechung der Versuchsresultate, noch
zuriick.

. Der Gesundheitszustand der Kartoffelschnitten konnte iiberdies
noch demonstriert werden durch die aufrechterhaltene Turgeszenz
des Gewebes am Ende des Versuchs.

6. Versuchsanordnung und Darstellungsweise der Resultate,

Nachdem die Einsitze der Versuchstroge mit 0.4 oder 0.6 cm®
25 9% iger Lauge, die Hauptrdume mit 2 cm® Phosphatpufferlosung
und 60 oder 30 Schnitten, und die Birnen mit einer bestimmten
Menge Extrakt oder Kontrollefliissigkeit gefiillt worden waren,
wurden die Gefisse an die Manometerschliffe befestigt und die
Manometer auf die Schiittelvorrichtung angebracht.

Das Wasser des Thermostaten, in dem die Trége eingetaucht
waren, wurde durch die Riithrvorrichtung in stindiger Zirkulation
gehalten.

Eine halbe Stunde wurde mit offenen Hihnen geschiittelt bis zum
Temperaturausgleich. Die Hihne wurden darauf geschlossen und die
Manometer abgelesen; wihrend einer Stunde wurde dann geschiit-
telt. Nachdem von neuem der Stand abgelesen worden war, wurden
die Flissigkeiten in den Birnen schnellstens der Suspensionsfliissig-
keit und den Gewebeschnitten zugefiigt, indem wir die Gefisse
kippten. Sodann wurde stiindlich abgelesen.

Wenn die Birnen nur 0.3 cm?® Fliissigkeit enthielten, war es auch
bei der Schiittelgeschwindigkeit von 280 Schwingungen die Minute
ausgeschlossen, dass vorzeitig ein Teil der Fliissigkeit in den Haupt-
raum geriet. Anfinglich wurden die Birnen mit grésseren Mengen
(z.B.0.6 cm?) gefiillt. Die Fiillung hitte daher sicherheitshalber erst
nach der ersten Versuchsstunde statt zu finden, worauf nach erneu-
tem Temperaturausgleich sofort das Kippen erfolgte.

Nach Beendigung jedes Versuchs wurde der pH-Wert der Suspen-
isiionsfliissigkeit mit Hilfe eines HELLIGE-Mikrokomparators kontrol-

ert. .

Die beobachteten Druckverinderungen ergaben in der iiblichen
Versuchsanordnung, nach Umrechnung mit den Gefisskonstanten,
die Voluminderungen und somit die verschwundene Sauerstoff-
menge. In der Regel wurde nur diese bestimmt und spiter zeigen
wir, dass die Sauerstoffaufnahme in den meisten Fillen tatsichlich
als ,,Atmung” bezeichnet werden darf.

In den sieben Gefissen einer Versuchsreihe, je eine gleiche Anzahl
aus einer Knolle gewonnener Gewebeschnitten enthaltend, waren
die Atmungsbedingungen in der ersten Stunde gleich und tatsichlich
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wurden innerhalb einer ziemlich engen Variationsbreite in der Regel
durchaus vergleichbare Atmungsgrossen beobachtet. Wenn die
Variationen wegen der kleinen Anzahl der Gefésse und der Gewebe-
schnitten auch nicht immer regelmdssig waren, der mittlere Fehler
stellte sich jedoch gewdhnlich auf etwa 1 %.

Fiir die meisten Versuchsreihen hatten diese Variationen allerdings
keine grosse Bedeutung, da jedes Gefiss einen gesonderten Versuch
bildete und nicht die Atmungsgréssen der einzelnen Gefésse gegen-
seitig verglichen wurden, sondern fiir jedes Gefdss die Atmung in
der ersten Stunde als Grundlage diente, auf der die Atmungsgrosse
in den folgenden Stunden (also nach dem Kippen und der Einwir-
kung der zugefiigten Fliissigkeit) berechnet werden konnte.

Dennoch wurde eine moglichst einheitliche Atmungsgrosse in
allen Geféssen angestrebt, damit die Wirkungen von gleichen Mengen
Extrakt in den verschiedenen Gefissen zu vergleichen waren.

Fiir die Bestimmung des respiratorischen Quotienten wurde aus-
serdem, wie bereits erwihnt, vorausgesetzt, dass die Atmungsgrossen
in den drei jeweils benotigten Gefissen genau gleich sein sollten.
Die Variationsschwankungen beeintrichtigen also die Genauigkeit
des gefundenen R.Q, aber andrerseits beschrinken die verhéltnis-
missig geringen Variationen diesen Fehler.

In den Tabellen wird immer die absolute Grdsse der Atmung in
der ersten Versuchsstunde (in mm? O, pro 30 oder 60 Schnitten von
je 1 oder Y5 mm Dicke) erwdhnt, wihrend fiir die folgenden Stunden
nur die relative, auf die erste Stunde bezogene Atmungsgrisse, in
Prozenten angegeben wird. Ohne nihere Angabe erfolgte das Aus-
kippen des Birneninhalts immer sofort nach der ersten Stunde.

Die grafischen Darstellungen, die meistens nur die relativen
Atmungskurven zeigen, verzeichnen nicht den genauen Verlauf der
Atmungsintensitit wihrend des Versuchs, sondern die Linien ver-
binden Punkte, welche die Atmungsgrossen in den aufeinander-
folgenden Stunden anzeigen. Ein starkes Steigen der Atmung in der
zweiten Stunde verursacht also eine steil-auflaufende Kurve. Das
bedeutet jedoch nicht, dass die Atmung geradlinig gestiegen sei und
dass die Erhohung sofort nach der Hinzufiigung des Extrakts be-
gonnen habe.

Eine andere grafische Darstellungsweise, z.B. mit Rechtecken,
deren Hohe massgebend sein soll fiir die Atmungsgrosse, wire
richtiger, ist aber bei Vergleichung von mehreren Kurven in einer
Figur weniger iibersichtlich.
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ABSCHNITT IIIL

DIE ATMUNG DES KARTOFFELKNOLLENGEWEBES
UND DER EINFLUSS EINIGER
VERSUCHSBEDINGUNGEN.

1. Literaturbesprechung.

Eine Literatur-Ubersicht {iber die Atmung vom Kartoffelknollen-
gewebe wird gegeben von STEWARD, WRIGHT u. BERRY (1932). Die
Gebundenheit der Atmung an die Anwesenheit von freiem Sauer-
stoff gelangt darin besonders zum Ausdruck; das Gewebe atmet
aerob, mit einem R.Q. = 1, und erst nachdem aller Sauerstoff ver-
schwunden ist, tritt anaerobe Girung auf (Novy, 1925). Ausserdem
hat man festgestellt, dass beim Durchschneiden der Knolle eine
erhohte Atmung einsetzt, die zuriickgefiihrt werden muss auf den
leichteren Eintritt des Sauerstoffs, also nicht auf eine von einem
»wWundreiz’’ ausgeldste Wundatmung, denn nach Wiedervereinigung
der geschnittenen Teile und nach Versiegelung der Wunde mit
Tonerde verschwand die Atmungserh6hung (RICHARDS, 1896). Eine
andere ,,Wundreaktion’ ist die hydrolytische Spaltung von Stirke
in Zucker in den Zellen unter der Schnittfliche (HoPKINs, 1927).
Weiter sollte die Verwundung und die Aussetzung des Gewebes an
die Luft mit einer Synthese von Proteinen zusammen gehen,

Die Erscheinungen von ,,black heart’ (schwarzes Herz) in Kar-
toffelknollen, die infolge ungeniigender Durchliiftung oder einer zu
hohen Temperatur (bei stockendem Sauerstoffzutritt) im Lager auf-
treten, deuten auch auf eine vom freien Sauerstoff abhingige Kar-
toffelatmung (HEALD, 1933).

Die limitierende Wirkung des Sauerstoffzutritts (oder der
Kohlensdureabfuhr) auf die Atmung, wie diese aus der erhdhten
Atmung an der Schnittfliche bei durchschnittenen Knollen her-
vortritt, veranlasste STEWARD zu untersuchen, wie tief sich die
Zone dieser Wirkung erstreckt und in welchem Masse die Atmungs-
intensitit in diesen Zellen durch einen besseren Sauerstoffzutritt
gesteigert wird. Diinnere Gewebescheibchen (also mit einer relativ
grossen Oberfliche) zeigten pro Volumeneinheit eine hohere
Atmung als dickere und die Atmungsgrossen bei verschiedenen
Oberfliche/Volumen-Verhiltnissen wurden festgestellt. Die mathe-
matische Ausarbeitung dieses Oberfliche/Volumen-Effekts (STE-
WARD, 1933) ergab, dass fiir die inneren Zellen, in denen die Sauer-
stoffzufuhr die Atmung limitierte, eine Kohlensdureabgabe von etwa
o.01 mg pro Gramm/Stunde festgestellt werden konnte, wihrend die
Atmung der diinnsten Schnitten einen Maximalwert von 0.38 mg
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CO, erreichen konnte. Das ist also die Atmungsintensitit der dus-
sersten Zellschicht und man muss sich denken, dass die Kurve,
welche die Atmungsgrosse der verschiedenen Zellschichten darstellt,
jah abfillt, bis auf einer Tiefe von 0.4—0.§ mm, d.h. etwa bel
der 4ten Zellschicht, die obenerwihnte ,,basale’® Atmungsgrosse von
o.01 mg CO, erreicht wird. Zur Vermeidung einer ,,inaktiven’’ zen-
tralen Gewebezone benutzte STEWARD Schnitten von 0.75 mm
Dicke. Diese Angaben beziehen sich auf Scheibchen, die bei einer
Versuchstemperatur von 23.2° C. in durchliiftetem Wasser schweb-
ten. Bei mikroskopischer Untersuchung zeigten sie nur wenige Zell-
teilungen, aber das Verschwinden von Stirke aus den 2 dussersten
Zellschichten konnte festgestellt werden.

In Schnitten, die der Luft ausgesetzt waren, gab es eine tlefere
Zone (etwa 1.4 mm tief) mit erhohter Atmung und dementsprechend
ein Verschwinden der Stirke in 6 oder 7 Zellschichten. In diesem
Falle entwickelte sich schnell ein Kork-Kambium in den dussersten
Schichten.

Die Anderungen der Sauerstoffzufuhr im Gewebe, die dadurch
verursacht wurden, dass eine andere Dicke oder Zahl der Schnitten
genommen wurde, fithrten immer eine gleichzeitige Anderung der
Kohlensdure-Entwicklung herbei, was auf eine streng aerobe Atmung
des Kartoffelgewebes hinweist. '

Die STEwaRDsche Atmungsmethodik (CO,-Absorption in Reiset-
Rohren) weicht jedoch zu viel von der in vorliegender Arbeit benutz-
ten WARBURGschen Methodeab,um weitere Vergleichung zu gestatten.

Gleichzeitig mit dem Verfasscr haben auch BoSwWELL u. WHITING
(1938) die Scheibchenmethode auf die WARBURGsche Atmungs-
apparatur iibertragen und sie machten, was die Technik anbelangt,
vielfach dieselbe Erfahrung. Sie arbeiteten mit Kartoffelknollenge-
webe, und auch mit Mohren- und Kohlriibengewebe und verwen-
deten Schnitten von etwa 0.75 mm, d.h. etwa 4 Zellschichten Dicke
(bei einer Dicke von 1 mm sollte bereits eine ,,inaktive’> Zone auf-
treten), die in fliessendem, durchliiftetem Leitungswasser lingere
Zeit (etwa 2 Tage) gespiilt wurden. Nicht-gewissertes Gewebe zeigte
einen sehr variabelen R.Q. zwischen 0.7 und 0.8, wihrend beim
Spiilen eine Steigung des R.Q. auftrat, bis derselbe nach 4 Stunden
Spiilen nahe an 1.0 lag und wenig variierte. Diese Versuche wurden
bei einer Temperatur von 31° C angestellt, die nach Novy (1925)
optimal fiir das Kartoffelknollengewebe ist, Was die Suspensions-
fliissigkeit anbelangt zeigte es sich, dass ein Azetatpuffer dem Phos-
phatpuffer gegeniiber einen Depressoreffekt ergab, so dass das Phos-
phatgemisch gewihlt wurde, Der Einfluss der Konzentration der
Pufferlosung (zwischen 0.067 und 0.003 m) auf die Atmung war
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gering. Im pH-Bereich von §.29 bis zu 6.81 blieb die Atmungsgrésse
nahezu konstant, um bei héherem pH-Wert etwas an zu steigen.
Diese Forscher wihlten eine Pufferlosung von pH 5.5, wegen des
Vorteils dieses pH-Wertes beim Bestimmen der CO,-Abgabe und
des R.Q.

Andere, die das Kartoffelknollengewebe in Atmungsversuchen mit
der manometrischen Methode (abgeinderte WARBURGsche Appara-
tur) zur Anwendung brachten, waren LEMMON (1936) und PRATT u.
WiLLiAMS (1939), die jedoch keine Scheibchen, sondern kleine Ge-
webezylinder nahmen, mit einer respektiven Linge von 1115 und
10 mm und einem Durchschnitt von 6 und 4 mm. Die Versuchstem-
peratur war 30° C und die Knollen wurden vorher 24 Stunden auf
dieser Temperatur gehalten.

LeEMMON studierte den Einfluss des pH-Wertes der Suspensions-
fliissigkeit auf die Atmung mit Hilfe von Pufferlosungen, die ver-
schiedene pH-Gebiete umfassten. Durch Salz-Effekte fielen die
Atmungsgrossen dort, wo die pH-Strecken der verschiedenen Puffer
einander iberdeckten, nicht ganz zusammen. Ubrigens waren die
Kurven ziemlich flach und aus Mittelwerten von ziemlich ausein-
anderlaufenden Beobachtungen zusammengestellt. Aus diesen Griin-
den kann den erzielten Optima nur geringer absoluter Wert beige-
messen werden. Das Optimum in den ersten zwei Stunden lag bei
pH 5.5, aber verschob sich nach Fortsetzung des Versuchs zu einem
niedrigerem Wert. Die beobachteten Atmungsgrossen variierten
zwischen 20 und 50 mm?® O, pro 2 g Frischgewicht/Stunde.

PRATT u. WiLLIAMS bedienten sich eines Phosphatpuffers von
o.1 m und pH s.3.

Die Bedenken gegen Atmungsversuche mit Gewebezylindern
liegen in der Anwesenheit der obenerwidhnten ,,inaktiven” Zone
mit ihrer dusserst limitierten ,,basalen’ Atmung. In einem solchen
Falle ist es schwierig, mit Gewissheit fest zu stellen, ob eine An-
derung der Atmungsgrosse der Zylinder verursacht wire von einer

nderung in allen Zellen oder von einer Anderung in der Zahl der
»aktiv’’ atmenden Zellschichten, also von einer Anderung der Gas-
diffusionsgeschwindigkeit (WARBURG, s. VAN RAALTE, 1937). Aus
diesen Griinden ist denn auch den Versuchen mit Gewebezylindern,
insofern sie in dieser Arbeit erwihnt werden, nur orientierender
Wert beizumessen. Lediglich bei Verwendung von diinnen
Gewebescheibchen darf eine Atmungserh6hung mit Gewissheit einer
hoheren Stoffwechselaktivitit der Zellen zugeschrieben werden.

Atmungsversuche, mit pflanzlichem Gewebe anderen Ursprungs,
aber ebenso mit der manometrischen Methode ausgefiihrt, und bei
Anwendung diinner Gewebeschnitten, sind unternommen worden
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von CALDWELL u. MEIKLEJOHN (1937) mit Tomatenstengelgewebe
und von TURNER (1938) mit Mohrengewebe.

Namentlich die Erfahrungen von TURNER, der den respiratorischen
Stoffwechsel vom Lagergewebe der Mohre studierte, erlauben Ver-
gleichung mit der vorliegenden Arbeit, was die Versuchsbedingungen
wie z.B. die Dicke und die Vorbehandlung der Gewebescheibchen
betrifft. Er nahm 15 Schnitten von 1 mm Dicke und 8 mm Durch-
schnitt pro Gefiss, die vorher lingere Zeit in fliessendem Leitungs~
wasser gewissert wurden. Die Atmung in Luft und in reinem
Sauerstoff stieg langsam wihrend der Versuchsdauer von 4 bis §
Stunden.

2. Der Einfluss einiger methodischer Faktoren auf die At-
mung.

Die Atmungsintensitit von Kartoffelschnitten ist nicht nur von
den iiblichen kontrollierbaren Umweltfaktoren abhingig, wie Tem-~
peratur und partieller Sauerstoffdruck, sondern im vorliegenden
Falle auch von Versuchsbedingungen, wie Dimensionen und Zahl
der Schnitten, Schiittelgeschwindigkeit (die allerdings simtlich mit
der Sauerstoffzufuhr verkniipft sind), sowie Natur und Wasser-
stoffionenkonzentration der Suspen31onsfluss1gke1t und Vorbehand—
lung des Gewebes.

Es soll immer beabsichtigt Werden, die Bedingungen so zu wihlen,
dass die Atmung einen optimalen Wert erreiche, damit eine limi-
tiecrende Wirkung einer dieser Faktoren nicht mehr vorliege. Die
praktische Ausfiihrung beschrinkt jedoch oft diese theoretischen
Anforderungen und so wurde im vorliegenden Falle emne Versuchs-
temperatur von 25° C der optimalen Temperatur (31° nach Novy,
1925) vorgezogen, mit Riicksicht auf die gleichfalls giinstigen Be-
dingungen der Bakterienentwicklung bei der hoheren Temperatur..

Der Einfluss einiger Faktoren wurde vor allem auch im Zusam-
menhang mit dem Effekt gepriift, den die Extrakte auf die Atmung
ausiibten und dieser kommt daher bei der Besprechung der Ver-

suche zur Sprache.

a. Die Dimensionen der Schnitten. Der Durchmesser von 6 mm
wurde gewihlt in Hinsicht auf die bequeme Ubertragung der Scheib-
chen in die Gefisse.

Anfinglich wurden Schnitten von 1 mm Dicke verwendet, um
auf jeden Fall die ,,inaktive” Zone (STEWARD) zu vermeiden. Nach-
her gelangten, zur Vereinfachung der Technik, Scheibchen von
1 mm Dicke zur Anwendung, deren Atmung pro Volumeneinheit,
wie sich zeigte, nicht niedriger war.
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TABELLE 1.

Versuch: 16-9-38.

Hauptraum: Schnitten aus einer ,,Eigenheimer” Knolle, in Puffern von
verschiedenen pH.

Birne: leer.

Einsatz: 0.6 cm® KOH 25 %,

Vorbehandlung: gewissert,

verbrauchter Sauerstoff

Ge- . Susp.

fiss SChz’;ﬁen' Fl. ST:;:{ in Prozenten d. 1sten Stunde

Nr. pH ¢

1. St. 2. 3. 4 5. 6. St

1 60 von 4 mm 5.5 75.4 100 IO7 120 119 132
2 60 von 3 mm 6.2 67.6 101 107 114 1117 133
3 60 von § mm 6.8 76.5 98 104 109 I09 120
4 30 von I mm 5.5 74.6 102 108 117 I1I9 I3I
5 30 von I mm 6.2 75.0 104 I10 1I23 127 1I4I
6 30 von I mm 6.8 81.9 102 107 116 120 133
7 15 von 2 mm 6.2 66.6 112 I2I 133 I35 149

Die Tabelle r ergibt, dass die Atmung von 30 Schnitten von
1 mm eher etwas hoher war, als die von 60 Schnitten von 1, mm
Dicke. Diese Tatsache ist erklirlich, wenn man beriicksichtigt, dass
einerseits (nach STEWARD) bei der Dicke von 1 mm kaum noch eine
sinaktive” Zone auftritt, wihrend andrerseits ein Scheibchen von
I mm wenigstens eine unverletzte Zellschicht mehr hat als 2 Scheib-
chen von 1, mm, was auf etwa 7 Zellschichten pro mm die Anwesen~
heit von mindestens 15%, lebenden Gewebes mehr bedeutet.

Bei 2 mm Dicke wird jedoch die Atmung pro Volumeneinheit
infolge des Auftretens einer ,,inaktiven’> Gewebezone, dem STE-
wARDschen Oberfliche/Volumen-Effekt entsprechend, wieder nie-
driger.

b. Die Zahl der Schnitten. Die Zahl der Schnitten pro Gefiss
wurde limitiert, einerseits, von der Anforderung, dass die Atmungs~
grosse pro Stunde im Verhiltnis zum Ablesungsfehler geniigend
gross sein sollte, andrerseits vom Raum im Gefiss, in dem die Scheib-
chen, zur Erzielung einer guten Durchliifftung beim Schiitteln, frei
von einander in der Suspensionsfliissigkeit schweben sollten. Die
gewihlten Zahlen (60 X % mm oder 30 X I mm) kamen diesen
beiden Forderungen entgegen. .

¢. Die Natur der Suspensionsfliissigkeit. Aus einigen Versuchen
stellte sich heraus, dass die Phosphatpufferlésung (*/;s m) keinen
herabdriickenden Effekt auf die Atmung ausiibte.
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TABELLE 2.

1. Versuch: 3-10-38.
Hauptraum: 60 Schnitten von } mm ,Eigenheimer™ in versch. Susp.
Flissigkeiten. - ]
Birne: leer.
Einsatz: 0.6 cm® KOH 25 %,.
Vorbehandlung: gewissert (48 Stunden).

G verbrauchter Sauerstoff
e- .
. Suspensions- :
fI'fIss Flassigkeit mm?/Stunde | in Prozenten d.1sten St.
I.
1. Stunde | 2. 3. Stunde
1 dest, Wasser 65.8 109 114
2 Leitungswasser 70.4 110 109
3 Phosphatpuffer, pH 6.2 72.8 118 114

2. Versuch: 2-12-38,
Hauptraum: 30 Schnitten von I mm ,,Elgenhexmer” in dest. Wasser
oder Puffer.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.
- Vorbehandlung: gewissert.

Ge- . verbrauchter Sauerstoff
fiss Sﬁsﬁ;;zrixslx:;xiats- in der 1sten St.
Nr. g mm?3/Stunde

I dest. Wasser 44.7

2 » » 43.1 durchschn. 43.5
3 95 » 42.6 )

4 Phosphatpuffer, pH 6.2 49,3

g :: g;f % durchschn. 51.7
7 » 52.8

Aus Tabelle 2 geht hervor, dass die Atmungsintensitit in der
Pufferlosung im Gegenteil eine Erhdhung erfuhr, im Vergleich
mit der Atmung in destilliertem Wasser oder in Leitungswasser.
Im iibrigen verlief sie parallel mit jener. Ein kleiner Unterschied
der pH-Werte dieser Fliissigkeiten soll hierbei jedoch in Betracht
gezogen werden.

Dieser Atmungseffekt kann vielleicht mit der interessanten Beo-
bachtung von STEWARD, STOUT u. PRESTON (1940) verbunden werden,
dass verdiinnte Losungen von KCl und KNO, eine erhebliche
Atmungssteigerung vom Kartoffelgewebe herbeifiihren konnten..
Hiernach soll zwischen der Salzaufnahme und der Atmung ein
Zysammenhang bestehen. Die Versuchsanordnung dieser Forscher
— und namentlich die Versuchsdauer (70 Stunden) — ist jedoch
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ganz verschieden von der in vorliegender Arbeit, so dass bei Ver-
gleichung der Resultate Vorsicht beachtet werden muss.

d. Der pH-Wert der Suspenstonsfliissigkeit. Tabelle 1 demonstriert
gleichzeitig die Tatsache, dass im Gebiet von pH 5.5 bis 6.8 das pH
auf die Intensitit und den Verlauf der Atmung nur geringen Einfluss
hat. Bei hoheren pH-Werten liegt die Sache anders. Tabelle 3

TAEELLE 3. .

1. Versuch: 12-5-38,
Hauptraum: 60 Schnitten von } mm, ,,Bintje”, in Puffern von ver-
schiedenen pH.
Birne: leer.
Einsatz: 0.6 cm® KOH 5 %,.
Frisch-geschnittenes Gewebe.

Ge verbrauchter Sauerstoff
fl'iiri? gﬁsssxgligxt mm3/Stunde in Prozenten d. 1sten Stunde
1. Stunde 2. 3. 4. Stunde
1 8.1 30.6 101 97 78
2 7.35 38.7 93 96 83
3 6.85 41.5 98 113 119
4 6.2 36.5 106 109 112
s 5.6 35.0 100 102 113

2. Versuch: 19-7-38.
Hauptraum: 60 Schnitten von } mm, ,,Muizen”, in Puffern von ver-
schiedenen pH.
Birne: leer,
Einsatz: 0.6 cm? KOH 25 %.
Frisch-geschnittenes Gewebe.

verbrauchter Sauerstoff
G- H Sus
tl.?lsr? Pr"lﬁssigkgi mm?3/Stunde | in Prozenten d. 1sten St.
I. Stunde | 2. 3. Stunde
I 7.7 33.6 108 84
2 6.8 35.7 100 82
3 6.2 38.2 127 146
4 5.5 40.2 128 157

(s.auch Tabelle 6) fasst einige Versuchen zusammen, aus denen sich
ergibt, dass die Atmungsgrosse bei hoherem pH (z.B. 8.1) niedriger
ist und bald weiter abfillt, wihrend in niedrigerem pH-Gebiet die
Atmung im Laufe des Versuchs in einer fortwihrenden Steigung be-
griffen ist. Bei pH-Werten iiber 7.0 tritt offenbar eine schidliche
Wirkung auf. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch mit dem Befund
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von BOSWELL u. WHITING (s. oben), die bei hohen pH-Werten eine
etwas erhohte Atmung erzielten. Fiir die normalen Versuche wurde
eine Pufferlosung mit pH 6.2 gewihlt, in der die Atmung im allge-
meinen einen ziemlich langsam ansteigenden Verlauf hatte (bei
niedrigerem pH wurde meistens ein steilerer Verlauf festgestellt).

e. Die Schiittelgeschwindigkeit. Versuche mit verschiedenen par-
tiellen Sauerstoffdrucken sind nicht angestellt worden, weil, wie
sich bald herausstellte, der Sauerstoffversorgung des Gewebes in
erster Instanz keine limitierende Wirkung zugeschrieben werden
diirfte. Wurde anfinglich gemeint, dass bei 280 Rotationen pro
Minute die Durchliiftung des Gewebes am giinstigsten war, nachher
wurde festgestellt (Tabelle 4), dass auch eine Geschwindigkeit von

TABELLE 4.

Versuch: 6-3-39.

Hauptraum: 30 Schnitten von 1 mm, ,Bintje”, in . Phosphatpuffer
(pH 6.2).

Birne: leer.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Frisch-geschnittenes Gewebe, 1 Stunde gewissert.

. verbrauchter Sauerstoff
. Versuchsstunden Schiittelgeschw. in 7 Gefassen durchschn.
1ste Stunde 280 p. Minute 31.2 &+ 0.8 mm?/Stunde

2te » 220 - 2 33.6 £ 04 »

3te 3 280 2 35.2 + 0.75 »

4te » 220 » 36.3 + 04 »

220 X geniigte. Zugleich zeigte es sich, dass der mittlere Fehler bei
Vergleichung der Atmung gleicher Mengen Substanz in den ver-
schiedenen Gefissen bei der niedrigeren Schiittelgeschwindigkeit
Kleiner war. Ausserdem wurde die Apparatur geschont.

f. Die Vorbehandlung des Kartoffelgewebes. Es stellte sich heraus,
dass die Temperatur-Vorbehandlung und das Wissern der Schnitten
einen bedeutenden Einfluss auf die Grosse, den Verlauf und die
Reaktionsfahigkeit der Atmung ausiibten. In allen Versuchen zeigte
die Atmung, auch ohne jeden Zusatz, einen mehr oder weniger stei-
genden Verlauf (ausgenommen bei hohem pH-Wert der Suspen-
sionsfliissigkeit).

Um den Einfluss zugefiigter Stoffe einwandfrei aufweisen zu
konnen, wire es erwiinscht von einer moglichst konstanten Atmungs-
intensitit auszugehen. Als einmal festgestellt worden war, dass die
Steigung, wenigstens in den ersten Stunden, nicht die Folge einer
Bakterienatmung war, wurde untersucht, von welchen Faktoren
dieser Verlauf beeinflusst werden konnte. Von vornherein war es

12
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nicht befremdlich, dass die Atmung des Gewebes, das plotzlich
auf hohere Temperatur gebracht und nach Zerlegung in diinne
Schnitten fiir den Sauerstoff besser zugiinglich wurde, nicht sofort
durch eine schnelle Wiederherstellung des Gleichgewichts ein neues
konstantcs Niveau erreichte.

Man kann sich denken, dass z.B. bei hherer Temperatur die
hydrolytxsche Spaltung von Stirke (oder eine andere katalytische
Spaltung vom Atmungssubstrat) mit dem beschleunigten Tempo des
Redoxenzymsystems keinen Schritt halten kdnnte. Oder dass die
plotzliche Steigerung der Sauerstoffspannung im Gewebe nach dem
Schneiden der Schnitten nicht eine gleich schnelle Steigerung des
O,~Verbrauchs herbeifiihrte, weil allerlei Hemmungsfaktoren, wie
z.B. Plasmareste, Permeabilititserniedrigung, anwesend sein kénnten.

Auf zwei Wegen wurde versucht die Atmung zu grésserer Kon-
stanz zu bringen, einmal dadurch, dass die Schnitten wihrend der
Nacht im Eisschrank einer Temp. von —1° C. ausgesetzt wurden
und zweitens durch das Wissern der Schnitten. Das erste Verfahren
beabsichtigte eine Steigerung der Zuckerkonzentration in der Zelle
(HopkINs, 1924), damit keine Stockung in diesem Teil der Substrat-
zufubr auftreten konnte, Das Wissern der Schnitten diente zunichst
zur Stabilisierung der ,,Wundreaktion” und zur Ausspiilung der
angeschnittenen Zellen. Die Durchliiftung, die der Wasserstrahl her-
beifiihrte, erhohte die Sauerstoffspannung im Gewebe, so dass nicht
nur eine fiir Bakterienentwicklung giinstige anaerobe Beschidigung
umgangen wurde, sondern auch der Atmungsmechanismus bereits
vor dem Anfang des Versuchs sich der erhdhten Sauerstoffzufuhr
sanpassen’ konnte.

- Aus Tabelle 5 geht hervor, dass die Vorbehandlung im Eisschrank
nicht den erwiinschten Erfolg hatte: die Atmung fingt auf nie-
drigem Niveau an, genau wie bei den frischgeschnittenen Scheibchen,
und steigt ziemlich schnell. In einigen Fillen wurde nach einiger
Zeit eine sich ziemlich konstant erhaltende Atmung beobachtet, aber
die Bedingungen, unter denen ein solcher Vorgang statt fand, sind
nicht weiter ermittelt worden.

- Grosseren Erfolg hatte das Wisserungsverfahren. Im Vergleich zu
der Atmung der im Eisschrank vorbehandelten und der frisch-ge-
schnittenen Scheibchen befand sich die Atmung der gespiilten
Scheibchen bereits am Anfang des Versuchs auf einem bedeutend
hoheren Niveau, wihrenddessen die Steigerung im Verlauf des Ver-
suchs prozentweise geringer war.

- Ausserdem zeigten die gespiilten Schnitten der Extraktwirkung
gegeniiber ein hoheres Reaktionsvermégen. Aus diesen Griinden
wurde meistens diese Vorbehandlungsweise angewandt. -In der
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TABELLE s.

1. Versuch: 13-9-38.
Hauptraum: 60 Schn. von } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer

(pH 5. 5).
Birne: leer.
Einsatz: 0.6 cm® KOH 25 %.
verbrauchter Sauerstoff
g:; Vorbehandlung mm3/ in Prozenten d. Isten
Nr der Schnitten Stunde Stunde
LSt | 2 3. 4. 5. St
1 [ Frisch-geschnitten 34.7 123 141 150 146
2 . » .. 34.7 132 163 179 184
3 Eine Nacht im Eisschrank 31.8 127 139 146 142
4 3 _» » » 33.7 134 159 167 16§
5 Eine Nacht gewissert 79.7 111 113 120 129
6 » 2 " 87.0 o 114 18 129

2. Versuch: 23-9-38.
Ha(u%raéun;: 60 Schn. von $ mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
pH 6.2). i
Birne: dest. Wasser,
Einsatz: 0.6 cm®* KOH 25 9%,

verbrauchter Sauerstoff
g:; Vorbehandlung mm3/ in Prozenten d. 1sten
Nr. der Schnitten Stunde Stunde
1. St. 2. 3. 4. 5.St
1 Frisch-geschnitten 43.4 91 122 139 151
2 Eine Nacht gewiissert 80.2 103 106 115 120

Regel dauerte das Wissern eine Nacht, d.h. etwa 18 Stunden. Aus-
nahmsweise wurde wihrend eines lingeren Zeitabschnitts gespiiit,
durch den nicht nur keine Beschidigung auftrat, sondern das At-
mungsniveau sich noch hoher und konstanter gestaltete.

STEWARD (1932) sowohl, wie TURNER (1938) und BOSWELL u.
WHITING (1938) wendeten eine lingere Wisserungszeit an. Aus
ihren Versuchen geht hervor, dass nach einer anfiinglichen Steigung
die Atmung der Schnitten schliesslich an aufeinanderfolgenden
Tagen auf nahezu konstantem Niveau anfing. Im Laufe des Tages-
versuchs wies die Atmung allerdings eine langsame Steigung auf.

Eine schnelle Steigung der Atmungsgrosse — z.B. in 3 Stunden
bis zu 50 9, iiber dem Anfangswert — sollte nach BOSWELL u.
WHITING eine starke Bakterien-Infektion nachweisen. Hierzu sei in
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Erinnerung gebracht, dass diese Forscher bei einer Versuchstem-
peratur von 31° C. arbeiteten. Wie bereits obenerwiihnt, konnte in
eigenen Versuchen wiederholt festgestellt werden — dadurch, dass
die Suspensions-Fliissigkeit am Ende des Versuchs keine oder nur
eine geringfiigige Atmung aufwies — dass Bakterien in den ersten
Stunden keine bedeutende Rolle spielten. Bei Beachtung der er-
wihnten Vorsichtsmassnahmen darf die Steigung des O,-Verbrauchs
denn auch nicht einer Bakterienatmung zugeschrieben werden.

Wenn auch keine vollig konstante Atmungsgrosse erzielt wurde, so
hielt das Wissern der Schnitten die Steigung in geeigneten Schran-
ken, so dass diese bei der Bestimmung etwaiger Abinderungen der
Atmungsintensitidt nicht sehr storte. Es wire mdglich, dass eine noch
grossere Konstanz erreicht werden konnte, wenn die Vorbehandlung
bei der Versuchstemperatur (25° C.) geschah. Der giinstige Effekt
der beschriebenen einfachen Spiilmethode geniigte jedoch und
weitere Bemiihungen wurden daher in dieser Hinsicht nicht unter-
nommen.

3. Die Atmungsgrisse in verschiedenen Teilen der Knolle.

Um fest zu stellen wie am besten gleichmissige Teile aus einer
Knolle geschnitten werden konnten, wurden mit Schnitten aus ver-
schiedenen Teilen der Knolle einige Atmungsversuche angestellt.

a. Vergleichung der basalen und apikalen Teile. Hierzu wurden
Scheibchen aus Gewebezylindern geschnitten, die nebeneinander
senkrecht auf der morphologischen Lingenachse der Knolle aus-
gebohrt worden waren. Die Scheibchen im Gefiss Nr. 1 (s. Tabelle 6)

TABELLE 6.

Versuch: 13-7-38.

Hauptraum: 60 Schn. v. } mm, ,,Muizen”, in Phosphatpuffer (pH 6.8).
Birne: leer.

Einsatz: 0.6 cm® KOH 25 %.

Frisch-geschnittenes Gewebe.

verbrauchter Sauerstoff

g:; Urspriingliche Lage mm?/ in Prozenten der i1sten
N. des Gewebes Stunde Stunde
.St | 2. 3. 4. 5.5t
Basaler Knollenteil 56.6 105 109 118

43.7 94 87 84 67
49.5 91 79 79 63
50.4 86 65 60 46
44.2 86 67 59 - 50

R . 50.9 90 67 60 50
Apikaler Knollenteil 55.4 83 60 54 49

NOMBWN
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vertreten das am meisten basal liegende Gewebe, die im Gefiss
Nr. 7 das am meisten apikal liegende Gewebe und die Schnitten in
den zwischenliegenden Gefidssen entsprechen den intermediiren
Knollenteilen. Die Scheibchen waren in diesem Falle suspendiert in
Pufferlosung mit pH 6.8 und nicht gewissert. Aus der Tabelle ist
ersichtlich, dass die Atmungsgrosse in der ersten Stunde in allen
Teilen ungefihr gleich war (die Streuung ist zwar ziemlich gross)
und wihrend des Versuchs abfillt, ausgenommen im Gefdss Nr. 1.
Dieser Riickgang steht im Zusammenhang mit dem hohen pH
(s. oben) und ist am meisten ausgeprigt im apikalen Teil der Knolle,
Der abweichende Verlauf im Gefiéss Nr. 1, also im basalen Knollen-
teil, weist dieser pH-Wirkung gegeniiber auf eine andere Empfind-
lichkeit der Atmung hin.

b. Vergleichung vom Gewebe innerhalb und ausserhalb des Gefdiss-
biindelringes. Die in diesem Versuch verwendeten Gewebezylinder
wurden, wie iiblich, parallel an der Lingenachse der Knolle ausge-
bohrt. Die Schnitten in den Gefissen Nr. 1 u. 2 (Tabelle 7) stammen

TABELLE 7.

Versuch: 19-1-39..

Hezu;lv_';raun)l: 30 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosph.puffer
pH 6.2).

Birne: dest. Wasser.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

] verbrauchter Sauerstoff
g:; Urspriingliche Lage mm?/ | in Proz. d. 1sten
Nr. des Gewebes Stunde Stunde
LSt. | 2. 3.Stunde
1 Markgewebe 75.6 108 125
2 2 . 70.5 - —_
3 Innerhalb d. Gefissbiindelringes 71.8 112 128
4 » » » 73-8 - -
5 » 2 » . 76.0 109 126
6 | Ausserhalb d. Gefissbiindelringes 103.8 — -
7 » » 3 107.0 112 119

vom zentralgelegenen Gewebe, grosstenteils bestehend aus dem ur-
spriinglichen Markgewebe des Auslaufers (ARTSCHWAGER, 1924); in
Nr. 3 ,4 u. § vom parenchymatischen Lagergewebe genau innerhalb
des Gefassbiindelringes; in Nr. 6 u. 7 vom Gefissbiindelring und
dem nach aussen liegenden parenchymatischen Lagergewebe.

Die Atmung in den Gefissen Nr. 1—s, also der innerhalb des
Gefissbiindelringes gelegenen Gewebe, zeigt eine etwa gleiche
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Grosse (durchschn. 73.5 mm? O,/Stunde), wihrend das peripherische
Gewebe (Gefidsse Nr. 6 u. 7) eine bedeutend hohere Atmungsgrosse
aufweist (105.4 mm?® O,/Stunde, also 43 9% hoher).

In einem Versuch mit ganzen Zylindern statt Schnitten (s. S. 211)
stellte sich gleichfalls die hohere Atmungsintensitit dieser Gewebe-
zone heraus.

Zur Erzielung einheitlichen Materials soll beim Bohren der
Zylinder die Lage des Gewebes dem Gefissbiindelring gegeniiber
daher genau beriicksichtigt werden. In der Regel wurden die Zylinder
in einem Kreis innerhalb des Gefissbiindelringes weggenommen.
Eine normale Knolle lieferte in dieser Weise bequem 7 bis 8 Zylinder,
also fiir eine Versuchsreihe geniigend einheitliches Material.

4. Der respiratorische Quotient des Kartoffelgewebes.

a. Gewebezylinder. Die Anwesenheit der Suspensions-Fliissig-
keit, in der ein Teil der gebildeten Kohlensdure zuriickblieb é
Abschn. II), komplizierte die R.Q.-Bestimmung der Gewebeschnit-
ten. Bei Anwendung von Gewebezylindern war jedoch keine Suspen-
sions-Fliissigkeit benétigt. Ohne Lauge in den Gefissen ermittelten
die Manometerstinde in diesem Falle unmittelbar den Differenzwert
zwischen gebildeter CO, und aufgenommenem O,, vorausgesetzt,
dass im Gewebe keine weitere CO, zuriickgehalten wurde. Zur Fest-
stellung der Menge verschwundenen Sauerstoffs wurde das Gefiss
in der nichsten Versuchsperiode mit Lauge versehen, wihrend
zugleicherzeit der Steigung der Atmung, wie diese aus Parallelver-
suchen hervorging, Rechnung getragen wurde. Auf diese Weise
ergab sich mit Zylindern, die bereits einige Tage vorher geschnitten
und abgespiilt waren, ein R.Q. von 1.02, also von annihernd 1.00.

b. Gewebeschnitten. Die frisch-geschnittenen, nicht-gewisserten
Scheibchen zeigten einen niedrigen R.Q., der ausserdem, wahr-
scheinlich infolge des grossen mittleren Fehlers, den diese Schnitten
bei Vergleichung der Atmungsgrossen der einzelnen Gefisse auf-
wiesen, stark variierte (zwischen 0.58 und 0.80). Mdoglicherweise
nahmen die Reste der angeschnittenen Zellen eine Menge O, auf
und es kann auf diese Weise das Zuriickbleiben der Kohlensédure-
bildung hinter dem O,-Verbrauch erklirt werden.

Der R.Q. der gewdsserten Schnitten stellte sich jedoch, den Litera-
turangaben entsprechend, auf etwa 1.00. Die gefundenen Werte
schwankten zwischen 1.02 und 1.07, aber die Abweichungen von
1.00 konnen den Fehlern, die der Methodik anhiingen, zugeschrieben
werden.

Es scheint also erlaubt zu sein, den R.Q. gut-aerierten und ge-
spiilten Kartoffelgewebes festzustellen auf 1.00. Die beschriebenen
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Resultate, sowohl mit den gewisserten, wie mit den frisch-
geschnittenen Scheibchen, entsprechen durchaus den obenerwahnten
Ergebnissen von BOSWELL u. WHITING.

5. Die Atmungsgrisse im Laufe des Jahres,

Die Atmungsversuche, iiber die in vorliegender Arbeit berichtet
wird, wurden in dem Zeitabschnitt zwischen April 1938 bis zu Ende
August 1939 vorgenommen. Das Wissern der Schnitten wurde
Anfang September 1938 eingefiihrt, so dass die Beobachtungen be-
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Figur 1. Der Verlauf der Atmungsgrosse im Laufe des Jahres.
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treffs des Saisonverlaufs der Atmung (von gewisserten Schnitten)
sich auf ein ganzes Jahr erstrecken, mit Ausnahme einer Unter-
brechung in Juni und Juli.

Die Angaben stammen nicht aus speziellen Versuchsreihen, son-
dern sind den gesamten Atmungsversuchen entnommen worden und
werden hier nebenbei (Fig. 1) veranschaulicht, weil es vielleicht
nicht ohne Gewicht ist, den Verlauf der Atmungsgrosse im Laufe
der Monate zu verfolgen.

Die Atmungsgrosse wird, wie iiblich, ausgedriickt in mm?® O, pro
Stunde und pro Gefiss, d.h. also pro 30 oder 60 Schnitten von res-
pektive 1 oder 1, mm Dicke und 6 mm Durchschnitt. Die Menge
Kartoffelmaterial wird somit auf Volumenbasis ausgedriickt und
dieser Vorgang bietet eine mindestens so konstante Grundlage zu
Vergleichungen, wie das gewohnlich gebrauchte Trockengewicht,
weil beim Kartoffelknollengewebe das Trockengewicht in hohem
Masse vom Stirkegehalt, der wihrend der Lagerperiode abfillt, be-
stimmt wird.

Die Ubersicht (Fig. ) umfasst die Klone ,,Eigenheimer”, ,,Bintje”
und die im Sommer verwendeten frithen Kartoffeln, mit verschiede-~
nen Merkmalen bezeichnet, wihrend ausserdem die Schnitten von
1 und %% mm Dicke verschieden angedeutet werden. Die verzeich-
neten Atmungsgrissen sind die Mittel je einer Versuchsreihe (meis-
tens von 7 Gefdssen, mit einem mittleren Fehler von einigen Pro-
zenten), die aus den Beobachtungen in der ersten Versuchsstunde,
also im blanko Versuch, berechnet sind.

- Es betrifft durchweg nur diejenigen Versuche, in denen die Schnit-
ten eine Nacht gewissert wurden und in denen die Phosphatpuffer-
16sung mit pH 6.2 zur Anwendung kam.

Es zeigt sich aus den Ergebnissen, dass die Atmung der friithen
Kartoffeln und des Klons ,,Eigenheimer’’ im Anfang des Ruhesta-
diums hoch ist, aber bald (wenigstens bei ,,Eigenheimer”’) im Sinken
begriffen ist, um gegen das Ende des Ruhestadiums (Anfang Dezem-
ber bei ,,Eigenheimer’ und Anfang April bei ,,Bintje’’), noch vor
dem Treiben der Sprosse wieder anzusteigen. Es ist bemerkenswert,
dass die Kurve des Klons ,,Bintje’’, soweit die vorhandenen Angaben
diesen Schluss erlauben, eine Wiederholung, zu einem spiteren Zeit-
abschnitt, der Atmungskurve des Klons ,,Eigenheimer”’ bildet.

Selbstredend sind diese Ergebnisse nicht ohne weiteres auf den
Verlauf der Atmungsintensitit von ganzen Knollen zu iibertragen.
Waihrend fiir die Atmung der Knollen die innere Sauerstoffspannung
eine beschrinkende Bedingung sein kann, ist die Atmung der Ge-
webescheibchen von anderen Faktoren limitiert, die vollig unab-
hingig vom partiellen Sauerstoffdruck im Laufe des Jahres in Grosse
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variieren kénnten. In dieser Hinsicht wird zuniichst an die den Zellen
zur Verfiigung stehenden Mengen oxydierbaren Substrats gedacht.

ABSCHNITT 1V.

DIE ATMUNG DES INFIZIERTEN
KARTOFFELGEWEBES.

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse zweier Versuche mit infizierten
Gewebezylindern aufgenommen.

Im ersterwihnten Versuch war die Atmungsgrdsse der mf1zxerten
Zylinder 130 bis 150 9, hoher als die der nicht-infizierten. Die er-
zielten Zahlen weisen nur eine geringe Variationsbreite auf und
ergeben somit ein zuverlédssiges Bild der ausserordentlich gesteigerten
Atmung nach dem Befall durch Gibberella Saubinetis.

Der respiratorische Quotient; der fiir das gesunde Gewebe 1.02
betrug, bezifferte sich fiir das erkrankte Gewebe auf 0.84. Das heisst
also, dass bei einer Steigung der Sauerstoffaufnahme um etwa 140 %,
die Kohlensidureabscheidung nur um etwa 100 %, zunimmt. Das
Zuriickbleiben der CO,-Abgabe kann auf verschiedene Weise erklirt
werden. Entweder die Atmung des Parasiten oder eine abgeinderte
Atmung des Wirtes konnte fiir den niedrigeren Atmungsquotienten
verantwortlich sein. Es wire denkbar, dass der Pilz statt Kohlehy-
drate die stickstoffhaltigen Stoffe als Atmungssubstrat verwendet.

LEPIR (1929, 1940), der den Biochemismus der Phytophthora-
Fiule der Kartoffelknolle studierte, konnte nachweisen, dass stick-~
stoffhaltige Stoffe die Energiequelle des Parasiten bilden.

Gibberella Saubinetis ist )edoch ein zuckerlicbender Pilz, der u.a.
gutes Wachstum zeigt in der zuckerreichen RICHARDS-Nihr-
losung. Ausserdem wurde in Versuchen mit Sporensuspensionen
dieses Pilzes festgestellt, dass der O,-Verbrauch der Sporen in
15 %iger Zuckerlosung etwa § mal grosser ist als im Phosphatpuffer
und dass der R.Q. 1.33 betriigt, gegen 1.04 im Puffer. Im ersten Falle
tritt somit aerobe Girung auf. Alle diese Tatsachen weisen darauf
hin, dass dieser Pilz Kohlehydrate als Energiequelle bevorzugt.
Der niedrige R.Q. findet dann auch eine plausibelere Erklirung in
der Annahme, der Quotient habe nur scheinbar einen niedrigenWert.
Das wire dadurch erméglicht, dass entweder die gebildete CO, zum
Teil im erkrankten Gewebe festgelegt wird, das bald eine alkalische
Reaktion (s. spiter) aufweist, oder ein Teil des aufgenommenen O,
durch irreversibele Oxydation im absterbenden Gewebe an Plasma-
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reste oder an Stoffwechselprodukte gebunden wird. Wie dem auch
sei, aus diesem Versuch geht deutlich die erhéhte Atmung des be-
fallenen Pflanzenkorpers hervor, unabhingig von der Moglichkeit,
dass ein Teil des Sauerstoffs nicht wirklich veratmet wiirde.

TABELLE 8.

1. Versuch: 26-7-38.
Hauptraum: der Gefisse I u. 4 in den ersten 2 Stunden leer, nachher
mit I cm?® KOH 259%,.
der Gefisse 2, 3, § u. 6: 1 cm® KOH 25 %,
Birne: leer.
Einsatz: Kartoffelzylinder, gesund oder infiz. m. Gibb. Saub., 30 X 6
mm, 22-7-38 geschnitten aus ,,Eigenheimer”.

g:; . Einsatz Volumenabnahme in mm?/St.
Nr. : . | 2 | 3 |4 Stunde
1 Gesunder Zylinder —2.3 — 0.2 58.6 70.6
2 2 » 57.2 64.4 64.9 7L.1
-3 ) 33 52.2 63.9 63.1 67.8
4 Infizierter Zylinder 19.3 25.9 141.1 152.4
5 » Y 144.3 150.0 147.4 153.6
6 » . 154.1 158.6 156.0 160.1

2. Versuch: 14-8-39.
Hauptraum: 1 cm® KOH 25 %,; Gefisse 2, 4 u. 6 in der 4ten St. ohne
Lauge.
Birne: leer.
Einsatz: Kartoffelzylinder, gesund oder infiz. m. Gibb. Saub. oder Fus.
trich., 35 X 6 mm, 11-8-39 geschnitten, ,,Muizen”.

g:; Binsatz Volumenabnahme in mm?/St.

Nr. i . | 2 | 3 |4 Stunde
1 Gesunder Zylinder 79.4 93.6 101.9 111.0

2 o .. 60.9 76.5 834 | —7.8
3 Infiziert mit Gibb. Saub. 143.4 159.5 165.4 171.2
4 2 » _» m 133.4 | I3L§ | 1234 63.8
5 s s Fus. trich. 203.4 195.6 178.6 152.8
6 » » »o» 1388 | 1355 | 1254 | 499

Atmungsquotient: gesundes Gewebe 1.09
(anndhernd) inf, m. Gibb. Saub. 0.45
inf. m. Fus. trich. o0.57

Der zweite Versuch (Tabelle 8) zeigt dhnliche Ergebnisse und
ergibt ausserdem, dass nach Befall durch Fusarium trichothecioides,
das eine Trockenfiule der Kartoffelknolle hervorruft, ein gleicher
Effekt auftritt. Die Infektion war in diesem Falle, besonders bei
F. trichothecioides, bereits weit vorgeschritten: die Gewebezylinder
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verloren ihre Turgeszenz, erschlafften und waren im Absterben be-
griffen. Dieser Umstand erklirt die herabsinkende Atmungskurve,
welche die Zylinder in 3 der Gefisse aufweisen. Auch die sehr
niedrigen Atmungsquotienten, die anniherungsweise festgestellt
wurden, kbnnen nur dadurch erklirt werden, dass im absterbenden
Gewebe CO, oder O, festgelegt wird, wie es bereits oben erwihnt
worden ist.

Das Stadium der erh6hten Atmung ist allerdings voriibergehender
Natur und wird aufhoren, sobald das Gewebe weitgehend verfault
und abgetétet ist, vorausgesetzt, dass die eigene Atmung des Parasiten
die urspriingliche Atmungsintensitit des gesunden Kartoffelgewebes
nicht tbersteigt. .
Zusammenfassung: 1. Kartoffelteile, die von Gibberella Saubinetii und
Fusarium trichothecioides befallen sind, zeigen eine bedeutend héhere
Atmung als gesundes Gewebe, wenigstens in den Anfangsstadien der
Erkrankung.

2. Nicht nur die Menge verschwundenen O,, sondern auch die
Menge frei gewordener CO, wird gesteigert, letztere jedoch in ge-
ringerem Masse, wahrscheinlich dadurch, dass mit dem Fortschritt
des Befalls ein Teil des aufgenommenen O, oder der gebildeten CO,
im faulenden Gewebe gebunden wird.

Dementsprechend erfihrt der Atmungsquotient nur eine schein-
bare Herabsetzung gegeniiber dem des gesunden Gewebes.

ABSCHNITT V.

DER EINFLUSS VON STOFFEN, VOM PILZ IN REIN-
KULTUR GEBILDET, AUF DIE ATMUNG DES
KARTOFFELGEWEBES.

Im ersten Abschnitt wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, dass
die aktivierte Atmung des infizierten Kartoffelgewebes — wenig-
stens teilweise — verursacht sei von Substanzen, die vom Krank-
heitserreger ausgeschieden werden.

In diesem Gedankengang lag es nahe, zunichst zu untersuchen,
ob vom Pilz in Reinkultur Stoffe gebildet werden, die einen Einfluss
auf die Atmung des Wirtsgewebes ausiiben. Dabei wurde ins Auge
gefasst, dass eine etwaige Einwirkung von Stoffen, vom Pilz her-
rithrend, deutlich zu unterscheiden sein sollte von einem Einfluss,
der hervorgebracht werden kénnte von Anderungen der physischen
oder physisch-chemischen Milieubedingungen, wie z.B. von einer
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Anderung des pH im Atmungsmilicu. Deshalb war denn auch die
Suspensionsfliissigkeit gepuffert, wihrenddem das pH nach Been-
digung des Versuchs obendrein noch kontrolliert wurde, damit
etwaige Abidnderungen festgestellt werden konnten. Bedeutende
Verschiebungen des pH sind jedoch nie aufgefunden worden.

Ein Pilz in Reinkultur oder auf dem natiirlichen Substrat scheidet,
wie jeder lebende Organismus, Stoffwechselprodukte aus. Man kann
die abgegebenen Stoffe unterscheiden als Exkrete, wenn sie nur
als unbrauchbare Reste ausgeschieden werden und als Sekrete, wenn
sie in der Biologie des Organismus noch weiter irgend eine Rolle
spielen. Diese gebriuchliche Unterscheidung ldsst sich jedoch nicht
immer in aller Schirfe durchfithren. So gehdrt gewiss ein grosser
Teil der mit dem Sammelbegriff ,,Toxine”’ bezeichneten Substanzen
zu den Abfallstoffen des Stoffwechsels, im Gegensatz zu den orga-
nischen Wirkstoffen (JANKE, 1939), wie Enzyme, Vitamine und
Hormone, die vom Organismus synthetisiert und gleichfalls ausge-
schieden werden konnen. Wihrend letztere Gruppe ohne weiteres
als Sekretstoffe anerkannt werden, ist die Stellung der erstgenannten
Substanzen nach dieser Unterscheidung nicht sofort ganz klar. Viel-
fach wird es sich bei den Toxinen um unbrauchbare Reste des Stoff-
wechsels handeln, die jedoch in der Biologie des parasitischen Pilzes
— und insbesondere im Leben des Perthophyten — allerdings eine
niitzliche Rolle spielen, z.B. durch Anregung oder Totung der
Wirtszellen beim Eintritt oder beim Fortschntt des parasitiren Ver-
hiltnisses.

Falls vom Pilz ausgeschiedene Stoffe also irgend eine anregende
physiologische Wirkung ausiiben, lisst es sich von vornherein nicht
feststellen, ob es sich um Syntheseprodukte oder lediglich um Stoff-
wechselreste des Pilzes handelt. Sogar die Thermostabilitit dieser
Stoffe gibt keine Auskunft, da es thermostabile Wirkstoffe und ther-
molabile Giftstoffe gibt.

Ausgeschiedene Stoffe, die physiologisch-fordernd wirksam sind,
koénnen auch unterschieden werden nach der Natur ihrer Wirkung auf
andere Organismen. Sie dienen diesen entweder als Nihrstoffe oder
sie kommen als Material zur Energielieferung und fiir den Zellaufbau
nicht in Frage. Im letzteren Falle handelt es sich um Stoffe, die schon
in geringer Menge wirken. Auch hier ist jedoch eine scharfe Tren-
nung den Nihrstoffen gegeniiber nicht immer méglich. Stoffe, die
als Atmungssubstrat auftreten, sind in ihrer Wirkung auf ihren
Energielieferungswert beschrinkt. Wenn also im Atmungsversuch
von einer Substanz ein Sauerstoffmehrverbrauch herbeigefiihrt wird,
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der grosser ist als die zum oxydativen Abbau dieser Substanz be-
notigte Menge Sauerstoff, dann ist daraus zu schliessen, dass ein
Wirkstoff vorliegt, d.h. ein Stoff, der als Biokatalysator wirkt.

- Die fraglichen vom Pilz gebildeten Substanzen werden sich even-
tuell sowohl in den Pilzhyphen, als in der Kulturfliissigkeit vor-
finden. BROWN (1917) erzielte eine Cytase- (= Pektinase-)Wirkung
nicht nur mit der Fliissigkeit, in der Sporen von Botrytis cinerea
gekeimt hatten, sondern auch mit aus den gekeimten Sporen berei-
teten Extrakten. Daher kam in vorliegender Arbeit der Myzel-
extrakt neben der Kulturfliissigkeit zur Auffindung etwaiger
atmungsaktivierenden Substanzen zur Anwendung.

1. Myzelextrakte von Gibberella Saubinetii und von einigen
anderen Pilzen (Extrakt I).

Aus zahlreichen Versuchen mit dem Rohextrakt I von Gibb. Saub.
stellte sich immer wieder heraus, dass diese Fliissigkeit Stoffe ent-
hilt, welche die Atmung der Kartoffelscheibchen beeinflussen. Die
Atmungskurve zeigt eine schnelle Steigung auf ein neues Niveau,
das sich im allgemeinen wihrend des weiteren Versuchsverlaufs be-
hauptet. ‘

In weiteren Versuchen wurde eine Anzahl Angaben iiber die
Eigenschaften der in Frage stehenden Stoffe erzielt. Es folgt hier
eine Ubersicht der wichtigsten Ergebnisse der mit Extrakt I ange-
stellten Versuche. Falls nicht anders erwihnt, handelt es sich durch-
weg um Extrakt aus dem Myzel von Gibberella Saubinetii.

a. Extrakte von Myzelien aus verschiedenen Kulturen. Die Ex-
trakte wurden aus gleichen Gewichtsmengen Pilzmaterial gewonnen.
Dieses Material stammte aus Reinkulturen verschiedenen Alters und
zu verschiedenen Jahreszeiten gezogen. Die Wirkung dieser Ex-
trakte wies nur geringfiigige quantitative Unterschiede auf, wenn die
Teste nur gleichzeitig auf das Gewebe einer einzigen Knolle ausge-
fiihrt wurden (Tabelle 9, Fig. 2).

Fiinf der 6 Extrakte im vorliegenden Versuch waren aus Myzel-
pulver hergestellt, das kiirzer oder linger im Exsikkator aufbewahrt
war. Sie steigerten alle die Atmungsgrosse sofort (d.h. innerhalb
einer Stunde) auf ein Intensititsniveau, das etwa 100 9, iiber dem
der Anfangsatmung lag. Auch der Extrakt im Gefiss Nr. 7, aus dem
Myzel einer frischen Kultur bereitet, erhohte die Atmung auf das
gleiche Niveau, obgleich dabei von einer unbestimmten Trocken-
gewichtsmenge ausgegangen war.

Man konnte einwenden, dass in dieser Versuchsreihe in allen
Gefissen zufilligerweise ein von anderen Bedingungen limitiertes
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TABELLE 9. (s. Fig. 2).

Versuch: 20-10-38.
szu;l’{tr%un)l 60 Sch. von } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p 2
Birne: 0.6 cm® Extrakt I (nach der ersten Stunde), oder dest. Wasser.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.
Vorbehandlung: gewissert.
Extrakte: Gefisse 2—6: 0.221 g Trockenmyzel in 10 cm‘ dest. W.
Gefiss 7: frisches Myzel aus einem 500 cm®-Kolben, mit Sand zer-
rieben, extrahiert in 15 cm® dest. Wasser,
Bei Zimmertemperatur extrahiert, zentrifugiert und Extrakte 1o Mi-
nuten bei 100° C. erhitzt.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- -
- Kultur mm?/ in Proz. d. ersten
fass Zusatz d. Pilzes | Stunde Stunde
L St | 2 3. 4.St.

I dest. Wasser 42.8 123 125 128
2 Extr. I 14—21/5/38 41.6 208 186 204
3 » 12/9—6/10/38 42.6 210 193 212
4 » 12—24/9/38 38.9 203 184 199
5 » 20/5—11/6/38 | 45.3 204 192 196
6 2 20/5—4/6/38 46.4 194 177 191
7 » 12/9—19/10{38 | 43.3 196 186 203

maximales Atmungsniveau erreicht wiirde, so dass quantitative
Unterschiede der Atmungsgrossen sich nicht linger bemerkbar
machen konnten. Tatsichlich wurde in keinem anderen Versuch,
auch nicht mit hheren Konzentrationen im Extrakt, jemals ein be-
deutend hoherer Effekt erzielt.

Dagegen erfolgten bei Verdiinnung des Extrakts von 1 auf 10
(s. unten) sofort niedrigere Wirkungen. Und auch in anderen Ver-
suchen wurde von gleichen Gewichtsmengen Trockenmyzel, aus
verschiedenen Kulturen stammend, immer wieder ein gleicher
Effekt hervorgerufen (s. Abschn. V-n).

Wenn also die Extrakte aus Myzelien verschiedener Kulturreiben
eine anndhernd gleiche Aktivitit pro Gewichtsmenge aufweisen, so
wird doch die Grosse des Einflusses auf die Atmung mitbestimmt
von der physiologischen Disposition und damit von dem Reaktions-
vermogen des' Kartoffelgewebes. Es stellte sich heraus, dass das
Gewebe verschiedener Knollen und in verschiedenen Jahreszeiten
getest, nicht immer in gleichem Masse auf einen bestimmten Ex-
traktzusatz reagierte. Der obenerwihnte Versuch (Tabelle 9) wurde
in einer Periode angestellt, in der, wie es sich spiter zeigte, die At~
mungserhohung des Kartoffelgewebes ihren hochsten Wert erreichte.
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Eine Vergleichung zwischen den verschiedenen Versuchsreihen,
insofern es die Grosse des Effekts betrifft, ist somit oft nicht zulissig.
Die Ursache der Unterschiede der Wirkungen in efnem Versuch, im
Vergleich mit denen im anderen, liegt unseres Erachtens in den
physiologischen Umwandlungen des Knollengewebes wihrend des
Lagerns, bei dem offenbar eine Anderung auftritt in den Faktoren,
die den Atmungsmechanismus regulieren. In diesem Zusammenhang
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sei der Verlauf der Atmungsgrosse wiahrend der Lagerperiode, wie
der aus Fig. 1 ersichtlich ist, in Erinnerung gebracht.

Der Zeitabschnitt des hochsten Reaktionsvermogens der Atmung
lief von Ende September bis zur zweiten Hilfte Oktober und fiel
also in die ,,Ruheperiode” der Kartoffelknolle.

Da die Anfangsatmung in dieser Periode niedrig war, kénnte man
entgegnen, dass dieser Umstand vielleicht dafiir verantwortlich wire,
dass die Atmungsgrosse in diesem Zeitabschnitt eine solche bedeu-
tende Steigerung erfahren konnte. Aus anderen Versuchen ergab
sich jedoch (s. Abschn. V-n), dass in Perioden mit hoher, sowohl als
in anderen mit niedriger Anfangsatmung auch von hohen Konzen-
trationen des Extrakts niedrigere Effekte als im vorliegenden Versuch
— nur 40 bis 50 Yige Erhohung — erzielt wurden. Die starke
Atmungsreaktion wahrend erstgenannter Periode muss daher wohl
einer besonderen physiologischen Beschaffenheit des Kartoffelge-
webes zugeschrieben werden. Es handelte sich in vorliegender
Arbeit nicht in erster Linie um eine Untersuchung der Physiologie
der Kartoffelknolle und diese an sich interessante Frage konnte
leider nicht eingehend studiert werden, wo .das Hauptproblem alle
Aufmerksamkeit erforderte. Die gesteigerte Atmung behauptete sich,
wie Fig. 2 zeigt, nicht immer sofort auf einem vollig konstanten
Niveau, sondern erfuhr nach der zweiten Stunde meistens einen
schwachen Riickgang, um nachher wieder an zu steigen. Auf dieses
Einsinken der Atmungskurve in der dritten Stunde kommen wir
spiter noch zuriick.

b. Wirkung der Extrakte in starker Verdiinnung. Die Substanzen,
die im letztgenannten Versuch die Atmungssteigerung bewirkten,
rithrten von relativ grossen Mengen Myzel her. Die Extrakte waren
bereitet aus 0.221 g Myzelpulver in 10 cm?® dest. Wasser. In parasi-
tischen Verhiltnissen wiirden jedoch etwaige atmungsaktivierende
Stoffe ausgeschieden werden von relativ sehr geringen Gewichts~
mengen Myzel und falls der Atmungseffekt nur erzielt werden
konnte nach Zusatz von Extrakten aus grosseren Mengen Pilzmate-
rial, wire es unzulissig, die auf diese Weise erhaltenen Resultate auf
den natiirlichen, parasitiren Vorgang zu iibertragen als mogliche
Erklirung der erhohten Atmung, die am infizierten Gewebe fest-
gestellt wurde. '

Aus diesem Grunde wurde gepriift, ob auch sehr geringe Mengen
der Myzelextrakte noch einen wahrnehmbaren Einfluss auf die
Atmung des Gewebes ausiibten.

Derartige Versuche wurden ofters ausgefiihrt und ebenso wie im
vorigen Paragraph zeigte es sich auch hier, dass der Effekt von be-
stimmten Extraktkonzentrationen nicht immer gleich gross war.
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Tabelle 10 gibt eine Ubersicht mehrerer, mit verschiedenen Ex-
traktverdiinnungen angestellten Versuche.

TABELLE 10.

1. Versuch: 27 u. 28-9-38.

Hazu;;{tr%un)l 60 Schn. von } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p 2

Birne: 0.6 cm® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.6 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: 1.05 g Trockenmyzel (Kultur: 14—24/5/38) in 30 cm? dest.
Wasser bei Zimmertemp. extrahiert, zentrifugiert, autoklaviert und
verdiinnt mit dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- .
t;a}ss Zusatz Verdiinnungen Srgﬁzi/e inP rgi;lga:rsten
I.
LSt | 2 3. 4.St
1 dest. Wasser 57.1 102 105 113
2 Extrakt I unverdinnt 53.6 176 183 193
3 » I:5 54.0 174 175 186
4 » I:25 48.7 162 146 157
5 dest. Wasser 56.3 102 112 117
6 Extrakt I I:125 60.2 136 123 132
7 2 I:62§ 59.3 130 120 125
8 » I:3125 59.9 124 122 125

2. Versuch: 12-10-38. (s. Fig. 3).

szu;la_ltramx; 60 Sch. von } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
pH 6.2

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt I (nach d. isten St)

Einsatz: 0.6 cm®* KOH 25 9%,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: 0.543 g Trockenmyzel (Kultur: 14—24/5/38) in 15 cm® dest.
Wasser autoklaviert, dekantiert, verdiinnt mit sterilem dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- s .
%is Zusatz Verdiinnungen Sr?urgd/e n Prgg.léldelsten
LSt | 2 3. 4.St
I dest. Wasser 34.1 107 120 129
2 Extrakt 1 I:108 31.I 122 130 135
3 » [: 10t 30.4 133 135 139 -
4 » 1:10% 30.3 151 138 146
5 » I:10? 34.3 162 144 159
6 ,, 1:10 33.I 194 178 190
7 » unverdiinnt 33.4 218 203 204

13
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. Versuch: 8-11-38.

Hazu;la_ltraurr)x: 6o Sch. von } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer

pH 6.2).

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extr. I (nach d. 1sten Stunde).

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: 0.195 g Trockenmyzel (Kultur: 20/5—11/6/38) in § cm?®
dest. Wasser bei Zimmertemp. extrahiert, zentrifugiert, verdiinnt und
autoklaviert.

verbrauchter Sauerstoff
Ge-- 3 .
tiilsrs Zusatz Verdiinnungen Sr:lun; d/ e In Prga.u;icielsten
1. St 2. 3. 4.8t

I dest. Wasser 52.5 114 117 119
2 Extrakt I 1:107 50.7 118 118 119
3 » 1:10% 47.6 117 119 119
4 ,, I:10% 52.2 121 120 121
5 » I:rot 48.5 118 120 121
6 » I:10° 49.9 126 125 125
7 » I:10? 50.1 150 136 140
4. Versuch: 22-11-38.

Ha?;;I)_ir%un)l 60 Schn. v. § mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer

.2).

Birne: 0.3 cm® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 9.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: 0.221 g Trockenmyzel (Kultur: 12/9—6/10/38) in 10 cm®
dest. Wasser lingere Zeit bei Zimmertemp. extrahiert, zentrifugiert,
erhitzt, verdiinnt mit sterilem dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- 3
w - mm?/ In Proz. d. 1sten
flflis Zusatz Verdiinnungen Stunde Stunde
LS. | 2 3. 4.8t

1 dest. Wasser . 43.6 106 120 134
2 Extrakt I 1:10°% 41.4 104 122 131
.3 . I:10* 42.7 104 119 129
4 » 1:10° 389 108 123 129
5 ’» 1:10% 45.4 116 124 130
6 » I1:10 47.9 132 130 141
7 ”» . | unverdiinnt 42.0 168 157 182
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5. Versuch: 13-1-39.

Hauptraum: 60 Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
(pH 6.2). :

Birne: 0.3 cm® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewiissert.

Extrakte: 1 g Trockenmyzel (Kultur: 31/10—21/11/38) in 20 cm?
Alkohol 80 9%, wihrend 15 Minuten bei 80—90° C. extrahiert, zentri-
fugiert, eingedimpft, gelost in 5§ cm?® dest. Wasser (Trockengewicht:
14 mg/cm?®), verdinnt.

verbrauchter Sauerstoff
Ge-

tl'gis Zusatz Verdiinnungen Sr?umn::l/e In Pré)tzl.“:ldelsten
1. St. 2. 3. 4. §.St.
1 dest. Wasser 65.6 II0 124 137 142
2 PYS I 66.7 III 120 134 143
3 Extrakt I 1:10* 6s.5 I1I3 I24 132 1I40
4 » I:10% 62.9 118 1I21 134 140
5 2 I:10% 65.2 128 127 140 150
6 2 unverdiinnt 64.3 174 166 173 183

In der bereits erwihnten empfindlichen Periode des Kartoffel-
gewebes — Ende September/ Mitte Oktober — ergaben starke Ver-
diinnungen noch deutliche Atmungserhdhungen im Vergleich zu der
Kontrolle (dest. Wasser).

Im Versuch vom 28. Sept. hatte die stirkste Verdiinnung von ca.
I in 3.10° — dem wasserloslichen Teil von 6.7 y Myzelpulver ent-
sprechend — noch einen unverkennbaren Effekt. Am 12. Okt. wurde
diese Wirkung noch iibertroffen vom Extrakt in der Verdiinnung
I in 10° — d.h. ein wasserlGslicher Teil von 0.2 4 Myzelpulver pro
Gefiss — der eine deutliche Atmungssteigerung der Kontrolle ge-
geniiber verursachte (s. Fig. 3). Am 8. Nov. jedoch zeigte das Kar-
toffelmaterial sich schon viel weniger reaktionsfihig und konnte mit
Verdiinnungen unter I in 10® keine AtmungserhGhung mit hin-
reichender Sicherheit nachgewiesen werden (1 : 10® = Extrakt aus
23.4 ¥ Myzelpulver). Nachher (22. Nov.) war es der wasserlosliche
Teil von 66.3 y Myzelpulver — eingedampft mit einem Trocken-
gewicht von 22.5 y — der, als Mindestmenge einem Gefiss zugefiigt,
noch einen Atmungseffekt aufwies. Schliesslich hatte am 13. Jan.
60 y Myzelpulver gerade noch eine wahrnehmbare Wirkung. In
diesem Falle war der Extrakt jedoch auf eine abweichende Weise
hergestellt: das Ausgangsmaterial wurde mit 80 %igem Alkohol bei
802 90° C. extrahiert und der Extrakt zur Trockne gedampft und in
dest. Wasser gelost. Nach diesem Verfahren betrug die Ausbeute
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-
41 Stunde

alkohollslicher Stoffe nur noch 7 % des Myzeltrockengewichts.

Bei der Betrachtung dieser Ergebnisse soll also jedenfalls beriick-
sichtigt werden, dass nur ein kleiner Bruchteil des Ausgangsmaterials
~—und wahrscheinlich auch nur ein kleiner Teil der gelosten Stoffe —
fiir die beobachtete Wirkung verantwortlich gemacht werden kann.
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Zweifelsohne betrifft es hier denn auch Substanzen, die schon in
dusserst kleinen Konzentrationen wirksam sein konnen. Dass durch
die sich dndernde physiologische Disposition die Reaktionsfahigkeit
des Kartoffelgewebes, und damit der Effekt des wirksamen Prinzips,
in einer Jahreszeit stirker hervortritt als in der anderen, dndert
nichts an dieser Tatsache. ,

c. Atmungserh6hung oder Oxydation? In den bisher erwihnten
Versuchen mit Extr. I wurde aus der gesteigerten Sauerstoffauf-
nahme — d.h. aus der am Manometer beobachteten Druckabnahme
— gefolgert, dass die Atmung der Kartoffelschnitten unter Einfluss
des Extrakts eine Erhohung erfahren hatte. Die Sicherheit, dass es
sich hier um eine wirkliche Atmungssteigerung handelt, wird auf-
gebracht von der Bestimmung des Atmungsquotienten, der nach
Zusatz gewisser Mengen vom Extrakt keine wesentlichen Verinde-
rungen erlitt.

Der Erfolg zweier Versuche war, dass dieser R.Q. berechnet
werden konnte auf 1.06—1.09, wihrend fiir Kartoffelschnitten in
Phosphatpuffer, ohne jede Hinzufiigung, ein R.Q. gefunden wurde
von 1.02—1.07 (s. Abschn. III—4b). Die Abweichungen dieser
Zahlen von der Einheit liegen bei der angewandten Methode etwa
innerhalb der Fehlergrenzen. Jedenfalls ist es klar, dass die Steigerung
der O,-Aufnahme zusammen geht mit einer entsprechenden Mehr-
produktion von Kohlensiure, so dass von einer wirklichen Atmungs-
erhohung des Kartoffelgewebes gesprochen werden darf.

Im Anschluss an diese Tatsache wird im folgenden Versuch dar-
gelegt, dass die Mehratmung, die unter dem Einfluss des wirksamen
Prinzips auftritt, nur zustande kommt mit Hilfe des Atmungsmecha-
nismus des lebenden unverletzten Gewebes. 30 Schnitten von I mm
Dicke wurden in einem Morser zerrieben und der Gewebebrei mit
2 cm?® Phosphatpuffer (pH 6.2) in das Manometergefiss eingefiillt.
Der Einsatz enthielt 0.4 cm® Kalilauge und die Birne 0.3 cm?® Extr. I
(1 g Trockenmyzel/20 cm® dest. Wasser, erhitzt, filtriert). In der
ersten Stunde betrug die Sauerstoffaufhahme des Gewebebreies
8.8 mm?, in den folgenden 3 Stunden (also nach Extraktzusatz)
resp. 11.1, 4.4 und 2.5 mm® In der zweiten Stunde hatte der Ex-
traktzusatz folglich nur einen kaum wahrnehmbaren Mehrverbrauch
von Sauerstoff (etwa § mm®) zur Folge, wihrend die sinkende At-
mungskurve, wie sie der Kartoffelgewebebrei immer zeigte, sich
bereits in der 3ten Stunde wieder fortsetzte.

Vergleicht man damit die Wirkung einer gleichen Menge desselben
Extrakts auf 30 normale intakte Schnitten — mit resp. 74.3, 112.2,
113.9, 119.4 und 127.9 mm? in den ersten § St. — dann ist es durch-
aus Klar, dass die in der zweiten Stunde beobachtete Atmungsstei-
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gerung nicht beruht auf extra-celluliren Oxydationsvorgingen, son-
dern dass der Effekt verbunden ist mit den unverletzten Zellen des
Kartoffelgewebes.

d. Extraktwirkung und Blausdurehemmung. In vielen pflanzlichen
Geweben ist die Anwesenheit der Polyphenoloxydase oder Phenolase
nachgewiesen worden und Kartoffeln gehoren zu den Hauptob-
jekten, aus denen Ferment-Priparate gewonnen wurden. Von
SZENT-GYORGYI u. VIETORISZ (1931) ist die Bedeutung der Pheno-
lase fiir die normale Zellatmung angezweifelt worden, aber die
Tatsache, dass die bei der Phenol-Oxydation gebildeten Chinone als
Akzeptoren fiir den durch Dehydrasen aktivierten Wasserstoff der
Zellsubstrate fungieren kénnen, deutet darauf hin, dass die wesent-
liche Bedeutung des Ferments wohl in seiner Rolle bei der normalen
Atmung liegt (SUTTER, 1936). Neuerdings konnten BOSWELL u.
WHITING (1938) zeigen, dass etwa zwei Drittel der normalen Kar-
toffelatmung gehemmt wird durch Orthochinon, das bei der Oxyda-
tion von Brenzcatechin entsteht und das eine Schidigung des Fer-
ments herbeifiihrt. Sie schlossen daraus, dass zwei Drittel der nor-
malen Kartoffelatmung iiber das Polyphenoloxydase-System liuft,
wihrend das iibrige Drittel einem anderen Oxydationssystem zuge-
schrieben wird.

KuBowrtz (1937) zeigte, dass das Ferment eine Kupfer-Protein-
verbindung ist und dass die spezifische Wirksamkeit in geradem
Verhiltnis zu dem Kupfergehalt steht.

Die Phenolase wird durch Blausidure gehemmt und angesichts der
Frage der Natur und des Wirkungsmechanismus des wirksamen
Prinzips im Extrakt I war es interessant, die Wirkung des Extrakts
auf das von Blausdure gehemmte Atmungssystem festzustellen.

Zu diesem Zweck wurde eine Versuchsreihe angestellt, in der
0.3 cm?® einer 6.103 m KCN-Losung einigen Gefissen entweder in
der Birne, oder sofort im Hauptraum zugesetzt wurde. Einem Teil
der Gefisse war Extrakt zugefiigt worden und dem anderen dest.
Wasser (als Kontrolle-Fliissigkeit).

Die Blausdurekonzentration im Gefiss, nach Einkippen der Flis-
sigkeit aus der Birne, betrug — das Gewebevolumen als Fliissigkeit
mit einbegriffen — 5.10~¢ m oder etwa I in 30.000. Die Ergebnisse
findet man in Tabelle 11, wihrend in Fig. 4 der Atmungsverlauf in
den Gefissen 1—4 veranschaulicht wird.

Es erwies sich, dass die benutzte Blausdurekonzentration eine
60—65 %ige Hemmung der Atmung hervorruft (Gefisse 2, 3, 6
und 7 — die Hemmung in den Gefissen 6 und 7 ist in der ersten
Stunde geringer, da sie nur von der gasformigen Blausidure, die aus
der KCN-Losung in der Birne entwichen war, herbeigefiihrt wurde).
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TABELLE 11. (8. Fig. 4).

Versuch: 25-11-38.

Hauptraum: 60 Schn. v. ¥ mm, ,,Eigenheimer”, in 2 cm® Phosphat-
Ezuft(‘;:f3 (pI-)I 6.2) und 0.3 cm? dest. Wasser, Extrakt oder KCN-Ldsung

.1 m).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser, Extrakt oder KCN-Lésung.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 5 %,

Vorbehandlung: gewissert,

Extrakt: wie in Tabelle 10 (Versuch 4), aber eingedimpft und wieder
gelost in dest. Wasser (Trockengewicht: 8 mg/cm?).

Ge- . verbrauchter Sauerstoff, mm?3/St.
fiss | Hauptraum %31me i ! »
Nr. (Zusatz) . | 2 3 | 4Su
1 dest. Wasser | dest. W, 38.2 39.5 44.5 46.4
2 KCN-Losung | dest. W, 13.9 16.4 12.2 14.5
3 KCN-L6sung | Extrakt I 16.8 15.6 13.3 13.8
4 dest. Wasser | Extrakt I 39.7 68.9 67.8 70.2
5 Extrakt [ dest. W. 55.5 60.6 65.4 67.2
6 Extrakt 1 KCN-Lés. 23.2 16.9 12.§ 12.5
7 dest. Wasser | KCN-Los. | 21.9 17.5 172 | 174
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Die Wirkung des Extrakts, die in den Gefissen 4 und s, also im
Blausidure-freien Milieu, deutlich dargelegt wurde, unterblieb jedoch
vollig auf die durch HCN gehemmte Atmung (Gefidsse 3 und 6).
Aus diesem Versuch geht somit hervor, dass der Extrakt keine
Wirkung auf den nicht-gehemmten Bruchteil der Atmung ausiibt,
sondern nur auf den Blausdure-empfindlichen Teil einwirkt.

Wie oben erwihnt, soll nach BOSWELL u. WHITING das Blausiure-
empfindliche Polyphenoloxydasesystem zwei Drittel der normalen
Kartoffelatmung umfassen. Falls das ,,residuale’ Drittel der Atmung
nicht oder nur schwach durch Blausdure inaktiviert werden sollte
— analog dem HCN-unempfindlichen ,,gelben” Oxydationsfer-
ment — so wiirde bei den niedrigen Blausidure-Konzentrationen nur
das Polyphenoloxydasesystem, also /3 der Gesamtatmung, gehemmt
werden kdnnen.

Mit diesem Bild vor Augen liegt bei erneuter Betrachtung der
Versuchsergebnisse der Gedanke nahe, dass die erzielte Hemmung
von 60—65 %, sich durchaus auf das Polyphenoloxydasesystem be-
zieht und dass das wirksame Prinzip im Extrakt I nur dieses System
aktiviert.

Zwar ist nicht bewiesen worden, dass auch durch hohere Blau-
siure-Konzentrationen keine Hemmung der ,,residualen’ Atmung
von BosweLL u. WHITING hervorgerufen werden kann (quantitative
Versuche zur Feststellung der maximalen Hemmung waren nicht
beabsichtigt und die Arbeit von B. u. W. gelangte erst nach Ab-
schluss der Versuche zur Kenntnis des Verfassers), aber es liegt auf
der Hand anzunehmen, dass im beschriebenen Falle hauptsichlich,
wenn nicht ausschliesslich, das Polyphenoloxydasesystem durch
HCN inaktiviert wird.

e. Thermostabilitdt. Meistenteils waren die benutzten Extrakte
vorher, zur AbtStung etwaiger Bakterien oder Pilzsporen, aufge-
kocht oder autoklaviert worden (bei einem Uberdruck von 1, Atmos-
phire (112° C) wihrend ¥, Stunde). Die Aktivitit, die diese Extrakte
immerhin beibehielten, weist schon darauf hin, dass das wirksame
Prinzip gewissermassen wirmebestindig ist und nicht durch Erhit-
zung bis 112° C zerstért wird. '

Die Thermostabilitit geht ausserdem klar hervor aus Tabelle 12,
aus der sich ergibt, dass auch nach wiederholtem Autoklavieren die
Wirkung des Extrakts sich nahezu ungeschwicht behauptet. (In
anderen Versuchen wurde zwar zuweilen eine etwas grossere Inakti-
vierung konstatiert). .

Dagegen ist aus diesem Versuch auch ersichtlich, dass der zur
Trockne gedampfte Extrakt einen Teil seiner Wirkung bei dieser
Behandlung eingebiisst hat. Dabei muss in Betracht gezogen werden,
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TABELLE 12.

Versuch: 20-12-38.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
(pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® Extrakt I oder dest. Wasser.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: 0.390 g Trockenmyzel (Kultur: 20/5—11/6/38) in 20 cm?® dest.
Wasser extrahiert.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- . -
- mm?3/ in Proz. d. ersten
tﬁis . Zusaz . Stunde Stunde
' ' I. St 2. 3. 4.St
1 dest, Wasser 35.5 126 131 149
2 Extrakt, aufgekocht 36.6 181 183 198
3 Extrakt, 2 X autoklaviert 36.0 179 180 200
4 Extrakt, eingeddmpft und wie-
der gelost 35.5 167 156 176

dass der frisch-hergestellte wisserige Extrakt, auch nach dem Zentri-
fugieren (max. 2000 Touren pro Minute) keine vollig klare Losung,
sondern eine feine Suspension darstellt, in der die Teilchen sich nur
sehr langsam absetzen. Beim Einddmpfen bilden diese unléslichen
Teilchen ein diinnes Hiutchen, das nach der Wiederlésung des
Extrakts im Eindampfschilchen zuriickbleibt. Es wire nun denkbar,
dass ein Teil der atmungsaktiven Stoffe, denaturiert oder nicht, sich
in diesem Hiutchen befand. Es ist also moglich, dass entweder das
wirksame Prinzip durch Wasserentziehung oder durch Umwandlung
bei Erhitzung im trocknen Zustand seine Wirkung teilweise irrever-
sibel verliert, oder dass der Aktivitdtsverlust beim Einddmpfen durch
Einschliessung oder Bindung eines Teils der fraglichen Stoffe in der
unléslichen Fraktion verursacht wird.

f. Lslichkeit in Athylalkohol. Die Léslichkeit der atmungsakt1v1e-
renden Stoffe in absolutem Athylalkohol und in 71 %igem Athyl-
alkohol, im Vergleich zu der in Wasser, geht hervor aus dem in
Tabelle I3 erwihnten Versuch.

Gleichgrosse Mengen des Trockenmyzels Wurden mit Alkohol
(100 % oder 71 %) oder mit Wasser extrahiert. Die Extrakte wurden
alle auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft und dann in dest.
Wasser gelost. Der wisserige Extrakt war klar (vom unléslichen
Hiutchen abgesehen), mit einer braungelben Farbe, wihrend der mit
absolutem Alkohol hergestellte Extrakt klar und farblos und der mit



202

TABELLE 13.

Versuch: 10-1-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
(pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: je 4 g Trockenmyzel 1 Stunde extrahiert in dest. Wasser,
abs. Alkohol oder 71 %igem Alkohol, zentrifugiert, eingedampft, ge-

- 16st in § cm?® dest. W.

Ge verbrauchter Sauerstoff

fiss Zusatz mm3/Stunde | in Proz. d. ersten St.
Nr.

I. Stunde | 2. 3. 4. 5.St

I dest. Wasser 65.0 106 114 123 I3I
2 wiiss. Extrakt 65.6 I31 129 139 149
3 abs. Alk. Extrakt 68.3 12§ 120 I3I I35
4 »  » » 67.3 127 125 132 138
5 71 % Alk. Extrakt 61.3 142 I40 I49 152
6 » » » 68.4 142 140 147 152

71 %igem Alkohol bereitete Extrakt gelb und schwach getriibt war,
mit einem Niederschlag am Boden.

Beim Vergleich der Ergebnisse in Tab. 13 zeigt es sich sofort,
dass der 71 %ige Alkoholextrakt die kriftigste Wirkung auf die
Atmung ausiibt; der wisserige Extrakt folgt an zweiter Stelle und
die Wirkung des 100 9%,igen Alkoholextrakts ist noch bedeutend
schwicher. Die Loslichkeit der wirksamen Stoffe in diesen Losungs-
mitteln ldsst sich somit wie folgt abstufen: 71%, Alkohol >Wasser>
100 %, Alkohol.

g. Loslichkeit in Ather und in Chloroform. Mit Riicksicht auf
nachher zu erwidhnende Versuche war es wichtig zu ermitteln, ob
das wirksame Prinzip l6slich oder unléslich in Diéthylither ist. Dazu
wurde Myzelpulver im Soxhlet-Apparat mit peroxyd-freiem Ather
extrahiert. Der Atherextrakt wurde eingedidmpft und in dest. Wasser
gelost. Der dtherunlosliche Riickstand wurde, nach Entfernung
der Atherreste, in dest. Wasser extrahiert. Beide Extrakte wurden in
einigen Verdiinnungen im Atmungsversuch auf ihre Wirkung unter-
sucht.

Wie Tabelle 14 zeigt, iibt die dtherlosliche Fraktion nur eine ge-
ringe Wirkung aus, im Vergleich zu der dtherunldslichen Fraktion.
Aus diesem Versuch ldsst sich also folgern, dass das wirksame Prinzip
hochstens eine geringe Loslichkeit in Ather aufweist. In diesem Falle
war von einer relativ sehr grossen Menge Pilzmaterial (1.75 g) aus-
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TABELLE 14.

Versuch: 17-8-38.

Hauptraum: 350 Schn. v. 3 mm, ,,Muizen”, annihernd gleich auf
7 Gefisse verteilt, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt I,

Einsatz: 0.6 cm?® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: 1.75 g Trockenmyzel mit Ather extrahiert, atherloshcher Teil

eingeddmpft und geldst in 5 cm® dest. Wasser; Riickstand extrahiert
in § cm?® dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- . s -
” mm?3/ in Proz. d. ersten
%ﬁ_s Zusatz Stunde Stunde
1. Stunde 2. 3. 4. St.
I dest. Wasser durchschn. 112 123 128
99.2 mm?
2 dtherlosl. Fraktion pro 6o
unverdiinnt | Schnitten 144 130 128
3 » 9 » Verd. 1:3 130 127 141
4 dtherunlosl. Fraktion
unverdiinnt 168 160 153
5 » 3 » Verd. 1:5 - 167 169 189

TABELLE 15,

Versuch: 23-12-38. .
Ha(ugly_;ra6un)1 30 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
P 2

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt 1.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: 1 g Trockenmyzel (Kultur: 31/10—21/11/38) in 20 cm? dest.
Wasser extrahjert; ein Teil des Extrakts umgeschiittelt mit Ather,
ein anderer Teil mit Chloroform; die éther- und chloroformunléslichen
Fraktionen eingedimpft und wieder gelost in dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- . " .
- : mm?/ | in Proz. d. ersten
fass Zusatz Stunde Stunde
LSt | 2. 3. Stunde
I dest. Wasser 51,7 108 130
2 Extrakt I, unbehandelt 52.6 154 165
3 » s m/Ather umgeschiittelt | 54.8 133 150
4 2 s m/Chloroform
umgeschiittelt| 48.8 139 150 -
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gegangen, dessen beide Fraktionen in nur § cm® dest. Wasser geldst
wurden. Die Konzentration der atmungsaktivierenden Stoffe in der
dtherunl6slichen Fraktion musste somit ausserordentlich hoch ge-
wesen sein. Merkwiirdigerweise rief diese Fraktion im unverdiinnten
Zustand keine besonders grosse Atmungserhhung hervor, sondern
zeigte einen riickldufigen Effekt, der auf das sekundire Auftreten
einer Hemmung hinweisen diirfte.

Vielleicht hatten die wirksamen Stoffe in dieser hohen Konzen-
tration einen schidigenden Einfluss. Die Wirkung des verdiinnten
Extrakts (1 in §) war allerdings nicht beeintrichtigt und iiberstieg
diejenige der unverdiinnten Fliissigkeit. Ahnliche Hemmungseffekte
mit hohen Extraktkonzentrationen wiederholten sich auch in einigen
anderen Fillen. ‘

Aus einem weiteren Versuch (7abelle 15), in dem der wisserige
Extrakt mit Ather oder mit Chloroform umgeschiittelt wurde und
die nicht in Ather oder in Chloroform loslichen Fraktionen durch
Eindimpfen von Ather- und Chloroformresten befreit worden waren,
stellte sich heraus, dass jedenfalls ein grosserer Teil der wirksamen
Stoffe in der wisserigen Losung hintergeblieben war (ein anderer Teil
wird beim Eindimpfen verloren gegangen sein).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die atmungsaktivierenden
Substanzen im Extrakt I nicht oder nur in geringem Masse in Ather
und in Chloroform l6slich sind.

h. Aktivitdt nach Veraschung. Um fest zu stellen, ob die Wirkung
des Extrakts auf die Anwesenheit organischer Verbindungen und
nicht etwa auf Spuren eines schweren Metalls zuriickzufiihren war,
wurde der Extrakt, sowohl wie das Pilzmyzel im Platintiegel gegliiht
und die Asche mit Hilfe von Salpetersidure gelost. Diese Losung
wurde zur Trockne gedampft, die Riickstinde wurden in. dest.
Wasser geldst und im Atmungsversuch getest.

Aus Tabelle 16 geht klar hervor, dass die Wirkung der fraglichen
Stoffe auf die Atmung nach Veraschung vollstindig verschwunden
ist und dass somit von einer etwaigen Wirkung schwerer Metalle in
dieser Hinsicht nicht die Rede sein kann.

i. Adsorption an das Seitz-Filter und an Kohle. Vorldufige Ver-
suche zeigten, dass der Extrakt nach Filtrierung durch ein Seitz-
Asbestfilter den grossten Teil seiner Wirkung eingebiisst hatte. Zur
Herstellung steriler Extrakte war dieses Filtrierungsverfahren daher
ungeeignet, aber der Befund, dass ein Teil der atmungsaktivierenden
Stoffe von dem Filter adsorbiert wird, war indessen von grosser
Bedeutung, da er einen Weg eréffnete zur Anreicherung und Tren-
nung der fraglichen Substanzen. Es erwies sich bald, dass das
wirksame Prinzip auch von aktiver Kohle leicht adsorbiert wird.
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TABELLE 16.

Versuch: 24-1-39.
szu%tt%un)l 30 Schn. v. 1 mm, ,,Elgenhelmer , in Phosphatpuffer
p 2
Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt I.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 9.
Vorbehandlung: gewissert.
Extrakt: Gefiss 4 — 0.5 g Trockenmyzel verascht und gelést in § cm‘
dest. Wasser;
Gefidss 5 — 0.5 g Trockenmyzel in 20 cm® 72 %igem Alk. extra-
hiert, zentrifugiert, eingeddmpft und geldst in § cm® dest. Wasser;
Gefisse 6 u. 7 — 1 cm?® dieses Extrakts verascht und gelost in
I cm® dest. Wasser.

Ge verbrauchter Sauerstoff
fdss Zusatz : mm?3/Stunde lin Proz. d. ersten St.
Nr.
.St. | a2 3. St
1 dest. Wasser ) 67.6 104 113
2 » » . 68.7 106 117
3 ’» 69.3 106 119
4 veraschtes Myzel 67.7 . 109 118
5 Extrakt I, nicht verascht 64.5 144 145
6 2 » verascht 60.4 107 118
7 » > » 67.2 104 112
TABELLE 17.

Versuch: 1-11-38.

Ha(u;l){traun; 60 Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
pH 6.2

Birne: 0.6 cm® dest. Wasser oder Extrakt 1.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: 0.585 g Trockenmyzel (Kultur: 20/5—11/6/38) in 30 cm?
dest. Wasser extrahiert, zentrifugiert, teilweise durch sterile Seltz-
Filter (K oder EK) filtriert, Rest aufgekocht.

Ge verbrauchter Sauerstoff
tiiIss Zusatz mm?/Stunde | in Proz. d. ersten St.
N 1. Stunde | 2. 3. St.
I dest. Wasser C 40.7 90 118
2 Extrakt I 40.0 180 175
3 » » Seitz K-filtriert 37.5 124 144
4 s » Seitz EK-filtriert 39.2 119 130
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Seitzfilteradsorption. Die Adsorbierbarkeit dieser Stoffe an
das Seitz K-Filter (Klirungsfilter) und an das Seitz EK-Filter
(Entkeimungsfilter) wurde verglichen. Aus dem Versuch ( Tabelle 17)
ist ersichtlich, dass das feinere EK-Filter die atmungsaktivierende
Wirkung des Extrakts am stdrksten verringert und somit eine hohere
Adsorptionstitigkeit als das K-Filter besitzt.

Dass die Inaktivierung des Extrakts tatsichlich auf Adsorption
der wirksamen Stoffe beruht, wird im folgenden Versuch nach-
gewiesen, in dem es gelang diese Stoffe vom Filter abzutrennen und
dieselben wieder in aktivem Zustand in der Losung zuriickzugewin-
nen (Tabelle 18). Die Elution erfolgte mit Aceton-Ammoniak (60 %,-
iges Aceton + 2.5 % Ammoniak, nach K&GL u. TONNIS, 1936).

TABELLE 18.

1. Versuch: 15-8-39.

Hauptraum: 30 Scha. v. I mm, ,,Muizen”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: Myzeldecken aus 10 Kolben (500-cm? Erlenmeijer mit je 40 cm®
verdiinnter RICHARDs-Losung (3 x), (Kultur 8/7—12/8/39), in
400 cm?® dest. Wasser 4 St. im Wasserbad extrahiert, filtriert.
100 cm? dieses Extrakts durch steriles Seitz EK-Filter filtriert.

Ge verbrauchter Sauerstoff

fiss Zusatz mm?/Stunde | in Proz. d. ersten St.

Nr.
f 1. Stunde 2. 3. 4. §.St
1 dest. Wasser 78.8 o8 I1II 113 II9
2 Extrakt I 78.7 126 123 122 126
3 s s Seitz-filtriert 78.5 I1I7 I2I 120 125

2. Versuch: 16-8-39.
Hauptraum, Birne, Einsatz und Vorbehandlung: wie oben.
Extrakt: wie oben, Seitz-Filterplatte mit 50 cm® Aceton-Ammoniak
eluiert; Eluat eingedimpft und geldst in 50 cm?® dest. Wasser.

Ge- verbrauchter Sauerstoff

fiss Zusatz mm?3/Stunde | in Proz. d. ersten St.
Nr. 1. Stunde | 2. 3. 4. s.St
I dest. Wasser 66.3 | II12 112 II16 II9
2 Extrakt I, Seitz-Eluat 64.7 136 127 130 132

Die Adsorption, die in diesem Falle erzielt wurde, war deswegen
ziemlich gering, weil eine grossere Menge des Extrakts — 100 cm® —
durch eine Filterplatte filtriert wurde. Die beschrinkte Adsorptions-
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kapazitit des Filters konnte die Fliissigkeit dabei nur teilweise
inaktivieren.

Kohleadsorption. Eine quantitative Inaktivierung des Extrakts
durch Behandlung mit Aktivkohle erfolgte nur mit grosseren Mengen

TABELLE 19. (s. Fig. 5).

Versuch: 27-10-38. '

Hazu;l)_;raun)l: 60 Schn. v. § mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
pH 6.2).

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,

Vorbehandlung: gewissert. :

Extrakt: 0.221 g Trockenmyzel (Kultur: 12/9—6/10/38) in 50 cm®
dest. Wasser extrahiert, aufgekocht; ein Teil des Extrakts einmalig
mit Aktivkohle (Carbo absorbens), ein anderer Teil zweimalig mit
Kohle behandelt, zentrifugiert.

Ge verbrauchter Sauerstoff
fiss Zusatz mm?/Stunde | in Proz. d. ersten St.
Nr.
* 1. Stunde | 2. 3. 4. 5.St
b | dest. Wasser - §0.4 116 120 132 136
2 Extrakt I 55.7 156 147 160 164
3 P > I X m/Kohle
beh. 54.7 ISI 137 147 148
4 2 » 2 X m/Kohle
beh. 54.0 I2I I20 130 134
Exipl
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Figur s, s. Tabelle 19.
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Kohle oder erst nach wiederholter Kohlebehandlung ( Tabelle 19 und
Fig. 5). Die Adsorbierbarkeit der aktiven Stoffe war auch hier
reversibel.

Es zeigte sich, dass die Adsorption in alkoholischem Milieu erfolg-
reicher ist als im wisserigen Extrakt, wihrend auch das Kohle-Eluat
im ersten Falle eine bedeutend kriftigere Wirkung im Atmungs-
versuch aufweist (Tabelle 20).

TABELLE 20.

Versuch: 2-11-38.

szu;la_[tr%un)x: 60 Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p .2).

Birne: 0.6 cm® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.4 cm?® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: 0.390 g Trockenmyzel (Kultur: 20/5—11/6/38) in 20 cm®
96 %igem Alkohol extrahiert, zentrifugiert;
die Hilfte eingeddmpft, gelost in 10 cm?® dest. Wasser, mit } g Kohle
(Carbo abs.) behandelt, zentrifugiert, Kohle mit Acet. Amm. eluiert,
Eluat zentrifugiert, eingedampft, gelost in 5 cm® dest. Wasser;
die zweite Hilfte sofort mit } g Kohle behandelt, zentrifugiert, Filtrat
eingedimpft und geldst in 10 cm?® dest.Wasser, Kohle mit Acet. Amm.
eluiert, zentrifugiert, Eluat eingedimpft und gelost in § cm® dest.

. Wasser.
ff
Ge- verbrauchter Sauersto!
fiss Zusatz mm?/Stunde | in proz. d. ersten St.
Nr.
1. Stunde l 2. 3. St.
b ¢ dest. Wasser 40.4 118 129
2 Filtrat der Kohlebehandlung
in wisseriger Losung 41.0 130 128
3 Eluat der Kohlebehandlung
in wisseriger Losung 41.5 148 135
4 Filtrat der Kohlebehandlung
in alkoholischer Lésung 40.3 125 129
s Eluat der Kohlebehandlung
in alkoholischer Losung 40.6 177 176

Nicht nur an Tierkohle (Carbo absorbens), sondern auch an
Noritkohle kann das wirksame Prinzip adsorbiert werden. Neben
Aceton-Ammoniak wurde auch Pyridin-Methylalkohol (nach ORLA-
JENSEN, 1936) in einigen Fillen mit Erfolg als Elutionsmittel benutzt.

j. Extrakt aus Myzelien, gebildet in durchliifteter und in nicht-
durchliifteter Kultur. Nachdem festgestellt worden war, dass die
atmungsaktivierenden Stoffe vom Pilz in Reinkultur gebildet werden,
lag es nahe zu untersuchen in welchem Masse die Bildung dieser
Stoffe von den Kulturbedingungen beeinflusst wurde. In diesem
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Zusammenhang wurde die Aktivitit des in aerobem Milieu gebil-
deten Pilzmyzels verglichen mit der des unter ziemlich anaeroben
Verhiltnissen gewachsenen Pilzmaterials.

Das Ausgangsmaterial fiir die iibliche Extraktherstellung wurde,
wie oben erwihnt, in Kolben in einer diinnen Schicht der Nihr-
lsung gezogen. Unter diesen aeroben Bedingungen zeigte der Pilz
ein schnelles Wachstum. Im zuckerreichen Milieu tritt auch
Girung auf — das Girungsvermogen der Fusarien ist neben dem
der Sprosspilze allgemein bekannt — und diese Eigenschaft ermog-
licht offenbar dem Pilz in submersen, also in ziemlich anaeroben
Umstidnden ein gewisses Wachstum. Um zu ermitteln ob die Bildung
der wirksamen Stoffe mit den Atmungsbedingungen des Pilzes —
und eventuell mit dessen Stoffwechselmechanismus — im Zu-
sammenhang gebracht werden koénnte, wurde folgender Versuch
angestellt.

Zwei 750-cm?® Erlenmeijerkolben, die je 600 cm? sterile RICHARDS-
Nihrlosung enthielten, wurden mit § cm® einer Sporensuspen-
sion von Gibberella Saubinetii geimpft. Einer der Kolben wurde
mittels eines fein ausgezogenen Glasrohrs, das bis an den Boden
reichte und durch das, via eine Druckflasche und ein steriles Watten-
filter, ein stetiger Luftstrom gepumpt wurde, durchliiftet. In dem
anderen Kolben, der ruhig stehen blieb, wuchs der Pilz, ausgenom-
men an der kleinen Oberfliche, unter nahezu anaeroben Bedin-
gungen. :

Der erste Kolben lieferte in 9 Tagen eine Ausbeute von 1.120 g
Trockenmyzel, wihrend der andere, in dem das Wachstum lang-
samer erfolgte, in 17 Tagen 1.163 g produzierte.

Extrakte wurden aus gleichen Gewichtsmengen Trockenmyzel
hergestellt. Aus Tabelle 21 geht hervor, dass die von beiden Ex«
trakten hervorgerufene Atmungserhohung im Anfang nahezu gleich
war, nimlich etwa §5—60 9%, iiber der Kontrolle (dest. Wasser).
Im weiteren Verlauf des Versuchs zeigte sich jedoch ein kleiner
Unterschied, dadurch, dass der Effekt des Pilzmyzels aus der nicht~
durchliifteten Kultur in 4 Stunden bis auf die Hilfte zuriicklief,
wihrend die Erhohung der Atmung durch den Extrakt aus der
durchliifteten Pilzkultur nur auf 3/, oder 4/; der urspriinglichen Zahl
(iiber dem Kontrollewert) herabsank. '

In spiteren Versuchen wird dargelegt werden, dass in Reinkultur
nicht nur atmungsaktivierende, sondern auch atmungshemmende
Stoffe gebildet werden kénnen. Der starke Riickgang der Atmungs-
erhShung im ersten Falle konnte vielleicht der Bildung solcher
hemmenden Faktoren in der nicht-aerierten Pilzkultur zugeschrieben
werden. '

14
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TABELLE 2r.

Versuch: 21-4-39.
Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje’’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt I.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,
Vorbehandlung: gewissert.
Extrakt: 1 g Trockenmyzel in 10 cm?® dest. Wasser autoklaviert, ab-
zentrifugiert.
Durchliiftete Kultur: 17/1—26/1/39.
Nicht-durchliiftete Kultur: 17/1—3/2/39.

Ge verbrauchter Sauerstoff
fiss Zusatz ‘mm?3/Stunde | in Proz. d. ersten St.
- Nr.
) 1. Stunde 2. 3. 4. 5.8t
1 dest. Wasser 47.7 104 119 118 135
2 Extrakt I,
aus durchl. Kult, 50.0 164 172 168 179
3 id. 44.2 1s8 170 166 178
T4 Extrakt I, :
aus nicht-durchl. Kult. 47.1 165 169 157 167
.5 id. 47.3 164 168 158 165

Wenn auch die Durchliiftung der Nahrflissigkeit zur Erzielung
einer guten Ernte zu bevorzugen ist, so iibt sie jedenfalls keinen
grossen Einfluss auf den Gehalt des Pilzmyzels an atmungsaktivie-
renden Stoffen aus.

k. Wirkung auf die Atmung von Gewebezylindern. Den Ausgangs-
punkt der vorliegenden Arbeit bildete die in Absch. IV dargelegte
Atmungserhohung infizierter Gewebezylinder. Die Wirkung des
Myzelextrakts auf die diinnen, gewésserten Gewebeschnitten wurde
im vorhergehenden festgestellt und die Frage warf sich auf in wel-
chem Masse auch die Atmung grosserer Gewebeteile, wie Kartoffel-
zylinder, auf diesen Einfluss reagieren wiirde.
~ Zur Beantwortung dieser Frage wurde von mehreren frisch-
geschnittenen Gewebezylindern zunichst die Atmungsgrosse fest-
gestellt. Sodann wurde ein Teil der Zylinder 10 Minuten im Extrakt I
untergetaucht, wihrend die anderen sich in dieser Zeit in sterilem
dest. Wasser befanden. Nach Abldschen der anhidngenden Fliissig-
keit mittels sterilen Filtrierpapiers wurde der Atmungsversuch mit
denselben Zylindern fortgesetzt (Tabelle 22).

In diesem Versuch kamen Zylinder aus verschiedenen Teilen der
Knolle — ndmlich innerhalb und ausserhalb des Gefissbiindelringes
ausgeschnitten — zur Anwendung und deswegen war die Anfangs-
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TABELLE 22.

Versuch: 18-1-39.

Hauptraum: 1 cm® KOH 25 % und 2 cm?® dest. Wasser.

Birne: leer.

Einsatz: Kartoffelzylinder (,,Eigenheimer’’), frisch-geschnitten, 30 x 6

mm,

Extrakt: Myzelriickstinde aus Versuch r0-1-39 (Tab. 13) in 30 cm?
dest. Wasser extrahiert, abzentrifugiert, eingeddmpft, ausgezogen mit
10 cm?® 80 %iger Alk., Niederschlag abzentrifugiert, Filtrat emge-
dimpft und gelést in 15 cm?® dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- Urspriingliche Zylinder 3 .
fiss Lage v getaucht Sttr:lunn}d/e In Pr%zt. d(.ieersten
Nr. d. Gewebes in un
1. St | 2. 3. 4.8t
I |Markgewebe dest, W, 37.3 87 108 102
.2 » - Extrakt I 439 100 I40 I35
3 |Innerh. d. ’
Gefissbiindelringes| dest. W. 47.9 85 94 90
4 |Innerh. d. .
Gefissbiindelringes | Extrakt I 46.5 106 134 141
§ |Ausserh. d
Gefissbilindelringes| dest. W. 54.4 8o 93 94
6 |Ausserh. d. ’
Gefissbiindelringes| Extrakt I 54.4 109 129 133

atmung der Zylinder ziemlich ungleich (s. auch Abschn. III-3b
und Tab. 7).

Alle der Extraktwirkung ausgesetzten Zylinder zeigten, im Ver-
gleich mit der Kontrolle, eine deutliche Zunahme der Atmungs-
grosse. Der Effekt entwickelte sich langsamer, als bei Gewebe-
schnitten — die starke Erhohung wurde erst in der dritten Stunde
beobachtet — und dieser Befund weist darauf hin, dass die wirk-
samen Stoffe langsamer als in die Schnitten in die an der Atmung
beteiligten Schichten der Zylinder hineindringen. Weil aus den
Versuchen mit den diinnen Schnitten Klar hervorgeht, dass die
Wirkung des Extrakts nicht etwa auf eine Anderung der Gas-
diffusionsgeschwindigkeit zuriickzufiihren war, ist die Annahme
naheliegend, dass die nachtrigliche Erhéhung der Atmung von der
Beteiligung tieferliegender Zellschichten, in welche die aktivierenden
Substanzen erst spiter hineindiffundierten, hervorgerufen wurde.
Man muss hierbei bedenken, dass die Atmung dieser der Luft aus-
gesetzten und noch nicht verkorkten Gewebezylinder nicht durch
mangelnden Sauerstoffzutritt auf die dussersten Zellschichten be-
schriankt ist, sondern dass auch ein Teil der tieferliegenden Zellen
zu der ,,aktiv”’ atmenden Zone (s. Abschn. III-1) gehéren.
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1. Wirkung auf die Atmung frischgeschnittener Scheibchen. Im
Vergleich zu den gewisserten Schnitten reagierte die Atmung der
frischgeschnittenen Scheibchen weniger stark auf den Extraktzusatz,
aber die Atmungssteigerung setzte im letzteren Falle ebenfalls schon
in der ersten Stunde nach dem Einkippen des Extrakts ein.

TABELLE 23.

Versuch: 16-1-39.
Hazu;l)iraun;: 60 Schn. v, } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
pH 6.2).

Birne: 0.3 cm® dest. Wasser oder Extrakt I.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,

Frisch-geschnittenes Gewebe.

Extrakt: 1 g Trockenmyzel (Kultur: 31/10—21/11/38) in 20 cm? 80 %~
igem Alkohol wihrend 1§ Minuten bei 80—90° C. extrahiert, ab-
zentrifugiert, eingeddmpft, gelost in 5 cm® dest. Wasser (Trockenge-
wicht: 14 mg/cm3), verdiinnt mit dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- .
tl'filss Zusatz Verdiinnungen Sx?umn:i/e n P’é’fﬁn‘é; ersten
I.
LSt | 2 3. 4.St
1 dest. Wasser 42.3 92 97 103
2 Extrakt 1 1:10% 40.9 98 109 114
3 2 I1:10 43.9 112 118 121
4 " unverdiinnt 48.8 145 129 134

Diese Tatsachen sind ersichtlich aus Tabelle 23. Dieser Versuch
ist zu vergleichen mit Versuch § in Tabelle 10, in dem derselbe
Extrakt auf gewisserte Schnitten einwirkte. Die geringere AKtivie-
rung der Atmung frischgeschnittener Scheibchen, die sich auch aus
anderen Versuchen immer wieder ergab, kann nicht lediglich von
einer geringeren Permeabilitit der Zellen verursacht werden. In
diesem Falle hitte der Effekt erst langsam hervortreten und nicht
bereits in der zweiten Stunde — wie der Versuch zeigt — seinen
Maximalwert erreichen miissen. Vielmehr sei unseres Erachtens die
Erscheinung der physiologischen Disposition des frischgeschnittenen
nicht-gewisserten Gewebes zuzuschreiben, bei der die potentielle
Atmungskapazitit offenbar einer Hemmung unterlegen ist, wie auch
aus der niedrigen Atmungsgrosse der nicht-vorbehandelten gegen-
iiber jener der gewisserten Schnitten hervorgeht.

m. Bartumfdllung. Zucker haben einen gewissen Einfluss auf die
Atmung. Dieser ,,Zuckereffekt’’ wird spiter noch erwihnt werden.
Der Extrakt I zeigte allerdings eine negative Reaktion mit dem
Lurrschen Reagens — dieses Reagens (SCHOORL, 1937) wurde statt
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der FEHLINGschen Losung zum Nachweis reduzierender Zucker
gebraucht — und enthielt somit hochstens Spuren reduzierender
Zucker (mit Lurrschem Reagens ergab eine 0.01 %,ige reine Glukose-
Losung noch eine sichtbare Reaktion), so dass ein ,,Zuckereffekt”
des Extrakts von vornherein bereits sehr unwahrscheinlich war.

Um diese Angelegenheit noch weiter sicher zu stellen wurde nach
der Methode von BaBa (1935) versucht, etwaige Zucker mit methyl-
alkoholischem Bariumhydroxyd zu fillen.

Ba(OH)2 ist loslich in Methylalkohol, wihrend die Barium-
Saccharate bei Zimmertemperatur nicht oder nur schwer loslich
sind. Mit Hilfe von Kohlensdure kann der Niederschlag zerlegt und
der Zucker zuriickgewonnen werden. .

Trockenmyzel wurde mit 85%igem Methylalkohol extrahiert und
der Extrakt mit einem Uberschuss einer gesittigten, methylalkoholi-
schen Bariumhydroxydlésung versetzt. Der ausgeschiedene Nieder-
schlag wurde abzentrifugiert und mit CO, in dest. Wasser zerlegt.
Etwaige Zucker wiirden sich in dieser Flissigkeit befinden. Im
Atmungsversuch zeigte diese Fraktion jedoch keine Wirkung und
ein ,,Zuckereffekt’” unterblieb also auch hier. Nach dem Ab-
zentrifugieren wurde das Filtrat der Bariumfillung mit verdiinnter
Schwefelsdure neutralisiert. Es entstand ein Niederschlag von BaSO,,
der abzentrifugiert wurde. Das klare Filtrat wurde zur Trockne
gedampft und in dest. Wasser gelost. Es zeigte nur eine niedrige
Wirkung (etwa 109, Erh6hung) auf die Atmung, wihrend die
BaSO,-Fillung, in dest. Wasser suspendiert, eine bedeutende Ak-
tivitit (30 bis 35 9%, Erhohung) aufwies. Da eine reine BaSO,-
Suspension keinen Effekt hatte, liegt es nahe anzunehmen, dass das
wirksame Prinzip grosstenteils vom BaSO,-Niederschlag adsorbiert
wurde. Versuche um es auszuwaschen hatten nur geringen Erfolg.

n. Extrakte verschiedener Pilze. Die bis jetzt erwihnten Ergeb-
nisse wurden erzielt mit Myzelextrakten von Gibberella Saubinetii.
Die wichtige Frage ergab sich, ob auch andere Pilze atmungsaktivie-
rende Stoffe in ihren Myzelien enthalten. Zur Losung dieses Pro-
blems wurden nicht nur eine Anzahl anderer Fusarien — und zwar
vor allem diejenigen Fusarien, die als Parasiten der Kartoffelknolle
bekannt sind — sondern auch zwei weniger verwandte Pilze, Rhi-
2octonia solani (ein bekannter Kartoffelparasit) und Trichoderma
lignorum (ein allgemeiner Saprophyt, der auf lebendigem Kartoffel-
gewebe kein Wachstum zeigt), gewidhit.

In Tabelle 24 (s. Fig. 6) werden einige Versuche, die in verschiede-
nen Jahreszeiten angestellt wurden, zusammengefasst. Es erwies sich,
dass die Myzelextrakte aller untersuchten Pilze eine deutliche Er-
hohung der Kartoffelatmung herbeifiihrten. Der erste Versuch zeigt



TABELLE 24.

1. Versuch: 22-9-38.
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Hauptraum: 6o
(pH 6.2).

Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt 1 (Gefiss 2 — 0.2 cm® Ex-

trakt I

).

Einsatz: 0.6 cm® KOH 25 9.
Vorbehandlung: gewissert. -
Extrakte: Gefiss 2 —0.175 g Trockenmyzel v. Gibb. Saub., Kultur:
Richards 14/5—24/5/38.
Gefiss 3 — 0.190 g Trockenmyzel v. Gibb. Saub., Kultur: Knop-
Zucker 25/7—7/9/38.
Gefiss 4 — 0.305 g Trockenmyzel v. Rhizoct. solani, Kultur: Knop-
Zucker 25/7—7/9/38.
Gefiss § — 0.160 g Trockenmyzel v. Trichod. lignorum, Kultur:
Knop-Zucker 25/7—7/9/38. Je extrahiert in § cm?® dest. Wasser und

abzentrifugiert.
Zusatz verbrauchter Sauerstoff
g:; mm?3/ in Proz. d. ersten
N. Pilzextr., Pilz of Stunde Stunde
von gezogen & 1. St. 2. 3. 4. St.
1 Kontrolle
(dest. W.) 86.8 100 108 114
3 Gibb. Saub.
(0.2 cm?®) Richards 85.9 176 181 197
3 Gibb. Saub.
(0.6 cm?) Knop-Zucker 87.5 164 178 183
4 Rhizoct. sol.
(0.6 cm?) » » 83.2 164 163 178
5 Trichod. lign. :
(0.6 cm?) ”» » 86.5 156 167 179
2. Versuch: 20-4-39. (s. Fig. 6).

Hauptraum: 30 Sc
Birne: 0.3 cm® dest. Wasser oder Extrakt I

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: 1 g Trockenmyzel (Kultur: 17/3—13/4/39) in 20 cm?® dest.
Wasser aufgekocht, dekantiert.

hn. v. 1 mm, ,,Bintje’’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

verbrauchter Sauerstoff
Ge- ' : :
. mm?/ in Proz. d. ersten
tﬁsrs Zusatz Stunde Stunde
I. St \ 2 3. 4. 5.5t

1 | dest. Wasser 44.5 99 114 117 124
2 » s 41.7 108 116 127 129
3 Extr. I F. coeruleum 42.3 148 172 168 174 .
4 s F. bulb, var. lyc. 46.0 141 157 155 163
5 s F. oxysporum f. 1 43.8 144 160 157 167
6 . G. Saubinetis 43.6 145 157 1S5 160
7 »»  F. trichothecioides 42.X 159 172 169 158




3. Versuch: 11-8-39.
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Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Muizen”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Birne: 0.3 cm? dest. Wasser oder Extrakt I.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 9%,.
Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: 1 g Trockenmyzel in 20 cm® dest. Wasser, 15 Minuten auf-

gekocht, filtriert.

Gefidss 3 — Kultur:
s 4 — Kultur:
» § — Kultur:
» 6 — Kultur:
» 7 — Kultur:

8—31/7/39 auf verdiinnter Nihrlésung (1:2).

12/4—19/5/39.

8—31/7/39 auf verdiinnter Nihrlésung (1:2).

17/3—22/5/39.
20/5—4/6/38.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- ’ 5
s mm?/ In Proz. d. ersten
%ﬁf Zusatz Stunde Stunde
LSt | 2 3. 4. 5. St
¢ dest. Wasser _ 78.5 101 107 113 118
2 » » 69.2 10§ 112 116 122 -
3 Extr. I F. trichothecioides 73.0 ISI 145 I41 139
4 » » 76.5 152 ISI 139 135
5 »  G. Saubinetit 73.9 143 144 152 156
6 9 W 74.3 IST 153 161 172
7 » » 31-_5 145 149 157 163
Extr1 g _ _—— Feoer
i e i 5 .. Foxysp.
sl DNon= 2 Ebully
160 P gt G.Saub.
/ #5 i Ftrich.
1501 g
& / // /
"c e/ g
S 1o / 1y
§130— .// aw
g / W
N A/ 4
0\0 .
St 4
< |/
| | | |
g 1ste 2te 31e yte 518 Stunde

Figur 6, s. Tabelle 24 (2. Versuch).
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die aktivierende Wirkung der Extrakte aus Myzelien von Gibberella,
Rhizoctonia und Trichoderma, die auf zuckerhaltiger KNoPscher
Nihrlosung gezogen wurden. Daneben wird zur Vergleichung die
Wirkung des tiblichen Gibberella-Extrakts (Pilz auf RICHARDS-
Losung gezogen) demonstriert, von dem eine kleinere Menge (0.2 cm®)
einen grosseren Effekt aufwies, als 0.6 cm® des erstgenannten Gib-
berella-Extrakts. Die chemische Beschaffenheit des Nihrbodens
bildet somit eine der Kulturbedingungen des Pilzes, die auf die
Produktion der atmungsaktivierenden Stoffe offenbar einen Einfluss
ausiiben.

Im zweiten Versuch kamen Extrakte aus gleichen Mengen
Trockenmyzel verschiedener Fusarien zur Anwendung. Alle weisen
eine deutliche Wirkung auf, obwohl die Effekte einigermassen aus-
einanderlaufen. In dieser Hinsicht erregt die Wirkung des F. fri-
chothecioides-Extrakts besondere Aufmerksamkeit: die ErhShung der
Atmung (iiber die der Kontrolle) sank in den letzten 2 Versuchs-
stunden schnell bis etwa auf die Hilfte herab. Von dem auffallenden
Verhalten dieses Extrakts wird in der zweiten Hilfte dieses Ab-
schnitts noch die Rede sein.

Schliesslich werden im dritten Versuch die Extrakte mehrerer
Kulturen von Gibberella Saubinetis und Fusarium trichothecioides
verglichen. Auch in diesem Falle wurden gleiche Gewichtsmengen
Trockenmyzel als Ausgangsmaterial verwendet. Die Leistungen der
Gibberella- Extrakte, wie die der F. frichothecioi des-Extrakte, weichen
nicht weit von einander ab, obwohl die Pilzkulturen teilweise auf
verdiinnter RICHARDS-Nihrlosung gezogen worden waren. Im
Anschluss an die obige Bemerkung iiber den Einfluss der chemischen
Zusammensetzung der Nihrlosung, scheinen somit die Konzen-
tration der Nihrstoffe, ebenso wie die Kulturdauer und — wie wir
im §j sahen — die Atmungsbedingungen des Pilzes, keinen bedeu-
tenden Einfluss auf die Bildung atmungsaktivierender Substanzen
auszuiiben.

Aus diesem Versuch ergibt sich auch wieder die riickliufige Wir-
kung des F. trichothecioides-Extrakts.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen zeigen, dass die Bildung
des wirksamen Prinzips sich keinesfalls auf Gibberella Saubinetit
oder gar auf die Gruppe der Fusarien beschrinkt, sondern dass
auch Pilze, die physiologisch-verschiedenen Gruppen angehéren —
und sogar reine Saprophyten — die fraglichen Substanzen in Rein-
kultur enthalten. Diese Tatsache wird noch betont durch die Fest-
stellung — wie in einem der folgenden Abschnitte gezeigt wird —
dass auch aus Sprosspilzen, wie Biackerhefe, ein atmungsaktivierendes
Prinzip extrahiert werden kann.
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Wir mochten daraus den Schluss ziehen, dass die Anwesenheit
atmungsbeférdernder Stoffe im Myzel unter den Pilzen eine allge-
meine Erscheinung ist. Jedenfalls besteht keine direkte Verbindung
zwischen der Bildung dieser Stoffe und den parasitiren Eigenschaften
eines Pilzes.

0. Zusammenfassung. 1. Der Myzelextrakt von Gibberella Saubi-
netii enthilt Stoffe, welche die Atmung des Kartoffelgewebes
(Scheibchen und Zylinder) erh6hen und zwar bis auf ein Niveau,
das — wenigstens wihrend der Versuchsdauer von einigen Stunden
— ziemlich konstant bleibt.

2. Die Grosse dieser Erhohung ist vom physiologischen Zustand
des Kartoffelgewebes abhingig, aber Extrakte, aus gleichen Ge-
wichtsmengen Trockenmyzel hergestellt, rufen, wenn gleichzeitig
auf das Gewebe einer Knolle getest, einen nahezu gleichen Effekt
hervor. Die Dauer der Reinkultur und das Alter des Trockenmyzels
scheinen auf die Anwesenheit der atmungsaktivierenden Stoffe
keinen wesentlichen Einfluss auszuiiben.

3. Noch in starker Verdiinnung verursacht der Extrakt eine
Atmungssteigerung, sodass die aktiven Stoffe auch in geringen
Konzentrationen wirksam sind.

4. Der Atmungsquotient des Kartoffelgewebes wird vom Extrakt
nicht gedndert: der erhohte Sauerstoff-Verbrauch geht also mit einer
in gleichem Masse gesteigerten Kohlensdure-Bildung zusammen.
Die ,,Atmung” eines Gewebebreis wird durch Extraktzusatz nicht
merklich erhéht. Diese Tatsachen weisen darauf hin, dass die
beobachtete Steigerung des O,-Verbrauchs tatsichlich auf eine
Erhohung der Atmung lebender, intakter Zellen zuriickzufiihren ist.

5. Blausdure, in einer Konzentration von I in 30.000, hemmt die
Kartoffelatmung bis auf etwa ein Drittel. Der Extrakt iibt auf diese
Rest-Atmung keine Wirkung mehr aus. Es liegt auf der Hand anzu-
nehmen, dass der Extrakt auf das Polyphenoloxydasesystem der
Kartoffel einwirkt.

6. Das wirksame Prinzip ist in hohem Masse thermostabil. Beim
Eindimpfen zu vollstindiger Trockenheit auf dem Wasserbad geht
jedoch ein Teil der Aktivitit verloren.

7. Das wirksame Prinzip 16st sich leichter in 70 %igem, als in
absolutem Alkohol. Die Loslichkeit in Wasser nimmt eine inter-
medidre Stellung ein. In Didthylither und in Chloroform ist es
hochstens in geringem Masse 1oslich. :

8. Die Wirkung des Extrakts war nach Veraschung vollig
verschwunden. .

9. Die wirksamen Stoffe werden adsorptiv an die Seitz-Asbest~
Filterplatte und an aktive Kohle gebunden. Durch Behandlung der.
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Adsorbate mit geeigneten Elutionsmitteln sind die aktiven Sub-
stanzen in der Losung zuriickzugewinnen.

10. Auf die Bildung der wirksamen Stoffe im Pilzmyzel iibt die
Durchliiftung der Nihrlosung keinen bedeutenden Einfluss aus.

11. Durch Barium gefillte und mit Hilfe von Kohlensaure zerlegte
Extrakte hatten keine Wirkung auf die Atmung.

12. Nicht nur die Atmung gewisserter, sondern auch frisch-
geschnittener Kartoffelscheibchen wird vom Extrakt erhdht, Jedoch
in geringerem Masse als erstere.

13. Auch der Myzelextrakt von 4 anderen Fusarien, von Rhi-
2octonia solani und von Trichoderma lignorum enthilt atmungs-
erhShende Stoffe. Die Bildung dieser Stoffe beschrinkt sich somit
nicht spezifisch auf die parasitiren Pilze.

2. Kulturfiltrate von Gibberella Saubinetii und von einigen
anderen Fusarien (Extrakt II),

Es zeigte sich, dass, neben den Myzelien, auch die Flu551gke1tcn,
in denen szberella Saubinetii und andere Fusarien in Reinkultur
gezogen waren, Stoffe enthalten, die eine gewisse Atmungssteigerung
des Kartoffelgewebes herbeifiihren konnen.

Die RicHARDS-Nihrlosung hat zwar an sich, durch ihren
Zuckergehalt, bereits eine atmungserh6hende Wirkung — die wir
fernerhin als ,,Zuckereffekt” bezeichnen werden — und zur Fest-
stellung einer Atmungserh6hung unter Einfluss der Kulturfliissig-
keit musste daher erst bestimmt werden, in welchem Masse etwaige
unverbrauchte Zucker an der beobachteten Steigerung beteiligt
waren. In der Regel wurde die Reinkultur micht solange fortgesetzt,
bis aller Zucker (Glukose) verbraucht war, sodass die Kulturflissig-
keit noch eine deutliche LurFsche Reaktion auf reduzierende Zucker
aufwies. Man konnte daher einen gewissen Zuckereffekt erwarten
und in den Atmungsversuchen wurde die Wirkung des Kultur-
filtrats denn auch — solange es Zucker enthielt — mit der Wirkung
der sterilen, nichtgeimpften Néhrlosung als Kontrolle verglichen.

Es stellte sich heraus, dass die Kulturfliissigkeit immer einen
grosseren Effekt als die RIcHARDS-Nihrlosung hervorrief, ob-
gleich der Zuckergehalt der ersteren meistens nur ein kleiner Bruch-
teil der urspriinglichen § Prozent der Nihrlosung betrug.

Die Kulturfliissigkeit (Extrakt II) zeigte somit eine Wirkung, die
teilweise dem Zuckereffekt zugeschricben werden konnte, aber
anderenteils von Stoffen, die der Pilz wihrend seines Wachstums
gebildet und in der Kulturfliissigkeit ausgeschieden hat, herbei-
gefiihrt wird. Mit diesem Teil der Wirkung werden wir uns jetzt
beschiftigen und in den folgenden Seiten eine Ubersicht der wich-
tigsten Versuche, die mit Extrakt II angestellt wurden, geben.
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a. Adsorption an das Seitz-Filter und an Kohle. In Tabelle 25
werden die Ergebnisse eines Versuchs, aus dem mehrere Tatsachen
hervorgehen, wiedergegeben. Erstens wird obige Mitteilung, dass
der Einfluss des Extrakts auf die Atmung den Zuckereffekt der
Kontrolle (RicH. Losung) iibersteigt, bestitigt. Ausserdem zeigt es
sich, dass die Wirkung des Extrakts durch Seitz-Filtrierung und
auch durch Kohle-Behandlung herabgesetzt wird. Hieraus ergibt
smthlﬁl Adsorbierbarkeit der wirksamen Stoffe an das Filter und
an Kohle.

TABELLE 25.

Versuch: 5-1-39. '

Haéurf_;r%un)x: 30 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p 2

Birne: 0.3 cm®* Rich. Lésung oder Extrakt II,

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kulturflissigkeit (Kultur 31/10—21/11/38) durch Papier-
filter filtriert, aufgekocht. Ein Teil hiervon Seitzfiltriert; ein anderer
Teil (10 cm®) 2 Stunden mit 0.5 g Noritkohle behandelt und ab-

zentrifugiert.
verbrauchter Sauerstoff
Ge- 2 :
» mm?/ in Proz. d. ersten
fl'f;s Zusatz Stunde Stunde
1. St 2. 3. 4. St.

1 Rich. Losung 53.4 124 144 162
2 Rich. Loésung, Kohle-Filtrat 58.5 118 135 154 -
3 | Extrakt II 61.0 135 161 - 181
4 Extrakt II, Kohle-Filtrat 56.5 107 125§ 138
5 Extrakt II, Seitz-Filtrat 53.0 125 140 159

- Auch die RICHARDS-Lsung verliert durch Kohlebehandlung
einen Teil ihres Effekts, aber diese Abnahme ist klein, im Vergleich
mit -der Inaktivierung der Kulturfliissigkeit. In diesem Versuch
wurden relativ grosse Mengen Kohle angewandt und dies erklirt,
dass auch ein Teil der Zucker aus der RICH. Losung entfernt wurde.

Die restierende Aktivitit der Kohle- und Seitzfiltrate des Extrakts
wird zweifelsohne grosstenteils dem Effekt der noch anwesenden,
nicht-adsorbierten Zucker zugeschrieben werden konnen.

b. Loslichkeit in Ather und in Chloroform. Im Anschluss an die
Versuche mit den ither- und chloroformldslichen und -unléslichen
Teilen des Myzelextrakts wurden auch dieselben Fraktionen des
Extrakts II auf ihre Wirkung gepriift.
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TABELLE 26.

Versuch: 4-1-39.
%—Ialn_tfptra;lm 30 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
pH 6.2

Birne: 0.3 cm? Rich. Losung oder Extrakt II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kulturfliissigkeit (Kultur: 31/10—21/11/38) durch Papier
filtriert, 35 cm?® dieses Filtrats eingeengt bis auf 7 cm® (Extr. I1 § X).
Andere Teile umgeschiittelt resp. mit Ather und mit Chloroform.
Alle Fraktionen zur Trockne gedampft und geldst in !/; des urspriing-
lichen Volumens.

Rich. Losung gleichfalls auf sfache Konzentration eingeengt.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- 2 :
e ) mm?/ in Proz. d. ersten
?]i-s Zusatz Stunde Stunde
. St. | 2. 3. 4. 5.8t
b ¢ Rich. Losung (5 X) 39.2 157 183 195 199
2 Extrakt II (5 X) 38.9 167 228 248 258
3 Extrakt II, unbehandelt 42.7 141 173 19T 197
4 Extr. II, chloroform-
unlosliche Fraktion | 43.3 156 197 228 238
5 Extr. II, chloroform-
l6sliche Fraktion 40.2 114 139 140 148
6 Extr. II, idther-
_ unlosliche Fraktion 43.5 162 234 252 258
7 Extr. II, édther-
16sliche Fraktion 40.7 118 139 148 149
8 Glukose 25 9% 45.8 144 167 190

Wie Tabelle 26 zeigt, hatte sich nichts (oder nur sehr wenig) der
atmungsaktivierenden Stoffe in Ather oder in Chloroform gelost,
wihrend die dther- und chloroformunloslichen Fraktionen weitaus
den grossten Teil der Aktivitdt, im Vergleich mit der Wirkung des
eingedimpften und konzentrierten Rohextrakts im Gefiss 2, bei-
behalten hatten. Auch das wirksame Prinzip der Kulturfliissigkeit
ist also in diesen Losungsmitteln nicht oder nur sehr wenig 16slich.

Der Zuckereffekt der eingeengten RICHARDS-Nihrlosung zeigte
sich in dieser Versuchsreihe ausserordentlich hoch.

In Tabelle 26 haben wir auch noch das Ergebnis eines Versuchs
aufgenommen (Gefiss 8), das am nichsten Tag mit Kartoffelmaterial
aus derselben Lieferung erzielt wurde und aus dem hervorgeht, dass
ein Zusatz von 0.3 cm® 2§ %iger Glukose etwa eine gleich kriftige
Wirkung wie die konzentrierte RICHARDS-Losung — die ebenfalls
etwa 25 9% Glukose enthielt — ausiibte.

Der Verlauf der Atmungskurven war in diesen Versuchen steiler
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als gewdhnlich, was wohl auf einem Einfluss der Lagerbedingungen
auf die Physiologie des Kartoffelmaterials beruhen diirfte. Die
Unterschiede zwischen den Wirkungen der verschiedenen Zusitze
blieben jedoch deutlich ersichtlich. Das Knollengewebe einer neuen
Partie zeigte in folgenden Versuchen eine langsamere Steigerung der
Atmungsgrosse in der Kontrolle.

c. Filtrate durchliifteter und nicht-durchliifteter Kulturen. Im
ersten Teil dieses Abschnitts wurde festgestellt, dass der Extrakt
aus Pilzmyzel, das unter ziemlich anaeroben Bedingungen gezogen
worden war, pro Gewichtsmenge eine nahezu gleiche Aktivitit als
Extrakt I des aerob-gewachsenen Pilzmaterials aufwies.

TABELLE 27.

Versuch: 8-3-39.
Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Birne: 0.3 cm?® Rich. Losung oder Extrakt II,
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.
Vorbehandlung: gewissert.
Extrakte: Kulturflissigkeiten durch Papier filtriert, autoklaviert (}
Stunde bei § Atm. Uberdruck).
Durchliftete Kultur: 17/1—30/1/39.
Nicht-durchliiftete Kultur: 17/1—3/2/39.
Beide in 750 cm3®-Kolben mit 600 cm® Nihrldsung gezogen.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- . s -
> mm?/ in Proz. d. ersten
%Is: Zusatz Stunde Stunde
' 1. St. 2. 3. 4.St
1 Rich., Losung 34.8 104 127 135
2 Extr. II, aus durchl. Kult. 38.8 131 71 175
3 » » » » 43.8 121 148 157
4 Extr, II,
aus nicht-durchl. Kultur 34.4 120 150 155 -
5 Extr. II, :
aus nicht-durchl. Kultur 37.0 119 | 141 152

Ein Versuch mit den Filtraten beider Pilzkulturen zeigte, dass
auch diese Fliissigkeiten atmungsaktivierende Stoffe enthielten
(Tabelle 27). Das Filtrat der durchliifteten Kultur ergab zwar
durchschnittlich einen héheren Effekt als das der nicht-durchliifteten
Kultur — die Einzelwerte variierten jedoch stark in diesem Falle —
aber hierbei muss in Betracht gezogen werden, dass der Pilz in der
erstgenannten Kultur ein schnelleres Wachstum aufwies. Das pH
des Filtrats war 8.3 im Gegensatz zum pH 5.6 in der anaeroben
Kultur. Die Anwesenheit einer kriftigeren Wirkung sagt in diesem
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Falle somit nichts aus iiber das Mass, in dem die aktiven Substanzen
gebildet werden. Es kommt uns vielmehr vor, dass die Durchliiftung
auch auf das Ausscheiden atmungsaktiver Stoffe in die Kultur-
fliissigkeit keinen bedeutenden Einfluss hat.

d. Schnelle Bildung der aktiven Stoffe in Reinkultur. Der nichste
Versuch (Tabelle 28) demonstriert die Tatsache, dass das wirksame
Prinzip bereits im Anfangsstadium der Pilzkultur an die Kulturflissig-
keit abgegeben wird.

TABELLE 28.

Versuch: 24-3-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm® Rich. Losung oder Extrakt II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: 3 Tage gewissert.

Extrakte: Kulturflissigkeit (Kultur: 17—22/3/39), zweimal durch Papier
steril filtriert; teilweise aufgekocht.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- s p
.. mm?3/ in Proz. d. ersten
tz‘gis Zusatz Stunde Stunde
1. St. 2. 3. 4. St.

I Rich., Lésung 47.8 116 127 134
2 » »s 46.9 114 126 132
3 Extrakt II 47.6 134 148 155
4 »  » . 47.7 138 153 161
5 Extrakt 1I, erhitzt 48.3 136 144 143
6 3 » 45.8 136 147 148

Das Filtrat einer § Tage alten Kultur zeigte schon einen deut-
lichen Effekt. Es ist somit unwahrscheinlich, dass die fraglichen
Stoffe Autolyse-Produkte darstellen oder zu den toxischen Stoffen’
gehoren, die allmihlich in vielen Pilzkulturen gebildet werden und
die, zusammen mit der Erschopfung der Nihrstoffquelle, den so-
genannten ,,Staling-Effekt® hervorrufen (PRATT, 1924).,,Staling”
tritt,nach PRATT, in dlteren Fusarien-Kulturen auf, die, auf RiCHARDS-
Nihrlosung gezogen, schliesslich eine alkalische Reaktion und
Nihrstoffmangel aufweisen. Sie fand, dass Kaliumbicarbonat in
bedeutender Menge im ,,staling” Medium anwesend ist und dass
dieser Stoff einen starken ,,Staling-Effekt’’ ausiibt. Das pH der
Kulturfliissigkeit wurde im vorliegenden Versuch nicht ermittelt,
aber es war ohne Zweifel noch nicht weit iiber das Anfangs-pH
(etwa 4.0) hinausgestiegen.

Die Erhitzung des Extrakts fiihrte eine kleme Herabsetzung des
Effekts herbei. Diesmal kann sie dem Abtoten der Pilzsporen, die
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das Filter passierten und im Rohextrakt zuriickblieben, zugeschrie-
ben werden. Die Atmungssteigerung durch den unerhitzten Extrakt
umfasste dann die geringe, aber steigende Atmung der keimenden
Sporen. Jedenfalls geht schon aus diesem, wie aus den vorhergehen-
den Versuchen, die Thermostabilitit des wirksamen Prinzips im

Extrakt II hervor.

TABELLE 29. (s. Fig. 7).
Versuch: 19-4-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje”’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Birne: 0.3 cm?® Rich. Losung oder Extr. II verschiedener Pilze. .

" . Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,
: Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kulturflissigkeiten (Kultur: 17/3—13/4/39) durch Papier

filtriert, autoklaviert (1 Stunde bei #/, Atm. Uberdruck).

: verbrauchter Sauerstoff |
Ge- 3 :
o mm?3/ in Proz. d. ersten
s Zsat Stunde Stunde
1. St. 2. 3. 4. 5.8t
" Rich. Lésung 55.7 128 134 140 142
2 » % L 51.7 128 136 137 144
3 Extr. II G. Saubinetsi 56.6 132 138 142 140
4 ss s F. oxysporum f. 1 58.1 | 138 140 145 149
5 9 3 F. bulb. var. lyc. 58.1 145 150 153 158
.6 s s F. coeruleum 58.9 138 138 142 147
7 ss s F. trichothecioides 57.6 157 146 126 114
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e. Extrakte verschiedener Fusarien. Ebensowenig wie das wirk-
same Prinzip im Myzelextrakt, beschrinkt sich die Atmungs-
erhdhende Wirkung der Kulturfliissigkeit auf Pilzkulturen von
Gibberella Saubinetii. Auch die Kulturfiltrate der 4 anderen im
§n der ersten Hilfte dieses Abschnitts erwidhnten Fusarien, alle auf
RicH. Loésung gezogen, zeigten den genannten Effekt,

In Tabelle 29 und Fig. 7 werden die Ergebnisse eines Versuchs,
in dem die Wirkung der Kulturfiltrate dieser Pilze mit der des
Gibberella-Filtrats verglichen wurde, veranschaulicht. Es stellte sich
heraus, dass die Effekte der anderen Extrakte den von Gibberella
in diesem Falle noch iiberstiegen. Eine quantitative Vergleichung
dieser Ergebnisse hat hier jedoch keinen Sinn, da die Wachstums-
geschwindigkeit der Pilze und demgemiss der Zuckergehalt in den
verschiedenen Kulturen nicht gleich gross waren.

Auffallend ist die Weise, in der die Atmung auf den Zusatz vom
F. trichothecioides-Filtrat reagiert. Die starke Atmungserhéhung
fingt bereits in der dritten Stunde an zu sinken und das ganze
Verhalten weist auf das sekundire Auftreten einer Atmungshemmung
hin. Ein dhnliches, wenn auch schwicheres Abfallen der Atmungs-
kurve beobachteten wir schon beim Versuch mit dem Myzel-
extrakt dieses Pilzes (s. Tab. 24). In einem der folgenden Paragraphen
werden wir noch eingehend auf diese Erscheinung zuriickkommen.

Die Wirkung der meisten Extrakte stieg im vorliegenden Versuch
nicht sehr hoch iiber die der Kontrolle hinaus. Wahrscheinlich hatte
in diesem Falle teilweise eine Inaktivierung des wirksamen Prinzips
infolge der lange fortgesetzten Autoklavierung bei hoher Temperatur
— welcher Behandlung die Kulturfliissigkeiten versuchsweise unter-
zogen worden waren — stattgefunden.

f. Aktivitdt nach Verdiinnung. Extrakt I hat in starker Ver-

diinnung noch eine deutliche Wirkung auf die Atmung, besonders
in einem bestimmten Lagerstadium der Kartoffel, in dem der
Atmungsmechanismus offenbar eine starke Reaktionsfihigkeit be-
sass. Leider wurden mit Verdiinnungen des Extrakts II in dieser
Periode keine Atmungsversuche angestellt.
' Aus einem Versuch mit dem F. frichothecioides-Filtrat ( Tabelle
30) ergab sich, dass die Wirkung bei Verdiinnung schnell nachliess,
etwa parallel dem Fallen des Zuckereffekts der RICHARDS-LOsung
bei fortschreitender Verdiinnung. Der Effekt der Néhrlosung hatte
etwa die Grosse der des fiinfmal stirker verdiinnten F. trichothe-
cioides-Extrakts.

Weitere Versuchsergebnisse hinsichtlich der Wirkung des Filtrats
in Verdiinnung stehen nicht zur Verfiigung. Wenn aus obigem
alleinstehenden Versuch aber ein Schiuss gezogen werden darf, so
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TABELLE 30.

Versuch: 10-5-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® Rich. Losung oder Extr. II F. trichothecioides.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: Kulturflissigkeit von Fusarium trichothecioides (Kultur: 12/4=—
2/5/39) durch Papier filtriert, aufgekocht, mit sterilem dest. Wasser

verdiinnt.
verbrauchter Sauerstoff
Ge- s .
- . mm?/ in Proz. d. ersten
%Isrs Zusatz Stunde Stunde
1. St. 2. 3. 4. St.
1 dest. Wasser 75.1 106 108 10§
2 Rich. Lésung unverdiinnt 77.3 124 133 131
3 » s I:5 77-7 115 120 117
4 ” ” I:25 76.8 IIX 114 IIL
5 Extr. II F. trich., unverd. 81.3 167 196 196
6 » s sI:§ 78.0 128 138 134
7 » s s I:25 73.1 116 119 118

scheint der Extrakt II weniger als der Extrakt I in kleinen Kon-
zentrationen wirksam zu sein. Die Frage wird jedoch verwickelt
durch das Mitauftreten des Zuckereffekts und bedarf weiterer Daten
zur endgiiltigen Losung. .

Die Hemmung des F. trichothecioides-Extrakts unterblieb in
diesem Versuch. Wie spiter gezeigt werden soll, entsteht der hem-
mende Faktor erst in der Nahrflissigkeit dlterer Kulturen.

g. Das wirksame Prinzip ist nicht flichtig. Der Extrakt II, zur
Trockne gedampft und wieder gelost in destilliertem Wasser, hatte
seine Aktivitit grosstenteils beibehalten (s. Tabelle 26). Schon hier-
aus geht hervor, dass das wirksame Prinzip nicht zu den fliichtigen
Stoffen gehort. In einigen Fillen wurde die Kulturfliissigkeit voll-
stindig abdestilliert und das Destillat im Atmungsversuch gepriift.
Wie aus Tabelle 31 ersichtlich ist, zeigte weder das Destillat des
Gibberella-Filtrats, noch das Destillat des F. trichothecioides-Filtrats
eine atmungsaktivierende Wirkung. Diese Ergebnisse bestitigen
somit, dass die wirksamen Stoffe nicht fliichtig sind. Die Destillate
dlterer Kulturen reagierten alkalisch und enthielten Ammoniak, wie
die positive NESSLER-Reaktion zeigte.

h. Bariumfillung. Zur Beseitigung des stérenden Zuckereffekts
wurde der Extrakt II — wie der Extrakt I — mit methylalkoholi-
schem Bariumhydroxyd versetzt. Dazu wurde die Fliissigkeit bei
niedrigem Druck zur Trockne gedampft und der Riickstand mit

I5
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TABELLE 31.

Versuch: 3-5-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje’’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt II.

Einsatz: 0.4 cm?® KOH 25 9%,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kulturflissigkeiten von Fusarium trichothecipides und von
Gibberella Saubinetis (Kultur: 12/4—2/5/39) durch Papier filtriert;
aufgekocht. Filtrat teilweise abdestilliert

verbrauchter Sauerstoff
Ge- : -
o mm3/ in Proz. d. ersten
fass Zusatz Stunde Stunde
.St | 2. 3. 4. §.St
I dest. Wasser 55.2 110 II0 129 12§
2 Extr, 1I F. trich., Filtrat 56.4 162 209 231 222
3 Extr. Il F, trich., Destillat 54.3 113 III X22 122
4 Extr. Il G. Saub., Filtrat 57.8 I41 154 176 173
5 Extr. II G. Saub., Destillat| 55.6 112 113 123 122 .

reinem Methylalkohol geschiittelt. Die methylalkoholische Losung
wurde mit gesittigter methylalkoholischer Bariumhydroxydlgsung
versetzt, bis kein Niederschlag mehr auftrat. Die volumindse Fillung
wurde teilweise mit Kohlensiure, teilweise mit Schwefelsdure zer-
legt, wobei die gefillten Zucker regeneriert wurden und wieder in
die Losung gelangten. Die gebildeten Bariumsalze (BaCO, und
BaSO,) wurden auf dem Filter resp. mit Aceton und mit heissem
Wasser ausgewaschen und die Waschfliissigkeiten (nach Abdamp-
fung des Acetons) den Filtraten zugefiigt oder einzeln getest.

Das Filtrat der Bariumhydroxydfillung wurde mit Schwefelsdure
neutralisiert und eingedimpft (zur Entfernung des Methylalkohols).
Nachdem Wasser zugesetzt worden war, wurde die Fliissigkeit
filtriert, der BaSO,-Niederschlag mit heissem Wasser ausgespiilt
und das Waschwasser dem Filtrat zugefiigt. Die verschiedenen
Fraktionen wurden im Atmungsversuch gepriift, nachdem sie mit
destilliertem Wasser bis zum Ausgangsvolumen aufgefiillt worden
waren.

Bei Betrachtung der Ergebnisse (Tabelle 32) muss beriicksichtigt
werden, dass der unbehandelte Extrakt II von Gibberella Saubinetis
— in vorhergehenden Versuchen — eine mittlere Atmungserh6hung
von 41 %, der Extrakt von F. trichothecioides eine von 84 %, und die
RICHARDS-Losung eine von 23 9, iiber die Kontrolle (dest.
Wasser) hervorrief. Es stellte sich heraus, dass die zuckerhaltige
methylalkoholunldsliche Fraktion noch eine betrichtliche Wirkung
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TABELLE 32.

I. Versuch: 5-5-39. '
Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extr. II-Fraktionen.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.
Vorbehandlung: gewissert.
Extrakt: Kulturflissigkeit von Gibberella Saubjnetii (Kultur: 12/4—
2/5/39) durch Papier filtriert. Fraktionierung s. Text.
verbrauchter Sauerstoff

Ge- " p

- mm3/ in Proz. d. ersten

flfﬁ_s Zusatz Stunde Stunde

I. St. 2. 3. 4. 5.8t
1 .| dest. Wasser 61.5 III I20 I2I 124
2 Extr. II, methylalkohol-
unléslich 61.5 123 134 136 138
3 Extr. I, Bariumfillung,
durch CO; zerlegt 60.4 137 146 149 153 .
4 Extr. II, Bariumfillung,
durch H,SO, zerlegt 60.7 135 146 148 153
5 Extr. 11, Waschfliissigkeit
des BaCO,-Niederschl. 59.3 126 132 128 127
6 Extr. II, Waschfliissigkeit
des BaSO,-Niederschl. 61.3 123 130 126 127
7 Extr. 11, Filtrat der g
Bariumfillung 57.1 12§ 130 I3 13§
2. Versuch: 9-5-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje’’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extr. 1I-Fraktionen.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %. .

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: Kulturflissigkeit von Fusarium trichothecioides (Kultur: 12/4—
2/5/39) durch Papier filtriert. Fraktionierung s. Text.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- :
fis Zusats gy | in Proz &, emten
T.
.st. | 2 3. 4. 5.St.
b ¢ dest. Wasser 62.0 107 112 118 1I8
2 Extr. 11, methylalkohol-
unloslich : 59.0 127 137 148 157
3 Extr. 11, Bariumfillung, '
durch CO, zerlegt 58.9 132 144 149 153
4 Extr. II, Bariumfillung,
durch H,SO, zerlegt 57.8 129 146 136 154
5 | Extr. II, Filtrat der ) )
Bariumfillung 57.9 119 ~ 131 129 127
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hatte (resp. etwa 14 %, und 25 %, Erh6hung fiir Gibb. und F. trich.).

Auch die nicht durch Barium gefillte, zuckerfreie Fraktion (ne-
gative LUFF-Reaktion) iibte noch einen deutlichen Einfluss (resp. etwa
11 % und 14 %) aus, aber die kriftigste Wirkung wies die zerlegte
Bariumfillung auf (resp. etwa 26 9, und 29 %,), wobei es wenig aus-
machte, ob die Fillung durch CO, oder durch H,SO, zerlegt wurde.
Auch die Waschfliissigkeiten, die im Gibberella-Versuch einzeln
getest wurden, zeigten noch einige Aktivitit.

Namentlich der F. trichothecioides-Extrakt hatte bei der Fraktio-
nierung einen grosseren Teil der Aktivitit verloren, sei es infolge
des wiederholten Eindimpfens oder durch Adsorption an die
Bariumsalze.

Bei der Bariumbehandlung des Extrakts I zeigte ausschliesslich
der BaSO,-Niederschlag eine atmungserhhende Wirkung, wihrend
die Bariumfillung im methylalkoholischen Milieu nach Zerlegung
keine Wirkung ergab.

-Im Gegensatz hierzu weist die zerlegte Bariumfillung des Ex-
trakts II einen deutlichen Einfluss auf die Atmung auf. Diese
Fraktion enthielt zwar alle im Methylalkohol geldsten Zucker, aber
ihre Wirkung war hoher als die der RiCHARDs-Losung. Hieraus
darf geschlossen werden, dass ein Teil der wirksamen Stoffe, neben
den Zuckern, in ihr anwesend war. Die beabsichtigte Trennung von
Saccharaten und Stoffen, deren Wirkung nicht auf dem Zuckereffekt
beruht, gelang also mit dieser Methode nicht.

In Hinsicht auf die mit Extrakt I gewonnenen Resultate liegt es
nahe anzunehmen, dass auch im vorliegenden Falle das wirksame
Prinzip teilweise durch Adsorption an Bariumverbindungen aus der
Loésung entfernt wurde. Diesmal bereits durch die voluminése
Fillung der Bariumsaccharate — im zuckerarmen Extrakt I war
diese viel weniger umfangreich — und nicht erst durch den Barium-
salz-Niederschlag beim Neutralisieren des Filtrats, wie im Falle des
Myzelextrakts. Bei der Zerlegung der Bariumfillung soll dann ein
Teil der wirksamen Stoffe wieder frei geworden sein.

i. Zuckerfreier Extrakt. Es gelang schliesslich eine aktive Kultur-
fliissigkeit zu erhalten, die frei von reduzierenden Zuckern war —
ohne dass die Kultur sehr lange dauerte — und zwar dadurch, dass
der Pilz in verdiinnter Néhrlosung gezogen wurde.

Nach vierwochiger Kultur auf einer RICHARDS-Losung, die
auf ein Zehntel verdiinnt worden war, zeigte das Filtrat keine LUFF-
sche Reaktion mehr, wihrend es deutlich atmungserhéhend wirkte.

Aus Tabelle 33 ergeben sich die Effekte der Kulturfliissigkeiten
von Gibberella Saubinetii, die in Nihrlésungen verschiedener Ver-
diinnung gezogen worden war. Je nachdem die Lésung mehr ver-
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TABELLE 33.

Versuch: 12-5-39.
* Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje’’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser, Rich. Losung oder Extr. II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kulturfliissigkeiten (Kultur: 12/4—10/5/39) von Gibberella
Saubinetii, auf verdinnten Rich. Losungen gezogen, durch Papier
filtriert, aufgekocht.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- 2 :
- mm?/ in Proz. d. ersten
fdss Zusatz Stunde Stunde
1. St. 2. 3. 4. St.

I dest. Wasser 68.1 106 113 110
2 Rich. Losung, Verd. 1:2 67.8 117 126 128
3 » » » I:5 63.8 114 123 119
4 » I » I:I0 64.8 116 120 119
5 Extr. I1, Kulturauf Verd. 1 : 2 63.8 151 155 149
6 3 2 2 » » I:5 " 713 137 141 132
7 PYRRPYS » » s I:IO 67.3 134 135 128

diinnt war, wies der Pilz ein geringeres Wachstum auf und war dem-
entsprechend die Wirkung der Kulturflissigkeit niedriger. In der
Verdiinnung 1 : 10 war der Nihrboden nach der Kultur zuckerfrei;
in den anderen Kulturen konnten nach 4 Wochen noch reduzierende
Zucker nachgewiesen werden. In diesem Versuch wird die Wirkung
atmungsaktivierender Stoffe des Extrakts II, zum ersten Mal mit
Sicherheit von einem etwaigen Zuckereffekt getrennt, dargelegt.

j. Elution der adsorbierten wirksamen Stoffe. Oben wurde bereits
die Adsorbierbarkeit des aktiven Prinzips an Kohle und an das
Seitz-Filter erwihnt.

Wie beim Extrakt I konnten auch die atmungsbeférdernden Stoffe
der Kulturflissigkeit durch Elution mit Aceton-Ammoniak wieder
zuriickgewonnen werden. Die folgenden Versuche (Tabelle 34)
geben ein Beispiel der Adsorption und Elution der wirksamen Stoffe,
die von Gibberella Saubinetii in verdiinnten und unverdiinnten Nihr-
losungen gebildet und ausgeschieden wurden.

Aus dem ersten Versuch geht hervor, dass das Kohle-Eluat der
Kultur auf verdiinnter Losung (I : 10) einen relativ grosseren Teil
der Aktivitit der Kulturfliissigkeit besitzt, als das Kohle-Eluat der
Kultur im unverdiinnten Milieu. :

Wie die Wirkung der Kohle-Filtrate zeigt, war im letzteren Falle
der grosste Teil der Aktivitit in der Fliissigkeit zuriickgeblieben. Es
muss dabei in Betracht gezogen werden, dass das Filtrat der Kultur
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TABELLE 34.

I.

Versuch: 13-5-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje’’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extr. II.

Einsatz: 0.4 cm? KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: Kulturfliissigkeiten von Gibberella Saubinetsi (Kultur: 12/4—
10/5/39), auf normaler und auf verdiinnter Rich. Lésung gezogen,
durch Papier filtriert, aufgekocht. Je 50 cm® der Filtrate dreimal mit
0.5 g Noritkohle 10 Minuten geschiittelt, Kohle abfiltriert und mit
30 cm® Aceton-Ammoniak wihrend der Nacht eluiert. Eluat ein-
gedimpft und in 50 cm?® dest. Wasser gelsst.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- LuFp- IR
fiss Zusatz sche mm3/ |in Proz. d. ersten
Nr. Reaktion Stunde Stunde
.St. | 2. 3 48t
I dest. Wasser 41.4 102 107 II9
2 Extr. II, Kultur auf
unverd. Losung + 41.9 137 155 I71
3 id. id. Kohle-Eluat + 41.4 IIT 122 138
4 id. id. Kohle-Filtr. + 42.1 135 138 149
5 Extr. II, Kultur auf
Verdiinnung I : 10 —_ 45.1 12§ 139 1I50
6 id. id. Kohle-Eluat — 39.8 III 120 138
7 id. id. Kohle-Filtr. —_ 44.4 II3 I14 123
2. Versuch: 17-5-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje”’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extr. II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: Kulturfhissigkeit von Gibberella Saubinetii (Kultur: 12/4—

10/5/39), auf verdiinnter (1 : §) Rich. Lésung gezogen, durch Papier
filtriert, aufgekocht. 50 cm® des Filtrats zweimal durch Seitzfilter
gepresst. Filter mit §0 cm?® Aceton-Ammoniak eluiert. Eluat einge-
dimpft und in 50 cm?® dest. Wasser gelost.
Weitere 50 cm?® des Filtrats zweimal mit 0.5 g Carbo absorbens 30 Mi-
nuten geschiittelt, Kohle abfiltriert und mit 50 cm?® Aceton-Ammoniak
eluiert. Eluat eingedimpft und in 50 cm?® dest. Wasser gelost. Eluate
teilweise nochmals eingedimpft.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- Lurr- :
fiss Zusatz sche S’:‘ulgze n Prgzthga:r sten
Nr. Reaktion
] 1. St. 2. 3. 4.8t
I dest. Wasser 69.1 97 106 109
2 Extr. 11 . + 63.7 133 142 142
3 ss 3 Seitz-Eluat —_ 65.8 131 134 133
4 ss 9 Seitz-Eluat
nach wiederh. Eind. — 63.1 118 124 127
5 Extr. II Kohle-Eluat + 62.2 135 139 138
6 ss s Kohle-Eluat
nach. wiederh. Eind. + 65.3 118 128 129
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auf unverdiinntem Nihrboden noch Zucker enthielt, wihrend das
andere frei von reduzierenden Zuckern war.

Der zweite Versuch ergibt den Effekt des Seitzfilter-Eluats neben
dem des Kohle-Eluats. Die wirksamen Stoffe stammen in diesem
Falle aus der Kultur auf der 1:5 verdiinnten Nihrlosung. Das
Kohle-Eluat war aktiver als das Seitzfilter-Eluat und das erste
reagierte schwach positiv, das zweite negativ auf das LUFFsche-
Reagens. Nach wiederholter Einddmpfung auf dem Wasserbad
sanken die Wirkungen der Eluate erheblich. Aus Kontrolle-Versuchen
an andrer Stelle hatte sich inzwischen erwiesen, dass durch Elution
mittels Aceton-Ammoniak aus ungebrauchten Seitzfilterplatten und
frischer Kohle keine aktiven Stoffe frei wurden. Das Adsorptions-
verfahren ist ohne Zweifel von grossem Interesse fiir die Reinigung
der aktiven Substanzen. Im vorliegenden Falle betrug das Trocken-
gewicht nach Eindimpfen von 10 cm?® des Seitzfilter-Eluats nur
noch 3 mg.

k. Der hemmende Faktor des F. trichothecioides-Extrakts. Bereits
mehrmals ist auf das auffallende Verhalten der F. frichothecioides-
Extrakte hingewiesen. Der Myzelextrakt (Extrakt I), sowohl als die
Kulturfliissigkeit (Extrakt II) von F. trichothecioides rief nach der
anfinglichen Erhéhung bald eine mehr oder weniger jih fallende
Atmungskurve hervor. Diese Erscheinung machte den Eindruck,
als ob auf die Atmungserhthung bald eine Atmungshemmung folgte.
. In einigen anderen Versuchen mit dem F. frichothecioides-Extrakt
unterblieb jedoch der Hemmungseffekt.

Die Frage in wiefern das atmungsaktivierende Prinzip mit der
atmungshemmenden Wirkung verbunden war und weshalb diese
nicht immer in der Kulturfliissigkeit von F. #richothecioides auftrat,
wird im folgenden erdrtert werden.

I. Zunichst wurde festgestellt (Tabelle 35), dass das Flltrat
jiingerer Kulturen dieses Pilzes nur die atmungsaktivierende Wir-
kung zeigte, dass aber in dlteren Kulturen der erwihnte Hemmungs-
faktor gebildet wurde. Die Extrakte in diesem Versuch stammten
aus einer Kulturreihe von F. trichothecioides, die teils nach 12, teils
nach 20 und teils nach 37 Tagen abfiltriert wurde. Nur letzteres
Filtrat rief die Herabsetzung der Atmung, die fernerhin als ,,Hem-
mungseffekt” bezeichnet wird, hervor.

Das pH der Kulturfliissigkeiten war nach 20- und 37-tigigem
Pilzwachstum resp. 6.3 und 6.7; sie zeigten beide noch eine deutliche
Lurrsche Reaktion. Der Hemmungseffekt tritt somit bereits hervor,
ehe alle Zucker in der Kulturlésung verbraucht sind und bevor die
Fliissigkeit alkalisch reagiert.

Es ergab sich spiter, dass nach schnellem Wachstum in den war-
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TABELLE 35.

Versuche: 24-4, 2-§, 20-5-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. I mm, ,,Bintje”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® Extrakt II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kulturfliissigkeiten von Fusarium trichothecioides (Kulturen:
12/4—24/4, 12/4—2[S, 12/4—19/5/39) durch Papier filtriert, auf-

gekocht.
verbrauchter Sauerstoff
Da- mm?/ in Proz. d. ersten
tum Zusatz Stunde Stunde

1. St. 2, 3. 4. 5.8t

24/4 | Extr, II, 12-tigige Kultur 63.2 134 150 161
2/5 s s 20-tdgige Kultur 64.9 166 206 205 200
20/5 » s 37-tigige Kultur 65.5 167 179 161 157

men Sommermonaten und im verdiinnten Milieu (RicH. Losung
1 :2) das hemmende Prinzip schon nach 11 Tagen in der Kultur-
fliissigkeit nachweisbar war, bei einem pH-Wert von 5.8 und posi-
tiver LUrFFschen Reaktion.

2. Aus einem anderen Versuch (Tabelle 36) geht hervor, dass die
hemmenden Stoffe das Seitzfilter passieren. Im vorliegenden Falle
wurde die Kulturfliissigkeit nacheinander durch zwei Seitzfilter
gepresst. Beide Filterplatten wurden ein%eln eluiert und es erwies
sich, dass die Eluate einen Teil der atmungsaktivierenden Stoffe
enthielten ohne aber die hemmenden Substanzen, wihrend das
Seitz-Filtrat dieselbe Hemmung zeigte als der Ausgangsextrakt, je-
doch auf einem niedrigeren Atmungsniveau anfangend.

Diese Tatsachen weisen schon darauf hin, dass die atmungs-
aktivierenden und -hemmenden Wirkungen auf verschiedene Sub-
stanzen zuriickgefiibrt werden miissen, von denen die erstere —
teilweise — vom Seitz-Filter zuriickgehalten und adsorbiert wird
und die zweite restlos filtrierbar ist. Wenn das Seitz-Filtrat darauf
mit Kohle geschiittelt wurde, dann zeigte es sich, dass die hem-
menden Stoffe von dieser zuriickgehalten wurden. Das Kohle-Filtrat
wies nur noch einen Teil der aktivierenden Wirkung auf, wihrend
das Kohle-Eluat den vollstindigen Hemmungseffekt ergab, zusam-
men mit einem anderen Teil der aktivierenden Wirkung. Im Gegen-
satz zu dem atmungsbefordernden Prinzip, wird der atmungs-
hemmende Faktor also an Kohle, aber nicht an das Asbestfilter
adsorbiert. Die Adsorbierbarkeit an Kohle ist fiir diesen Faktor
ausserdem grosser als die Adsorbierbarkeit der aktivierenden Stoffe
an Kohle und an das Filter.
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TABELLE 36.

Versuch: 22-5-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Bintje’’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extr. II. .

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: 2 Tage gewissert,

Extrakt: Kulturflissigkeit von Fusarium trichothecioides (Kultur: 12/4—
19/5/39) durch Papier filtriert, eine Stunde auf 70° C. erhitzt. 100 cm?
des Filtrats nacheinander durch zwei Seitzfiiter gepresst. Filter je mit
25§ cm?® dest. Wasser gewaschen, Waschwasser zusammengefiigt. Filter
je mit 75 cm® Aceton-Ammoniak eluiert. Eluate eingedimpft und
gelost in 50 cm?® dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff

g:; | Zusatz I;::Jll:l;- mm?/ | in Proz. d. ersten
Nr. Reaktion |_Stunde Stunde

1. St. 2. 3. 4.8t

1 dest. Wasser 66.8 103 112 109

2 Extr. 11, erhitzt + 68.0 155 I58 140

3 s » Seitz-Filtr, + 69.7 132 129 II4

4 s s I. Seitz-Eluat —_— 63.0 129 140 136

5 ss s 2. Seitz-Eluat —_ 63.5 108 122 127

6 s Seitz-Waschw, + 64.9 116 117 106

3. In weiteren Versuchen gelang ¢s den Hemmungsfaktor nahezu
vollig vom aktivierenden Prinzip zu trennen. Mit Hilfe vom Seitz-
Filter und von kleinen Mengen Kohle wurden Fraktionen erhalten,
die entweder eine konstantbleibende Atmungserhéhung herbei-
fithrten, oder nur einen Hemmungseffekt zeigten, ohne jede Er-
hohung. Die Ergebnisse einer solchen Versuchsreihe gehen hervor
aus Tabelle 37. Die Kulturfliissigkeit stammte aus einer F. fri-
chothecioides-Kultur auf verdiinnter RICHARDS-Losung (1 :2), in
der nach 35 Tagen aller Zucker verbraucht und das pH hoch
angestiegen (iiber pH 8.8) war. :

Auch nach wiederholter Seitzfiltrierung (Sf und SfSf) gelang es
in diesem Falle nicht, das atmungsaktivierende Prinzip in erheb-
lichem Masse aus der Losung zu entfernen. Das Ansduern des
Filtrats mittels Schwefelsiure, bis auf pH 6.5, inderte weder die
Atmungsaktivierung, noch die Atmungshemmung des Extrakts
wesentlich. Der Hemmungseffekt wurde jedoch restlos adsorbiert
an eine kleine Menge Noritkohle, mit der das Seitz-Filtrat (Sf) nur
kurze Zeit geschiittelt war: das Filtrat der Kohlebehandlung (SfCf)
zeigte eine konstantbletbende Erhohung der Atmung iiber die der
Kontrolle, ohne jeden Hemmungseffekt (s. Fig. 8). Die Kohle wurde
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TABELLE 37.

I.

Versuch: 18-8-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Muizen”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extr, II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewiissert.

Extrakt: Kulturflissigkeit von Fusarium trichothecioides (Kultur: 8/7—
12/8/39), auf verdiinnter Rich. Losung (1 : 2) gezogen, durch Papier
filtriert. Nacheinander durch 2 Seitzfilter filtriert (8f); ein Teil dieses
Filtrats nochmals 2 X durch Seitzfilter (SfSf), ein zweiter Teil mit
H,SO, angesduert bis auf pH 6.5 (Sf, anges.).

. i verbrauchter Sauerstoff
Ge- 2 -
= mm3/ in Proz. d. ersten
%ﬁ_f Zusatz Stunde Stunde
.St | 2. 3 4 5 6.5t
. | dest. Wasser 72.5 108 II3 II5 I2I 1I2§
2 Extr. II — Sf 72.4 166 169 148 141 139
3 Extr. II — SfSf 72.4 160 163 142 I34 129
4 Extr, II — Sf, anges. 74.8 159 I61 145 137 1I3I

2. Versuch: 22-8-39. (s. Fig. 8).

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Mmzen” in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm® dest. Wasser oder Extr. II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: 100 cm?® des Seitz-Filtrats (Sf, s. 1. Versuch) mit 0.2 g Norit-
kohle § Minuten geschiittelt; Kohle abfiltriert, mit 50 cm?® Aceton-
Ammoniak eluiert,” Eluat eingedimpft und gelést in 50 cm?® dest.
Wasser (S£Cel). Kohlefiltrat (SfCf) teilweise (50 cm®) mit 0.5 g Norit-
kohle 30 Minuten geschiittelt, Kohle abfiltriert, mit 80 cm® Aceton-
Ammoniak eluiert, Eluat eingedimpft und gelost in 2§ cm?® dest.
Wasser (SfCfCel). Zweites Kohlefiltrat = SfCfCf.

verbrauchter Sauerstoff

Ge- " .
- mm?/ in Proz. d. ersten
fl'fﬁ.s Zusatz Stunde Stunde

.St. | 2. 3. 4 5 6. 7 8St
I dest. Wasser 88.8 I0I I09 IIO II9 120 I33 I34
2 Extr. II — Sf 89.0 153 156 140 136 132 I35 134
3 Extr. II — SfCf 88.6 145 152 155 166 168 177 177
4 Extr, II — SfCel 85.7 112 118 110 109 104 109 109
s Extr., II — SfCfCf 87.8 144 151 150 163 168 175 175
6 Extr. II — SfCfCel 91.5 III II6 Y19 127 129 139 I4X



235

3. Versuch: 23-8-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Muizen”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extr. II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: 15 cm® des ersten Kohle-Filtrats (SfCf, s. 2. Versuch) Seitz-
filtriert (SfCfSf). 20 cm?® des ersten Kohle-Eluats (SfCel) gleichfalls
Seitzfiltriert (SfCelSf).

verbrauchter Sauerstoff
Ge- : p :
mm?/ in Proz. d. ersten
s Zusaz Stunde Stunde
I .St. | 2. 3 4 5 6.St
I dest. Wasser 81.7 101 110 I14 II6 118
2 Extr. II — SfCf 82.5 140 146 151 155 158
3 Extr, II — SfCfSf 83.2 108 116 120 120 125
4 Extr. IT — SfCel 84.5 112 119 II5 107 102
5 Extr. II — SfCelSf 81.3 105 108 106 I10I 97
180} Extr I ( F trich) e
mt S e e il
160} Pt
& 150
S e AT T T e o TR e At s SfCfCel
S 130F
~ 120F
S :
o ZECINNE TN NLCME E3 67 7 8% Stunde

Figur 8, s. Tabelle 37 (2. Versuch).

mittels Aceton-Ammoniak eluiert und das Eluat (SfCel) ergab, in
doppelter Konzentration, nach einer kleinen Anfangserh6hung, den
Hemmungseffekt, sodass die Atmungsgrosse nach 7 Stunden 25 9%
hinter jener der Kontrolle zuriickblieb. Der kleine Rest der atmungs-
aktivierenden Stoffe konnte schliesslich durch Seitzfiltrierung des
Kohle-Eluats endgiiltig entfernt werden (SfCelSf). In diesem Filtrat
waren somit die atmungshemmenden Stoffe frei vom aktivierenden
Prinzip wirksam.

Ein Teil des Kohle-Filtrats (Sfo) wurde nochmals mit Kohle
geschiittelt — lingere Zeit mit einer grosseren Menge — und filtriert
(SfCfCf). Auch diese Kohle wurde eluiert, aber das Eluat (SfCfCel)
zeigte nur einen Teil der aktivierenden Wirkung, ohne Hemmungs-
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effekt. Dieser Befund bestitigt, dass die Hemmungsstoffe bereits
vollstindig durch die kleine Menge Kohle der ersten Kohleadsorption
fortgerissen worden waren.

Das aktivierende Prinzip blieb im vorliegenden Falle auch nach
der zweiten Kohleadsorption noch grisstenteils im Filtrat (SfCfCf)
zuriick. Erst Seitzfiltrierung einer kleinen Menge des ersten Kohle-
filtrats (SfCf) vermochte die Fliissigkeit bedeutend zu inaktivieren
(SfCFSf).
© Moglicherweise beeintrichtigte das sehr hohe pH (> 8.8) in
diesem Falle die Adsorption der atmungsaktivierenden Stoffe.

Die Kulturfliissigkeit (Sf) wurde auf folgende Weise gepriift:

Reaktion Ergebnis Lisung enthdlt:
LuFF keine Bildung von keine reduz. Zucker
rotem Kupfer-
oxydul
NESSLER orangeroter Nieder- Ammoniak
schlag
BaCl,-Losung kein weisser Nieder- kein Sulfat
schlag

FeSO, 4+ H,SO,  Kein brauner Ring kein Nitrat
Ammoniummolybdat{ kein gelber Nieder- kein Phosphat
+ HNO, schlag

Farbreaktion von Ri1- . . . . . .
MINI auf prim. keine rotviolette Fir- keine prim. aliphat.

Amine bung Amine

id. auf sek. Amine | keine blaue Firbung keine" sek. aliphat.
) Amine

Die Kohle-Eluate enthielten ausserdem kein Ammoniak mehr.
Mit dem NEssLERschen Reagens bildete sich eine griingelbe Firbung,
bald in eine weisse oder gelbe Fillung iibergehend. Offenbar fielen
hier organische Quecksilberverbindungen aus.

1. Thermostabilitdt. Oben haben wir bereits auf die Moglichkeit,
dass ein Teil der Aktivitit durch langewihrende Autoklavbehandlung
bei hoher Temperatur oder durch Einddmpfen auf dem Wasserbad
verloren geht, hingewiesen. Im allgemeinen kann jedoch dem
atmungsaktivierenden Prinzip des Extrakts II eine ziemliche Ther-
mostabilitit zugeschrieben werden. Diese Tatsache geht ausserdem
Iﬁoch aus den folgenden in Tabelle 38 zusammengefassten Versuchen

ervor.

Die Kulturfliissigkeit von F. trichothecioides zeigte in diesem Falle
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TABELLE 38. .

1. Versuch: 20-5-39 (Gefiss 6: 31-5-39).

Hauptraum: 30 Schn. v. I mm, ,,Bintje”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).

Birne: 0.3 cm® dest. Wasser oder Extr. II.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: Kulturflissigkeit von Fusarium trichothecioides (Kultur: 12/4—
19/5/39), durch Papier filtriert. Teilweise emgedampft und wieder
gelost in dest. Wasser, teilweise eine Stunde auf 70° C. erhitzt. Kleiner
Texl autoklaviert (112°, § St.).

verbrauchter Sauerstoff

Ge- 3 .

< mm3/ in Proz. d. ersten
fl‘frsrs Zusatz Stunde Stunde

1. St. 2. 3. 4. §.St.

1 dest. Wasser 55.9 10§ 112 IIl 117

2 Extr. 11, eingedimpft 59.0 175 187 169 163

3 » . 55.7 173 185 170 16X

4 Extr. 11, erhitzt 65.5 167 179 161 157

5 3 2 . 60.4 160 169 155 152

6 Extr. II, autoklaviert 62.8 172 184 166 157

2. Versuch: 2-6-39.
Hauptraum: 30 Schn. v. I mm, ,,Bintje”’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Birne: 0.3 cm® dest. Wasser oder Extr. II.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,. .
Vorbehandlung: gewissert.
Extrakt: Kulturflissigkeit von Gibberella Saubinetii (Kultur: 17/3—
22/5/39), Sdt;rch Papier filtriert, aufgekocht. Ein Teil autoklaviert

(r12° %
verbrauchter Sauerstoff
Ge- 2 .
- mm?/ in Proz. d. ersten
%Isrs Zusatz Stunde Stunde
LSt | 2 3. 4. S.St
I dest. Wasser 75.4 102 106 106 III
2 Extr. II, aufgekocht 73.2 162 166 165 165
3 Extr. 1I, autoklaviert 73.0 156 159 155 163

nach Eindédmpfen (bei niedrigem Druck und niedriger Temperatur)
und nach Autoklavierung sogar | noch eine hohere Aktivitit, als nach
einstiindiger Erhitzung auf 70° C.

Das Gibberella-Extrakt erfuhr durch die Autoklavbehandlung
dagegen einen kleinen Aktivititsverlust.

Der Hemmungseffekt des F. trichothecioides-Extrakts behauptete
sich in allen Fillen und die fraglichen Stoffe werden also nicht durch
Erhitzen oder Eindimpfen zerstort.
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m. Wirkung auf die Atmung von Gewebezylindern. Zum Schluss
sind noch die Versuche zu erwihnen, in denen statt Kartoffel-
scheibchen ganze Gewebezylinder zur Anwendung kamen. Wie bei
den parallelen Versuchen mit dem Myzelextrakt, wurde erst die
Atmungsgrosse der einzelnen Zylinder festgestellt. Sodann wurden
sie eine halbe Stunde in die Fliissigkeit getaucht und darauf in die
Atmungsgefisse zuriickgebracht. In Tabelle 39 ersicht man die
Wirkung der Kulturfiltrate von Gibberella Saubinetii und von
Fusarium bulbigenum wvar. lycopersici, im Vergleich zu dem Effekt
der RICHARDS-LOosung. Letztere hatte eine starke Wirkung, die
jedoch deutlich der Wirkung der Kulturfiltrate beider Pilze unter-
legen war.

TABELLE 39.

Versuch: 30-3-39.

Hauptraum: 1 cm® KOH 25 % + 1 cm? dest. Wasser.

Birne: leer. )

Einsatz: Kartoffelzylinder (,,Bintje’®), frischgeschnitten, 30 X 6 mm.

Extrakte: Kulturfliissigkeiten von F. bulbigenum var. lyc. und G. Saubi-
netiy (Kultur: 17—27/3/39), durch Papier filtriert, aufgekocht,

verbrauchter Sauerstoff

Ge- Zylinder (nach 1. Stunde) mm?/ | in Proz. d. ersten
%Isr? 30 Minuten getaucht in Stunde Stunde

1. St. 2. 3. 4. St

Rich. Lésung 32.2 161 171 182

2 3 ) 31.9 162 173 186
Extrakt II F. bulbigenum var. lyc.| 34.7 174 188 208
| 325 131 195 219

AR WN M

Exfx"akt ﬁ 3 Saul;;'netii 273 | 190 205 217
» » » 3I1.0 183 198 212

Diese Ergebnisse zeigen, dass auch auf diese einfache Weise die
Wirkung des Extrakts dargelegt werden kann.

n. Zusammenfassung. 1. Die Kulturfiltrate von Gibberella Saubi-
netii und von einigen anderen Fusarien, auf RICHARDS-Néhr-
I6sung gezogen, enthalten ein aktives Prinzip, das die Atmung des
Kartoffelgewebes (Scheibchen und Zylinder) bis auf ein neues, sich
wihrend des Versuchs behauptendes Niveau steigert.

2. Diese AtmungserhShung ist dem ,,Zuckereffekt’’ der sterilen
Nihbrlosung deutlich iiberlegen.

3. Die wirksamen Stoffe der Kulturfliissigkeit werden vom Seitz-
Asbestfilter, wie von aktiver Kohle adsorbiert, wenn auch nicht in
sehr starkem Masse. Durch Elution mittels Aceton-Ammoniak
konnen sie zuriickgewonnen werden,
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4. Das wirksame Prinzip ist nicht, oder nur sehr wenig, in Diithyl-
dther oder in Chloroform 16slich.

5. Die Durchliiftung der Pilzkulturlosung ist nicht unbedmgt
notwendig fiir die Bildung der aktiven Stoffe und spielt hierbei
wahrscheinlich nur insofern eine Rolle, als sie das Pilzwachstum
befordert.

6. Die aktiven Stoffe bilden sich bereits innerhalb 5 Tage, also
im Anfangsstadium der Pilzkultur. Es ist daher nicht wahrscheinlich,
dass sie den toxischen Stoffen, die in #lteren Kulturen zu dem
s»Staling-Effekt” beitragen, angeh6ren oder mogliche Autolyse-
Produkte des Pilzes darstellen. Im Einklang hiermit steht die Fest-
stellung, dass die wirksamen Stoffe auftreten, bevor die gesamte
Zuckermenge aus der Nihrlosung verbraucht worden ist und das pH
stark steigt.

" 7. bVerdiinnung des Extrakts setzt seine Wirkung ziemlich schnell
era

8. Das wirksame Prinzip ist nicht fliichtig.

9. Es liess sich durch Bariumfillung der Zucker im Extrakt nicht
von diesen Stoffen scheiden. :

10. Durch Kultur auf verdiinnter Nihrlésung wurden schliesslich
zuckerfreie Extrakte erhalten, die dennoch eine deutliche Aktivitit
aufwiesen.

11. Die Kulturfliissigkeit von Fusarium trichothecioides ruft,
neben der schnell auftretenden aktivierenden Wirkung, einen lang-
samer hervortretenden Hemmungseffekt auf die Atmung hervor.
Dieser Hemmungsfaktor bildet sich erst in dlteren Kulturen. Er ist
an Aktivkohle reversibel adsorbierbar, wird aber vom Seitzfilter
nicht adsorbiert. Es gelang, den Hemmungseffekt volhg von der
atmungsaktivierenden Wirkung zu trennen.

12. Beide Faktoren, der aktivierende, sowohl als der hemmende,
sind in hohem Masse thermostabil.

ABSCHNITT VI.

DER EINFLUSS VON STOFFEN, IN PARASITISCHEN
VERHALTNISSEN GEBILDET, AUF DIE ATMUNG DES
KARTOFFELGEWEBES (EXTRAKT III).

Neben den im vorigen Abschnitt erwihnten Untersuchungen iiber
die Wirkung von Stoffen, vom Pilz in Reinkultur gebildet, stehen
die Versuche mit Extrakten aus infiziertem Kartoffelgewebe, .
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Steril geschnittene Kartoffelzylinder oder -scheiben dienten dabei
Gibberella Saubinetii als lebendes Substrat. Die Extrakte, die aus
diesem Komplex bereitet werden nachdem der Parasit das Gewebe
befallen hat und ein tippiges Wachstum zeigt, enthalten offensicht-
lich Stoffe verschiedener Herkunft. Ein Teil der gelosten Stoffe
stammt aus dem normalen lebenden Kartoffelgewebe; ein zweiter
Teil riihrt vom Pilzmyzel her. Ausserdem werden sich noch Sub-
stanzen aus dem vom Parasiten beeinflussten und verdnderten Wirts-
gewebe im Auszug vorfinden, sowie Stoffwechselprodukte des Pilzes.

Jede Gruppe kann moglicherweise atmungsaktivierende Stoffe
umfassen. Im vorigen Abschnitt stellten wir bereits fest, dass aus
dem Pilzmyzel solche Stoffe extrahiert werden konnen (Extrakt I).
Die Menge Pilzmaterial, die bei der Herstellung des Extrakts III
verarbeitet wird, ist jedoch relativ so klein, dass der Effekt der
atmungsaktivierenden Stoffe aus dieser Quelle nur gering sein kann,
es sei denn, dass die Bildung dieser Stoffe in parasitischen Verhilt-
nissen zugenommen hitte.

Aber auch das lebende, gesunde Kartoffelgewebe enthilt Stoffe,
welche die Atmung beeinflussen. Mehrere Forscher (u.a. ONsLOw,
1919) isolierten aus Kartoffelknollen eine Ortho-diphenol-Verbin-
dung, die nach BoSWELL u. WHITING (1938) die Atmung von Kar-
toffelscheibchen in Phosphatpuffer um etwa 20 9, steigern kann.
Diesem Faktor wurde in unseren Versuchen Rechnung getragen und
zwar dadurch, dass ein Extrakt aus gesunden Kartoffelzylindern
oder -scheiben dem Extrakt III als Kontrolle gegeniiber gestellt
wurde. Eine mogliche Atmungserh6hung durch Extrakt III darf
daher, in sofern sie die Kontrolle iibersteigt, grosstenteils den, aus
dem vom Parasiten beeinflussten Teil der Wirtspflanze stammenden,
atmungsaktivierenden Stoffen zugeschrieben werden.

Die wichtigsten Ergebnisse der Atmungsversuche mit Extrakt III
werden untenstehend angefiihrt. Bei der Beurteilung der Resultate
muss man beriicksichtigen, dass die fraglichen Stoffe im Extrakt
schon in einer niedrigeren Konzentration anwesend sind, als im
lebenden Substrat. Wenn z.B. ein Gewebezylinder von etwa 1 cm?
Inhalt in § cm® Wasser extrahiert wird, so stellt die Konzentration
der l6slichen Stoffe im Extrakt sich auf hochstens ein Sechstel der-
jenigen im Gewebe.

a. Wirkung wdsseriger und aIkoholzscher Extrakte. Wisserige und
dthylalkoholische Extrakte von infizierten Kartoffelzylindern ergaben
im Atmungsversuch, im Vergleich mit destilliertem Wasser, eine
nahezu gleiche Atmungssteigerung (Tabelle 40 und Fig. 9). Diese
Wirkung iibersteigt deutlich die Effekte der Kontrolle-Extrakte (B),
die aus nicht-infizierten Zylindern stammten. Die Wirkung des
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TABELLE 4o. (s. Fig. 9).

Versuch: 16-3-39.

Hauptraum: 30 Schn. v. I mm, ,,Bintje”, in Phosphatpuffer (pH 6. 2)

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 9%,

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kartoffelzylinder (35 X 5 mm, ,,Bintje”), teilweise infiziert
mit Gibberella Saubinetss (Kultur: 6—14/3/39). Alle Zylinder in § cm?®
dest. Wasser oder 96 %igem Alkohol eine Nacht bei Zimmertemperatur
extrahiert. Flissigkeiten filtriert; wisserige Extrakte autoklaviert
(3 Stunde bei 112° C.), alkoholische Extrakte eingedimpft und Riick-
stinde gelost in dest. Wasser (§ cm® pro Zylinder).

Extrahierte Zylinder im Morser mir Quarzsand zerrieben und in 8o %-
igem Alkohol nochmals ausgezogen. Flissigkeiten eingeddmpft und

in dest. Wasser gelost, wie oben. (Extrakt 111a und Kontrolle-Extrakt A)

verbrauchter Sauerstoff
Ge- : 2 :
s mm3/ in Proz. d. ersten
i Zufit Stunde Stunde
st | 2 3. 4.8t
» 1 dest. Wasser ' v46.o 120 116 117
2 wiss. Extrakt III ' 44.1 142 150 145
3 wiss. Kontr. Extrakt B. 44.3 125 124 124
4 alk. Extrakt III 42.8 146 144 142
5 alk, Kontr. Extrakt B. 40.8 136 131 130
6 Extrakt IlIa. 43.9 145 132 130
7 Kontr. Extrakt A. 46.4 126 119 114
160 -
Extr 1T
150+ et
——r— ey .2 1 (Wass.Extr)
1o / ? i Hr/Alk Extr

G in% dererstenStunde

6 ~llla

% B (Alk bxtr)
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T
1 1
15k pi3 3t 47€ Stunde

Figur 9, s. Tabelle 4o.
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wisserigen Extrakts III ibertrifft die des wisserigen Kontrolle-
Extrakts jedoch in bedeutend héherem Masse, als der alkoholische
Extrakt III seiner Kontrolle iiberlegen ist. Es betrifft hier keinen
zufilligen Unterschied, denn auch bei Wiederholung der Versuchs-
reihe trat er auf. Wir konnten auf den ersten Blick die h6here Wirkung
des alkoholischen Kontrolle-Extrakts etwa auf eine schnellere und
vollstindigere Extraktion infolge des Abtétens des Gewebes durch
den Alkohol zuriickfithren. Aber es fragt sich dann, warum der
alkoholische Extrakt III nicht gleichfalls eine stirkere Wirkung als
der wisserige Extrakt III zeigt. Hierauf kénnte man erwidern, dass
moglicherweise die vom Pilz abgebaute Aussenschicht des Zylinders
die Extraktion des infizierten Gewebes dermassen erleichtert, dass
der Alkohol nicht linger bevorzugter Extraktionsmittel ist.

-Diese Vorstellung fiihrt uns dann weiter zu dem Gedanken, dass
der ganze Unterschied im Effekt zwischen Extrakt III und Kontrolle-
Extrakt B bloss auf einer vollstindigeren Extraktion des infizierten
gegeniiber dem gesunden Kartoffelgewebe beruhen konnte. Diese
Maoglichkeit wird jedoch durch die Tatsache, dass das gesunde
Gewebe auch nach wiederholter und griindlicher Extraktion keine
hohere Aktivitit aufweist, widerlegt. Dies geht aus Tabelle 40 hervor.
in der die Gefisse 6 und 7 die Wirkung der bei der ersten Extraktion
zuriickgebliebenen aktiven Stoffe demonstrieren. Zu diesem Zweck
wurden die mittels Wasser oder Alkohol ausgezogenen Zylinder nach
Zerreiben mit Quarzsand nochmals extrahiert und zwar mit 80 9%,-
igem Alkohol. Dieser zweite Extrakt des infizierten Gewebes (I1Ia)
ergab noch eine merkliche, aber abnehmende Atmungserhthung,
wihrend der zweite Kontrolle-Extrakt (A) nur sehr geringe Aktivitit
zeigte. Wir konnen somit aus diesem Versuch den Schluss ziehen,
dass im befallenen Gewebe eine erheblich grossere Menge akti-
vierender Stoffe anwesend ist, als im gesunden Gewebe.

Die atmungsbeschleunigende Wirkung der Kontrolle-Extrakte B
und A darf wahrscheinlich grosstenteils dem obengenannten
o-Diphenol zugeschrieben werden. Daneben ist ein geringer Zucker-
effekt nicht ausgeschlossen. In wiefern die Wirkung des Extrakts I1I
auf der Aktivitdt derartiger Phenolverbindungen beruht, lisst sich
aus dieser Versuchsreihe nicht schliessen.

b. Adsorption an das Seitzfilter. Wie bei den Extrakten I und II
kann auch das wirksame Prinzip aus Extrakt III von der Seitzfilter-
platte zuriickgehalten werden (ZTabelle 41). Der Versuch zeigt, dass
die Fliissigkeit nach Seitzfiltrierung nahezu vollig inaktiviert ist.
Die filtrierten Extraktmengen waren jedoch klein. Auch die Kon-
trolle hat ihre Wirkung durch die Filtrierung verloren.

c. Adsorption an Kohle. Es gelang Extrakt III durch Behandlung
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TABELLE 41.

Versuch: 19-10-38.

H:tulln_;r%un)l 60 Schn. v. # mm, ,,Elgenhelmer”, in Phosphatpuffer
p 2

Birne: 0.6 cm?® Extrakt.

Einsatz: 0.6 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kartoffelzylinder (40 X 5 mm, ,,Eigenheimer”) teilweise in-
fiziert mit Gibberella Saubinetii (Kultur: 6—15/10/38). Alle Zylinder
je in § cm?® dest. Wasser 2 Tage bei Zimmertemperatur extrah1ert
Fliissigkeiten filtriert und autoklaviert (3 Stunde bei 112° C.) oder
Seitzfiltriert.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- 2 :
" mm3/ in Proz. d. ersten
%Iis Zusatz Stunde Stunde
: .St | 2. 3. 4.St
I Extrakt III autoklaviert 32.3 167 150 158 -
2 Kontr. B 29.6 135§ 130 140
3 Extrakt III Sextzﬁltnert 33.2 116 128 136
4 Kontr. B » 30.6 117 129 127
TABELLE 42.

Versuch: 15-11-38.
Haz;;i’{trasun)l 60 Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
.2).

Birne: 0.6 cm® Extrakt (nach der ersten Stunde).

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: Kartoffelzylinder (35 X 5 mm, ,Eigenheimer™) teilweise in-
fiziert mit Gibberella Saubinetii (Kultur: 31/10—11/11/38). Alle Zy-
linder je in § cm?® dest. Wasser eine Nacht bei Zimmertemperatur
extrahiert. Fliissigkeiten filtriert, kurz aufgekocht. pH des Extrakts 111
(tiber 7.6!) mittels HCI herabgesetzt bis auf pH 6.8 (= pH Kontrolle-
Extrakt). 10 cm® beider Extrakte zweimalig mit 0.2 g Noritkohle
behandelt; filtriert.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- " :
- mm?3/ in Proz. d. ersten
tﬁf C Zusatz Stunde Stunde
_ ISt | 2. 3. St.
1 Kontrolle-Extrakt B ‘ 61.8 121 12§
2 | Extrakt III : 59.2 178 167
3 Kontrolle-Extrakt B,
Kohle-Filtrat 60.0 11§ 119
4 Extrakt III, Kohle-Filtrat 61.5 10§ 113
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mit Kohle vollstindig zu inaktivieren ( Tabelle 42). Auch die Wirkung
der Kontrolle wurde durch Kohle abgeschwicht, aber ein Teil der
Aktivitit blieb im Filtrat zuriick. Spitere Versuche ergaben, dass
Extrakt III weniger reduzierende Zucker enthielt als die Kontrolle:
wihrend ersterer nur schwach reagierte, ergab letztere eine deutliche
LurrF-Reaktion. Moglicherweise beruht daher die Wirkung des
Kontrolle-Extrakts teilweise auf der Anwesenheit dieser Zucker.

In einigen orientierenden Versuchen wurde die Kohle erfolglos
mit Aceton-Ammoniak und Pyridin-Methylalkohol eluiert. Die
Eluate des Extrakts zeigten zwar einige Wirkung, aber diese stieg
ungeniigend iiber die des Kontrolle-Eluats hinaus, um ihr beson-
deren Wert beizumessen. Weitere Versuche in dieser Richtung
mussten leider wegen der Mobilmachung Ende August 1939 ab-
gebrochen werden. :

d. Wirkung auf die Atmung frischgeschnittener Schetbchen. In den
vorhergehenden Versuchen verwendeten wir, wie iiblich, gewisserte
Kartoffelschnitten als Atmungsobjekte. Tabelle 43 zeigt, dass auch

TABELLE 43.

Versuch: 21-11-38.

Hezu;}a{tr%un;: 60 Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p .2).

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt,

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 9%,.

Frisch-geschnittenes Gewebe.

Extrakte: s. Tabelle 42.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- " -
ol mm3/ in Proz. d. ersten
fass Zusatz Stunde ' Stunde
LSt | 2 3. 4.5t

I dest. Wasser 38.4 102 108 113
2 Kontrolle-Extrakt B . 32.3 10§ 106 I1X
3 Extrakt 111 27.8 115 120 124

frischgeschnittene Scheibchen auf Zusatz des Extrakts IIT mit einer
Atmungserh6hung reagieren. Der Effekt ist jedoch viel kleiner als
nach Vorbehandlung der Schnitten; die Wirkung des Kontrolle-
Extrakts ist kaum noch zu spiiren. Der Extrakt war derselbe, der
im vorigen Versuch (Tabelle 42) den gewisserten Schnitten zugesetzt
wurde und dort eine starke Atmungssteigerung hervorrief. Dieses
Beispiel legt den Einfluss der Vorbehandlung auf das Reaktions-
vermogen des Atmungsmechanismus nochmals klar dar.



245
TABELLE 44.

Versuch: 5-12-38. . '
Hazu;I){tr%un)n: 30 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
pH 6.2).

Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: Knolle 4 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt.
Gewebescheibchen frisch-geschnitten.

Extrakte: Kartoffelzylinder (,,Eigenheimer”, 35 X 5§ mm) teilweise mit
Gibberella Saubinetii infiziert (Kultur: 15/11—24/11/38). Alle Zylinder
je in 5 cm?® dest. Wasser eine Nacht bei Zimmertemperatur extrahiert.
Fliissigkeiten filtriert und autoklaviert (3 Stunde bei 112° C.). Extrakte
im Kiihlschrank aufbewahrt. Ein Teil beider (III und B) Extrakte
einmalig mit Didthyldther ausgeschiittelt. Atherlosliche und -unlésliche
Fraktionen eingedimpft und gelost in dest. Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- s . -
l mm?/ in Proz. d. ersten
%i‘s Zusatz : Stunde Stunde
1.8t 2. 3. 4. St.
I dest. Wasser 49.3 92 99 104
2 Kontr. Extr. B, itherlosl. 49.4 91 102 105
3 Extr. IIl, dtherloslich 53.0 88 100 106
4 Kontr. Extr. B, dtherunlosl. 49.9 97 III 115
5 Extr, III, dtherunléslich ) 50.3 99 11§ 122

e. Loslichkeit in Ather. Aus Tabelle 44 geht hervor, dass auch
die wirksamen Substanzen im Extrakt III zu den étherunléslichen
Stoffen gehoren. Es handelt sich auch in diesem Versuch um frisch~-
geschnittene Scheibchen als Atmungsmaterial. Die Knolle, der sie
entnommen wurden, war jedoch vorher 4 Tage bei Zimmertempera-
tur aufbewahrt. Die ziemlich hohe Anfangsatmung darf vielleicht
auf diese Vorbehandlung zuriickgefiihrt werden; das Reaktions-
vermdgen der Atmung blieb jedoch auch bei diesem frischge-
schnittenen Material klein.

Der Unterschied zwischen den Wirkungen der beiden Fraktionen
ist allerdings gross genug um festzustellen, dass die atmungsaktivie-
renden Stoffe des Extrakts sich in der dtherunléslichen Fraktion
befanden. Dies trifft auch fiir den Kontrolle-Extrakt zu. Im Einklang
mit diesem Befund steht die Erwihnung BosweLL u. WHITINGs
(1938), dass der atmungserhéhende Faktor (Phenol-Verbindung),
aus gesunden Kartoffelknollen isoliert, sich als dtherunldslich erwies.

f. Loslichkeit in Chloroform. Auch nach dem Ausschiitteln des
Extrakts IIT mit Chloroform blieb das wirksame Prinzip grosstenteils
in der wisserigen Losung zuriick (Tabelle 45). Der Versuch zeigt,
dass die chloroformltslichen Fraktionen der Extrakte (III und B)
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TABELLE 45.

Versuch: 21-10-38.
Ha(;ptraun)l: 60 Schn. v. § mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
H 6.2).

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt (nach d. 1. Stunde).

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakte: s. Tabelle 41. Beide Extrakte (III und B) mit Chloroform
ausgeschiittelt. Chloroformlésliche und -unlésliche Fraktionen ein-
geddmpft; Riickstinde gelost in dest. Wasser (etwa ein Drittel des

Ausgangsvolumens).
verbrauchter Sauerstoff
Ge- . :
ol : mm?3/ in Proz. d. ersten
fass Zusatz Stunde Stunde
LSt | 2 3. 4. St.
I dest. Wasser 51.2 121 119 127
2 Kontr. Extr. B,
chloroformléslich 49.9 146 129 146
3 Extrakt ITI, chloroformldslich 50.8 147 133 145
4 Kontr. Extr. B,
chloroformunléslich 49.0 150 138 152
5 Extrakt III,
chloroformunléslich 50.9 171 143 156

noch einige atmungsaktivierende Wirkung aufweisen. Dabei muss
beriicksichtigt werden, dass sie in etwa dreifacher Konzentration
in Anwendung kamen. Es kann somit hochstens nur von einer
schwachen Loslichkeit der aktiven Stoffe in Chloroform die Rede sein.

8. Thermostabilitdt. Aus den vorhergehenden Versuchen konnte
man bereits ersehen, dass der Extrakt auch nach einer Autoklav-
behandlung von einer halben Stunde bei 112° C. noch eine starke
Aktivitit zeigt.

Der Verlust eines Teils der atmungsaktivierenden Wirkung durch
Eindimpfen der Fliissigkeit auf dem Wasserbad, auf den wir bei
den Extrakten I und II hinwiesen, tritt auch beim Extrakt III auf
(Tabelle 46). Beim Wiederlosen des trocknen Riickstands blieb,
dhnlich wie beim Muyzelextrakt, ein Teil als unlésliche Hiutchen
zuriick. Wahrscheinlich enthielt dieser unlosliche Rest einen Teil
der aktiven Stoffe in einer denaturierten Form.

Der pH-Wert des Extrakts betrug in diesem Falle 7.9, wihrend
sich fiir den gleichzeitig hergestellten Kontrolle-Extrakt ein pH-
Wert von 6.7 ergab. Der Parasit ruft also bei seinem Wachstum auf
dem lebenden Substrat, genau wie in Reinkultur, eine Verschiebung
des pH nach der alkalischen Seite hervor. Beim Eindimpfen stieg
das pH bis iiber 8.8. Hier liegt vielleicht eine Spaltung von Bicarbo-
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TABELLE 46.

Versuch: 16-11-38. :

Hauptraun)l 60 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
(pH 6.2

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt III (pach der ersten Stunde).

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Extrakt: s. Tabelle 42. 10 cm?® des Extrakts zur Trockne gedampft und
wieder gelost in 10 cm?® dest, Wasser.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- s :
. mm?/ in Proz. d. ersten
tﬁsrs Zusatz Stunde Stunde
.St | =2 3. 4.8t
1 dest. Wasser §1.3 106 111 121
2 Extrakt III 51.8 178 167 175
3 Extrakt III, eingedimpft 48.1 149 140 152
TABELLE 47.

Versuch: 9-11-38.
Hazug{tr%un)l 60 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p 2

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Extrakt (nach der ersten Stunde)..

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %,.

Vorbehandlung: gewissert,

Extrakte: Kartoffelzylinder (,,Eigenheéimer”, 35 X 5 mm) tellwelse mit
Gibberella Saubinetii infiziert (Kultur: 25/10—3/11/38) Alle Zylinder
je in § cm?® dest. Wasser eine Nacht bei Zlmmertemperatur extrahiert.
Fliissigkeiten filtriert und autoklaviert (3 Stunde bei 112° C.); im Kiihl-
schrank aufbewahrt. Extrakte mit destilliertem Wasser verdiinnt.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- .
> Ver- mm?/ in Proz. d. ersten
%is Zusatz diinnungen { Stunde Stunde
.St | 2. 3.  4.St

b ¢ dest. Wasser 64.5 101 111 113
2 Kontr., Extr. B | unverdiinnt] 63.8 112 124 126
3 2» 2 I:10 65.4 110 113 116
4 . N 1:100 65.7 108 114 . 115
5 Extrakt II1 unverdiinnt| 62.7 - 136 130 135
6 . 2 1:10 61.6 114 118 119
7 ”» » I :I00 64.4 107 - 1§ 116 -
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naten vor, deren Anwesenheit im Extrakt durchaus annehmbar ist.

h. Wirkung nach Verdiinnung. Nach Verdiinnung des Extrakts
IIT und der Kontrolle nimmt der Unterschied in Aktivitit der
beiden Extrakte ziemlich schnell ab (Tabelle 47). Im vorliegenden
Versuch iibte der Extrakt III in zehnfacher Verdiinnung noch eine
deutliche Wirkung auf die Atmung aus; in der Verdiinnung 1 : 100
zeigten beide Extrakte (III und B) noch einen geringen, aber gleichen
Effekt im Vergleich zum destillierten Wasser. Wie gesagt, ist die
Ausgangskonzentration der wirksamen Stoffe im Extrakt III Klein,
kleiner als im lebenden Substrat. Die zehnfache Verdiinnung ent-
spricht etwa !/, der urspriinglichen Konzentration der aktiven Stoffe
im Substrat. Diese Angaben weisen darauf hin, dass diese atmungs-
aktivierenden Stoffe sich im befallenen lebenden Gewebe in ge-
niigend hoher Konzentration vorfinden konnen, um dort eine er-
hebliche Atmungssteigerung hervorzurufen.

Diese Daten iiber die Eigenschaften des wirksamen Prinzips im
Extrakt III bediirfen noch vieler Erginzungen und Erweiterungen,
bevor wir uns ein klares und einheitliches Bild der Natur und der
Wirkungsweise der fraglichen Stoffe machen kénnen. Wenn es auch
unsere Aufgabe nicht sein konnte, das vorliegende Problem kurz-
fristig zu erledigen, so hatten wir doch noch einige weitere Versuche
geplant. Diese konnten, wie bereits oben erwihnt, nicht zur Aus-
fithrung gelangen. ,

i. Zusammenfassung. 1. Der Extrakt des durch Gibberella Saubi-
netii befallenen Kartoffelgewebes (Extrakt III) iibt auf Gewebe-
schnitten eine atmungserhohende Wirkung aus. Dieser Effekt iiber-
steigt merklich die Atmungssteigerung, die vom Extrakt gesunden
Gewebes (Extrakt B) herbeigefiihrt wird. Der Wirkungsunterschied
dieser Extrakte beruht nicht auf einer vollstindigeren Extraktion
des befallenen Gewebes.

‘2. Die atmungsaktiven Stoffe im Extrakt III sind an Kohle und
an die Seitzfilterplatte adsorbierbar. Auch der Kontrolle-Extrakt
verliert durch Kohlebehandlung oder Seitz-Filtrierung an Aktivitit.

3. Der atmungsaktivierende Effekt des Extrakts tritt nicht nur
bei Anwendung von gewisserten, sondern auch von frischgeschnitte-
nen Scheibchen auf. Die Atmungserh6hung ist im letzteren Falle
jedoch bedeutend schwicher.

4. Das wirksame Prinzip des Extrakts III ist in Didthylither und
in Chloroform nicht, oder nur in geringem Masse 15slich.

5. Es ist in wisseriger Losung thermostabil, verliert aber zur
Trockne gedampft einen Teil seiner Wirkung, wihrend der Trocken-
riickstand teilweise unloslich geworden ist.
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6. Der Extrakt ist auch in Verdiinnung noch wirksam, obwohl
‘die Konzentration der wirksamen Stoffe im Extrakt bereits geringer
ist als im befallenen Gewebe, das als Ausgangsmaterial dient.

ABSCHNITT VII.

DER EINFLUSS VON ZUCKERN AUF DIE ATMUNG DES
KARTOFFELGEWEBES (,ZUCKEREFFEKT”).

Wie schon ofters erwihnt, fiihren Zucker eine Atmungserhéhung
des Kartoffelgewebes herbei. Die Wirkung, welche die RICHARDS-
Nihrlosung auf die Atmung ausiibt, haben wir dem § %igen Glu-
kosegehalt dieser Fliissigkeit zugeschrieben.

CALDWELL u. MEIKLEJOHN (1937) stellten in ihren Versuchen mit
Tomatenstengelgewebe fest, dass Zusatz von Glukose und Fruktose
nur die Atmung von sehr jungem Gewebe deutlich steigert. Der
Atmungsquotient behauptet sich dabei auf etwa 1.0. Sie schlossen
hieraus, dass die Atmung in den sehr jungen Gewebeteilen durch
die verfiigbare Menge Atmungssubstrat (Kohlehydrat), in ilteren
Geweben durch die Kapazitit des respiratorischen Enzymsystems
begrenzt wird. -

TuURNER (1938) arbeitete mit M6hrengewebe und erzielte gleich-
falls eine erh6hte Atmung bei Anwesenheit von Glukose. Bei Aeration
mit Luft entstand jedoch aerobe Girung (hoher R.Q.) und erst bei
hoherem partiellen Sauerstoffdruck erhielt er wieder einen normalen
Atmungsquotient und eine Atmung auf héherem Niveau.

. BoswELL u. WHITING (1938) sind der Ansicht, dass Glukose und
Saccharose auf die Atmung von Kartoffelknollenschnitten keinen
Einfluss ausiiben, wenn nur Bakterien fehlen. Eine geringe Bak-
terieninfektion soll leicht nachweisbar sein, dadurch, dass nach
Zusatz von Y, cm® § 9 iger Zuckerlésung die Atmung schnell steigt.
Ihre Versuchstemperatur von 31° C. ist jedoch sehr giinstig fiir die
schnelle Entwicklung einer ,,Bakterienatmung”. Aus dem von diesen
Forschern angefiihrten Beispiel geht die erwihnte schnellere Stei-
gung der Atmung unter Einfluss der Zucker nicht eindeutig hervor.
Die Steigung nach Glukose-Zusatz hat prozentweise sogar denselben
Wert als ohne Zusatz; nur lag das Atmungsniveau im ersteren Falle
hoher. Ubrigens ist es nicht ganz klar, wie man sich die Erhéhung
des Sauerstoffverbrauchs durch Bakterieninfektion denken muss:
unmittelbar durch Bakterienatmung, oder aber indirekt durch Bil-
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dung von Stoffen durch die Bakterien, die atmungsaktivierend auf
das Kartoffelgewebe einwirken.

Auf Grund eigener Erfahrung konnen wir der Meinung dieser
Forscher, dass Zucker bei Abwesenheit von Bakterien keinen Ein-
fluss auf die Atmung des Kartoffelgewebes haben, nicht beistimmen.
In mehreren Versuchen stellten wir den ,,Zuckereffekt’ fest und
immer trat die Wirkung sofort, d.h. innerhalb einer halben Stunde
nach dem Zusatz der Zuckerlosung, hervor und blieb in den nichsten
Stunden ziemlich konstant.

Ein steigender Sauerstoffverbrauch infolge Bakterienentwicklung
verliuft nach unsrer Meinung und Erfahrung anders: die Kurve
zeigt anfinglich eine langsame Steigung, die jedoch immer mehr
zunimmt und schliesslich steil emporsteigt. Im Abschnitt IT wurde
ausserdem darauf hingewiesen, dass bei Beachtung der erwihnten
Vorsichtsmassnahmen eine etwaige Bakterienatmung keine be-
deutende Rolle spielen kann.

GEIGER-HUBER (1935) fand die Atmungsgeschwindigkeit von
Hefen durch Glukosezusatz der Zuckerkonzentration proportional
erhéht, aber nur in niedrigen Konzentrationen. Er kommt zu der
Anschauung, dass nur jene kleine Zuckermenge fiir die Atmungs-
geschwindigkeit von direkter Bedeutung ist, die ,,in der Zelle in
irgendeiner bestimmten Weise festgelegt und dadurch offenbar in
eine reaktionsfihige Form iibergefiihrt wird”.

Der Einfluss von Zuckern auf die Atmung von Hefen und kohle-
hydratarmen Pflanzenorganen, die fiir ihren respiratorischen Stoff-
wechsel in hohem Masse von der Zufuhr des Atmungssubstrats von
aussen her abhingig sind, liegt auf der Hand. Dies trifft nicht zu
fiir den Zuckereinfluss auf die Atmungsintensitit der kohlehydrat-
reichen Speicherorgane, wie die Kartoffelknolle und die Mohrriibe.
Dieser steht offenbar im Zusammenhang mit einer limitierten Ver-
fiigbarkeit des Atmungssubstrats, bezw. mit einer beschrinkten
Umwandlung von Stirke in Zucker.

HoPKiINs (1924) und BARKER (1933) wiesen dann auch nach, dass
Kartoffelknollen bei zunehmender innerer Zuckerkonzentration eine
steigende Atmungsgrosse zeigten. Dieser erhohte Zuckergehalt
wurde unter Einfluss niedriger Temperaturen herbeigefiihrt. Zu-
nahme des Zuckergehalts iiber eine bestimmte Konzentration rief
jedoch keine weitere Steigung der Atmung hervor. Nach BARKER
tritt ausserdem ein hemmender Faktor auf, der sich infolge der Vor-
behandlung bei niedriger Temperatur ,,akkumuliert” und sich bei
héherer Temperatur ,,entwickelt”. Solange diese Entwicklung des
Hemmungsfaktors nicht stattgefunden hat, zeigt die Kurve, die das
Verhiltnis zwischen Atmungsgrosse und innerer Zuckerkonzen-
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tration darstellt, viel Ubereinstimmung mit der enzymatischen
Hyperbel. Bei volliger Entwicklung der Hemmung ist die benétigte
Zuckerkonzentration, um eine bestimmte Atmungsintensitit zu er-
zielen, sehr viel grosser als ohne Hemmung. Ausserdem erwies sich,
dass bei zunehmender Zuckerkonzentration die Hemmung prozent-
weise abnimmt. BARKER schreibt diese Erscheinungen der Moglich-
keit zu, dass Hemmungsfaktor sowohl wie Zucker mit dem Atmungs-
ferment in Verbindung treten und dass dem ersteren dabei Kon-
kurrenz gemacht wird vom Zucker (competitive inhibition).

In einem spiteren Bericht (BARKER, 1936) kommt dieser Forscher
zu dem Schluss, dass nicht Glukose oder Fruktose, sondern Saccha-
rose eng mit der Substratzufuhr der Kartoffelatmung verkniipft ist.

Tabelle 48 gibt eine Ubersicht der eigenen Versuche, aus denen
der Einfluss der Zucker auf die Atmungsintensitit des Kartoffel-
gewebes hervorgeht. Es zeigt sich, dass Zuckerzusatz, wenn nur
nicht in zu niedriger Konzentration, immer eine Atmungserh6hung
herbeifiihrt. Der Zuckereffekt schwankt allerdings ziemlich stark in
den verschiedenen Versuchen. Gleichfalls wie die Effekte der Ex-
trakte I, IT und III wird auch der Zuckereffekt vom physiologischen
Zustand des Kartoffelgewebes abhingig sein, immerhin von Faktoren,
die mit physiologischen Umwandlungen in der Knolle wihrend des
ssRuhestadiums” im Zusammenhang stehen.

Man konnte entgegnen, dass die Atmungsreaktion nach Zucker-
zusatz etwa auf eine Erniedrigung des Zuckergehalts der Zellen
infolge Exosmose wihrend des langen Spiilens der Gewebeschnitten
zuriickzufiithren wire. Wir haben jedoch schon ofter darauf hin-
gewiesen, dass gewisserte Scheibchen eine erheblich grossere At-
mungsintensitit als frischgeschnittene aufweisen. Man kann sich
somit vielmehr die Entfernung eines Hemmungsfaktors durch
Exosmose bei der Vorbehandlung der Schnitten denken. Wie aus
dem Versuch vom 17-4-39 (s. Tab. 48) ersichtlich ist, zeigten Schnit-
ten, die 2 Tage gewissert worden waren, eine hohe Anfangsatmung,
aber der Effekt 2 9,iger Glukose war kleiner als gewShnlich. Ausser-
dem reagiert auch das frischgeschnittene Gewebe auf Zuckerzugabe,
wie wir aus der Wirkung RICHARDSscher Lésung auf Gewebezylinder
(Tabelle 39) ersahen. : o

Schliesslich konnte man einwenden, dass der ,,Zuckereffekt”
etwaigen Verunreinigungen der gebrauchten Zucker zuzuschreiben
wire. Gewohnlich kam die iibliche Glukose purissimum in Anwen-
dung. In einigen Versuchen (14-4, 17-4 und 19-8-39) wurde jedoch
Glukose vom Fabrikat Pfanstiehl verwendet, die nur 0.05 %, Asche
enthilt und, wie die Tabelle 48 zeigt, gleichfalls den Zuckereffekt
hervorruft. Die Annahme, dass nur die Zucker selbst am ,,Zucker-
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TABELLE 48.

puffer (pH 6.2).

Birne: 0.6 oder 0.3 cm?® dest. Wasser oder Zucker-Losung.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.
Vorbehandlung: gewissert.

Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm oder 60 Schn. v. } mm, in Phosphat-

verbrauchter Sauerstoff

mm?3/ in Prozenten der ersten
Versuch Zusatz Stunde Stunde
1. St. 2. 3. 4. §. 6.8t
5-10-38 | 0.6 cm? dest. Wasser 53.3 102 II§ 1I20
0.6 ,, 4%ige Saccharose-Los. 52.0 112 12§ 133
6-1-39 | 0.3 cm? dest. Wasser 60.8 I0I III 124
0.3 ,, 25%ige Glukose-L&s. 60.3 117 126 144
0.3 2-5%015e 2 3 57.1 105 117 130
0.3 5 0.25%ige s 60.9 100 III 124
0.3 ,, 25%]ige Saccharose-Los.| 63.2 104 I10 123
0.3 ,, 25%ige Fruktose-Los. 61.5 107 113 128
0.3 5 25%ige Maltose-Los. 58.3 103 116 128
14-4-39 | 0.3 cm? dest, Wasser 55.4 110 II4 I20
0.3 5 3 9 60.2 108 114 I20
0.3 5, 1%ige Glukose-Los. 54.4 123 I31 I40
0.3 i) 2 » 55.8 120 130 136
17-4-39 | 0.3 cm® dest. Wasser 59.1 94 100 99
03 5 . 60.5 93 98 100
0.3 5 2%ige Glukose-Los. 67.2 99 109 IIO
0.3 5 0.2%ige » 64.0 97 101 100
0’3 » ”. 1) » 62-6 99 106 107
0.3 , 0.1%ige » 63.5 95 101 100
0.3 ‘2 2 2 63.1 92 103 102
3-6-39 | 0.3 cm? dest. Wasser 107.3 I10 II3 118 123
0.3 5 5%ige Glukose-Los. 106.0 120 128 135 140
19-8-39 | 0.3 cm? dest. Wasser 68.7 100 I04 107 III 1II3
0.3 , 20%ige Glukose-Los. 71.4 119 I29 135 138  I42
0.3 , I0%ige . » 70.8 117 127 132 136 1I40
0.3 5 5%ige . 73.7 III 117 I2I 127 129
24-8-39 | 0.3 cm?® dest. Wasser 81. I0I 105 104
0.3 5 40%ige Glukose-Los. 85.8 1290 145 145
0.3 , 20%ige » 81.4 122 134 134
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effekt” beteiligt seien, gewinnt hierdurch erheblich an- Wahrschein-
lichkeit.

Wie aus der Tabelle hervorgeht, erzielte Glukose im Versuch von
6-1-39 eine hohere Wirkung als Fruktose, Maltose und Saccharose.
Dieser Befund weist darauf hin, dass diesen Zuckern nicht allen
dieselbe Bedeutung fiir die Atmung beigelegt werden kann. Der
dusserst niedrige Effekt der Saccharose in diesem Versuch ist aller-
dings nicht im Einklang mit der oben angefiihrten Anschauung
BARKERs, dass gerade dieser Zucker als Atmungssubstrat fiir das
Kartoffelgewebe am meisten in Betracht kime:

Die beiden letzten in Tabelle 48 erwihnten Versuche ergeben,
dass die Atmung der Kartoffelschnitten auch in den hoheren Zucker-
konzentrationen bei steigender Zuckerzugabe noch immer mehr
erhdht wird. Der Zusatz von 0.3 cm?® 40 %iger Glukose entspricht
einer Endkonzentration im Atmungsgefiss von etwa 5 %. Der
Einfluss noch hoherer Zuckerkonzentrationen ist nicht untersucht
worden, mit Ausnahme eines Zusatzes von 0.6 cm?® 60 %iger Glu-
koselosung, der neben dem Turgorverlust und wahrscheinlich im
Zusammenhang mit diesem, eine starke Verminderung der Atmungs-
intensitdt herbeifiihrte. Die mehr oder weniger proportionale Ab-
héngigkeit der Atmungsgeschwindigkeit von der Zuckerkonzentration,
wie unsere Angaben erkennen lassen, deutet darauf hin, dass der
Zucker hier als ,,begrenzender Faktor”’, nach der Lehre BLACKMANS
(1905), auftritt. Obgleich der Atmungsquotient CO,/O, in diesen
Versuchen nicht bestimmt wurde, geht aus ihnen klar hervor, dass
der partielle Sauerstoffdruck nicht ins Minimum kam. Die Aktivitit
der Extrakte I, II und III zeigt jedoch, dass ausser Zuckern auch
andere thermostabile Stoffe die Atmung des Kartoffelgewebes er-
heblich beschleunigen kdnnen.

Bis jetzt studierten wir die Wirkung der Zucker und der atmungs-~
aktivierenden Stoffe der Extrakte moglichst getrennt. Es fragt sich
nun aber, wie sich beide Einfliisse in Kombination verhalten. Bei
der Besprechung der Ergebnisse des Extrakts II wurde bereits die
Moglichkeit berticksichtigt, dass der Zuckereffekt neben dem vom
Pilz gebildeten aktiven Prinzip am Totaleffekt beteiligt war. Tabelle
49 und Fig. 10 veranschaulichen jetzt die Wirkung zweier Extrakte
mit oder ohne 6 %, Glukose in der Suspensionsfliissigkeit. ,

Der Extrakt I von Gibberella Saubinetii steigert die Atmung bis
auf ein bestimmtes Niveau, dessen Héhe offensichtlich unabhiingig
ist vom Zuckereffekt. Beide Wirkungen sind somit nicht kumulativ
und dieser Befund deutet darauf hin, dass beide sich auf dasselbe
Atmungssystem, also wahrscheinlich auf das Polyphenoloxydase-
system, beziehen. Nach diesem Gedankengang treten unter den
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TABELLE 49. (s. Fig. 10).

Versuch: 19-8-39 (Gefiss §: 11-8-39, Gefiiss 6: 18-8-39).
Hauptraum: 30 Schn. v. 1 mm, ,,Muizen”, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Die Pufferlosung in den Gefissen 2, 3 und 4 enthalt 6 % Glukose.
Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Extrakt.
Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.
Extrakte: Extr. I — 1 g Trockenmyzel von Gibberella Saubinetsi (Kultur:
17/3-22/5/39) in 20 cm?® dest. Wasser 15 Minuten aufgekocht, filtriert,
Extr. I1 — Kulturfliissigkeit von Fusarium trichothecioides (Kultur:
8/7—12/8/39), auf verdiinnter Rich. L§sung gezogen, zweimalig

Seitzfiltriert,
Ge- verbrauchter Sauerstoff
fiss Zusatz Hauptraum in mm?/Stunde
Nr. . I. 2. 3. | a | |6. St.
I dest. Wasser | Phosph. Puffer 68.7 | 68.8| 71.4| 73.6| 76.3| 77.7
2 dest. Wasser | Phosphat Puffer
+ 6% Glukose | 88.3 | 90.7| 97.0|102.0|104.4 | 106.2
3 Extr. 1 Phosphat Puffer
Gibb. Saub. + 6% Glukose | 91.4 |113.1 |118.2 | 125.5 | 127.9 | 133.I
4 Extr. IT . Phosphat Puffer
E Fusl.'m'ch + 6% Glukose | 89.2 [107.5 | 1I1.0|103.2| 99.2{ 95.7
5 Xtr, :
Gibb.* Saub. | Phosphat Puffer 74.3 |112.2 (113.9 | 119.4 | 127.9
6 Extr. 11
, Fus. trich. | Phosphat Puffer 72.4 | 119.9 | 122.5 | 107.0 | 102.2 { 100.3
150
1o | |
—}Ein I |
130 61bb5aub
120
wr e — P detw
100
90
\,M ’//’—J—destw
¥ o
i S ——__ phosph
)
(3
] 60+
< , ;
05t pia T aE T4k 5% 6% stunde

Figur 10, s. Tabelle 49.
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gegebenen Versuchsbedingungen in diesem System zwei verschie-
dene Substanzen, und zwar Zucker einerseits und der Extraktfaktor
andrerseits, als ,,begrenzende Faktoren’ auf.

Der Zuckereffekt ist, nach allgemeinen Ansichten, verkniipft mit
der Atmungssubstratlieferung. Die Wirkung des Extraktfaktors be-
ruht, wie wir noch zeigen werden, jedoch hochstwahrscheinlich
nicht auf dem Zusatz eines Atmungssubstrats. Wenn dies zutrifft,
dann muss jedenfalls die zur Verfiigung der Zelle stehende Atmungs-
substratmenge, dem Mehrverbrauch entsprechend, unter Einfluss
des wirksamen Prinzips gesteigert werden. Der Zuckereffekt lehrt
uns, dass die Zelle nicht mit Zucker gesittigt ist. Das zur Verfiigung
gestellte Substrat muss dann auch aus der Zelle selbst und zwar
voraussichtlich aus den aufgespeicherten Kohlehydraten stammen.
Nach diesen Ansichten beziehen Zucker- und Extrakitwirkung sich
beide auf die Substratzufuhr im Atmungssystem und somit auf
denselben ,,begrenzenden Faktor’’. Die Ergebnisse in Tabelle 49
zeigen, dass die Wirkung des Extraktfaktors den Vorzug vor dem
Zuckereffekt zu haben scheint und letzteren vollig verdringt (wenn
nicht die Atmung einen Maximalwert erreicht hat, bei dem ein ande-
rer Faktor als die Substratlieferung ins Minimum kommt und be-
grenzend wirkt). Fir die gleichzeitige Wirkung der beiden Faktoren
gilt also nicht das Gesetz der Massenwirkung.

Vielleicht gestatten unsere Angaben noch andere Anschauungen
iiber das gegenseitige Verhiltnis des Zuckers und des Extraktfaktors
zu dem Atmungsmechanismus. Unsere Daten bediirfen jedoch noch
mancher Erginzungen, ehe die vorliegenden Fragen endgiiltig geldst
werden kdnnen und weitgehende theoretische Folgerungen gezogen
werden diirfen. Uns fehlte dazu leider die Gelegenheit.

Die Wirkung des Extrakts II von Fusarium trichothecioides in
Gegenwart von Glukose geht gleichfalls aus dieser Versuchsreihe
hervor. Die anfingliche Steigerung, sowohl als die spitere Hemmung
der Atmung treten auch hier unabhingig vom Zuckereffekt auf; die
Atmungsgeschwindigkeit erfihrt diese Einfliisse, als ob kein Zucker
anwesend war und sie sinkt schliesslich auf einen Wert, der be-
deutend niedriger war, als die Atmung im Kontrollegefiss, dem nur
Zucker zugesetzt wurde. Die Zuckerwirkung wird somit auch vom
Hemmungseffekt verdeckt.
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ABSCHNITT VIII

DAS VORKOMMEN ATMUNGSAKTIVIERENDER STOFFE
IN ANDEREN ROHPRODUKTEN, IM ZUSAMMENHANG
MIT DER ANWESENHEIT EINIGER WIRKSTOFFE.

1. Der Einfluss von Rohpepton und Hefeextrakten auf die
Atmung des Kartoffelgewebes.

In einem orientierenden Versuch wurde eine Kultur von Gibberella
Saubinetii auf Pepton-Agar extrahiert. Der Nihrboden enthielt 1 %,
rohes Pepton. Der Extrakt hatte eine atmungsbeschleunigende Wir-
kung, aber auch die Kontrolle-Fliissigkeit — d.h. der Extrakt des
sterilen Nihrbodens — erwies sich atmungsaktiv. Weitere Versuche
ergaben, dass das Rohpepton diese Wirkung herbeifiihrt.

In den ungereinigten Handelspriparaten von Pepton sind Vita-
min B; (Lactoflavin) und Bioskomponenten enthalten (ORLA-
JENSEN, OTTE u: SNOG-KJAER, 1936). Sie stammen aus den proteo-~
lytisdchen Enzympriparaten, die bei der Peptonbereitung gebraucht
werden.

Diese Tatsachen veranlassten uns zu Atmungsversuchen mit den
vitamin- und biosreichen Hefeextrakten. In Tabelle 50 und Fig. 11

TABELLE 50. (s. Fig. 11).

Versuch: 26-1-39.

Haturﬁtr%mr)x: 30 Schn. v. 1 mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
P .2).

Birne: 0.3 cm?® Pepton- oder Hefeextraktlosungen,

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Waisseriger Hefeextrakt: 1 g Bickerhefe in 10 cm? destilliertem Wasser
aufgekocht und zentrifugiert (= 10 %); 10-fach verdiinnt mit dest.
Wasser (= 1 %).

verbrauchter Sauerstoff
Ge- s .
. mm?/ in Proz. d. ersten
%i,s' Zusatz Stunde Stunde
I. St, 2. 3. 4. St;

I dest. Wasser 62.8 100 122 124
2 Marmite, 10 %ige Losung 62.0 158 180 188
3 » I %ige 5 60.0 121 134 142
4 | wiss. Hefeextrakt 10 9, 59.3 138 145 157
5 » » I% 59.7 122 131 137
6 Pepton, 10 %ige Losung 59.2 135 169 180
7 2 I %ige 2» 57.1 11X 132 142
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Figur 11, s, Tabelle so0.

wird eine Versuchsreihe angefiihrt, aus der neben der Wirkung von
Peptonlosungen der atmungsaktivierende Effekt zweier Hefeextrakte
hervorgeht. Insonderheit das konzentrierte Handelshefepriparat
ssMarmite” ergab, als 10 %ige Lésung zugesetzt, eine starke At-
mungserhdhung, die sich wihrend des Versuchs ziemlich konstant
erhielt (und zwar etwa 60 9, iiber der Kontrolle). In Verdiinnung
sank der Effekt schnell, so dass — in einem anderen Versuch — eine
?. Ih;%,ige Losung nur noch eine gerade sichtbare Wirkung herbei-~
thrte.

Auch aus dem Hefeextrakt konnte das aktive Prinzip durch Ad-
sorption an Kohle entfernt werden (Tabelle 51). Hier tritt somit
wieder einmal ein atmungserhthender Faktor auf, der an Kohle
adsorbierbar ist.

Die Ergebnisse der Versuche mit Extrakt I zeigten, dass simtliche
untersuchten Hyphenpilze aktive Stoffe im Myzel enthalten. In

17




258

TABELLE sr1.

Versuch: 27-10-38.

Hazu;la_;taGun)l: 60 Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p .2).

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Marmite-Lésung.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 9%,.

Vorbehandlung: gewissert. ]

Kohlebehandlung: Marmite-Lésung mit Kohle (Carbo absorbens) be-
handelt und zentrifugiert.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- 3 -
2 mm?3/ in Proz. d. ersten
tﬁs: Zusatz Stunde Stunde
1. St. I 2. 3. 4. 5.8t
I dest. Wasser 50.4 116 120 132 136
2 Marmite-Lésung 54.8 149 146 163 168
3 s » nach
Kohlebehandlung 56.6 114 121 I34 I40

Hinsicht hierauf ist es hinterher nicht so befremdlich, dass auch
Sprosspilzextrakte eine dhnliche Aktivitit aufweisen. Die Tatsache
jedoch, dass in Rohpepton und Hefeextrakt eine solche atmungs-
aktivierende Wirkung nachzuweisen ist und dass beide Vitamine
und Bioskomponenten enthalten, brachte uns auf den Gedanken,
dass zwischen diesen Wirkstoffen und dem atmungsaktivierenden
Prinzip irgend eine Beziehung bestehen konne. Dies veranlasste uns
zu einer Anzahl Atmungsversuche, in denen mehrere Vitamine und
andere Wirkstoffe in reiner Beschaffenheit zur Anwendung kamen.
Uber diese Untersuchungen wird im neunten Abschnitt berichtet
werden; zunichst wollen wir noch einige vergleichende Versuche
mit den Rohextrakten besprechen.

2. Das Vorkommen des Aneurins in den Pilzextrakten.

Das Aneurin (Vitamin B,, Thiamin) ist in vielen Hefen und
Hyphenpilzen nachgewiesen worden (JANKE, 1939); es ist adsorbier-
bar an Kohle und zeigt eine hohe Hitzeresistenz. Manche Pilze
bediirfen es fiir ihr Wachstum, ohne es synthetisieren zu kénnen
(SCHOPFER, 1934; FRIES, 1938). SCHOPFER zeigte, dass u.a. Phyco-
myces Blakesleeanus in einer Niéhrlosung, die nur Zucker und
anorganische Salze enthilt, ohne Zusatz von Aneurin nicht wichst,
jedoch auf Spuren dieses Vitamins schon reagiert. Dieser Pilz lasst
sich somit als Testorganismus zum Nachweis des Aneurins anwen-
den. Hiervon wurde im folgenden Kulturversuch, in dem die
Extrakte I, III und B zur Priifung auf Aneurin gelangten, Gebrauch
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TABELLE 52. (Phycomyces-Kulturversuch).

Versuch: 6—12/12/38.

Kultur in 100 cm®-Erlenmeijerkolbchen, je mit 24 cm® CooNs-Nihr-
16sung (SCHOPFER, 1935), 15 Minuten bei 118° C. autoklaviert, geimpft
mit 0.1 cm?® einer Sporensuspension von Phycomyces Blakesleeanus
(Stamm Wassink). Versuch bei Zimmertemperatur, im diffusen Tages-
licht. Jedes Objekt mit einer Wiederholung.

Zugesetzte Fliissigkeiten: Aneurin = krist. Vitamin B, (F.L.)

Extr. I: 0.195 g Trockenmyzel (Kultur: 20/5—11/6/38) von Gibbe-
rella Saubinetis in § cm® dest. Wasser extrahiert, zentrifugiert.

Extr. I1I: s. Tabelle 44.

Extr. B: ,, 2 2

Zusatz (1 cm?) : |  Wachstum nach 6 Tagen

destilliertes Wasser (Kontrolle) Myzelspuren
Aneurin 0.023 y p. cm?® submerses Myzel

5 - 023 ¥ Luftmyzel

» 23 7Y I

» 23.0 b4 2 »
Extrakt I, Verdiinnung I : 1000 submerses Myzel

» » I:100 Luftmyzel

2 ’ I:IO P

3 unverdiinnt 55
Extrakt III, unverdiinnt geringes submerses Myzel
Extrakt B, unverdiinnt Luftmyzel

gemacht (Tabelle 52). Es erwies sich, dass der Myzelextrakt (Extr. I)
bereits in starker Verdiinnung dem Testpilz das Wachstum er-
méglichte. Zur Vergleichung wurde einigen Kulturkélbchen das
reine Vitamin B, zugesetzt. Eine Menge von 0.23 y Aneurin pro
25 cm?® Nihrlosung geniigte zur Bildung des Luftmyzels, wihrend
nach Zusatz von 0.023 y das Wachstum sich auf ein submerses
Myzel beschrinkte. SCHOPFER stellte fest, dass der Pilz eine Mindest-
menge von 0.012§ y/25 cm? fiir das Wachstum und o.025 v fiir die
Luftmyzelbildung benétigte.

Der Extrakt III wies nur eine geringe wachstumsfordernde Wir-
kung auf, die sogar bedeutend hinter dem Effekt der Kontrolle
(B = Extrakt des sterilen Kartoffelgewebes) zuriickblieb. Diese
Erscheinung wiederholte sich in anderen Versuchen und wir diirfen
daraus den Schluss zichen, dass das vom Gibberella Saubinetii be-
fallene Kartoffelgewebe einen erheblich geringeren Aneuringehalt
hat, als das gesunde Gewebe.

- Nach GREWE (1937) enthalten Kartoffelknollen etwa 50 y Aneurin
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pro 100 g. Die Wirkung des Extrakts I im Phycomyces-Kultur-
versuch deutet darauf hin, dass Gibberella Saubinetii das Vitamin B,
in Reinkultur auf RICHARDS-Nihrlosung synthetisiert. Gibberella
Saubinetii (= Fusarium graminearum) gehort somit zu den nicht-
aneurinbediirftigen Pilzen (SCHOPFER (1938): auxo-autotroph) und
es liegt nahe anzunehmen, dass dieser Pilz auch als Parasit das Vita-
min synthetisiert und also den Aneuringehalt des Wirtgewebes nicht
beansprucht.

Trotzdem beobachteten wir oben eine betrichtliche Verminderung
der Aneurinwirkung des Gewebeextrakts nach der Erkrankung.
(Extr. III im Vergleich mit Extr. B). Diese interessante Tatsache
weist darauf hin, dass ein grisserer Teil des anwesenden Vitamins,
infolge des verdnderten Stoffwechsels im kranken Gewebe, inaktiviert
wurde. Eine einfache Erklirung findet sich in der Moglichkeit,
dass das alkali-empfindliche Aneurin durch die Alkalibildung im
befallenen Kartoffelgewebe (hohes pH!) zerstort wird.

Aus dem Versuch geht jedenfalls hervor, dass die wachstums-
fordernde Wirkung der Extrakte I, III und B nicht parallel mit
ihrer atmungsaktivierenden Wirkung verlduft: nur I und B ent-
halten eine merkliche Menge Wachstumsfaktor fiir Phycomyces,
wihrend die Extrakte I und III mehr als B die Atmung des Kartoffel-
gewebes steigern. Auch in einem spiteren Versuch mit dem Kohle-
filtrat und Kohleeluat des Extrakts II von Fusarium trichothecioides
zeigte das Filtrat (SfCf, s. Fig. 8) einen starken atmungs-
erhohenden Effekt und nur geringe Wachstumswirkung, im Gegen-
satz zum Eluat (SfCel), das eine Atmungshemmung ergab, zusam-
men mit einer ziemlich starken Wachstumsférderung im Phyco-
myces-Versuch.

Diese Ergebnisse deuten also darauf hin, dass das atmungs-
aktive Prinzip der Extrakte allerdings nicht mit dem Phycomyces-
Wachstumsfaktor identisch ist. Wenn wir mit SCHOPFER dem Aneurin
diese Wachstumswirkung zuschreiben, so kommen wir zu der
Schlussfolgerung, dass Aneurin nicht fiir den Atmungseffekt ver-
antwortlich ist.

3. Die Bioswirkung.

Die atmungsbeschleunigende Wirkung der Hefeextrakte lenkte
unsere Aufmerksamkeit auf die Bioskomponenten. ,,Bios” ist nach
WILDIERS (zitiert durch JANKE (1939)) in Wasser und in 80 %igem
Alkohol l6slich, jedoch unléslich in absolutem Alkohol und Ather.
Biotin, der wirksamste Teil des Bioskomplexes, ist thermostabil und
adsorbierbar an Tierkohle; es kann durch Elution des Adsorbats
mittels Aceton-Ammoniak wiedergewonnen werden (KGGL u. TON-
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NIS, 1936). Auf bestimmte biosarme Heferassen wirkt es als Wuchs-
stoff, z.B. auf die Mischhefe ,,M” des Instituts fiir Girungsgewerbe
in Berlin, unter Verwendung der Nihrlosung von READER. Die
anderen Bioskomponenten steigern nur die Wuchsstoffwirkung des
Biotins und sind somit Co-Wuchsstoffe.

In einigen Testversuchen mit Menghefe ,,M” wurde die Bios-
wirkung der Extrakte I und II untersucht. Aus Tabelle 53 gehen

TABELLE 53. (Saccharomyces-Kulturversuch).

Versuch: 24—31/1/39.

Kultur in 100 cm®-Erlenmeijerkdlbchen, je mit 19 cm?® RBADERS Nahr-
l8sung, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 45 Minuten auf 100°
erhitzt, geimpft mit 0.1 cm?® einer Suspension (13 mg Hefe in 5 cm?®
dest. Wasser) von Saccharomyces cerevisiae Hansen (Menghefe ,,M”’),
Versuchstemperatur: 25°
Jedes Objekt mit einer Wlederholung.

Zugesetzte Flissigkeiten:

Extr. I: 0.5 g Trockenmyzel v. Gibberella Saubinetii in 20 cm?® 72 %,-
igem Alkohol extrahiert, zentrifugiert, eingedidmpft und gelost in
5 cm® dest. Wasser (Trockengewicht des Extrakts: 15.6 mg/cm?®).

Extr. II: Kulturflissigkeit von Gibberella Saubinetis (Kultur: 31/10—
21/11/38), teilweise Seitzfiltriert (II S).

Biotin: Biotinrohpriparat (K6GL), enthaltend 2 y/cm3,

Sedimentationshéhe
Zusatz (1 cm?) nach 7-tigiger
Kultur, in mm.
destilliertes Wasser (Kontrolle) —
Biotin, Verdiinnung 1 :2 (r y/Kolb) 1Y—21,
» 2 I:I0 (0.2 v s ) Ye—%
2 » 1:100 (002 ¥/ 5 ) Spur
,, 2 - 1:1000 (0.002 v/ , Spur
I :10000 (0.0002 ¥/ —_
Extr I, Verdunnung I1:2 25—26
» » I:10 17—I18
23 » 1:100 2—3
”» I I : 1000 Spur
”» » I : 10000 Spur
Extr, II 17—I181%
s IIS - 3—6
Richards-Losung Spur

die Resultate einer Versuchsreihe hervor. Nach 7-tigiger Kultur
bei Anwesenheit der zugesetzten Fliissigkeiten wurde der Zuwachs
auf volumetrische Weise bestimmt. Dazu wurden § cm® der Hefe-
suspension eine Minute mit einer bestimmten Geschwindigkeit in
TROMMSDORFF-Rohrchen zentrifugiert. Die Hefezellen setzten sich
in die Kapillare ab und die Sedimentationshdhe in mm diente dem



262

Wachstum zum Masstab. Die Extrakte I und II zeigten, im Gegen-
satz zu den Kontrollefliissigkeiten (dest. Wasser und RicH. Losung)
eine deutliche Bioswirkung. Zur Vergleichung waren einigen Kolb-
chen verschiedene Mengen eines Biotinpréparats zugesetzt. Merk-
wiirdigerweise iibte das Biotin unter den obwaltenden Versuchs-
bedingungen nur in den héheren Konzentrationen eine wachstums-
fordernde Wirkung aus. Mit reinem kristallisierten Biotin kamen wir
in einem spiteren Versuch zum gleichen Ergebnis: nur geringer
Zuwachs nach einem Zusatz von 0.2—0.8 ¥ Biotin pro 20 cm? Néhr-
losung. Offenbar eignet unsere einfache Methode sich nicht zum
Nachweis der Biotinwirkung, falls andere Bioskomponenten fehlen.

Eine Bestitigung der Biosaktivitit des Extrakts I verdanken wir
Herrn Dr. TH. J. bDE MAN, seiner Zeit Mitarbeiter von Prof. KOGL,
der so freundlich war den Extrakt nach der Methode von K&GL
u. TONNIS (1936) zu testen. Ein Extrakt, bereitet aus 1 g Trocken-
myzel in 10 cm?® destilliertem Wasser, wies eine Bioswirkung von
2500 S.E./cm?® auf. Die Bioswirkung des Myzelextrakts steht somit
fest und es fragte sich nun wie sie sich zu der atmungsbeférndernden
Wirkung der Gibberella- und Hefeextrakte verhilt.

Damit beide Wirkungen eingehender verglichen werden konnten,
zerlegten wir diese Extrakte nach der von VAN HULSSEN (1936)
beschriebenen Methode in eine Anzahl Fraktionen: neutrale und
basische Bleifillung, Filtrat der Bleisalzfillung, Kohlefiltrat und
Kohleeluat. Diese Fraktionen gelangten sowohl im Hefetest als im
Atmungsversuch zur Priifung. Die Ausfithrung der Fraktionierung
erhebt keinen Anspruch auf quantitative Fillung, Adsorption und
Elution. Sie beabsichtigte nur die Zerlegung der Extrakte in Teile
verschiedener Wirksamkeit (qualitativ).

In Tabelle 54 folgt eine %bersicht der Versuchsresultate. Der
Hefezuwachs wird wieder in mm Sedimentationshohe ausgedriickt;
der Atmungseffekt in der mittleren prozentualen Erhohung der
Atmung pro Stunde wihrend der drei Stunden nach Zusatz der zu
untersuchenden Fliissigkeiten (es werden die Grenzen angegeben,
innerhalb deren die Ergebnisse in den Wiederholungen variierten).

Den Resultaten VAN HULSSENs entsprechend, zeigen von den
Hefeextraktfraktionen das Filtrat der Bleifillung und das Kohle-
eluat die héchste Biosaktivitidt. Beide Fliissigkeiten iiben auch einige
atmungserh6hende Wirkung aus, aber nicht viel mehr als die alkali-
sche Bleifillung, die jedoch nur geringe Bioswirkung aufweist. Es
ergibt sich somit, dass das atmungsaktivierende Prinzip mehr oder
weniger gleichmissig auf die Fraktionen verteilt ist (mit Ausnahme
des Kohlefiltrats), wihrend die Bioswirkung wesentlich nur im Blei-
filtrat anwesend ist, aus dem der wirksame Stoff an Kohle adsorbiert
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TABELLE s4. Vergleichende Versuche mit fraktionierten Hefe- und

Gibberella-myzelextrakten.

Versuche: Februar 1939.

Hefekulturversuche: Kultur in 100 cm?-Erlenmeijerkélbchen, je mit
19 Y% cm?® READERs Nihrlosung und % cm?® Extrakt oder dest. Wasser,
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 45 Minuten auf 100° C. erhitzt,
geimpft mit 1 cm?® einer Suspension von Saccharomyces cerevisiae
(Menghefe ,,Nl”) in dest. Wasser ( < 1 mg Hefe/cm?). Versuchstempe-
ratur: T25 . Jedes Objekt mit einet Wiederholung. Kulturdauer
3—S lage.

Atmungsversuche: Hauptraum: 30 Schn v. I mm, ,Eigenheimer” oder
,»Bintje”’, in Phosphatpuffer (pH 6.2). Schnitten gewissert.

Birne: 0.3 cm® Extrakt oder dest. Wasser.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 9%.

Extrakte: 1. Hefekochsaft 100 g Bickerhefe in 400 cm?® dest. Wasser

10 Minuten bei 120° C. autoklaviert, filtriert.

2. Gibberella-Myzelextrakt: 4 g Trockenmyzel (Kultur: 31/10—
21/11/38) in 40 cm?® dest. Wasser 45 Minuten auf 100° C. erhitzt,
zentrifugiert, eingedimpft, mit 30 cm® 8o %igem Alkohol aus-
%gschuttelt Alkoholische Losung eingedéimpft, gelost in  dest,

asser

Fraktionierung: nach vAN HULSSEN (1936).

Saccharomyces- Atmungsversuch
Zusatz Kulturversuch Mittlere Erh6hung
Sedimentationshéhe | iiber der Kontr.
1. Hefekochsaft.
destilliertes Wasser Spur —_
Rohkochsaft " 20Y% 29—51%
neutrale Bleisalzfillung 7%—81% 3—15%
basische Bleisalzfillung e—1, 8—189%,
Filtrat der Blexsalzfallung 23—30 14—189%,
Kohlefiltrat Spur o— 4%
Kohleeluat 20—21 10%
2, Extrakt I v. Gibberella Saubi-
netii.
destilliertes Wasser Spur _—
Rohkochsaft 23 43—S1%
16slich in 80 %igem Alkohol 19% 36—46%
unléslich in 80 %igem Alkohol 8 18%
neutrale Bleisalzfillung 3% 6— 8%
basische Bleisalzfillung 2—4 4— 8%
Filtrat der Bleisalzfillung 10 10—13%
Kohlefiltrat Spur 8—11%
Kohleeluat 1Y—3 8—169%
Kohlefiltrat 4 -eluat 2— 12%"'
Kohlefiltrat + bas. Bleifillung 3Vp—yg 14%
Kohleeluat + bas. Bleifillung 12—I3 11%
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wird. Es sieht aus, alsob die atmungsaktive Substanz teilweise vom
Schwermetallsalz gefillt wird. Wir glauben jedoch vielmehr die
Aktivitit der Bleisalzfillungen auf Adsorption der aktiven Stoffe
zuriickfiihren zu kénnen.

Im Falle des Gibberella-Extrakts (Extr. I) bildete der in 80 %igem
Alkohol losliche Teil des wisserigen Extrakts die Ausgangsfliissig-
keit. Der Aktivititsverlust, der schon hierbei auftritt, prigt sich
noch besonders aus bei der weiteren Bearbeitung des Extrakts, so
dass das Kohleeluat nur noch einen kleinen Bruchteil der urspriing-
lichen Bioswirkung zeigt. Das Filtrat der Bleisalzfillung erzielt auch
hier die hochste Biosaktivitit; entsprechende Differenzen in der
Aktivitit der Fraktionen lassen sich in den Atmungsversuchen nicht
nachweisen. Der Verlauf der Atmungsversuche gibt auch keineswegs
Veranlassung zu der Annahme, dass der Atmungseffekt irgendwo
von einer Hemmung verdeckt wird.

Die Ergebnisse erlauben den Schluss, dass keine korrelative Be-
ziehung zwischen dem Vorkommen der Hefewachstumsfaktoren und
dem Auftreten des atmungsaktivierenden Prinzips in den verschie-
denen Stufen der Hefe- und Pilzextraktreinigung vorliegt. Ausser-
dem geht aus diesen Versuchen hervor, dass diese Fraktionierung,
urspriinglich ausgearbeitet als Reinigungsverfahren zur Anreiche-
rung des Biotins, sich nicht fiir die Reinigung und Anreicherung des
atmungsaktiven Prinzips eignet.

ABSCHNITT IX.

DER EINFLUSS EINER ANZAHL CHEMISCHER VERBIN-
DUNGEN AUF DIE ATMUNG DES
KARTOFFELGEWEBES.

1. Vitamine, Bioskomponenten und andere Wirkstoffe.

Wie bereits erwihnt gab die atmungserh6hende Wirkung der
wirkstoffreichen Pepton- und Hefepriparate Veranlassung zur Fest-
stellung des Einflusses bestimmter Wirkstoffe auf die Atmung. Die
Resultate der Phycomyces- und Saccharomyces-Versuche im vorigen
Abschnitt wiesen jedoch schon darauf hin, dass weder das Aneurin,
noch das Biotin an sich mit der atmungsaktivierenden Wirkung der
Rohextrakte verbunden ist. Gleichzeitig mit letzteren Versuchen
wurde eine Reihe synthetischer und isolierter Wirkstoffe und hoch-
aktiver Priparate auf ihre Wirksamkeit gepriift.

Die Méglichkeit, dass die Vitamine B,, B, oder C direkt oder
indirekt die Atmungsgeschwindigkeit beeinflussen, war von vorn-
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herein nicht ausgeschlossen. Alle drei sind sie als Redoxkatalysatoren
erkannt worden und spielen wahrscheinlich eine Rolle bei biologi-
schen Oxydo-Reduktionen (FISCHER, 1939). Wie LOHMANN (1937)
nachwies, ist die Diphosphorsidureverbindung (Pyrophosphat) des
Aneurins (Vitamin B,)-als Co-Enzym der Carboxylase zu betrachten.
Es katalysiert somit die CO,-Abspaltung aus Brenztraubensdure und
ist also an der anaeroben Atmung beteiligt.

Die Wirksamkeit des Lactoflavins (Vitamin B,) in phosphorsdurer
Bindung als prosthetische Gruppe (Co-Enzym) des WARBURGschen
»QGelben Atmungsferments” ist bekannt. Auch halten geringe
Mengen dieses Wirkstoffes die Atmung von Leuchtbakterien in
Gang (DOUDEROFF, 1938).

Ascorbinsiure (Vitamin C) scheint mit Peroxydase, Katalase und
wahrscheinlich auch Sulfhydrilverbindungen ein kombiniertes Re-
doxsystem zu bilden, dass bei den Hydrierungs- und Dehydrierungs-
prozessen der Zelle eine Rolle spielt (JANKE, 1939).

Aus einer Versuchsreihe mit einem Aneurin-Priparat (Fuller-
erde-Adsorbat) ergab sich tatsichlich ein positives Resultat. Das
Adsorbat wurde in destilliertem Wasser suspendiert, geschiittelt und
zentrifugiert oder filtriert. Die Fliissigkeit, die trotzdem noch eine

TABELLE s5s.

Versuch: 16-11-38.

szu;l)_ltr%un)x 60 Schn. v. } mm, ,Eigenheimer”, in Phosphatpuffer
p 2

Birne: 0.6 cm?® dest. Wasser oder Adsorbatextrakt.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

Zusatz: Aneurin-Fullererdeadsorbat (B.D.H.) 2 g (= 200 intern, Ein-
heiten) in 10 cm?® dest. Wasser geschiittelt, zcntnfuglert, filtriert.
Mit destilliertem Wasser verdiinnt.

i verbrauchter Sauerstoff
Ge- : :
mm3/ in Proz. d. ersten
%ﬁf Zusatz Stunde Stunde
I. St. | 2. 3. 4.St
1 dest. Wasser 51.3 106 III I2I
2 extr. Aneurinadsorbat unverdiinnt | 50.3 145 142 161
3 »
Verdunnung 1:10 48. 126 130 1
4 s Aneurinadsorbat 3 3 42
Verdiinnung 1 : 100 50.4 118 121 132
5 s» Aneurinadsorbat
Verdiinnung 1 : 1000 49.4 11§ 119 127 .
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feine Triibung zeigte, gelangte in verschiedenen Verdiinnungen zur
Priifung (Zabelle 55). Aus den Ergebnissen dieser Versuche geht
hervor, dass auch in starker Verdiinnung noch eine atmungserhéhen-
de Wirkung auftritt und dass diese Erhohung wihrend der Versuchs-
dauer beibehalten bleibt. Das Priparat enthielt 100 Taubentages-
dosen pro Gramm; jede dieser tierphysiologischen Einheiten ent-
spricht etwa 2 y Vitamin B, (GREWE, 1937). Gefiss 5, dem die
niedrigste Konzentration zugesetzt wurde, erhielt somit hochstens
0.012 Einheit oder 0.024 ¥ Aneurin.

Die Aktivitdt des Adsorbats bestitigte sich in weiteren Versuchen;
das wirksame Prinzip erwies sich thermostabil und besser eluierbar
oder 16slich in Wasser als in absolutem Alkohol. Auch steigerte es
die Atmung frischgeschnittener Scheibchen. Die Atmungsintensitét
des Kartoffelgewebes ist in destilliertem Wasser niedriger als in
Phosphatpufferlosung (s. Abschn. III-2c), aber die Wirkung des
Vitamin-Priparats war in ersterem Milieu relativ stirker.

Der R.Q. empfand keine Verinderung (er betrug resp. 0.98 und
1.04 in 2 Versuchen), wihrend bei Anwesenheit von KCN (1 : 25.000)
keine Atmungserhhung mehr auftrat. Diese Resultate entsprechen
unseren Erfahrungen mit dem atmungsaktivierenden Prinzip des
Myzelextrakts (Extr. I).

Die Wirksamkeit dieses Vitamin-Priparats ist dennoch nicht dem
Aneurin-Gehalt zuzuschreiben. Die Versuche, iiber die im vorigen
Abschnitt berichtet wurde, machten eine vermeintliche Identitit
des wirksamen Prinzips im Extrakt I mit Aneurin bereits sehr
zweifelhaft. Die nichste Stufe der Untersuchung — der Test mit
dem reinen, kristallisierten Vitamin B, — ergab, dass das Vitamin
in den verschiedenen gepriiften Konzentrationen — mit Ausnahme
der sehr hohen Konzentration 1 :50 — vollig effektlos ist. Die
Aktivitit des Vitamin-Rohpriparats muss daher auf die Wirkung
der dem Adsorbat als Verunreinigung anhaftenden Stoffen zuriick-
gefiihrt werden. Als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung des Vita-
mins findet neben Reiskleie oft Hefe Anwendung. Angesichts der
atmungsaktivierenden Wirkung der Hefeextrakte wiirde das Vor-
kommen des wirksamen Prinzips im Fullererde-Adsorbat hinterher
nich; befremden, falls das vorliegende Préparat aus Hefe bereitet
wurde.

Die Bemiihungen zur Identifizierung der wirksamen Stoffe mit
irgend einem Wirkstoff wurden inzwischen fortgesetzt. Dazu wurde
eine Anzahl der am meisten in Betracht kommenden Wirkstoffe auf
ihre Wirkung im Atmungsversuch getest. Die Ergebnisse dieser
Versuche sind in Tabelle 56 kurz zusammengefasst. Der Atmungs-
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effekt wird auch in dieser Tabelle ausgedriickt als mittlere Erh6hung
(iiber die der Kontrolle) in den drei Stunden nach Zusatz der zu
untersuchenden Stoffe.

Diese Vereinfachung ist nur zulissig, solange die Atmungserhd-
hung sich in dieser Zeit wenig dndert. Dies traf nach Zusatz von
Ascorbinsdure nicht zu und daher werden in diesem Falle die Er-
hohungen in den aufeinanderfolgenden Stunden erwihnt. Die Be-
zeichnung: ,,keine Erhohung” bedeutet, dass der mittlere Effekt
innerhalb der Fehlergrenzen (etwa 4 %) liegt. Die Herkunft der
Chemikalien wird in Klammern angegeben. B.D.H. = British Drug
House; F.L. = Fraenkel u. Landau. Die mit (K) bezeichneten
Stoffe wurden uns freundlichst vom Herrn Prof. Dr. F. KGOGL zur
Verfiigung gestellt.

TABELLE 56.

Ver- Atmungseffekt
suchs- zugesetzte Stoffe Mglgfziss - (mittlere
Datum pro Lse Erhohung)

23-11-38 | Glutathion (B.D.H.) 3.omg 7 %
' s 0.0003—0.3mg  keine Erhohung
24~11-38 | Inosit (B.D.H.) 0.03—3.0 mg keine Erh6hung
Nicotinsdure (B.D.H.) 3.omg zunchmende
. Hemmung
9 0.03—0.3 mg keine Erhohung
6-12-38 | krist. Aneurin (F.L.) 0.07 mg 10%
0 ’ 0.00007—0.007mg keine Erhéhung
7-12-38 3 2 0.0007 mg keine Erhéhung
Inosit (B.D.H.) 3.omg keine Erhohung
5 (B.L) 3.0mg keine Erhéhung
krist. Aneurin (F.L.) 0.0007 mg

+ Inosit (B.D.H.) 2.0mg keine Erhéhung

krist. Aneurin (F.L.) 0.0007 mg : "
+ Inosit (F.L.) 2.0mg -} keine Erhohung
9-12-38 | krist. Aneurin (F. L) 0.0007 mg .
+ Glutathion (B.D o.3mg
+ Nicotinsdure (B. 0.0006 mg
krist. Aneurin (F. L 0.0007 mg
+ Glutathion (B.D. 0.3 mg
L.

keine Erhéhung

’,I:v

keine Erhéhung
—+ Inosit (F.L.) 3.omg

krist. Aneurin (F.
+ Nicotinsdure (B.
+ Inosit (F.L.) 3.omg
krist. Aneurin (F 0.0007 mg
+ Glutathion (B.D H. ) 0.2mg

+ Nicotinsdure (B.D.H.) | 0.0004 mg
+ Inosit (F.L.) 2.0mg
21-12-38 | krist. Aneurin (F.L.) 0.0048 mg
+ Brenztraubensiure 0.6 mg

vmv
L

0.0007 mg

.H.) | 0.0006 mg keine Erhéhung

VU

keine Erhéhung

keine Erhéhung
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TABELLE 56. (Fortsetzung)

Ver- Menge Atmungseffekt
suchs- zugesetzte Stoffe o Ggfé . (mittlere
Datum p Erhohung)
19-1-39 | Biotinpriiparat (K) 0.003 mg Biotin 7 %
20-1-39 | Lactoflavin (K) 0.003 mg keine Erhchung

}_B‘iaotinf;l:;ﬁparat( )(K) 0.0006 mg Biotin keine Erhohung

ctoflavin 0.001 mg : a

+ Biotinpriparat (K) 0.0004 mg Biotin } keine ErhShung
25-1-39 | Biotinpriparat (K) 0.003 mg Biotin

+ Aneurin (F.L.) 0.006 mg keine ErhGhung

+ Inosit (B.D.H./F.L.) | 2.o0mg

Lactoflavin (K) 0.003 mg

+ Aneurin (F.L.) 0.006 mg keine Erhéhung

6-. In(l)git I((B.Dt.,l.-l./l-':'.I...) 2.0mg

ieselbe Kombinationen : =

+ Asparagin 10.0 mg } keine Erhdhung
15-2-39 | Biotinpriparat (K) 0.01 mg Biotin 9%

Biotinpriiparat (K) 0.005 mg Biotin } 13 %

+ Inosit (B.D.H.) 0.5 mg 3%

Biotinpriiparat (K) 0.005 mg Biotin

+ Lactoflavin (K) 0.005 mg 13 %

+ Aneurin (F.L.) 0.008 mg 3%

+ Inosit (B.D.H.) 0.4 mg
16-2-39 | Biotinpriparat (K) o.01 mg Biotin 7%

Biotinpriparat (K) 0.01 mg Biotin } 11 %

+ Inosit (B.D.H.) 2.0 mg °
23-2-39 | reines Biotin (K) 0.002 mg keine Erhohung

reines Biotin (K) 0.002 mg § keine Erhéhung

+ Inosit (B.D.H.) 1.0mg 4 %)

reines Biotin (K) 0.002 mg } 11 %

+ Inosit (F.L.) 1.0mg o

3-3-39 | reines Biotin (K) 0.004 mg 9 %

Inosit (F.L.) 0.8 mg keine(Eg}lt)shung
(]
reines Biotin (K) 0.004 mg 4 9
+ Inosit (F.L.) 0.8 mg } 97
A1_1eurirﬁ ‘(F:'L'()K) 0.03 mg 8%
reines Biotin 0.004 m . &
+ Inosit (F.L) osmg o keine Eﬁ}‘;’h‘mg
+ Aneurin (F.L.) 0.03 mg 4%
9-8-39 | Ascorbinsdure 3.omg 148, 127, 37 u.
8 % in 4 St.
» 0.3 mg 39in4:+ gt u 1%
» 0.03 mg 5.0, 2 u. 1%
in 4 St.

3

0.003 mg keine Erhéhung
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Uberblicken wir die Ergebnisse, so fillt es zunichst auf, dass
in keinem Falle — ausgenommen nach Zusatz von Ascorbinsdure —
ein bedeutender Atmungseffekt hervorgerufen wird. Glutathion
fiihrt (wie Aneurin) nur in physiologisch sehr hoher Konzentration
eine geringe Mehratmung herbei. Dabei bleibt noch unentschieden,
ob der Sauerstoffmehrverbrauch nicht dem von diesen Redox-
systemen selbst gebundenen Sauerstoff zuzuschreiben ist.

Die meisten Versuche, in denen Biotin zugesetzt wurde, ergaben
eine geringe Atmungserhhung. Die Biotinpriparate wurden im
Kiihlschrank aufbewahrt und vorsichtshalber — damit der Aktivitit
der Kkleinen Fliissigkeitsmengen nicht geschadet wurde — nicht
jedesmal aufgekocht. Die Moglichkeit einer Bakterienentwicklung
war somit nicht ganz ausgeschlossen. Weder in physiologisch sehr
hoher Konzentration (10 ¥ = 1 : 3 X 10%), noch in Kombination

mit Aneurin, Lactoflavin und Inosit wurde ein Effekt, grosser als
10 %, Erhohung, erzielt.

Der auffallende Effekt von Ascorbinsiure — ein bedeutender,
aber schnell abnehmender Sauerstoffmehrverbrauch — liess ver-
muten, dass es sich hier nicht um eine Steigerung der Kartoffel-
atmung, sondern um eine Oxydation der Ascorbinsdure handelt.
Es stellte sich bald heraus, dass eine dhnliche ,,Atmungskurve” bei
Anwendung zerriebenen Kartoffelgewebes (Gewebebrei) nach Zu-
satz von Ascorbinsdure auftritt. 30 Kartoffelschnitten wurden dazu
im Morser zerrieben und mit 2 cm3 Phosphatpuffer in ein Atmungs-
gefiss eingefiillt. Der Sauerstoffverbrauch betrug 9.1 mm?® in der
ersten Stunde und stieg — nach Zusatz von 3 mg Ascorbinsiure —
bis auf 107.9 mm? in der zweiten Stunde, wihrend er in den fol-
genden Stunden zuriickging auf resp. 49.4, 5.9 und 2.3 mm?. Ausser-
dem wurde noch der Atmungsquotient unverletzter Kartoffel-
scheibchen nach Zusatz von 3 mg Ascorbinsdure festgestellt. Der
erzielte Wert von 0.63 in den zwei ersten Stunden zeigt, dass die
Sauerstoffaufnahme der Kohlensiureproduktion erheblich iiber-
legen war.

Aus diesen Tatsachen geht hervor, dass der Effekt der Ascorbin-
sdure nicht in erster Linie auf eine gesteigerte Atmungsgeschwindig-
keit des Kartoffelgewebes, sondern auf eine irreversible Oxydation
des Vitamins — und zwar unter Mitwirkung der celluliren Redox~
katalysatoren — zuriickgefiihrt werden darf. Dabei bildet sich
offenbar ein (hinsichtlich der Atmung) unwirksames Oxydations-
produkt, denn es ergab sich, dass die Atmung des Kartoffelgewebes
sich nach Beendigung des Oxydationsvorgangs auf dem Niveau
der Kontrolle aufrecht erhalten hatte.
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Zusammenfassend konnen wir sagen, dass keiner der getesten
chemischen Stoffe und keine der angewandten Kombinationen eine
atmungserh6hende Wirkung ausiibt, die zu der Annahme eines
Zusammenhangs zwischen diesen Stoffen und dem wirksamen Prin-
zip der Pilzextrakte Veranlassung geben konnte. Die Versuche zur
Identifizierung des fraglichen Prinzips mit einem der genannten
Wirkstoffe hatten somit ein negatives Ergebnis. Inzwischen be-
stitigen die Resultate dieser Versuchsreihe die Ergebnisse des vorigen
Abschnitts, die bereits darauf hinwiesen, dass weder dem Aneurin-,
noch dem Biotingehalt der aktiven Extrakte die atmungsbeschleu-
nigende Wirkung dieser Fliissigkeiten zugeschrieben werden kann.

2. f-Indolyl-Essigsiure (Heteroauxin).

Die Versuche mit diesem Wuchsstoff nehmen in vorliegender
Untersuchung eine gesonderte Stelle ein, da es von vornherein
unwahrscheinlich war, dass dieser dtherlosliche Wirkstoff in Kausal-
zusammenhang mit dem atmungsaktivierenden Effekt der Pilz-
extrakte stehen wiirde.

Zwar ist Heteroauxin in Hefe und in vielen Hyphenpilzen auf-
gefunden worden (JANKE, 1939) und wurde auch die Anwesenheit
von Wuchsstoff im Myzelextrakt von Gibberella Saubinetii durch
ein positives Resultat im Avena-Koleoptil-Test (dessen Ausfithrung
wir der Bereitwilligkeit des Herrn Dr. M. H. v. RAALTE verdanken)
nachgewiesen. Ausserdem hat REINDERS (1938) gefunden, dass
Kartoffelscheibchen unter Einfluss von Heteroauxin einen er-
-hohten Trockengewichtsverlust aufweisen. Sie schliesst hieraus,
dass diese Erscheinung auf eine gesteigerte Atmung zuriickgefiihrt
werden muss.

Schliesslich fiihrt Heteroauxin nach THIMANN u. SWEENEY (1937)
in niedrigen Konzentrationen eine Beschleunigung der Protoplasma-
stromung von Hafer-Koleoptilen herbei. Diese Wirkung fangt sofort
nach Zusatz des Wuchsstoffes an, verschwindet jedoch nach kurzer
Zeit (etwa 30 Minuten) wieder. Bei Konzentrationen iiber 1 auf
2 X 10° tritt dagegen eine — gleichfalls voriibergehende — Ver-
langsamung der Plasmastromung auf. In einem spiteren Bericht
(SWEENEY u. THIMANN, 1938) stellen diese Forscher fest, dass die
genannten Effekte bei geniigendem Kohlehydratzusatz von lingerer
Dauer sind, wihrend die Stromungshemmung bei hoheren Wuchs-
stoffkonzentrationen durch Sauerstoffmangel herbeigefiihrt werden
soll, und zwar dadurch, dass Heteroauxin — wie sie meinen — die
Atmung erhoht. Sie versuchen diese Erscheinungen durch die An-
nahme zu erkliren, dass Heteroauxin, neben der sauerstoffverbrau-
chenden Plasmastromung, noch einen zweiten Atmungsvorgang —
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der hinsichtlich des verfiigbaren Sauerstoffs Vorrang hat — anregt.

Wie dem auch sei, es war allerdings denkbar, dass Heteroauxin,
via den Plasmastromungseffekt, auch die Atmung des Kartoffel-
gewebes becinflussen konnte. Obwohl Heteroauxin durch Ather-
l6slichkeit gekennzeichnet wird und das atmungsaktivierende Prinzip
des Pilzextrakts keine oder nur geringe Atherléslichkeit aufweist,
lag es nach obigen Ausfiithrungen nahe, die Wirkung des Wuchsstoffs
sicherheitshalber im Atmungsversuch festzustellen. Heteroauxin
wurde dazu in verschiedenen Konzentrationen dem Kartoffelgewebe
zugesetzt, teils mit gleichzeitiger Zugabe von Glukose (Tabelle 57).

TABELLE 57.

Versuche: 13 u. 14-4-39.

Hauptraum: 30 Schn. v, 1 mm, ,,Bintje”’, in Phosphatpuffer (pH 6.2).
Birne: 0.3 cm?® dest. Wasser oder Heteroauxin-Losung.

Einsatz: 0.4 cm® KOH 25 %.

Vorbehandlung: gewissert.

verbrauchter Sauerstoff
Ge- P i
- mm?/ . in Proz. d. ersten
tl.fli'? Zusatz Stunde Stunde
LSt | 2. 3 4 5.8t
1 dest. Wasser 55.4 103 106 107 114.
2 9 ,, 54.9 103 I0I 106 III
3 Heteroauxin 60 y (2 : 10%) 59.5 101 94 98 105
4 2 6 y (2:10% 58.8 104 110 I1I0 1I9
.5 2» 06 1y (2:107) 57.2 109 108 III 114
6 ,, 0.06 ¥ (2 :10%) 58.0 105 106 108 114
7 » 0.006 ¥ (2 : 10%) 53.5 108 104 109 114
1 | Glukose 3 mg 54.4 123 I3I 140
2 ,, 3 » 55.8 120 I30 136
3 Glukose 3 mg +
Hetercauxin 3 y "58.3 12§ 132 I39
4 Glukose 3 mg +
Heteroauxin 0.3 y 57.0 120 127 13§

Es stellte sich heraus, dass in unseren kurz wihrenden Versuchen die
Atmung keinen reellen Einfluss seitens des Wuchsstoffes erfuhr, aus~
genommen nach Zusatz grésserer Dosen (60 y =1 : §X 10%), bei dem
eine Atmungshemmung auftrat. Es bleibt immerhin mdglich, dass
von Heteroauxin in lange dauernden Versuchen — wie im Falle
REINDERS — schliesslich eine Atmungsbeschleunigung hervorgerufen
wird, aber auch in solchem Falle wiirde zur Annahme eines Kausal~
zusammenhangs zwischen dem Vorkommen des Heteroauxins im
Pilzmyzel und der atmungsaktivierenden Wirkung des Pilzextrakts
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kein Grund vorliegen, weil es sich bei letzterer ja um einen sofort
einsetzenden Effekt handelt. :

Glukosezusatz dndert die Lage nicht; fiir Kartoffelgewebe gilt
somit nicht der Zusammenhang zwischen Heteroauxin, Plasma-
stromung und Atmung, der nach THIMANN u. SWEENEY fiir junge
Hafer-Koleoptile bestehen soll. Die Atmungshemmung in unserem
Versuch bei Anwendung hoherer Wuchsstoffkonzentrationen wire
allerdings auf eine Verlangsamung der Plasmastromung zuriick-
zufiihren, wie diese bei Hafer-Koleoptilen auftritt. Nur wire bei
Gebrauch von Kartoffelgewebe eine 40-mal hohere Konzentration
zum Erzielen dieses Effekts benotigt.

3. Histidin.

Die Eventualitit eines Zusammenhangs zwischen Atmungs-
erh6hung und Beschleunigung der Plasmastromung fiihrte zu einigen
Atmungsversuchen mit 1-Histidin (Base). FITTING (1936) erzielte
mit diesem Stoff eine Auslosung der Plasmastrémung in Vallisneria.
Unsere Versuche, in denen 1-Histidin in 7 Konzentrationen zwischen
I : 10° und 4 : 10% auf ihre Wirkung getest wurde, ergaben ein vollig
negatives Resultat; 3 Stunden nach Zusatz des Histidins zeigte die
Atmung der Kartoffelscheibchen noch keine Spur eines Einflusses.

4. Andere Stoffe,

Es folgt jetzt noch eine Ubersicht der Versuche mit einer Anzahl
verschiedener Stoffe, die entweder als Stoffwechselprodukte der
Pilze, oder als atmungsaktive Stoffe als Vergleichsobjekt in Betracht
kamen.

a. Amine. Mehrere Forscher beschiftigten sich bereits mit dem
Studium der toxischen Stoffe, die von Pilzen gebildet werden. Meis-
tens bedienten sie sich dabei von Pilzen, die in Reinkultur gezogen
wurden. Insbesondere die Gruppe der Welkekrankheitserreger ist in
diese Untersuchungen bezogen worden, da die Krankheitssymptome
— das Welken der Wirtspflanze — der Giftwirkung der vom Welke-
parasiten in der Wirtspflanze ausgeschiedenen Toxine zugeschrieben
werden. In Reinkultur werden von vielen Pilzen Stoffe ausge-
schieden, die das Welken oder vielmehr die Vergiftung von Pflanzen,
die in die Kulturfliissigkeit oder in den Pilzextrakt eingesetzt werden,
herbeifithren. AHMET (1933) beschiftigte sich mit den Kulturfliissig-
keiten und Myzelextrakten von Fusarium lycopersici (= F. bulbi-
genum Cke. et Mass. var. lycopersici (Brushi) Wr.) und Fusarium
vasinfectum. Diese Pilze wurden auf RICHARDS-Néhrlsung ge-
zogen. Er gelangte zu der Uberzeugung, dass es sich bei der toxischen
Wirkung der genannten Fliissigkeiten um Amine handelt. Manche
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synthetische Amine riefen tatsichlich Welkeerscheinungen hervor.
Das toxische Prinzip war thermostabil und nicht fliichtig; es war
16slich in Methyl- und Athylalkohol und unléslich in Ather. In der
Toxinlésung konnten keine reduzierenden Stoffe — also keine
Aldehyde — nachgewiesen werden. Die basisch reagierende Kultur-
fliissigkeit verlor ihre Toxiditit nach neutralisieren nicht.

Diese Eigenschaften stehen mit jenen des atmungserhhenden
Prinzips unserer Pilzextrakte nicht im Widerspruch. Daher wurde
untersucht, ob moglicherweise auch in den Atmungsversuchen die
Wirkung der Extrakte auf Amine zuriickgefiihrt werden konnte.

Wihrend die Toxinlosungen AHMETs gegen Ninhydrin positiv
reagierten — womit die Anwesenheit primédrer Aminogruppen nach-
gewiesen wurde — fiel die Farbreaktion nach RIMINI (SCHOORL,
1937) auf primire und sekundire (aliphatische) Amine in den Kultur-
flissigkeiten von Gibberella und Fusarium trichothecioides negativ
aus (s. Seite 236). Einige synthetische primire und sekundire Amine
wurden in Atmungsversuchen getest (s. Tabelle 58). Es ergab sich,

TABELLE s58.

Ver- Menge Atmungserhohung in

suchs- zugesetzter Stoff pro g:gféiss % d. ersten Stunde

datum 2. 3. 4.5t
a. Amine.

15-5-39 Isobutylamin 1.5 mg keine Erhohung
2 Hexylamin 2.0 mg 3 II I3
7-3-39 Diidthylamin 3.0 mg keine Erh6hung
2-3-39 Diphenylamin < 15.0 mg 3 19 1I9

b. Ammoniumsalze und Harnstoff
15-3-39 Ammoniumnitrat 3.0 mg keine Erhéhung
2 Ammoniumsulfat 3.0 mg keine Erhéhung
7-3-39 Harnstoff 3.0 mg keine Erhéhung
¢. Aminosduren.
15-3-39 Glykokoll 1.5 mg 3 s 8 -
21-3-39 Leucin 1.5 mg keine Erhéhung
”» Glutaminsiure 1.5 mg keine Erhohung
15-3-39 Cystin < 0.3 mg 4 12
” 1-Tyrosin < 0.3 mg " keine Erhéhung
d. Phenolderivate.
2-3-39 p-Phenylendiamin 15.0 mg 49 60 64
Y 3 1.5 mg 16 34 70
7-3-39 » 1.5 mg I7 39
2 2 0.I§ mg I0 43
1 » 0.015§ mg I0 29
15-5-39 p-Oxyphenylglycin < 1.5 mg 24 64 30
" 17-5-39 » < L5mg - 27 27 54

18
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dass Isobutyl- und Diithylamin keinen Effekt hervorrufen, wihrend
Hexyl- und Diphenylamin einen wahrnehmbaren Einfluss auf den
Sauerstoffverbrauch ausiiben und zwar erst in der dritten Stunde.
Es handelte sich hier jedoch um ziemlich hohe Konzentrationen; die
zugesetzte Diphenylaminlésung war gesittigt.

Neben den Atmungsversuchen wurde eine Reihe Welkeversuche
angestellt, die hier nur beildufig erwihnt werden konnen. Darin
setzten wir abgeschnittene Pflanzen (Tomate, Erbsen und Bohnen)
in die Kulturflissigkeiten der Pilze und in Hexylaminlésung (0.25%)
ein. Die Ergebnisse bestitigten die Beobachtungen AHMETS: das
Amin hat eine starke Giftwirkung, ebenso wie die Kulturfliissig-
keiten von Fusarium bulb. var. lycopersici und vor allem von Fusarium
trichothecioides (s. Tafel V). Wir bringen in Erinnerung, dass der
Extrakt II (die Kulturflissigkeit) von F. trichothecioides neben dem
atmungsaktivierenden einen atmungshemmenden Faktor enthilt und
dass es gelang beide Faktoren zu trennen. Die Welkeversuche ergaben,
dass die Extraktfraktionen mit dem Hemmungseffekt zugleich ein
starkes Welken herbeifithren, wihrend die Pflanzen in den atmungs-
aktivierenden Fraktionen keine Welkeerscheinungen aufweisen.

Wir glauben aus diesen Tatsachen schliessen zu diirfen, dass,
wenn auch die Kulturfliissigkeiten Amine enthalten sollten, letztere
nicht mit der Atmungsaktivierung der Extrakte im Zusammen-
hang stehen.

b. Ammoniumverbindungen. Zu den Stoffen, die als Stoffwechsel-
produkte von Fusarien in der Literatur erwihnt werden, gehdren
auch Ammoniumverbindungen (PRATT, 1924; ELPEDINA, 1935;
MELVEDEVA, 1937). Der Nitratstickstoff der RIcHARDS-Nihr-
16sung wird teilweise in Ammoniak verwandelt. Die Steigerung des
pH, die immer bei Reinziichtung von Fusarien beobachtet wird,
ist damit verkniipft.

Fusarien kénnen auch Harnstoff bilden (MELVEDEVA, 1937).

Die Extrakte I und III von Gibberella Saubinetiiund F. trichothe-
cioides zeigten auf Zusatz von Nesslers Reagens eine orange Fillung, die
bei Anwesenheit von reduzierenden Zuckern in die graue Farbe des
reduzierten Quecksilbers iiberging. Die Kohle- und Seitzfiltereluate
des Extrakts II wiesen jedoch, wie bereits im fiinften Abschnitt
erwihnt, mit Nesslers Reagens keine Ammoniakreaktion mehr auf.
Dies deutet schon darauf hin, dass die atmungsaktivierenden und
-hemmenden Faktoren dieses Extrakts zu ammoniakalischen Stoff-
wechselprodukten keine Beziehung haben.

Ausserdem ergaben einige Atmungsversuche mit Ammonium-
salzen und Harnstoff vollig negative Resultate (Tabelle 58).

c. Aminosduren. Aus Atmungsversuchen mit abgeschnittenen



TAFEL V.

Giftwirkung der Kulturfliissigkeit von Fusarium trichothecioides. Abge-
schnittene Tomatenpflanzen in 10 cm?® der Fliissigkeit + 10 cm® Phosphat-
puffer (pH 6.2).

Nr. 1: Leitungswasser; Nr. 2: dest. Wasser; Nr. 3: Kulturfliissigkeit
(unbehandelt); Nr. 4: Kohlefiltrat; Nr. §: Kohleeluat; Nr. 6: Seitzfiltrat;
Nr. 7: Seitzeluat. Die Nr. 3, 5 und 6 zeigen starke Vergiftungserscheinungen.
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Blittern, die mit ihren Blattstielen in Aminosiure-Losungen ein-
gesetzt waren, glaubten SPOEHR u. Mc.GEE (1923) schliessen zu
konnen, dass Aminosiduren einen aktivierenden Einfluss auf die
Atmung ausiiben konnen.

Unsere Extrakte I und III enthalten, neben anderen organischen
Stoffen, zweifellos auch Aminosiuren. Daher wurden einige Versuche
mit einer Anzahl dieser Verbindungen durchgefiihrt (Tabelle 58).
Die Effekte sind jedoch unbedeutend. Die hochste Wirkung erzielte
eine gesittigte Cystine-Losung (Loslichkeit < 0.1 %); diese Er-
hohung ‘ist jedoch ohne Bedeutung im Vergleich zu dem Effekt
der Pilzextrakte.

Die Unwirksamkeit von Asparagin und 1-Histidin wurde oben
bereits mitgeteilt. AHMET (1933) fand in den Kulturfliissigkeiten von
F. bulb. var. lycopersici und F. vasinfectum praktisch keine Amino-~
sduren.

Nach diesen Tatsachen ist es unwahrscheinlich, dass die Pilz-
extrakte ihre atmungsaktivierende Wirkung dem Aminosiuregehalt
zu verdanken hitten. Dies gilt nur fiir Aminosduren im allgemeinen;
es bleibt denkbar, dass bestimmte Aminosduren, die oben nicht zur
Priifung gelangten, wie z.B. f-Alanin, cine spezifische Wirkung auf-
weisen.

d. Phenolderivate. Im Zusammenhang mit der Redoxwirkung
vieler Phenolderivate werden die Ergebnisse einiger Atmungsver-
suche mit zwei reduzierenden Phenolverbindungen in Tabelle 58
mit aufgenommen. Es handelt sich um p-Phenylendiamin und
p-Oxyphenylglycin, die als Entwickler in der Photographie Anwen~
dung finden. Beide zeigen einen erheblichen Sauerstoffmehrver-.
brauch. p-Phenylendiamin gibt auch in starker Verdiinnung einen
deutlichen Effekt. Diese Erscheinung wire auf den ersten Blick der
Oxydation dieser leicht oxydierbaren Verbindungen zuzuschreiben.
Auch die Dunkelfirbung der Suspensionsfliissigkeit wihrend des
Versuchs deutet darauf hin. Zwei R.Q.-Bestimmungen nach Zusatz
von 1.5 mg p-Phenylendiamin ergaben jedoch je einen Wert von 0.95.
Dieses Resultat weist also nach, dass der bedeutend gesteigerte
O,-Verbrauch nicht nur etwa auf eine irreversibele Oxydation des
zugesetzten Stoffes (wie im Falle der Ascorbinsiure), sondern
grosstenteils auf einen beschleunigten Atmungsvorgang zuriick-
zufiihren ist. Ein kleiner Teil des verbrauchten Sauerstoffs (etwa

5 %) kann allerdings bei der Oxydation und Dunkelfirbung des
Amms (reversibel oder irreversibel) festgelegt sein, da die 02
Aufnahme die CO;~Abgabe mit § %, tibersteigt. ‘

Diese Darstellung wird durch folgende Erwigung unterstutzt
Der Zusatz von 15 y p-Phenylendiamin erzielt bereits in 2 Stunden
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einen Mehrverbrauch von ca. 40%, = etwa 18 mm?® O,; 15 y verbrau-

“chen zur vollstindigen Oxydation nur etwa 3.2 mm?® O,. In 2 Stunden
war der Mehrverbrauch also schon bedeutend héher als die zur
Totaloxydation benétigte Menge Sauerstoff. Ausserdem war die
Atmungskurve noch im Steigen begriffen. Es scheint uns hier die
Annahme berechtigt, dass das p-Phenylendiamin auf irgend eine
Weise in den normalen respiratorischen Stoffwechsel der Kartoffel
eingeschaltet wird, nicht als Energielieferant, sondern als ein Redox~
system, das die Atmungsintensitit erhdht.

Eine gewisse Parallele ersieht man aus der Wirkung des Brenz-
catechins und eines anderen o-Dioxyphenols (aus Kartoffeln isoliert)
auf die Atmung des Kartoffelgewebes. Wie aus der Arbeit von
BosSwELL u. WHITING (1938) hervorgeht, fiihren diese Verbindungen
eine Atmungssteigerung herbei, ohne den Atmungsquotienten zu
dndern. Im Falle des Brenzcatechins tritt bald eine Atmungshem-
mung auf, die in der Giftwirkung des entstehenden o~Chinons ihre
Erklirung findet und die an der Atmungserh6hung grundsitzlich
nichts dndert.

Die Atmungserhéhung durch das isolierte o-Dioxyphenol belief
sich in den Versuchen dieser Forscher schliesslich auf etwa 20 9%,
iiber der normalen Atmung in Phosphatpuffer, nachdem sie bei
hohen Konzentrationen anfinglich noch bedeutend hoher gewesen
war. Diese konstant bleibende héhere Atmungsgeschwindigkeit
deutet nach diesen Forschern darauf hin, dass die Phenolverbindung
'in ein zyklisches System aufgenommen wird, in dem sie wechsel-
weise oxydiert und reduziert wird (Mesokatalysator). Es handelt
sich dabei um das schon friiher erwihnte Polyphenoloxydasesystem.
Ein dhnlicher Vorgang wire nach Zusatz der p-Phenolderivate in
unseren Versuchen denkbar. Denn die Polyphenoloxydase, die nach
BoOSWELL u. WHITING bei der normalen Kartoffelatmung eine Haupt-
rolle spielt, oxydiert neben ortho- auch para-Diphenole (SUTTER,

1936).

ABSCHNITT X.
DISKUSSION DER ERGEBNISSE.

Kehren wir jetzt zum Ausgangspunkt dieser Arbeit zuriick. Wir
fragten uns: welche physiologische Wirkungen iibt der parasitische
Pilz (in diesem Falle Gibberella Saubinetii) auf die Wirtspflanze
(Kartoffelknolle) aus? Unsere Aufmerksamkeit beschrinkte sich au
die Atmung und wir stellten zundchst in Abschn. IV fest, dass im
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Einklang mit den Ergebnissen anderer Forscher erkrankte Pflanzen-
teile eine erheblich stirkere Atmung aufweisen als gesunde. Bei der
Analyse dieser Erscheinung fangen jedoch die Schwierigkeiten an.
In die Atmung des erkrankten Gewebes ist die Atmung des Krank-
heitserregers mit einbegriffen. Um zu entscheiden, in welchem Masse
letztere an der Mehratmung beteiligt ist, miisste man die eigene At~
mung des Pilzes bestimmen. Diese Aufgabe war in vorliegendem Falle
unausfiihrbar, obwohl es von vornherein wahrscheinlich war — wie
auch FISCHER u. GAUMANN (1929) betonen — dass die Pilzatmung
im allgemeinen nicht fiir die gesamte Mehratmung verantwort-
lich ist.

Zweitens kann die Steigerung der Atmungsgeschwindigkeit des
Wirtspflanzengewebes seitens des Parasiten physisch, sowohl als
chemisch herbeigefiihrt werden. Der Einfluss der Pilzbesiedelung
konnte entweder auf einer rein-mechanischen Verbesserung des
Gaswechsels — wie bei der Atmungserhohung angeschnittener
Pflanzenteile — oder auf einer Aktivierung des aeroben Stoffwech-
sels durch eine Ursache chemischer Natur beruhen.

Um in das Problem einzudringen, haben wir uns bemiiht fest-
zustellen ob insbesondere zu letzterer Moglichkeit Griinde vorliegen.
Die Versuche mit den Extrakten I, II und I1I zeigen, dass der Pilz
nicht nur in Reinkultur atmungsaktivierende Stoffe bildet und aus-
scheidet, sondern dass auch das erkrankte Gewebe derartige Stoffe
in bedeutend grosserer Menge enthdlt, als das gesunde Gewebe.
Wir haben schon &fters hervorgehoben, dass es sich in diesen Ver-
suchen tatsichlich um Atmungsaktivierung und nicht bloss um
Oxydationen handelt, wihrend auch mehrmals darauf hingewiesen
wurde, dass die Atmungseffekte nicht auf einer Bakterienatmung
beruhen. :

Die nichsten Fragen betreffen die Wirkungsweise, die Bedeutung
[fir die Wirtspflanze und die Natur der fraglichen Substanzen. _

Die Grosse der aeroben Atmung wird, bei bestimmter Tempera-
tur, von den folgenden Faktoren bestimmt: Sauerstoffzutritt und
Kohlensidureabfuhr, Substratversorgung, pH und Enzymsystem.
Die Anwendung diinner Gewebescheibchen und die hohe Schiittel-
geschwindigkeit in unseren Versuchen eliminierte die Moglichkeit
von Diffusionseffekten durch den Extraktzusatz; die Pufferwirkung
der Suspensionsfliissigkeit hielt das pH im Atmungsmilieu aufrecht,

Die Wirkung der Extrakte ist somit entweder auf einen Einfluss
auf das Atmungsenzymsystem (einschliesslich des Redoxpotentials),
oder auf eine Erweiterung der Substratzufubr zuriickzufiihren.

Als Atmungssubstrat fiir stirkereiche Speicherorgane — wie die
Kartoffelknolle — kommen durchaus nur Kohlehydrate in Frage.
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Tatsdchlich zeigten Kartoffelschnitten nach Zuckerzusatz eine ge-
wisse Atmungssteigerung (,,Zuckereffekt”, Abschn. VII). Dennoch
glauben wir hinreichend klar gemacht zu haben, dass die Wirkung
der Extrakte nicht in erster Linie auf Substratzusatz beruht. Der
hohe Atmungseffekt, die Aktivitit in Verdiinnung, die Adsorbierbar-
keit der aktiven Stoffe, die Erfahrungen mit der Bariumfillung, die
Wirkung der zuckerfreien Extrakte I und 11, die ziemlich konstante
Erhohung der Atmungsgrosse, alle diese Tatsachen, die aus Ab-
schnitten V und VI hervorgehen, deuten auf die Zuldssigkeit dieser
Annahme hin. Ausserdem trigt folgende kleine Berechnung noch
dazu bei. In einem Versuch wurde nach Zusatz des stark-verdiinnten
Extrakts I in 3 Stunden eine Mehratmung von 11.4 mm?® Sauerstoff
erzielt. Dieselbe Menge O, ist fiir die vollstindige Oxydation von
14 y des hochwertigen Atmungssubstrats Glukose benétigt. Der
Zusatz enthielt jedoch nur 10 y Trockensubstanz, von der gewiss
nur ein Bruchteil als aktiver Stoff in Betracht kam. Es handelt sich
hier somit offenbar nicht um Zusatz einer Substanz, die veratmet
wird. Jedoch bleibt noch die Moglichkeit, dass die aktiven Stofte
der Extrakte mit dem zur Verfiigung stellen des Atmungssubstrats
in der Zelle verkniipft sind. Im Zusammenhang mit dem Auftreten
des Zuckereffekts neben dem Extraktfaktor als ,,begrenzender Fak-
tor” (im Sinne BLACKMANS, 1905) wurde bereits in Abschn. VII (s. S,
255) darauf hingewiesen, dass der Extraktfactor irgendwie mit der
Substratbereitsetzung verbunden sein musste. Diese Anschauung
stiitzt sich jedoch auf die Lehre BL.ACKMANS, deren scharfe Giiltig-
keit seit langem umstritten wird (u.a. von ROMELL, 1926). Wie dem
auch sei, es bleibt denkbar, dass die Extraktwirkung mit der Substrat-
lieferung zu tun hat, ohne dass mit den Extrakten auch Atmungs-
substrat zugesetzt wurde.

Als weitere Erklirungsmoglichkeit der Extraktwirkung kommt die
Beeinflussung des Atmungssystems in Frage. Im fiinften Abschnitt
wurde wahrscheinlich gemacht, dass die Wirkung des Myzelextrakts
sich auf das Polyphenoloxydasesystem der Kartoffel bezieht. Bos-
WELL u. WHITING (1938) stellten fest, dass Brenzcatechin und ein
anderes o-Diphenol — aus Kartoffeln isoliert — die Atmungs-
geschwindigkeit des Kartoffelgewebes merklich steigern. Wie im
vorigen Abschnitt erwihnt, ergab sich aus ihren Versuchen eine
konstante Atmungserh6hung von etwa 20 9, iiber der normalen
Atmungsgrosse. Offensichtlich wurde die Wirkung der Phenole auf
diesem Niveau von einem anderen Faktor begrenzt, da Zusatz héherer
Konzentrationen keine konstante Erhchung iiber diesen 209, her-
beifiihrte. Diese Forscher kommen zu der wichtigen Anschauung, dass
die Phenolverbindungen alsRedoxsysteme in ein zyklisches Atmungs-
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system aufgenommen werden, in dem sie als Sauerstoffiibertriger
mit einem oxydabelen Produkt der Zelle reagieren. Es ist allerdings
bekannt, dass Chinone als ausgezeichnete Akzeptoren fiir den durch
Dehydrasen aktivierten Wasserstoff der Zellsubstrate fungieren
konnen (SUTTER, 1936). Auch die Atmungseffekte der p-Phenol-
derivate, iiber die im vorigen Abschnitt berichtet wurde, schrieben
wir einer dhnlichen Rolle dieser Verbindungen im Polyphenol-
oxydasesystem der Kartoffel zu. In diesem Zusammenhang méchten
wir noch die Arbeit PLANTEFOLS (1932) erwihnen, aus der hervor-
geht, dass 1-2-4-Dinitrophenol die acrobe Atmung des Kohlrabi-
Speichergewebes steigert.

Es fragt sich jetzt, ob nicht auch die Wirkung der Extrakte auf
Einschaltung eines Redoxsystems zuriickgefiihrt werden kann. Die
Phenolverbindungen werden jedoch, wie bekannt, in wisseriger
Losung nach Schiitteln mit Luft bald briaunlich. Diese Erscheinung
wurde oft beobachtet nach Zusatz der Extrakte III und B. Die
Suspensionsfliissigkeit der Kartoffelscheibchen zeigte dann am Ende
des Versuchs eine rotbraune Farbe. Diese Beobachtung lisst sich
also mit der Anwesenheit in diesen Extrakten von der mehrmals
erwihnten o-Diphenolverbindung aus Kartoffeln verbinden. Wir
verfiigen leider nicht iiber Angaben, ob der Extrakt III — d.h. des
infizierten Gewebes — diesen Stoff in hSherer Konzentration als
der Kontrolle-Extrakt B enthilt. Im Falle der Extrakte I und II
konnten wir jedoch niemals eine Spur einer Firbung feststellen,
weder in der Suspensionsfliissigkeit, noch in dem Extrakt nach
lingerem Stehen. Auch ergaben die Extrakte I und II in einem
nachtriglichen Versuch (die Arbeit BOSWELL u. WHITINGs kam erst
nach Abschluss der Atmungsversuche zu unserer Kenntnis), nach
Neutralisieren, auf Zusatz einiger Tropfen Eisenchloridlésung nicht
die bekannte Farbreaktion auf Phenole (KLEIN, 1932). Diese Tat-
sachen weisen darauf hin, dass es sich im Falle der Extrakte I und II
(und vielleicht auch III) nicht um einfache Phenole handelt.

Andrerseits konnen einige Erscheinungen in unseren Versuchen
durch die Annahme erklirt werden, dass bei dem Atmungseffekt
der Extrakte der Zusatz und die Einschaltung eines Redoxsystems
vorliegt. So erwihnten wir in Abschn. V-1c einen Versuch mit
Gewebebrei, dem Extrakt I zugesetzt wurde. Statt der iiblichen
starken Atmungserhohung des intakten Gewebes, ergab sich in
diesem Falle nur eine kleine Steigerung — von kurzer Dauer —
des Sauerstoffverbrauchs. Diese Erscheinung wire der Oxydation
des zugesetzten Redoxsystems zuzuschreiben; die Zerstdrung des
Zellgefiiges fiihrt die Einstellung der normalen Atmung und damit
der Wirksamkeit des zyklischen Systems herbei, sodass auch das
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Redoxsystem blockiert wiirde. Auch die Beobachtung, dass die
Atmungserh6hung nach Zusatz grosserer Mengen des Extrakts I oft
ein voriibergehendes Zuriickfallen zeigt (man siehe den Knick der
Atmungskurven in den Fig. 2, 3 u. §), kann erklirt werden durch
die Annahme, dass das zugesetzte Redoxsystem — nach Oxydation
— infolge der beschrinkten Menge oxydabel Substrat, die zur Ver-
fiigung steht, nur zum Teil sofort reduziert und in das zyklische
System aufgenommen wird. Erst allmihlich wird sich dann ein
neues Gleichgewicht zwischen Oxydation des Redoxsystems (d.h.
also Sauerstoffmehrverbrauch) und Produktion des oxydabelen Sub-
strats bilden.

Diese Erwigungen stiitzen sich jedoch auf Beobachtungen, die
noch in mancher Beziehung Erginzung bediirfen. Namentlich das
Verhiltnis zwischen Zuckereffekt und Extraktwirkung ist noch nicht
endgiiltig aufgeklirt. Wir wollen uns daher angesichts der pfianzen-
physiologischen Seite des Problems auf die vorhergehenden Be-
trachtungen beschrinken und uns die phyfopathologische Seite mal
ansehen.

Die Anwesenheit atmungsaktivierender Stoffe im Myzelextrakt
von Gibberella Saubinetii hat an sich keine phytopathologische Be-
deutung, nachdem es sich erwies, dass auch rein-saprophytische
Pilze, wie Trichoderma lignorum und Hefe derartige Substanzen
im Myzel enthalten. Wahrscheinlich handelt es sich hier um Stoffe,
die im Pflanzenreich allgemein vorkommen und mit den respiratori-
schen Lebensvorgingen in der Zelle verkniipft sind. Denn auch aus
dem gesunden Kartoffelgewebe lassen sich atmungserhéhende Stoffe
extrahieren (Extrakte B und A). Die Aktivitit der Kulturfliissigkeit
des Pilzes (Extr. II) zeigt aber, dass die fraglichen Substanzen nicht
nur in Reinkultur produziert, sondern auch ausgeschieden werden.

Schliesslich haben wir nachgewiesen — und dieser Befund hat
gewiss grossere phytopathologische Bedeutung — dass die aktiven
Stoffe sich im von Gibberella Saubinetii befallenen Gewebe in er-
heblich grésseren Mengen als im sterilen Gewebe vorfinden. Weiter
stellten wir fest, dass die Konzentration im erkrankten Gewebe gross
genug ist, um eine bedeutende Atmungssteigerung herbeizufiihren.

Die Bildung des wirksamen Prinzips steht also, nach unseren
Erfahrungen, zwar nicht im Zusammenhang mit jenen spezifischen
Eigenschaften, die den Angriff des Parasiten auf den Wirt ermég-
lichen, sondern das Auftreten der aktiven Substanzen in merklichen
Konzentrationen nachdem der parasitische Pilz sich auf dem Wirt
angesiedelt hat, wird ohne Zweifel einen wichtigen Einfluss auf den
Stoffwechsel des Wirtsgewebes und damit auf das Wesen der Krank-
heit ausiiben. Kurz gesagt: wenn diese Stoffe auch bei dem Eintritt
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des parasitischen Verhiltnisses keine Rolle spielen, so sind sie gewiss
im weiteren Verlauf der Erkrankung von grosser physiologischer
Bedeutung. Aus diesen Anschauungen geht schon hervor, dass wir
glauben, die Wirkung der drei Extrakte einem und demselben
Prinzip zuschreiben zu diirfen. Das Verhalten der wirksamen Sub-
stanzen dieser Extrakte war in unseren Versuchen nahezu dhnlich;
kleine Unterschiede kénnen der Mitanwesenheit sehr verschiedener
Verunreinigungen der einzelnen Rohpriparate zugeschrieben werden.
. Was die Natur der wirksamen Stoffe — und somit die chemische
Seite des Problems — anbelangt, so sind die Versuche zur Identifi-
zierung des wirksamen Prinzips vollig negativ verlaufen. Wir haben
allerdings festgestellt, dass eine Anzahl Wirkstoffe, unter ihnen
Vitamine und Wuchsstoffe, nicht mit der atmungsaktivierenden
Wirkung der Extrakte verbunden sind und iiberhaupt die Atmung
nicht in erheblichem Masse beeinflussen.

Mit dem Adsorptions- und Elutionsverfahren haben wir die ersten
Schritte auf den Weg zur Reinigung und Anreicherung der aktiven
Substanzen getan; neben der Adsorbierbarkeit haben wir einige
Eigenschaften der fraglichen Stoffe, wie Thermostabilitit und Los-
lichkeit untersucht. Auch die organisch-chemische Natur steht fest.
Diese Angaben boten jedoch noch wenig Anhalt und von der Chemie
des wirksamen Prinzips hatten wir noch keine Ahnung.

Neuerdings zeigten PRATT u. WiLL1aMs (1939) jedoch, dass Zusatz
von sehr geringen Mengen ihrer ,,Pantothensdure’ eine Atmungs-
erhohung des Kartoffelgewebes herbeifiihrt. Es handelt sich hier
um einen weitverbreiteten Aktivator fiir das Wachstum von Hefe
und von griinen Pflanzen, der sich in den Extrakten vieler biologi-
schen Materialien (auch in Pilzen) vorfindet (JANKE, 1939). Vor
kurzem hat man die Struktur dieser Substanz bekannt gegeben
(WiLL1AMS u. MAJOR, 1940); sie ist ein Derivat von f-Alanin, von
der Formel CyH,,O;N. Ihre Eigenschaften sind nicht mit jenen
des Extraktfaktors im Widerspruch: die Thermostabilitdt, die Un-
l16slichkeit in Ather, die Adsorbierbarkeit, die Wirkung in starker
Verdiinnung, die physiologische Wirksamkeit als Wachstumsfaktor
fiir Hefe und als Atmungsaktivator fiir Kartoffelgewebe, das weit-
verbreitete Vorkommen in biologischen Materialien (vielleicht als
universeller Komponent der lebendigen Substanz), das alles deutet
auf die Moglichkeit — wenn nicht die Wahrscheinlichkeit — dass
das wirksame Prinzip unserer Extrakte mit dieser Pantothensédure
identisch ist. Leider haben wir unsere Versuche abschliessen miissen,
bevor wir Gelegenheit hatten die Ergebnisse von PRATT u. WILLIAMS
auf unsere Arbeit zu iibertragen.

Neben dem atmungsaktivierenden Prinzip der Pllzkulturen stiessen
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wir auf einen atmungshemmenden Faktor, der besonders stark von
Fusarium trichothecioides produziert wird. Es handelt sich hier offen-
sichtlich um eine ,,staling’” Substanz, also ein toxisches Prinzip, das
sich allméhlich in der Pilzkultur ansammelt. Durch ihre stirkere
Adsorbierbarkeit an Aktivkohle gelang es, diese Substanz vom akti-
vierenden Prinzip zu trennen. Sie ist hitzebestindig und erregt auch
Giftigkeitssymptome auf Tomaten und anderen griinen Pflanzen,
die in den Extrakt eingestellt werden. Die schidliche Wirkung ent-
wickelt sich ziemlich langsam und beseitigt schliesslich die atmungs-
aktivierende Wirkung des Extrakts, sowohl als den Zuckereffekt. Sie
ist nicht auf die Anwesenheit von Bicarbonaten zuriickzufiihren.

Zusammenfassend gelangen wir zum nachfolgenden Bild der
atmungserh6henden Wirkung. Es handelt sich um ein wirksames
Prinzip, das als fester Bestandteil des organischen Pilzmaterials auf-
tritt; es wird vom Pilz in Reinkultur gebildet und es findet sich auch
im erkrankten Kartoffelgewebe nach Befall durch Gibberella Saubi-
netii. Es steigert die Atmungsgeschwindigkeit der Wirtspflanze und
trigt auf diese Weise zu der vielfach nachgewiesenen Atmungs-
steigerung und damit zu der abnormalen Physiologie des erkrankten
Gewebes bei. Die Moglichkeit, dass diese Wirksamkeit auf die
Pantothensdure von WILLIAMS zuriickzufiihren sei, ist sicher nicht
ausgeschlossen. Andrerseits liegen Griinde zu der Annahme vor,
dass es sich bei dem wirksamen Prinzip um ein Redoxsystem handelt,
das — wie bestimmte Phenole — im Atmungssystem aufgenommen
die Atmungsgeschwindigkeit steigert.

NACHBETRACHTUNG. Die vollstindige Losung der Aus-
gangsprobleme iiberschritt — wie es sich zeigte — weitaus den
Rahmen einer beschrinkten Untersuchung, auch wenn nicht be-
sondere Umstinde uns gezwungen hitten, den experimentellen Teil
an einem unvorhergesehenen Zeitpunkt abzubrechen. Viele neue
Fragen auf pflanzenphysiologischem, phytopathologischem und
chemischem Gebiet traten hervor, die unberiicksichtigt bleiben
mussten. Die ausgearbeitete Methodik — die Anwendung von
pflanzlichen Gewebeschnitten in der WARBURG-Apparatur — und
die beschriebenen Ergebnisse werden hoffentlich andere zur Fort-
setzung und Erginzung dieser Arbeit anregen. ‘

Die vorliegende Untersuchung wurde am Phytopathologischen
Institut ,,Willie Commelin Scholten” in Baarn ausgefiihrt. Unserem
verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. V. J. KONINGSBERGER, Utrecht,
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danken wir fiir sein stetes Interesse, fiir das zur Verfiigung stellen
der Apparatur und fiir seine Zustimmung, die Arbeit in Baarn aus-
fithren zu diirfen. Auch Friulein Prof. Dr. JoH. WESTERDIJK, Direk-
torin des Instituts in Baarn, sagen wir unseren besten Dank fiir ihr
Wohlwollen und ihre Anregung, Herrn Prof. Dr. F. KOGL, Utrecht,
fiir die freundliche Uberlassung von Biotin und einigen anderen
Priparaten.
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