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Einleitung

Fusarium lycopersici Sacc. ist einer der Erreger der infektiosen Tomaten-
welke. Als Toxine konnten aus dem Kulturfiltrat Fusarinsiure, eine Pyridin-
monocarbonsiure, Lycomarasmin, ein Dipeptid, und Vasinfuscarin, ein che-
misch noch unbekannter Stoff, isoliert werden (GAumANN, Naer-Rotr und
KogeL, 1952; GAuMANN, NAEF-RoTH und MIESCHER, 1950; GAUMANN, STOLL
und KErN, 1952). Fusarinsiure verursacht Nekrosen an den Blittern und
Stengeln, Lycomarasmin nur an den Blittern der Tomatenpflanze. Vasin-
tuscarin briunt die Leitungsbahnen der Tomatensprosse. Von den drei vom
Organismus in vitro gebildeten Toxinen konnte bis heute erst Fusarinsiure
in infizierten Pflanzen nachgewiesen werden (LAKSHMINARAYANAN und SUBRA-
MANIAN, 1955; KErN und Kvroeper, 1956). Damit ist der Beweis erbracht,
daf} es sich bei Fusarinsdure wirklich um ein Vivotoxin handelt und nicht, wie
oft angenommen wurde, um ein nur in vitro gebildetes Stoffwechselprodukt
(DmMonDp und WAGGONER, 1953).

In der vorliegenden Arbeit soll der Wirkungsmechanismus der
Fusarinsidure verfolgt werden.
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Fusarinsdure ist eine Pyridin-monocarbonsiure von der Bruttoformel
C1oH30:N und dem Molekulargewicht 179. Sie wurde erstmals von YABUTA,
Kamse und Havast (1934) aus dem Kulturfiltrat von Fusarium beterosporum
Nees., einem Erreger der Bakanaekrankheit des Reises in Japan, rein dar-
gestellt. Die Konstitutionsaufklirung (Yasura, Kamse und Havasi, 1934)
ergab, dafl es sich um 5n-Butyl-pyridin-2-carbonsiure handelt. PLATTNER,
KeLLErR und Borrer (1954) gelang es, Fusarinsiure zu synthetisieren. Die in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche wurden alle mit synthe-
tischer Fusarinsiure ausgefiihrt, die in ihrer biologischen Aktivitit
der natiirlichen Fusarinsiure entspricht (GAumann, Naer-Rota und KoBEL,
1952). Die dosis minima des Toxines fiir Tomatensprosse liegt bei 150 mg/kg
Lebendgewicht.

Was man im Welketest 48 Stunden nach der Toxinapplikation als
Nekrose bestimmt, ist durch eine Summation von Einzelschidigungen ent-
standen. Um aber den Wirkungsmechanismus der Fusarinsiure abzukliren,
missen wir die einzelnen Teilschritte kennen, die zu einer Schadwirkung
fihren. Wie Transpirationsversuche zeigten, verindert Fusarinsiure die Was-
seraufnahme und -abgabe von Tomatenpflanzen schon bevor die Pflanze
Krankheitssymptome aufweist (unverdffentlichte Versuche von Dr. H. KERN).
Nach der von GAUMANN und JAAG (1946, 1947 a) aufgestellten Theorie iiber
das Zustandekommen der irreversiblen toxigenen Welke ist eine ihrer pri-
miren Ursachen in einer Schddigung der Permeabilitit der Plasmagrenz-
schichten zu suchen. Modellversuche (GAumanN, JaaGc und Braun, 1947;
GAumaNN und voN Arx, 1947; GAumann, Narr-RoTH, Reusser und
AMMANN, 1952) bestitigten diese Annahme, gaben aber noch keinen Auf-
schlufl iiber die Wirkungsweise der Fusarinsiure. Die eben genannten Autoren
zdhlen Fusarinsiure zusammen mit Enniatin A, Patulin, Penicillsiure,
Streptomycin und Aureomycin zu den spezifischen Osmosegiften, das heifSt
zu Giften, die noch in geringen Konzentrationen die osmotischen Eigenschaf-
ten der Zelle zu stéren vermdgen.

Bei der unter Fusarinsiure-Einfluf {ibersteigerten Transpiration wird
nicht nur der Wasserumsatz pathologisch verindert; es werden mit dem
Transpirationsstrom auch osmotisch wirksame Stoffe, Aminosiduren und Salze,
an die Blattoberfliche gebracht (Linskens, 1955). Die Menge der Rekrete ist
bei toxisch gewelkten Tomatenpflanzen um ein Vielfaches gréfler als bei
physiologisch gewelkten. Diese pathologisch erhShte Rekretion ist zum Teil
auch die Folge einer Stérung der Semipermeabilitit der Plasmagrenzschichten.

Die Versuchsergebnisse lassen die Frage offen, wie und in wel-
chem Ausmafle Fusarinsiure die osmotischen Eigen-
schaften des pflanzlichen Plasmas beeinflufit. Diese
Frage abzukldren, war die Aufgabe der nachfolgenden Versuche. THATCHER
(1942) fand bei abgeschnittenen Tomatensprossen, die er in das Filtrat einer
vier Wochen alten Kultur von Fusarium lycopersici Sacc. stellte, nach
48 Stunden die ersten Welkeerscheinungen und gleichzeitig eine gegeniiber
Kontrollpflanzen stark erhohte Wasserpermeabilitit in den Palisadenzellen
der Interkostalfelder. Die Deplasmolyse verlief in den Palisadenzellen
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von welkenden Pflanzen ungefahr doppelt so rasch wie in den unvergifteten
Kontrollzellen. Der Autor schloff daraus, dafl durch das Welketoxin die
Wasserpermeabilitit der Plasmamembran der Wirtszelle erhoht worden ist.
GortTLIEB (1944) erhielt gleiche Resultate bei infizierten und nichtinfizierten
Tomatenpflanzen. ZAuNer (1955) konnte zeigen, dafl die Wasserpermeabilitit
des Plasmas von Stickstoffmangelpflanzen durch Fusarinsiure in viel ge-
ringerem Ausmafle verindert wird als die von normal ernihrten Pflanzen
(Plasmolyse-Deplasmolyse-Verfahren mit Tomatenblattstielhaaren). Die Was-
seraufnahme wird bei normal ernihrten Pflanzen durch Fusarinsiure stark
erhdht; diese Reaktion bleibt bei Stickstoffmangelpflanzen aus.

1. KAPITEL
Methoden
a) Allgemeines

Untersuchungen iiber die Stoffaufnahme der lebenden Zelle gehen von
der Voraussetzung aus, dafl die Stoffaufnahme einreinosmotischer
Vorgang ist. Sie ist identisch mit der Permeation, dem physikalisch defi-
nierten Prozef einer behinderten Diffusion. Die aufgenommene Stoff menge
ist durch die Differenz der osmotischen Werte des Zellsaftes und des Plasmo-
Iytikums gegeben. Die Zeit, in der sie aufgenommen wird, ist bestimmt
durch die Permeabilitit der Grenzschichten.

Huser und HorLer (1930) fafiten die Wasserpermeabilitit als Druck-
filtration auf. FREY-WyssLING und voN RECHENBERG-ERNsT (1943) und FREY-
WyssLING und BocHsLeEr (1947) zeigten, dafl es sich auch bei der Wasser-
permeation um einen Diffusionsvorgang handelt.

BocusLer (1948) kann mathematisch und experimentell nachweisen, dafl
nicht nur die Permeation geldster Stoffe, sondern auch jene von Wasser dem
Fickschen Diffusionsgesetz (Ficx, 1855) gehorcht. Die Permeabilititskonstante
fiir Wasser ist demnach gleich definiert wie jene der geldsten Stoffe und hat
auch die Dimension Weg/Zeit. Das Diffusionsgesetz gilt sowohl fiir die
Plasmolyse als auch fiir die Deplasmolyse. Bei der Deplasmolyse ist das
Konzentrationsgefille bekannt, da der Plasmolyse-Endgrad durch den osmo-
tischen Wert des Plasmolytikums und den des Vakuoleninhaltes bestimmt ist.
Es geniigt also, die Zeit t zu bestimmen, die der Protoplast braucht um
sich wieder voll auszudehnen (pE Haan, 1935). Die Zeit t ist abhingig
vom Diffusionswiderstand des Plasmas. Damit ist es mdoglich, die Verinde-
rung der Wasserpermeabilitit durch Toxine zu messen.

b) Versuchsobjekte

Weder die von THATCHER (1942) noch die von ZXHNER (1955) beniitzten
pflanzlichen Gewebe eignen sich fiir grofle Reihenuntersuchungen: Solanum
Lycopersicum L. ist ein ungeeignetes Objekt fiir plasmometrische Unter-
suchungen. Nur mit groflem Material- und Zeitaufwand kdnnen statistisch
gesicherte Ergebnisse erhalten werden. Die hier beschriebenen Untersuchungen
wurden deshalb mit Spirogyra und Rhoeo ausgefiihrt, zwei Objekten, die sich
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fir plasmometrische Versuche eignen. Mit wenigen Versuchen kann dann
spiater abgeklirt werden, ob sich das Plasma von Tomate gegeniiber Fusarin-
sdure wie das Plasma eines der hier gepriiften Modell-Objekte verhilt.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Art konnte als Spirogyra
nitida (Dillwyn) Link. bestimmt werden. GAuMANN und voN ARrx (1947) be-
nutzten sie als Testobjekt, um den Giftigkeitsgrad einzelner Toxine zu be-
stimmen. Dabei wurden Fadenstiicke von Spirogyra in Toxinlsungen ver-
schiedener Konzentration eingelegt, und es wurde die Einwirkungszeit be-
stimmt, die nétig ist, um eine nachfolgende Plasmolyse in einer 0,8 molaren
Saccharoselosung zu verhindern. Die Frage bei meinen Versuchen war, ob bei
Permeabilititsmessungen an Spirogyra eine Schidigung der Wasserpermeabi-
litat durch die Toxine von anderen Schidigungen unterschieden werden kann.

Um neben Spirogyra auch noch eine Bliitenpflanze in die Untersuchungen
einzubeziehen, wurde in Anlehnung an die Arbeiten von GUTTENBERG und
BeytHIEN (1951) und BoceN (1940, 1953) Rhoeo discolor (L’Hér.) Hance
gewihlt. Die untere rotgefirbte Blattepidermis ist fiir plasmometrische Unter-
suchungen sehr geeignet.

Die fiir meine Untersuchungen bendtigten Pflanzen wurden im Gewdéchs-
haus bei etwa 30 ® C und hoher Feuchtigkeit gehalten. Die Umweltsbedingun-
gen haben aber keinen Einfluff auf die Toxinempfindlichkeit des Plasmas;
das zeigten Parallelversuche mit Pflanzen aus dem Kalthaus.

c) Versuchsanordnung

Fiir die Untersuchungen wurden Chemikalien der Reinheit ,pro analysi“
verwendet, von denen mit destilliertem Wasser oder mit Athanol 1.1071
molare Stammlsungen hergestellt wurden. Von diesen ausgehend wurden
die Testldsungen im Konzentrationsbereich 1.10—2 bis 1.10—® Mol/Liter zu-
bereitet. Das als Losungsmittel verwendete Wasser stammte aus einer mit
Kupferblech ausgeschlagenen Dampfdestillationsanlage und hatte einen fast
konstanten pH-Wert von 5,2.

Fiir die Uberlassung und Herstellung der mit der Fusarinsiure ver-
wandten Pyridinderivate mochte ich Herrn Prof. Dr. R. MEvERr, Cipa, Basel,
und Herrn Dr. E. HARDEGGER vom Organisch-chemischen Institut der E.H.T.,
Ziirich, bestens danken.

Als Plasmolytikum diente im Falle von Spirogyra eine 0,8 molare
Saccharoseldsung, im Falle von Rhoeo eine 0,3 molare Mannitlosung. Auch
hier diente destilliertes Wasser als Losungsmittel. Als Deplasmolytikum wurde
Leitungswasser verwendet.

In kleine Feuchtschalen wurden 3 bis 4 m]l Toxinldsung gegeben. Darin
verblieb das Testobjekt wihrend 30 Minuten und wurde nachher fiir weitere
30 Minuten in das Plasmolytikum gebracht. Dazwischen wurde es auf Filter-
papier leicht abgetrocknet, um zu verhiiten, dafl wesentliche Mengen Test-
l6sung in das Plasmolytikum mitgeschleppt wurden. Innerhalb von 30 Minuten
erreichten alle Protoplasten, wie Vorversuche zeigten, den dem Plasmolytikum
entsprechenden Plasmolyse-Endgrad.  Auf einem Hohlschliffobjekttriger
wurde unter dem Mikroskop bei stets gleicher Beleuchtung und Vergroferung



Einfluff von Fusarinsiure auf die Wasserpermeabilitit 259

die Deplasmolyse in Leitungswasser beobachtet. Es wurde die Zeit bestimmt,
die ein Protoplast brauchte, um sich wieder voll auszudehnen. Bei Spirogyra
wurde die Deplasmolysezeit von fiinf in einem Fadenstiick aufeinanderfol-
genden Zellen bestimmt; bei Rhoeo jene von einzelnen Zellen in der 20. bis
25. Zellreihe vom Rande des Schnittes entfernt. Die Schnitte der unteren
roten Epidermis von Rhoeo-Blittern wurden mit einem Rasiermesser herge-
stellt und ohne vorheriges Wissern direkt in die Testlosungen gebracht. Fiir
jeden Versuch wurde die Epidermis des mittleren Blattdrittels eines einzigen
Blattes verwendet.

Bei jeder gepriiften Toxinkonzentration wurden 70 bis 100 Messungen
gemacht und diese gemittelt. Die Deplasmolysezeiten, gemessen nach der
Einwirkung von Leitungswasser, wurden als Kontrollwerte beniitzt. Die
Streuung der einzelnen Messungen war ziemlich grof3 und konnte bei beiden
Objekten 10 bis 20 % betragen. Sie war aber im allgemeinen bei der Kon-
trolle in Leitungswasser grofler als bei den einzelnen Testldsungen. Die ge-
messenen Werte sowie die daraus berechneten Mittelwerte schwankten be-
sonders bei Spirogyra von Tag zu Tag und schienen von dufleren Einfliissen,
wie Lichtverhiltnissen, Temperatur und Luftdruck, abhingig zu sein. Bei
Rhoeo traten keine derartigen Schwankungen auf. Die Kontrollwerte lagen
wihrend mehreren Wochen immer gleich. Die Versuche wurden allerdings im
Verlaufe der Wintermonate und bei stets gleicher Beleuchtung ausgefiihrt.

Um die Mefresultate bei Spirogyra trotzdem vergleichen zu konnen,
wurde, wie es GUTTENBERG und BEYTHIEN (1951) vorschlugen, der Quotient
aus dem Mittelwert der Kontrolle mit Leitungswasser und jenem der einzel-
nen Toxinkonzentrationen berechnet.

K
Q= Dr
Dy = Mittelwert der Deplasmolysezeiten der Kontrolle in Wasser
D; = Mittelwert der Deplasmolysezeiten der gepriiften Toxinkonzentration

Fiir jede Konzentration wurde Q mindestens drei- bis viermal bestimmt.
Die einzelnen Q-Werte einer solchen Gruppe ergaben eine gute Uberein-
stimmung (vgl. Tabelle 1). Nach Definition bedeuten Q-Werte iiber 1,00 (die
Kontrolle mit Leitungswasser wird immer gleich 1,00 gesetzt) eine Erhohung,
Q-Werte unter 1,00 eine Herabsetzung der Wasserpermeabilitit.

Tabelle 1

Der Einflufl von Fusarinsdure auf die Wasserpermeabilitit
von Spirogyra- und Rhoeo-Protoplasten

Fusarinsiure- Spirogyra Rhoeo
konzentration

in Mol/Liter Einzelne Q-Werte Qu Einzelne Q-Werte Qu
5104 0,87 0,95| 0,93 0,91 0,91 | 0,86 | 0,81 | 0,88 | 0,89 | 0,86
5105 0,91 | 0,86 | 096 0,94 | 0,92 1,06 0,97 | 1,03 | 0,98 | 1,01
5 - 106 1,23 | 1,27 1,26 | 1,25 | 1,25 | 1,11 | 1,14 | 1,07 | 1,10 | 1,10
5.10—7 1,25 | 1,18 | 130| 1,26 | 1,25 | 1,51 | 1,49 | 1,57 | 1,55 ] 1,53
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Nach Linper (1951) wurde berechnet, wie grofl die Differenz zwischen
1,00 und dem fiir jede Toxinkonzentration bestimmten Q-Wert sein muf3,
damit diese Differenz als statistisch gesichert betrachtet werden konnte. Fiir
P = 0,01 muf die Differenz von Q gegeniiber der Kontrolle bei Spirogyra
mindestens — 12 %e und + 15 %, bei Rhoeo mindestens — 11 %o und + 25 %
betragen.

2. KAPITEL

Der Einfluf von Fusarinsiure auf die Wasserpermeabilitit
von Spirogyra- und Rhoeo-Protoplasten

§1. Storung der Wasserpermeabilititin Abhdngigkeit
von der Toxinkonzentration

Versuchsfrage:
Vermag synthetische Fusarinsiure die Wasseraufnahme
von Spirogyra und Rhoeo zu beeinflussen?

Versuchsergebnisse:

Bei der Beschreibung der Versuchsergebnisse sollen die beiden Objekte,
Spirogyra und Rhoeo, getrennt besprochen werden (Abb. 1, Kurve I u. II).
Spirogyra:

Die Stdrung der Wasseraufnahme durch Fusarinsiure lifit sich bei
Spirogyra deutlich in drei Abschnitte gliedern.

1. Abschnitt: Fusarinsiurekonzentrationen 1+ 107 bis 1- 10—
molar. Hier stellen wir eine Erhohung der Wasserpermeabili-

tit fest, die sehr plotzlich und deutlich ausgeprigt auftritt. Sie erreicht
bei 1 - 10~¢ Mol/Liter mit + 42 %o ihr

Maximum, bezogen auf die Kontrolle
mit Leitungswasser.

In diesem Konzentrationsbereich
kann keine Verinderung der Chloro-
plasten wahrgenommen werden. Eine
mit Fusarinsiure vergiftete Zelle 1iflt
sich nicht von einer unvergifteten unter-
scheiden.

2. Abschnitt: Dieser Bereich
umfaflt die Konzentrationen 1 - 103
bis 7,5+ 10~* molar. Die Wasser-
permeabilitdt wird auf %4 des

L mal |

L L 1
w09 w0 07 p° w° wn' w° wo° Kontrollwertes herabgesetzt.

APb. 1. Der Einfluf von Fusarin- Die spiralig aufgerollten Chloro-
sdure verschiedener Konzentration auf 15500 bleiben intakt, dehnen sich aber

die Wasserpermeabilitit. I = Spirogyra. . . .
I = Rhlt))c’o. Abszisse: 4 Tgi’in— nicht mehr mit dem Protoplasten bis zur

konzentration. Ordinate: Q-Werte Zellwand aus.
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3. Abschnitt: Fusarinsiurekonzentrationen 7,5 - 10—* bis 7,5 -+ 10—3
molar. In diesem Abschnitt 1afl¢ sich mitsteigender Fusarinsdure-
konzentration eine starke Zunahme der Wasserperme-
abilitit nachweisen. Sie erreicht bei 7,5 - 103 Mol/Liter -+ 100 % der
Kontrolle mit Leitungswasser.

Unter der Einwirkung steigender Fusarinsiurekonzentrationen Idsen
sich die Chloroplasten langsam auf, verlieren ihre sattgriine Farbe und
werden gelb bis leicht braun. Bei der Deplasmolyse wandern die Chloro-
plastenbinder an die beiden Zellenden. Die Einwirkung noch hoherer Kon-
zentrationen fithrt zur Koagulation des Protoplasten.

Rboeo:

Auch bei Rhoeo lassen sich die Versuchsergebnisse in drei Abschnitte
gliedern.

1. Abschnitt: Dieser erste Abschnitt umfaflt die Konzentrationen
1-10° bis 1 - 10~% Mol/Liter. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen bei
Spirogyra tritt auch hier eine starke Erhohungder Wasserper-
meabilitit auf. Sie hat ihr Maximum mit + 88°% bei 1107
Mol/Liter. Beiderseits fillt die Wasserpermeabilitit ziemlich steil ab und
erreicht bei 1 - 10— Mol/Liter einerseits und bei 1 + 10~5 Mol/Liter ander-
seits die Hohe der Kontrolle mit Leitungswasser.

Eine Verinderung der Protoplasten kann nicht wahrgenommen werden.
Plasmolyse und Deplasmolyse sind konvex und im ganzen Schnitt aufler-
ordentlich gleichmifig.

2. Abschnitt: Dieser zweite Abschnitt umfafit nur einen kleinen
Konzentrationsbereich (1 + 10~% bis 1 - 10~* Mol/Liter). Die Wasserauf-
nahmegeschwindigkeit der Rhoeo-Protoplasten wird durch Fusarinsiure die-
ser Konzentrationen gegeniiber Kontrollschnitten nich t verindert.

3. Abschnitt: Wird die Konzentration von Fusarinsdure weiterhin
erhdht, so tritt ganz plétzlich eine Herabsetzung der Wasser-
permeabilitidt ein. Sie betrigt, bezogen auf die Kontrolle mit Lei-
tungswasser, bei 5 10—* Mol/Liter — 14 % wund erreicht bei 5103
Mol/Liter — 56 %o, was mehr als einer Verdoppelung der Deplasmolyse-
zeiten entspricht.

In diesem Falle ist der Protoplast wihrend der Deplasmolyse nicht mehr
konvex; doch rundet sich der Protoplast ab, sobald er ins Deplasmolytikum
gebracht wird. Neben den normal deplasmolysierenden Zellen treten auch
solche auf, deren Protoplasten sich zu Beginn der Deplasmolyse noch ab-
runden; aber dann platzt der Protoplast, und der Vakuoleninhalt ergiefit
sich iiber die ganze Zelle. In anderen Zellen ist der Protoplast schon derart
geschidigt, dafl er noch plasmolysiert, aber nicht mehr deplasmolysiert. Wird
die Toxinkonzentration auf 1 - 10—2 Mol/Liter erhoht, so findet keine
Plasmolyse mehr statt.

Bei hohen Fusarinsiurekonzentrationen, die zum
Absterben der Zellen fiihren, verhalten sich Spiro-
gyraund Rhoeo alsoentgegengesetzt.
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Diskussion der Versuchsergebnisse

Vergleichen wir die Kurvenbilder von Spirogyra und Rboeo, so zeigt
sich im ersten Bereiche ein gemeinsames Merkmal. Unter dem Ein-
fluf von Fusarinsiure, im Konzentrationsbereich 1 - 10—® bis
1-10-% Mol/Liter, wird bei beiden Objekten die Ge-
schwindigkeit der Wasseraufnahmestark erhoht Diese
Steigerung ist ganz unerwartet, wurde doch festgestellt, dafl die durch Welke-
toxine hervorgerufene Permeabilititsschidigung mit zunehmender Verdiin-
nung der Toxine verschwindet (GAuMANN, Naer-RoTH, REUSSER und AM-
MANN, 1952). Auffallend ist, dafl die Steigerung der Wasseraufnahme bei
beiden Objekten mit der durch Hetero-auxin hervorgerufenen Steigerung
ibereinstimmt (GUTTENBERG und BEYTHIEN, 1951; eigene Versuche an Spiro-
gyra und Rhoeo).

GurTenBERG und MEINL (1952) erklirten die durch Hetero-auxin aus-
geloste Steigerung der Wasseraufnahme mit einer Plasmaquellung. Der Steige-
rung der Wasserpermeabilitit geht eine Zunahme der Atmung parallel
(Loowmis und Lipmann, 1948). Die Wirkung von Hetero-auxin ist an aerobe
Versuchsbedingungen gekniipft (Brauner und Hasman, 1952). Ob es sich
bei der durch Fusarinsiure ausgeldsten Steigerung der Aufnahmegeschwindig-
keit von Wasser um eine hnliche Erscheinung handelt, soll im Verlaufe
der Arbeit weiter untersucht werden.

Fusarinsiure wirkt im zweiten Bereiche (Konzentra-
tionen iiber 1 - 10~ Mol/Liter) verschieden auf die Wasser-
permeabilitit der beiden Objekte. Bei Spirogyra wird die
Herabsetzung der Wasserpermeabilitit spiter abgeldst von einem neuen
Anstieg der Aufnahmegeschwindigkeit fiir Wasser, der das erste Maximum
weit Ubersteigt. Bei Rboeo tritt in diesem Bereich nur eine Wirkung auf,
nimlich eine Herabsetzung der Wasserpermeabilitit. Beide Formen der
Plasmaschidigung fithren zur Koagulation des Protoplasmas und damit zum
Tod der Zelle.

Diese Unterschiede in der Schidigung sind vielleicht damit zu erkliren,
dal die beiden Objekte nicht denselben Plasmatypen
angehodren (HOrLER, 1950; CorLANDER und WIksTROM, 1949). Rhboeo
ist ein Vertreter des amidophoben Losungstypes. Spirogyra hin-
gegen gehort auf Grund ihrer Plasmadurchlissigkeit fiir Harnstoff und
Methylharnstoff zum amidophilen Porenty p. Nach neueren Unter-
suchungen gehort auch Solanum tuberosum zu diesem Typ (CoLLANDER und
WiksTROM, 1949). Auf Grund dieser Feststellung diirfen vielleicht Vergleiche
gezogen werden zwischen dem Verhalten von Solanum Lycopersicum und
Spirogyra gegeniiber Fusarinsiure.

§ 2. Die Abhingigkeit der Permeabilititsstdrung
von der Einwirkungszeit des Toxines

Bei den bisherigen Untersuchungen betrug die Toxineinwirkung 30 Mi-
nuten, in der Annahme, dafl in dieser Zeit bereits eine maximale
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Schidigung erreicht wird. Dies soll in einer weiteren Versuchsreihe iiberpriift
werden. In der neuen Versuchsanordnung wurde die Einwirkungszeit des
Toxines variiert. Sowohl bei Spirogyra als auch bei Rbhoeo wurden nur
einige wichtige Toxinkonzentrationen gepriift.

Versuchsfrage:

Wie ist die Schidigung der Wasserpermeabilitit, ausgelost durch Fusa-
rinsdure verschiedener Konzentration, von der Einwirkungszeit des
Toxines abhingig?

Versuchsergebnisse:

Alle Versuche (Abb. 2 und 3) zeigen, dafl die maximaleSchidi-
gung bei beiden Objekten schoninnertzehn Minuten
erreicht wird. Eine lingere Einwirkungszeit kann die Stdrung der
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Abb. 2. Der Einfluf von Fusarin-
sdure auf die Wasserpermeabilitit von
Spirogyra in Abhingigkeit von der
Einwirkungszeit. I = Fusarin-
siure 2,5 - 10—3 Mol/Liter. II = Fu-
sarinsdure 1 - 10—4 Mol/Liter. I1II = Fu-

Abb. 3. Der FEinfluR von Fusarin-
siure auf die Wasserpermeabilitit von
Rhoeo in Abhingigkeit von der
Einwirkungszeit. Fusarinsdure
1-10—3 Mol/Liter. Abszisse: Ein-
wirkungszeit in Minuten. Ordinate:

sarinsiure 1 -10—6 Mol/Liter. Ab-
szisse: Einwirkungszeit in Minuten.
Ordinate: Q-Werte

Q-Werte

Wasserpermeabilitit nicht mehr verindern; doch kénnen durch eine lingere
Toxineinwirkung Mechanismen geschidigt werden, die sich nicht auf die
Wasserpermeabilitit auswirken. Das zeigt sich deutlich bei Spirogyra. Eine
2,5 - 103 molare Losung von Fusarinsiure bewirkt nach 10 Minuten die
maximale Storung der Wasserpermeabilitit. In diesem Zeitpunkt zeigen die
Chloroplasten noch keine Schidigung. Erst bei lingerer Einwirkungszeit tre-
ten auch hier Verinderungen auf. Bei Rhoeo treten keine sichtbaren Schidi-
gungen auf.

Eine 2,5 - 103 molare Losung von Fusarinsiure 18st bei Spirogyra nach
einer Minute genau dieselbe Storung der Wasseraufnahme aus wie eine 1 - 10—*
molare Losung. In beiden Fillen haben wir eine durch Fusarinsiure bedingte
Herabsetzung der Wasserpermeabilitit, die mit — 13 % eben noch statistisch
gesichert ist. Erst bei lingerer Einwirkung von Fusarinsiure (2,5 - 10~3
molar) steigt die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Wasser wieder an, erreicht
nach drei Minuten wieder den Ausgangswert und nach zehn Minuten die
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endgiiltige Hohe von =+ 40 %o. Hier scheint es sich um mehrere Schidigungs-
mechanismen zu handeln, die sich gegenseitig iiberlagern. Offenbar besteht
eine primire Schidigung in einer Verinderung der iuflern Plasmagrenz-
schicht (Herabsetzung der Wasserpermeabilitit). Erst ein lingeres Einwirken
des Toxines ruft dann Schidigungen des Protoplasten hervor, die zu einer
ErhShung der Wasserpermeabilitit fiihren.

§ 3. Die Abhidngigkeit der PermeabilititsstSrung
vom pH-Wert der Toxinldsung

GAumMaNN, Naer-RorH und KoBeL (1952) stellten fest, dafl die Aus-
prigung der von Fusarinsiure ausgeldsten Krank-
heitssymptome von der Wasserstoffionenkonzentra-
tion der Toxinl8sung abhingig ist. Die Autoren zeigten, dafl
Fusarinsdure mit steigendem pH-Wert der Losung stirker dissoziiert, und
nehmen an, dafl das dissoziierte Molekiil nicht im gleichen Mafle in die Zelle
eindringen kann wie das undissoziierte Fusarinsiuremolekiil. Naer-Rots und
REusser (1955) stellten fest, dafl auch die durch Fusarinsiure verursachte
Storung des Gaswechsels (O.-Aufnahme und CO,-Abgabe) von Tomatenblatt-
gewebe vom pH-Wert der Toxinldsung abhingig ist. Die durch eine Fusarin-
siureldsung verursachte Schidigung sinkt mit steigendem pH-Wert der Lo-
sung; die Schidigung ist also auch hier abhiingig vom Dissoziationsgrad der
Fusarinsiure. Die gleichen Beobachtungen konnten bei der Bickerhefe,
Saccharomyces cerevisiae Hans. gemacht werden (Reusser und NAEF-
RotH, 1956).

Ein moglicherweise analoger Fall von selektivem Eindringungsvermdgen
zeigte HOFLER (1952) am Beispiel der Vitalfirbung von Lebermoosen: die
basischen Vitalfarbstoffe kdnnen nur als undissoziierte Molekiile durch das
Plasma hindurch in die Vakuole eindringen. Die dissoziierten Farbstoff-
molekiile werden schon vom Plasmalemma abgestoflen. Er schlofl daraus,
dafl die undissoziierten Farbstoffmolekiile lipoidlsslich sind und auf dem
Lipoidweg ins Plasma eindringen konnen. Die dissoziierten Farbstoffmole-
kiile sind als Yonen lipoidunldslich und sind auf den Porenweg angewiesen.

Versuchsfrage:

Ist die schidigende Wirkung der Fusarinsiure auf die Wasserpermeabili-
tit von Spirogyra- und Rhoeo-Protoplasten vom pH-Wert der Test-
16sung abhingig?

Versuchsmethode:

Fiir Spirogyra (SEEMANN, 1949) und Rhoeo (KACzZMAREK, 1929) ist eine
Abhingigkeit der Wasseraufnahme von der Wasserstoffionenkonzentration
der Losung nachgewiesen. Bei beiden Objekten ergeben sich eingipflige
Kurven, die ihr Maximum fiir Spirogyra bei pH =7, fiir Rhoeo bei
pH 4,7 bis 5,2 erreichen. Die Geschwindigkeit der Wasseraufnahme fillt bei
beiden Objekten nach der sauren und der alkalischen Seite hin ab. SEEMANN
(1949) und Kaczmarek (1929) verwendeten fiir ihre Untersuchungen ver-
schiedene Puffergemische (Phosphatpuffer nach SorensEN, 1909, Citratpuffer
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nach MclILvain). Diese und andere Puffergemische (Kremn, 1932) eigneten
sich fiir unsere Untersuchungen nicht. Sie erwiesen sich als zu starke Plasma-
gifte fiir die hier untersuchte Alge Spirogyra. Auch Rboeo litt unter der
Pufferwirkung; der Protoplast plasmolysiert nicht mehr konvex. Dadurch
werden die Voraussetzungen fiir die Wirkung von Fusarinsiure ganz wesent-
lich verindert. Die auf diese Art gewonnenen Versuchsergebnisse kdnnten
nicht mit den bisherigen verglichen werden.

Um die Frage der pH-Abhingig-
keit der Fusarinsiureschidigung trotz-
dem zu untersuchen, wurden die Test-
[6sungen mit 0,1 n NaOH oder 0,1 n HCl
auf den gewlinschten pH-Wert einge-
stellt. Bezugswert fiir die Berechnung
von Q war bei diesen Versuchen nicht
mehr die Einwirkung von Wasser, son-
dern diejenige von destilliertem Wasser,
das mit 0,1 n NaOH oder 0,1 n HCI
auf den gleichen pH-Wert eingestellt
wurde wie die Toxinlosung. Die pH-
Werte wurden mit einem pH-Mefigerit
eingestellt (Polymetron). Vor und nach
dem Finlegen der Objekte wurde der
pH-Wert der Testlosung bestimmt. Da-
bei zeigt es sich, dal Spirogyra die Test-
16sung leicht zu verindern vermag. Im
pH-Bereich 4 bis 5 erhoht sie den pH-
Wert (maximal 0,4 Einheiten), im pH-
Bereich 6 bis 8 wird er leicht erniedrigt
(maximal 0,4 Einheiten). Wurden die
Epidermisschnitte von Rboeo direkt in
die auf verschiedene pH-Werte einge-
stellten Testlosungen gelegt, so stellte
sich innerhalb von 30 Minuten ein pH-
Wert von 5,2 ein, dies ganz unabhingig
davon, welchen pH-Wert die Lésung zu
Beginn des Versuches hatte. Versuche
zeigten, dafl die Verinderung der pH-
Werte der Testlosung durch den Inhalt
der angeschnittenen Zellen verursacht
wurde. Fiir diese Versuche wurden die
Epidermisschnitte von Rhoeo wihrend
12 Stunden gewissert und erst nachher
in die auf verschiedene pH-Werte ein-
gestellten Testlosungen gebracht. Wie
Voruntersuchungen zeigten, verindert
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Abb. 4. Der Einfluf von Fusarin-
sdure auf die Wasserpermeabilitit von
Spirogyra in Abhingigkeit vom
pH-Wert der Toxinlésung. I = Fu-
sarinsiure 2,5 - 10—3 Mol/Liter. II =
Fusarinsiure 1 + 10—4 Mol/Liter. III =
Fusarinsiure 1 - 10—6 Mol/Liter. Ab-

szisse: pH-Wert der Toxinlosung.
Ordinate: Q-Werte
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Abb.5. Der Einfluf von Fusarin-
siure auf die Wasserpermeabilitit
von Rhoeo in Abhingigkeit
vom pH-Wert der Toxinlosung.
I = Fusarinsiure 1 - 10—3 Mol/Liter.
11 = Fusarinsiure 1 - 10-5 Mol/Liter.
II1 = Fusarinsiure 1 - 10-7 Mol/Liter.
Abszisse: pH-Wert der Toxin-

losung. Ordinate: Q-Werte
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ein 12stiindiges Wissern die Empfindlichkeit des Plasmas fiir Fusarinsiure
nicht. Bei dieser Versuchsanordnung verschob sich der pH-Wert der Test-
l6sung im Verlaufe der Toxineinwirkung nur noch um héchstens 0,2 Ein-
heiten. In den Abbildungen ist der mittlere pH-Wert, aus Anfangs- und End-
wert berechnet, eingetragen.

Versuchsergebnisse:

Die durch Fusarinsiure ausgeldste Schidigung
der Wasserpermeabilitdt ist bei beiden Objekten im
Konzentrationsbereich iber 1-107% Mol/Liter vom
pH-WertderToxinldsungabhingig. Bei Spirogyra nimmt die
Schiddigung bei 1 - 10—* Mol/Liter mit steigendem pH-Wert ab und ver-
schwindet bei pH 6. Die Schidigung einer 2,5 - 103 molaren Toxinlsung
kann durch steigende pH-Werte gedimpft, aber nicht zum Verschwinden
gebracht werden. Auch bei Rhoeo geht die Drosselung der Aufnahme-
geschwindigkeit des Wassers bedingt durch Fusarinsiure (1 - 10—% Mol/Liter)
mit steigendem pH-Wert der Toxinlosung zuriick (Abb. 4 und 5).

Bei beiden Objektenist die Verinderungder Was-
seraufnahme,ausgeldstdurch Fusarinsiure von Kon-
zentrationen unter 1-107> Mol/Liter, nicht vom pH-
Wertder Testlosungabhingig, das heiflt, der Dissoziationsgrad
der Fusarinsdure ist nicht mehr ausschlaggebend. Es kann angenommen wer-
den, dafl bei so grofler Verdiinnung alle Fusarinsduremolekiile dissoziiert sind,
ganz unabhingig von pH-Wert der Toxinlésung. Die undissoziier-
ten, leicht eindringenden Toxinmolekiile schidigen
demnach das Protoplasma auf eine andere Art als die
dissoziierten.

Die hier beschriebenen Versuchsergebnisse decken sich mit denen von
Naer-Rote und Reusser (1955) und Reusser und Naer-RotH (1956)
und bestitigen die Annahme von GAuMaNN, NAEs-RoTH und Koser (1952).

§ 4. Ist die FusarinsiureschidigungbeiSpirogyra
und Rhoeo reversibel?

Die bisherigen Versuche liefen die Vermutung aufkommen, dafl die
sowohl bei Spirogyra als auch bei Rhoeo durch grofle Verdiinnungen von
Fusarinsdure (1 -10—° bis 1 - 105 Mol/Liter) ausgeloste Erhohung der
Wasserpermeabilitit eine ihnliche Ursache hat wie die unter dem Einfluf}
von Hetero-auxin gleicher Konzentration auftretende Erhohung der Wasser-
permeabilitit (GuTTENBERG und BeyTHien, 1951). Die durch Hetero-
auxin hervorgerufene Erhohungder Wasserpermeabilitdtist
reversibel; denn sie verschwindet nach einer gewissen Zeit wieder.
24 Stunden nach der Einwirkung von Hetero-auxin ist sie abgeklungen.

Es war nachzupriifen, ob es sich bei der Erhchung der Wasserpermeabi-
litit durch Fusarinsiure (Konzentrationsintervall wie oben) um eine
voriibergehende oder bleibende Schidigung handelt. Zwi-
schen der Toxineinwirkung und dem Messen der Wasserpermeabilitit wurde
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das Testobjekt wihrend 24 Stunden in Leitungswasser belassen, wie das auch
bei den Versuchen mit Hetero-auxin der Fall war.

Versuchsergebnisse:

Tabelle 2 gibt die Versuchsergebnisse wieder. Sie zeigen, dafl die
Schidigung der Wasserpermeabilitit durch Fusarin-
siure,imGegensatzzu Hetero-auxin,irreversibelist

Tabelle 2

Schidigung der Wasseraufnahme durch Fusarinsiure
und Hetero-auxin unmittelbar nach der Toxineinwirkung
und 24 Stunden spiter

Spirogyra Q-Werte Rhoeo Q-Werte
::(;Iesezext Fusarinsiure Ii‘:;{; Fusarinsiure a?;tyfirr?
25108 m.{1:10% m.| 1-107 m. [1:10m.[1-10°m.[1:10" m.| 1:107"m.
0 Stunden 1,41 1,42 1,62 0,53 1,03 1,71 1,85
24 Stunden 1,43 1,42 1,05 0,54 1,02 1,70 1,02

Diskussion der Versuchsergebnisse von Kapitel 2

Die durch Fusarinsiure ausgeloste Schidigung der Wasserpermeabilitdt
kann am besten mit der Transpiration von vergifteten Tomatenpflanzen
verglichen werden. GAumaNN und Jaac (1947 a; 1950) unterscheiden im
Verlaufe der Transpiration drei Phasen der Giftwirkung: eine Schockphase,
eine Phase der Transpirationsiibersteigerung und eine Lahmungsphase. Die
Schockphase duflert sich in einer Drosselung der Wasseraufnahme und -abgabe
unmittelbar nach Beginn der Toxineinwirkung. Auf diesen Schock folgt eine
Phase der iibersteigerten Transpiration, die von einer iibersteigerten Wasser-
aufnahme begleitet sein kann. In der Lihmungsphase gehen Wasseraufnahme
und -abgabe stindig zuriick.

Bei der toxigenen Welke, ausgelost durch Lycomarasmin (GAuMANN
und JAAG, 1947) und Alternariasiure (GAUMANN, KErN und SAUTHOFF, 1952),
zeigt der Verlauf des Wasserhaushaltes von Tomatenpflanzen eine auffal-
lende Ubereinstimmung mit der bei Spirogyra durch Fusarinsiure ausgelsten
Schidigung der Wasserpermeabilidt. Die Transpirationskurve nimmt bei Ver-
giftung der Tomatenpflanze mit Fusarinsiure einen ganz ihnlichen Verlauf
(miindliche Mitteilung von Dr. H. KErn).

Eine 2,5 + 10~% molare Fusarinsdurelosung ruft bei Spirogyra innerhalb
einer Minute eine Drosselung der Wasserpermeabilitit hervor, die bei linge-
rer Toxineinwirkung durch eine ErhShung der Wasserpermeabilitit abgeldst
wird. Ausdehnung der Toxineinwirkung auf {iber eine Stunde fihrt zur
Koagulation des Plasmas und damit zum Absterben der Zelle (vgl. Abb. 2, I).

Dieser zeitliche Ablauf der Permeabilititsstdrung kann vielleicht einen
Hinweis auf die Erklirung der Schockphase geben. Versuche mit Eosin
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zeigten, daf} sich ein in Wasser geloster Stoff, wird er von der Pflanze auf-
genommen, sehr rasch iiber die ganze Pflanze ausbreitet (GAumanN und
Jaag, 1947). Das-Toxin hat demnach alle Teile der Pflanze erreicht, lange
bevor die Schockphase durch eine Ubersteigerung des Wasserumsatzes ab-
gelost wird.

In beiden erwihnten Fillen (Transpiration einer vergifteten Tomaten-
pflanze und Stérung der Wasserpermeabilitit bei Spirogyra) handelt es sich
um eine Herabsetzung der Wasseraufnahme und -abgabe. Da diese mit dem
Beginn der Toxineinwirkung auftritt, muf} sie durch eine Reaktion der Toxine
an den duflern Plasmagrenzschichten ausgelost sein. Sie kann ihre Ursache in
einem rein physikalischen Verstopfen der Plasmagrenzschichten oder in einer
Schidigung von Stoffwechselvorgingen haben, die an der Oberfliche des
Protoplasten ablaufen und den Wasserhaushalt der Zelle kontrollieren.

Auf die Herabsetzung der Wasseraufnahme und -abgabe folgt bei beiden
Objekten eine Ubersteigerung derselben, die aber erst nach lingerer Toxin-
einwirkung auftritt. Lange Einwirkungszeiten machen es moglich, daf} sich
die Toxinmolekiile in der Zelle anhiufen, das Plasma in der Tiefe schidigen
und die Wasserpermeabilitit stdren. Ob die von Linskens (1955) nachgewie-
sene Lyse von Proteinen die Permeabilitit der Protoplasten verindert, oder
.~ ob noch andere Schadwirkungen als Ursache auftreten, konnte im Verlaufe
dieser Untersuchungen nicht abgeklirt werden.

Kann eine 2,5+ 103 molare Toxinldsung linger als eine Stunde auf
Spirogyra einwirken, so koaguliert der Protoplast, und die Zelle stirbt ab.
Dasselbe gilt wohl auch fiir die vergiftete Tomatenpflanze. Eine grofle Zahl
von abgestorbenen Zellen wird als Nekrose sichtbar.

In der Lihmungsphase gehen Wasseraufnahme und -abgabe stindig
zurtick, wobei die Wasserabgabe immer iiber der Wasseraufnahme liegt. Diese
Erscheinung kann wohl damit erklirt werden, dafl immer groflere Gewebe-
stiicke der Pflanze abgestorben sind und kein Wasser mehr umsetzen.

Bei Rhoeo fithrt nicht, wie bei Spirogyra, eine Erhdhung der Wasser-
permeabilitit, sondern eine Herabsetzung derselben zum Absterben der Zelle.
Auch bei diesem Objekt darf eine vom Tonoplasten her in die Tiefe fort-
schreitende Schidigung angenommen werden, da unter dem Einflu von
Toxinkonzentrationen iiber 5 - 10—* Mol/Liter immer hdufiger Protoplasten
im Verlaufe der Deplasmolyse platzen. Die innere Plasmamembran (Tono-
plast) ist in diesem Falle noch weniger geschidigt als das Mesoplasma und
das Plasmalemma. Diese beiden Plasmaschichten reissen in hypotonischen
Losungen, da sie die Ausdehnung des Tonoplasten nicht mehr mitmachen
konnen.

Die hier beschriebene Storung der Wasserpermeabilitdt durch Fusarin-
siure ist sicher eine Ursache fiir das Auftreten von Nekrosen an vergifteten
Pflanzen, doch kann auch sie nicht den ganzen Vorgang der Giftwirkung
erkldren.
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3. KAPITEL

Der Einflufl einiger mit Fusarinsiure verwandter Pyridinderivate
auf die Wasserpermeabilitit von Spirogyra- und Rhoeo-Protoplasten

1. Pyridinderivate mit verschiedenartigen Seitenketten

GAuMANN, Narr-Rorn und Koser (1952) priiften bei ihren Unter-
suchungen iiber die Fusarinsiure auch chemisch verwandte Stoffe auf ihre
toxische Wirkung auf Tomatensprosse. So wurden neben Fusarinsiure
(5 n-Butylpyridin-2-carbonsiure) a-Picolinsiure (Pyridin-2-carbonsiure),
5-Athyl-pyridin-2-carbonsiure, 5 n-Hexyl-pyridin-2-carbonsiure und Nico-
tinsiure (Pyridin-3-carbonsiure) dem Welketest unterworfen. Die Ergebnisse
zeigten, dafl die dosis minima fiir Tomatensprosse mitzu-
nehmender Linge der Seitenkette am Pyridinring
steigt, die Giftigkeit also abnimmt. Bei Nicotinsiure liegt
die dosis minima bedeutend héher als bei den andern gepriiften Pyridin-
derivaten.

§ 5. Pyridin, e-Picolinsdure und 3n-Butyl-pyridin

SANwAL (1956) konnte nachweisen, dafl die der Pflanze applizierte
Fusarinsdure innert kiirzester Frist verindert wird. Verabreichte er der
Pflanze Fusarinsiure, die in der Sduregruppe mit einem radioaktiven C-Atom
markiert ist, so zeigte sich, daf} etwa 10 %6 davon innert weniger Stunden
dekarboxyliert werden. Als mégliches Abbauprodukt ver-
mutete er 3n-Butyl-pyridin; doch gelang es bis jetzt noch
nicht, 3 n-Butyl-pyridin in der Pflanze nachzuweisen.

Im vorliegenden Versuch soll deshalb der Einfluf verschiedener Spalt-
produkte von Fusarinsiure, nimlich Pyridin, ¢-Picolinsiure und
3n-Butyl-pyridin, auf die Wasserpermeabilitit von Spirogyra- und
Rhoeo-Protoplasten untersucht werden. Die Versuchsanordnung ist dieselbe
wie bisher.

// \ /\ // \/CH2—CH2"—CH2_CH3
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Pyridin a-Picolinsiure 3 n-Butyl-pyridin

Versuchsfrage:
Wie beeinflussen Pyridin, a-Picolinsiureund 3n-Butyl-
pyridin die Wasserpermeabilitit von Spirogyra- und Rhoeo-Protoplasten?

Versuchsergebnisse:
Spirogyra:
Pyridin: Wie der Verlauf der Plasmaschidigung zeigt (Abb. 6, I),

kann Pyridin die Wasserpermeabilitit von Spirogyra
nur in sehr grofer Verdiinnung verdndern. Pyridin in

Phytopath. Z., Bd. 27, Heft 3 19
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Konzentrationen zwischen 1+ 1078 und 1 - 10— Mol/Liter vermag die Was-
serpermeabilitit in demselben Mafle zu erhdhen, wie das auch bei Fusarin-
siure der Falle ist. Die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Wasser erreicht bei
5-10—7 Mol/Liter mit + 48 % ihr Maximum. Unter dem Einflu} von
h 6 h eren Konzentrationen hingegen verindert sich die Wasserpermeabilitit
von Spirogyra-Protoplasten nich t.

18 er

2
’ Abb. 6. Der Einfluf von

Pyridin (I), a-Pi-
colinsdiure (II) und
3n-Butyl-pyridin
(IlT) auf die Wasser-
permeabilitit von Spiro-
gyra.

Abszisse:

Toxinkonzentration.

| mol_|

Ordinate:
Q-Werte

| | I  mol | 1 i . -
108 17 10 % 0t 107 0? ¢ 107 w©°f 10° 10

a-Picolinsdure: Die durch a-Picolinsdure verursachte
Anderung der Wasserpermeabilitit entspricht genau derjenigen von
Pyridin (Abb. 6, II). Unter dem Einfluf} von a-Picolinsdure tritt im Kon-
zentrationsbereich 1 - 10—8 bis 1 - 10~% Mol/Liter eine Beschleunigung der
Wasseraufnahme auf, die bei 1 - 10~7 Mol/Liter mit + 40 %o ihr Maximum
erreicht. Eine Wirkung h 3 herer Konzentrationen von a-Picolinsiure auf
die Wasserpermeabilitit ist nicht festzustellen.

3n-Butyl-pyridin: Wie aus Abbildung 6, 11T hervorgeht, ver -
indert 3n-Butyl-pyridin die Wasseraufnahme von
Spirogyra-Protoplasten in ganz dhnlicher Art wie
Fusarinsdure Unter der Einwirkung von Konzentrationen zwischen
1-107% und 1 - 10~5% Mol/Liter tritt, wie das bei Fusarinsiure und den
andern bisher gepriiften Pyridinderivaten der Fall ist, eine Beschleunigung
der Wasseraufnahme auf, die bei 5+ 10—7 Mol/Liter mit + 45 %o das Maxi-
mum erreicht. Wird die Konzentration von 3 n-Butyl-pyridin iiber 1 - 10—°
Mol/Liter erhoht, so tritt als Folge der Vergiftung eine erneute starke Er-
héhung der Wasserpermeabilitit auf, die bei 1+ 10—* Mol/Liter + 125 %
betrigt. Wird das Testobjekt hoheren Toxinkonzentrationen ausgesetzt, so
koagulieren die Protoplasten.

Im Verlaufe der ersten Permeabilititsstérung, die unter dem Einflufl
von Konzentrationen zwischen 1 - 10™8 und 1 - 10— Mol/Liter auftritt, ist
bei keinem der bis jetzt gepriiften Pyridinderivate eine Verinderung der
Chloroplasten wahrzunehmen. Bei Versuchen mit Pyridin und a-Picolinsdure
ergibt sich auch bei hoheren Konzentrationen keine sichtbare Schidigung. Bei
der Verwendung von 3 n-Butyl-pyridin hingegen verfirben sich die Chloro-
plasten unter der Einwirkung von hoheren Konzentrationen, werden gelb,
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dann hellbraun und konnen sich nicht mehr mit dem Protoplasten bis zur
Zellwand ausdehnen.

Rboeo:

Pyridin: Pyridin (Abb.7, I) steigert bei Rhoeo die Was -
serpermeabilititim Konzentrationsbereich 1 -+ 10—8 bis 1 + 10—5 Mol/
Liter. Das Maximum von + 85 % wird durch die Einwirkung einer 1 - 10—7
molaren Toxinldsung erreicht. Beiderseits fillt die Kurve steil ab. Die Wasset-
aufnahme von Rboeo-Protoplasten wird durch Konzentrationen iiber
1+ 10— Mol/Liter gegeniiber den Kontrollen nich t verindert.

a-Picolinsdure: a-Picolinsiure bewirkt bei Rhoeo die
gleichen Verinderungen der Wasserpermeabilitit wie Pyridin (Abb. 7,
II). Das Maximum von -+ 90 % wird durch eine 1 - 107 molare Lsung
hervorgerufen.
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Abb.7. Der Einfluff von Py-
ridin (I), a-Picolin-
siure(Il) und 3n-Butyl-
pyridin (III) auf die Wasserpermeabilitit von Rhoeo. Abszisse:
Toxinkonzentration. Ordinate: Q-Werte

3n-Butyl-pyridin: Abbildung 7, III, zeigt, dafl im Bereiche
kleiner Toxinkonzentrationen die Kurve gleich verliuft wie bei den
andern gepriiften Substanzen. Unter dem Einflufl von Konzentrationen iiber
1+ 10— Mol/Liter hingegen wird die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Wasser
stark herabgesetzt Die Drosselung erreicht bei einer Toxinkonzen-
tration von 1 + 10~3 Mol/Liter — 20 %o, bei einer 1 + 10— molaren 3 n-Butyl-
pyridinldsung — 47 */e. Wird die Konzentration von 3 n-Butyl-pyridin weiter
erhoht, so wird die Herabsetzung der Wasseraufnahme und -abgabe so stark,
dafl die Protoplasten sichtbar geschidigt sind. Nur ein Teil der Protoplasten
kann noch plasmolysieren; der Vorgang ist aber irreversibel.

19*
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§6. -Picolin und 5-Methyl-pyridin-2-carbonsiure

Versuchsreihe 5 fithrt auf die Vermutung, dafl die n-Butyl-Gruppe in
f-Stellung der fiir die Protoplasten von Rhoeo und Spirogyra giftige Bestand-
teil des Fusarinsduremolekiils ist. Die Aufgabe dieser Versuchsreihe ist es,
diese Frage weiter zu verfolgen. Zu diesem Zwecke werden noch andere
Substanzen, f-Picolin und 5-Methyl-pyridin-2-carbon-
sdaure, auf ihre Einwirkung auf die Wasserpermeabilitit von Spirogyra-
und Rhoeo-Protoplasten untersucht. Die beiden Substanzen unterscheiden
sich dadurch von 3 n-Butyl-pyridin und Fusarinsiure, daf} die n-Butyl-gruppe
durch eine Methyl-gruppe ersetzt worden ist.

AN\, CHs A\ CHs

N\n/ Hooc” N~/
fF-Picolin 5-Methyl-pyridin-2-carbonsiure
Versuchsfrage:
Wie beeinflussen f-Picolin und 5-Methyl-pyridin-2-
carbonsiure die Wasserpermeabilitit von Spirogyra- und Rbhoeo-Proto-
plasten?

Versuchsergebnisse:

Wie Abb. 8 und 9 zeigen, vermoégen weder f-Picolin (Kurve
I) noch 5-Methyl-pyridin-2-carbonsiure (Kurve II) in
Konzentrationen tiber 1-10=% Mol/Liter die Wasserpermeabili-
tit der beiden Testobjekte zu verdndern.

Diskussion der Versuchsergebnisse:

Vergleichen wir die Ergebnisse der fiinften und sechsten Versuchsreihe
mit jenen von Fusarinsiure, so lifit sich folgendes festhalten:

1. Toxinkonzentrationen zwischen 1:1078 und 1-10—3 Mol/Liter
16sen bei allen bisher gepriiften Pyridinderivaten eine Erhohung der
Wasserpermeabilitit aus. Diese ist durch den Pyridinring allein be-
dingt; denn Pyridin kann sowohl bei Spirogyra als auch
bei Rhoeo innerhalb dieser Konzentrationen genau
dieselbe Reaktion hervorrufen. In den gepriiften Substanzen
bildet der Pyridinring das Grundgeriist. Es wire zu priifen, ob diese Wir-
kung durch das im Ring enthaltene Stickstoffatom verursacht wird. Als ver-
gleichende Modellsubstanzen kdnnten Benzol, Pyran und Thiopyran heran-
gezogen werden.

2. Die Sduregruppeina-Stellung hat auf die Was-
serpermeabilitit von Spirogyra und Rhoeo keinen
Einfluf}. Ob das allgemein fiir eine Siuregruppe am Pyridinring gilt,
liflt sich aus diesen und den mit Nicotinsdure und Iso-nicotinsiure aus-
gefiilhrten Versuchen, iiber die an anderer Stelle berichtet werden soll, nichts
aussagen.
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3. Dien-Butyl-gruppe in #-Stellung ist nach den
bisherigen Versuchen die Gruppe des Fusarinsidure-
molekiils, dieden Protoplastenbei hherenKonzen-
trationen schidigt. 3n-Butyl-pyridin l&st bei beiden Ob-
jekten im Bereiche von Konzentrationen iber 1:10~% Mol/Liter die-
selbe Verinderung der Wasserpermeabilitit aus wie
Fusarinsiure (vergleiche Abb.1).
Da die Siuregruppe in a-Stellung
in diesem Konzentrationsbereich die
Wasserpermeabilitit bei beiden Ob-

0T w07 00 Wt 10t 100 0? 108 107 10° w0° ' 107 0
Abb. 8. Der Einfluf von f-Pico- Abb.9. Der Einfluff von f-Pico-
lin (I) und 5-Methyl-pyri- lin (I) und 5-Methyl-pyri-
din-2-carbonsiure (II) auf din-2-carbonsiure (II) auf
die Wasserpermeabilitit von Spiro- die Wasserpermeabilitit von Rboeo.
gyra. Abszisse: Toxinkonzentra- Abszisse: Toxinkonzentration.

tion. Ordinate: Q-Werte Ordinate: Q-Werte

jekten nicht veridndert, kann die durch Fusarinsiure ausgeloste Schidigung
der Wasserpermeabilitit nur durch die n-Butyl-gruppe in B-Stellung bedingt
sein. Die Versuche mit g-Picolin und 5-Methyl-pyridin-2-carbonsiure (Abb. 8
und 9) bestitigen diese Vermutung. Wird bei Fusarinsiure die n-Butyl-
gruppe durch eine Methyl-gruppe ersetzt, so tritt in Konzentrationen iber
1-10~5 Mol/Liter keine Schidigung der Wasserpermeabilitit mehr auf. Das-
selbe Resultat erhalten wir, wenn bei 3 n-Butyl-pyridin die n-Butyl-gruppe
durch eine Methyl-gruppe ersetzt ist. Diese Tatsache stimmt mit den von
SANWAL (1956) aufgestellten Vermutungen iiberein, wonach nicht die Fu-
sarinsiure, sondern das durch Decarboxylierung entstandene 3n-Butyl-
pyridin daseigentliche toxische Produkt ist. Ob dabei
die Stellung der n-Butyl-gruppe am Ring von Bedeutung ist, konnte nicht
untersucht werden.
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2. Pyridinderivate mit verschieden langer Seitenkette
in f-Stellung
§7. Die Abhingigkeitder biologischen Aktivititvon
Pyridin-Derivaten von der Linge der aliphatischen
Seitenkette in f-Stellung

Die bisherigen Versuche zeigten, daf} die n-Butyl-gruppe in p-Stellung
der Bestandteil des Fusarinsiuremolekiils ist, der die Wasserpermeabilitit
von Spirogyra und Rhoeo in hoheren Konzentrationen verindert. Abb. 8
und 9 haben gezeigt, dafl die Giftigkeit der Fusarinsiure verschwindet, wenn
die n-Butyl-gruppe durch eine Methyl-gruppe ersetzt wird. Die Vermutung
lag deshalb nahe, daff die Toxizititder Pyridin-monocar-
bonsiure mit zunehmender Linge der aliphatischen
Seitenkette in f-Stellung steigt. In der folgenden Versuchs-
reihe soll diese Frage abgeklirt werden. Die fiir diese Versuchsreihe be-
notigten Substanzen wurden mir in liebenswiirdiger Weise von Herrn Dr.
E. HaRDEGGER vom Organisch-chemischen Institut der E.T.H. hergestelit.

Versuchsfrage:

Wie beeinflussen 3-Aethyl-pyridin, 3n-Propyl-pyri-
din,3n-Amyl-pyridinund 3n-Hexyl-pyridin die Wasser-
permeabilitit von Spirogyra- und Rhboeo-Protoplasten?

/\/CHz—CH3 /\ /CHg——CHg—CHg /\/CH2_CH2—CH2_CH2_CH3
| : | !
| | | o
Ny N/ Ny
3-Aethyl-pyridin 3 n-Propyl-pyridin 3 n-Amyl-pyridin
7 CHy—CHy—CH,—CH,—CH,—CHj;
2

&\N/
3 n-Hexyl-pyridin
Versuchsergebnisse:

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dal mit zunehmender Linge
deraliphatischenSeitenkettein f-Stellung dieSchi-
digung der Wasserpermeabilitit der beiden Objekte
unter dem Einflufl einer bestimmten hoheren Toxinkonzentration stark
zunimmt. Die Ergebnisse von Pyridin, f-Picolin und 3 n-Butyl-pyridin
sind schon vorher besprochen worden (Abb. 6, I und III; Abb. 7, T und III;
Abb. 8, T; Abb.9, I). In Abb. 10 sind jene Konzentrationen eingetragen,
unter deren Einwirkung bei Spirogyra (KurveI) die Erhohung der Wasser-
permeabilitit mehr als + 100 %, bei Rhoeo (Kurve II) der Riickgang der
Wasserpermeabilitit mehr als — 40 %% ausmacht. Bei Spirogyra nimmt die
Giftigkeit mit steigender Zahl von C-Atomen in der Seitenkette von Methyl-
bis n-Hexyl-pyridin konstant zu. Bei Rhoeo hingegen steigt die Toxizitit
nur bis zur Butyl-Gruppe (4 C-Atome) und bleibt bei n-Amyl- und n-Hexyl-



Einfluf von Fusarinsiure auf die Wasserpermeabilitit

pyridin konstant. Offenbar wird bei Rhoeo
mit der n-Butyl-Gruppe ein Maximum der
Schidigung erreicht. Beil Spirogyra hingegen
scheint das Maximum an Schidigung mit
6 C-Atomen in der aliphatischen Seitenkette
noch nicht erreicht zu sein.

3. Schidigt Fusarinsiure die Wasser-
permeabilitit durch die Bildung von
Metallchelaten?

Japanische Forscher (Tamarr und Kajr,
1952) berichteten, daff die Wirkung ver-
esterter Fusarinsdure auf die Katalase-
und Peroxydase-Aktivitit auf einen kleinen
Bruchteil absinkt, verglichen mit der Wirkung
von Fusarinsiure. Auf Grund dieser Ergeb-
nisse vermuteten sie, dafl die Schiadigung der
pflanzlichen Zelle durch eine Chelatbil-
dung der Fusarinsiure zustande kommt.
Sie nahmen an, daf} die Fusarinsiure mit den
Schwermetallionen der Enzyme Komplexe
bilde, sie damit dem betreffenden Enzym ent-
ziehe und so dieses inaktiviere. DEUEL (1955)
spricht der Fusarinsdure und anderen Pyridin-
~ carbonsiuren ein starkes Komplexbildungs-
vermdgen zu. Durch die Veresterung der
Siuregruppe wird die Chelatbildung unmog-
lich. Meine bisherigen Versuche schliefen einen
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1 2 3 4 5 3
Zahl der C-Atome in der Seitenkette

Abb. 10. Die Abhingigkeit der
biologischen Aktivitidt
von Pyridinderivaten von der
Linge der aliphaten Sei-
tenkette in f-Stellung.
Abszisse: Anzahl der C-
Atome der aliphatischen Seiten-
kette. Ordinate: Kurve I:
Toxinkonzentration, bei der die
Q-Werte von Spirogyra iiber 2,00
liegen. Kurve II: Toxinkonzen-
tration, bei der die Q-Werte von
Rhoeo unter 0,60 liegen

Einflu der Komplexbildung auf die Wasserpermeabilitit nicht aus, machen
ihn aber sehr unwahrscheinlich. Versuche mit a-Picolinsiure zeigten ja, daf
die Siuregruppe in o-Stellung die Wasserpermeabilitit bei keinem der beiden
Objekte beeinfluflt (vgl. Abb. 6 und 7); doch ist bis jetzt nicht erklirlich,
warum Fusarinsidure die Wasserpermeabilitit von Rhoeo im Konzentrations-
bereich 1 - 105 bis 1 - 10—* Mol/Liter nicht verindert.

§ 8 TFusarinsdure-dthylester

In einem weiteren Versuch wird der Einflufl von Fusarinsdure-
dithylester auf die Wasserpermeabilitit von Rhoeo-Protoplasten unter-

sucht.

Versuchsfrage:
Wie beeinfluflt Fusarinsiure-ithylester die Wasserpermeabilitit von

Rhoeo-Protoplasten?
/\ /C4H9

.

‘1 |
HyC00C” NN/
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Versuchsergebnisse:

Das Versuchsergebnis ist in Abbildung 11
dargestellt. Das Ausmafl der durch Fusarin-
sdaure-dthylester verursachten Drosse-
lung der Wasseraufnahme liegt genau
zwischen der durch Fusarinsiure
und der durch 3n-Butyl-pyridin aus-
gelosten Drosselung (vgl. Abb. 1 und 7;.
Die Einwirkung einer mdglichen Chelatbildung
auf die Wasserpermeabilitit kann deshalb weder
verneint noch bejaht werden.

T 07 0t 0t w0l Andererseits lassen am gleichen Objekt aus-

Abb. 11. Der FinfluB von Fu- &efiihrte Versuche mit Lycomarasmin und Kom-

sarinsiure-ithylester plexon IIT vermuten, daffl das Komplex-

auf die Wasserpermeabilitit bildungsvermdgen der Toxine

von Rhoeo. Abszisse: keinen Einflufl auf die Wasser-

o’f‘zixi‘?qk:’:ze?tgf\‘;? " permeabilitit h%t (iibe}‘ die Ergebnisse
dieser Versuche wird spiter berichtet).

Diskussion der Versuchsergebnisse von Kapitel 3

Die bisherigen Versuche bestitigen die von Sanwar (1956) geiuferte
Vermutung, wonach 3n-Butyl-pyridin das eigentliche
Toxinist, das in der Pflanze durch Decarboxylierung der Fusarinsiure
entstecht. Die n-Butyl-gruppein f-Stellung ist die einzige
Gruppe des Fusarinsiuremolekiils, die in Konzentrationen iiber
1-10=5 Mol/Liter die Wasserpermeabilitit der beiden Objekte
schidigt. Weder der Pyridinring noch die Siuregruppe in a-Stellung
vermogen die Wasserpermeabilitit in diesem Konzentrationsbereich zu ver-
dndern. Vergleicht man die in diesem Konzentrationsbereich durch Fusarin-
sdure (Abb.1) und 3n-Butyl-pyridin (Abb. 6, IIT und 7, III) ausgelSsten
Schidigungen der Wasserpermeabilitit, so ist 3 n-Butyl-pyridin rund 100mal
giftiger als Fusarinsiure; es ist dies eine Differenz in der Toxizitit, die nie-
mals mit der Dissoziation der Fusarinsiure erklirt werden kann.

OverTON (1895) weist darauf hin, dafl ein Stoff die Plasmamembran
um so besser durchdringt, je lipophiler er ist. 3 n-Butyl-pyridin ist bedeutend
schlechter wasserldslich als Fusarinsiure; es kann nur mit Hilfe von Athanol
in Wasser gelost werden. Die erhdohte Lipoidléslichkeit von
3n-Butyl-pyridinim Vergleiche zu Fusarinsiure er-
moglicht es vielleicht diesem Stoff, schneller in die
Zelle einzudringen und den Protoplasten zu schidi-
gen, als dies fiir Fusarinsdure der Fall ist. Genaue An-
gaben dariiber kénnen aber weder mit Spirogyra noch mit Rhboeo erhalten
werden.

OveErRTONs Lipoidtheorie kann vielleicht auch einen Hinweis
darauf geben, warum Pyridin-homologe die Wasserpermeabilitit der
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beiden Objekte mit zunehmender Linge der aliphatischen
Seitenkette stirker schidigen. Mit zunehmender Linge der
aliphatischen Seitenkette steigt die Lipoidloslichkeit der Substanzen und
parallel dazu das Eindringungsvermdgen. Auch in diesem Falle kann
aber keine sichere Aussage gemacht werden, da die Anzahl der ins Plasma
eingedrungenen Molekiile nicht bestimmt werden kann.

4. KAPITEL

Der Einfluf von Fusarinsiure auf die nicht-osmotische Stoffaufnahme

Die quantitative Auswertung von Plasmolyse- und Deplasmolysever-
suchen erfolgt nach der osmotischen Zustandsgleichung

0O G = Plasmolysegrad der Zelle
G = < O = osmotischer Wert des Zellsaftes
C = osmotischer Wert des Plasmolytikums

Untersuchungen von Bocen (1950), Bocen und Prerr (1953) und
PreLL (1953) zeigten, daf} der Plasmolysegrad G einer Zelle durch das Ver-
hiltnis O/C nicht geniigend definiert ist. Der theoretisch berechnete und
experimentell gemessene Plasmolysegrad und die daraus bestimmbaren Per-
meabilititskonstanten deckten sich in keinem der von ihnen gepriiften Fille.
Die Differenzen fihrten zur Aufdeckung eines ,osmotisch nicht
verinderlichen Volumenanteils* und lieflen vermuten, dafl
neben der osmotischen Stoffaufnahme auch noch andere, von Bogen (1950)
alsmeta-und nicht-osmotisch bezeichnete Aufnahmemechanismen
vorhanden sein miissen. Ahnliche Prozesse vermutete LuNDEGARDH (1950)
bei der Tonenaufnahme. ReiNDERs (1942) und HackeTT und THiMANN (1950;
1952) diskutierten die Existenz nichtosmotischer Potentiale bei der Steigerung
der Wasserpermeabilitit durch Hetero-auxin.

BoGen und Prerr (1953) teilten die Stoffaufnahme in mindestens dret
Komponenten auf:

1. Osmotische Stoffaufnahme

Sie stellt dierein permeatorische Stoffaufnahme, aus-
geldst durch eine Konzentrationsdifferenz beiderseits der Plasmagrenzschich-
ten, dar, wobei alle aufgenommenen Substanzen an der Einstellung des
osmotischen Gleichgewichtes beteiligt sind.

2. Meta-osmotische Stoffaufnahme

Bei der meta-osmotischen Stoffaufnahme handelt es sich um
Vorginge, die nach dem osmotischen Stoffeintritt in die Vakuole ablaufen.
Durch Adsorptionund chemische Bindung der aufgenommenen
Stoffe an Kolloide in der Vakuole und Plasmaproteine des Tonoplasten wer-
den diese dem osmotischen Gleichgewicht entzogen. In
diesem Moment stehen sie beim Ausgleich des osmotischen Konzentrations-
potentials nicht mehr zur Verfiigung und miissen stindig ersetzt werden.
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Dieser Vorgang entspricht keinem neuen Aufnahmemechanismus; die
Bezeichnung meta-osmotisch ist deshalb nicht richtig. Durch die Bindung
osmotisch wirksamer Substanzen wird ja blof die Potentialdifferenz erhoht
und damit der gewdhnliche osmotische Austausch gefordert.

3. Nicht-osmotische Stoffaufnahme

Transportmechanismus ist nicht die Diffusion, sondern ein System von
scarrier“-Molekiilen (GoLpAcRrE, 1952). Dabei werden die aufzunehmenden
Molekiile voriibergehend an Proteine gebunden und so ins Zellinnere ge-
bracht. Fiir die nicht-osmotische Stoffaufnahme ist Energie ndtig, die
durch Stoffwechselvorginge geliefert werden mufl. Der Trans-
port kann in diesem Falle auch ge gen ein Konzentrationsgefille erfolgen.
Ionen (LunDEGARDH, 1950), Anelektrolyte (LE FEvrReE und L Fivrg, 1950)
und Wasser (HackeTT und THiMANN, 1950) konnen auf diesem Wege auf-
genommen werden.

In einer weiteren Arbeit versuchte Bogen (1953) abzukliren, welche
Enzymsysteme des Stoffwechsels an der nicht-osmotischen Aufnahme von
Wasser beteiligt sind. Er stiitzte sich dabei auf die von HackerT und THI-
MANN (1952) angestellten Untersuchungen iiber den EinflufR von Hetero-
auxin auf die Wasseraufnahme von pflanzlichem Speichergewebe. Zu diesem
Zwecke setzte er dem Plasmolytikum nach Beginn der Plasmolyse Stoff-
wechselgifte zu und beobachtete das weitere Verhalten der Protoplasten.
Verinderte sich der Protoplast, so zeigte das, daf die durch das Blockierungs-
mittel inaktivierte Gruppe von Enzymsystemen an der nicht-osmotischen
Wasseraufnahme und -abgabe beteiligt ist.

Im vorliegenden Kapitel wird untersucht, ob die nicht-osmotische
Wasseraufnahme durch Fusarinsiure beeinflufft wird. Zu diesem Zwecke
wurden bei Rhoeo mit Stoffwechselgiften, wie sie in der Enzymforschung ver-
wendet werden, die gewiinschten Enzymgruppen blockiert. Nachher wurden
die Zellen der Einwirkung verschiedener Toxinkonzentrationen ausgesetzt.
Erst jetzt wurde die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Wasser bestimmt. Ver-
schwindet bei diesem Vorgehen ein Teil der bekannten Toxinwirkung, so
kann daraus geschlossen werden, daff in diesem Konzentrationsbereich ein
Einflufl des Toxines auf die blockierte Enzymgruppe vorhanden ist. Daf}
Fusarinsiure die nicht-osmotische Stoffaufnahme beeinfluflt, war anzu-
nehmen, da Naer-RotH und Reusser (1955) und Reusser und Naer-RoTH
(1956) zeigten, dafl Fusarinsiure den Gaswechsel sowohl von Tomatenblatt-
gewebe als auch von Bidkerhefe zu hemmen vermag.

§9. DerEinfluf vonFusarinsdureaufdieCytochrom-
Oxydase

Natriumazid hemmt oxydative Fermente, die Eisen
als Katalysator enthalten. HorrMann-OsTENHOFF (1954) und BoGEN
(1953) geben an, daB speziell die Cytochrom-Oxydase durch
Natriumazid blockiert werde. Es ist aber noch nicht abgeklirt, ob
Natriumazid auf ungeschidigte Pflanzenzellen ebenso spezifisch wirkt wie
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auf Enzympriparate. BoGen (1953) zeigte, dafl Natriumazid 1 - 10-3
Mol/Liter die Wasserpermeabilitit von Rboeo und Taraxacum erhdht, und
schlofl daraus, daf8 die Atmung an der nicht-osmotischen Wasseraufnahme
mitbeteiligt ist.

Um fiir unsere Versuche Vergleichswerte zu erhalten, wurde mit der
bisher angewandten Methode der EinfluR von Natriumazid verschiedener
Konzentration auf die Wasserpermeabilitit von Rhoeo untersucht.

Tabelle 3
Einflufl von Natriumazid auf die Wasserpermeabilitit
von Rbhoeo

NalN; K 3 . .
Mol/ﬁite?nzemr 1-162 [5-102 | 1.10% | 5.10* | 1-10* |5-10% | 1.107
Q-Werte 2,13 1,77 1,54 f 1,32 1,04 1,07 1,02

Die in Tabelle 3 angegebenen Werte stellen die Mittelwerte aus vier
Parallelversuchen dar. Wie die Versuchsergebnisse zeigen, steigert Natrium-
azid in hoheren Konzentrationen die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Wasser
und fithrt bei Einwirkung von Konzentrationen iiber 1+ 10—2 Mol/Liter
durch Koagulation des Plasmas zum Zelltod.

Versuchsfrage:

Andert eine vorausgehende Blockierung der Cytochrom-Oxydase durch
Natriumazid die bekannte Wirkung von Fusarinsiure auf die Wasserper-
meabilitit von Rboeo-Protoplasten?

Methode:

Fir die Versuche wird eine 1 - 103 molare Losung von Natriumazid
verwendet, die eine Erhéhung der Wasserpermeabilitit von - 50 %o hervor-
ruft. Die Schnitte der Blattepidermis von Rboeo werden zuerst fiir 30 Mi-
nuten in eine 1+ 10~% molare Ldsung von Natriumazid gelegt und erst
nachher dem Einflul der Fusarinsiure verschiedener Konzentration aus-
gesetzt. Ein Teil der mit Natriumazid behandelten Schnitte wird als Kon-
trolle verwendet.

Versuchsergebnisse:

Abbildung 12, I zeigt, wie die Wirkung der Fusarinsdure
durch die Blockierung der Cytochrom-Oxydase be-
einflufit wird. Die erhohte Geschwindigkeit der Wasseraufnahme, aus-
gelost durch Konzentrationen von 1 » 102 bis 1 - 10— Mol/Liter, bleibt in
vollem Umfange erhalten. Dagegen verschwindet die durch héhere
Konzentrationen bedingte Drosselung der Wasserpermeabili-
tditvollstindig. Sogar nach der Einwirkung einer Toxinkonzentration
von 5 - 103 Mol/Liter betragt die Differenz der Wasserpermeabilitit gegen-
iber der Kontrolle nur — 4 %,
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Stimmt die vorher aufgestellte Hypothese, wonach die unter dem Ein-
flufl hoher Fusarinsiurekonzentrationen festgestellte Herabsetzung der Was-
serpermeabilitit durch die n-Butyl-gruppe bedingt ist, so ist zu er-

warten, dafl nach Blockierung

der Cytochrom-Oxydaseauch
die durch 3n-Butyl-pyridin
in hohen Konzentrationen
verursachte Drosselung der

Wasserpermeabilitit ver-

schwindet (beide aliphatischen Seiten-
.. ketten sind gleich).

o Abbildung 12, II stellt das Ergebnis
einer Reihe von Versuchen mit 3 n-Butyl-
pyridin dar. Die durch geringe Konzentra-
tionen hervorgerufene Erhohung der Auf-
nahmegeschwindigkeit fiir Wasser bleibt
voll erhalten. Weiter verschwindet auch
W= hier die sonst unter dem Einfluff hoherer
i Toxinkonzentrationen auftretende Herab-
w0’ setzung der Wasserpermeabilitit.

Abb. 12, Der Einflufl von Fusarin- .
siure(l)und 3n-Butyl-pyri- Die n-Butyl-Gruppe ver-

din (II) auf die Wasserpermeabilitit mag also, vielleicht im Zu-
von Rhoeo nach Blockierung sammenhang mit dem Pyri—

der Cytochrom-Oxydase mit : : ; -
Hilfe von Natriumazid (1103 4inring, ~die Cytochrom

Mol/Liter). Abszisse: Toxin- Oxydase in ihrer Aktivitidt
konzentration. Ordinate: Q-Wertie zu verindern.

o mol |
1078 1075

1
107

1 1 1
0% w07 w0t 105 w0

§ 10. Der Einflufl von Fusarinsiure auf dieoxydative
Phosphorylierung

Loomis und LipMANN (1948) zeigten, dafl mit Hilfe von 2,4-Dini-
trophenol, in der Folge nur noch als DNP bezeichnet, die oxyda -
tive Phosphorylierung unterbunden werden kann.

Als Grundlage wurde wieder erst die Verinderung der Wasserperme-
abilitdit durch DNP allein untersucht (Tabelle 4). Dabei zeigte es sich, daf
die Wirkung von DNP sehr verschieden ist, je nach der Tageszeit, zu der
die Blitter von Rboeo geschnitten worden sind. Wurden die Blitter am
frithen Morgen geschnitten (im Winter vor 8 Uhr), also bevor die Assimi-
lation voll eingesetzt hatte, so bewirkte DNP eine Erhchung der Wasser-
permeabilitit. Am Mittag oder Nachmittag geschnittene Blitter verhielten
sich gerade umgekehrt: es trat eine Herabsetzung der Aufnahmegeschwindig-
keit fiir Wasser ein (vergleiche Tabelle 4).

Auch diese Werte sind die Mittelwerte aus je vier Parallelversuchen.
BoGeN (1953) fand nur eine Erhohung der Wasserpermeabilitit unter dem
Einfluf von DNP; doch wisserte er seine Epidermisschnitte wihrend 12 bis
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Tabelle 4
Einfluff von 2,4-Dinitrophenol auf die Wasserpermeabilitit
von Rhoeo-Protoplasten in Abhingigkeit von der Schnittzeit
der Blitter

Schnitt- Q-Werte nach der Einwirkung verschiedener DNP-Konzentrationen

zei 1-10'2m.l5-10‘3m.|1-10‘3m.|5-10‘4m.|1-10‘4m. 5-10‘5m.|1-10—5m.|1-10*6m.
8 Uhr + + 2,02 1,73 1,47 1,33 1,11 1,03
12 Uhr — — 0,55 0,68 0,92 1,02 1,05

14 Stunden, bevor sie untersucht wurden. Fiir die weiteren Versuche ver-
wendete ich eine 1 - 10~* molare Losung von DNP und Rhboeo-Blitter, die
morgens 8 Uhr geschnitten worden sind.

Versuchsfrage:

Verindert eine vorausgehende Blockierung der oxydativen Phosphory-
lierung durch 2,4-Dinitrophenol die bekannte Wirkung von Fusarinsiure
auf die Wasserpermeabilitit von Rhboeo-Protoplasten?

Versuchsergebnisse:

Abbildung 13 zeigt den Einflufl von Fusarinsiure auf die Wasserpermeabi-
litit von Rboeo nach der Blockierung der oxydativen Phosphorylierung durch
DNP. Dievonniedrigen Toxinkonzentrationen (1 107°
bis 1+ 10—> Mol/Liter) hervorgerufene Erhhung der Was-
serpermeabilitit ist vollstindig verschwunden. In
diesem Konzentrationsbereich ist keine Verinderung der Wasserpermeabilitit
gegeniiber der Kontrolle mehr festzustellen. Dagegen bleibt die unter dem
EinfluR hoherer Konzentrationen auftretende Drosselung voll erhalten. So
wurde fiir den nichsten Versuch die Annahme gemacht, dafl der Pyridin-
rin g auf eine noch nicht bekannte Art und Weise die oxydative Phosphory-
lierung beeinflufft. Stimmt diese Annahme, so muff nach Blockierung der
oxydativen Phosphorylierung auch die durch Pyridin ausgeléste Steigerung
der Wasserpermeabilitdt verschwinden.

Q
Abb. 13. Der Einfluf von Fusarinsiure auf dic h0
Wasserpermeabilitit von Rboeo nach Blockierung 08
der oxydativen Phosphorylierung mit
Hilfe von 2,4-Dinitrophenol (1 - 10—% Mol/Liter). 08
Abszisse: Toxinkonzentration.
Ordinate: Q-Werte o 108 1al'7 ulrsmo’fé'? 11;" 1073

Bei gleicher Versuchsanordnung wird die Wirkung von Pyridin
untersucht. In Tabelle 5 sind die Versuchsergebnisse zusammengestellt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte aus fiinf Parallelversuchen.

Aus diesen Versuchen geht deutlich hervor, daf Pyridin, wie vorher
angenommen wurde, die oxydative Phosphorylierung be-
cinfluflt Nach einer Blockierung derselben durch DNP verschwindet die
Erhohung der Wasserpermeabilitit, die sonst durch Pyridin niedriger Kon-
zentrationen hervorgerufen wird.
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Tabelle 5

Einflufl von Pyridin auf die Wasserpermeabilitit
von Rhoeo-Protoplasten nach der Blockierung der oxydativen
Phosphorylierung durch DNP 1-10—4 Mol/Liter

Pyridink . .
Mol L itegHEenET 1 102{1.10%] 1. 107{1-10%]5-107%|1-1070]5-1077|1-10°7|5-10°8| 1- 108
Q-Werte 1,00 | 1,00 | 1,01 | 1,02 | 1,05 | 0,99 | 1,00 | 1,01 | 1,00 | 1,01

§ 11. Der Einflufl von Fusarinsdure auf die Atmung

Kaliumcyanid ist als Atmungsgift bekannt und wurde von BoGEN
(1953) auch in seine Untersuchungen einbezogen. Er konnte aber keine durch
Kaliumcyanid verursachte Anderung der Wasserpermeabilitit nachweisen
und schlof} daraus, daff die Atmung als ganze die Aufnahme von Wasser
nicht beeinfluffit. Dies ist um so iiberraschender, weil das Atmungsenzym
Cytochrom-Oxydase an der nicht-osmotischen Wasseraufnahme beteiligt ist.

Entgegen den Versuchen von BoGen (1953) kann mit der hier verwen-
deten Methode eine Veridnderung der Wasserpermeabilitit von Rhoeo-Proto-
plasten durch KCN festgestellt werden. Die Versuchsergebnisse sind in
Tabelle 6 zusammengestellt. Die angegebenen Werte sind wiederum die
Mittelwerte aus vier Parallelen.

Tabelle 6

Finflufl von Kaliumcyanid verschiedener Konzentration
auf die Wasserpermeabilitit von Rbhoeo-Protoplasten

KCN-Konzentr.
MolLiter 1102 { 5:10% | 1-10% | 5.10* | 1.10¢ | 1.105 | 1-107 | 1107
Q-Werte 222 | 1,88 | 1,35 | 1,04 | 1,00 | 1,001 | 1,00 | 1,00

Fiir die weiteren Versuche verwendete ich eine 1 * 103 molare Losung von
Kaliumcyanid.
Versuchsfrage:

Kndert eine Blockierung der Atmung durch Kaliumcyanid die bekannte
Wirkung von Fusarinsiure auf die Wasserpermeabilitit von Rhboeo-Proto-
plasten?

Versuchsergebnisse:

Wie Abbildung 14, I zeigt, wird die Fusarinsiurewirkung
durch die vorausgehende Blockierung der Atmung nicht
verindert Sowohl die Steigerung als auch die Drosselung der Wasser-
permeabilitit stimmen mit der Kontrollkurve iiberein (vergleiche Abb. 1, II).
Das gleiche gilt fiir die mit 3n-Butyl-pyridin (Abb. 14, II) er-
haltene Kurve (vergleiche Abb. 7, III).

Diskussion der Versuchsergebnisse von Kapitel 4

Die Ergebnisse der in diesem Kapitel beschriebenen Versuche zeigen,
dafl die durch Fusarinsdure verursachte St6rung der Wasser-
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Abb. 14. Der Einfluf von
Fusarinsiure (I) und
3n-Butyl-pyridin (II)
auf die Wasserpermeabilitit
von Rhboeo nach
Blockierung der
Atmung mit Hilfe
~~~~~ von Kaliumcyanid

(1 - 10—3 Mol/Liter).

Abszisse:
Toxinkonzentration.

g4l L ymoly ; ol 1 Lmol ) Ordinate:
1078 107 0 07 't w7 w0 0f 07 ° 10° wpt 0’ Q-Werte

permeabilitdt zur Hauptsache auf der Schidigung der nicht-
osmotischen Stoffaufnahme beruht. Der im Toxinmolekiil ein-
gebaute Pyridinring stort die oxydative Phosphorylie-
rung; dien-Butyl-Gruppein f-Stellung verindert die Akti-
vitdit der Cytochrom-Oxydase. Ob dabei die Stoffwechselvorginge
unterbrochen oder umgeleitet werden, konnen erst weitere Versuche zeigen.
Wie diese Reaktionen zustande kommen, ist bis heute nicht erklirbar, da auch
nicht bekannt ist, wie die durch Inhibitoren ausgeloste Blockierung der
Fermentsysteme abliuft (HorFMANN-OsTENHOFF, 1954). Es wird die Aufgabe
weiterer Versuche sein, mit Hilfe von Enzympriparaten abzukliren, wie
Fusarinsiure die einzelnen Schritte des Stoffwechsels und damit den Wasser-

haushalt der Zelle schidigt.

Zusammenfassung

Fusarinsdure ist eines der drei von Fusarium lycopersici Sacc.,
einem Erreger der infektidsen Tomatenwelke, gebildeten Welketoxine. Sie
schidigt die Tomatenpflanze unter anderem durch eine Storung der Tran-
spiration und der Atmung.

In der vorliegenden Arbeit ist der Einflufl von Fusarin-
siureaufdie Wasserpermeabilitit pflanzlicherPro-
toplasten untersucht worden.

1. Fusarinsiure, 5n-Butyl-pyridin-2-carbonsiure,
schidigt die Wasserpermeabilitit sowohl von
Spirogyra-als auch von Rhoeo-Protoplasten. Die
Stérung der Wasserpermeabilitit ist von der Toxinkonzentra-
tion abhingig (vgl. Abb.1). Hohe Toxinkonzentrationen bewirken
bei den beiden Objekten entgegengesetzte Storungen der
Wasserpermeabilitit. Eine Erklirung fiir das verschiedene Verhalten
liegt vielleicht in der Zugehdrigkeit der beiden Objekte zu verschiedenen
Plasmatypen.

2. Die Verinderung der Wasserpermeabilitit wird in Abhingigkeit von
der Einwirkungszeit der Toxinldsung untersucht. Bei bei-
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den Objekten wird die maximale Stérung inner-
halb 10 Minuten erreicht (vgl. Abb. 2 und 3). Konzentra-
tionen iiber 1 - 10~* Mol/Liter fiihren bei lingerer Einwirkung zum
Absterben der Zelle; der Protoplast koaguliert. Die Zahl der in die Zelle

eingedrungenen Toxinmolekiile steigt mit der Einwirkungszeit.

Die von Fusarinsiure ausgeldste Storung der Wasserpermeabilitit ist im
Konzentrationsbereich iiber 1+ 10—5 Mol/Liter bei beiden Objekten
vom pH-Wert der Toxinl8sung abhingig (pH-Bereich 3,5 bis
8,5). Die Storung der Wasserpermeabilitit sinkt
mitsteigendem Dissoziationsgrad des Toxines (vgl
Abb. 4 und 5). Im Konzentrationsbereich unter 1 - 10—5 Mol/Liter
spielt der pH-Wert der Toxinldsung fiir die Verinderung der Wasser-
permeabilitit keine Rolle mehr. Das dissoziierte Toxin-
molekiil schidigtalso die Zelle anders als dasun-
dissoziierte Molekiil

Die durch Fusarinsidure ausgeldste Stdrung der
Wasserpermeabilitdt ist irreversibel (vgl. Tabelle 2).

Der Einflul von verschiedenen mit Fusarinsiure chemisch verwandten
Pyridin-derivaten auf die Wasserpermeabilitit der beiden
Objekte, Spirogyra und Rhoeo, wird untersucht. So werden Pyridin,
a-Picolinsiure, 3-Methyl-pyridin, 3n-Butyl-
pyridin und 5-Methyl-pyridin-2-carbonsiure ge-
priift. Alle Substanzen vermdgen in niedrigen Konzentrationen die
Wasserpermeabilitit der beiden Objekte zu erhohen (vgl. Abb.6, 7,
8 und 9). Diese Erh6hung der Wasserpermeabilitit wird durch den
allenStoffen gemeinsamenPyridin-ring ausgelost. Pyri-
din allein bewirkt dieselbe Erh 6 hung der Wasserpermeabilitit.
Die Sduregruppeina-Stellung vermag die Wasserpermeabi-
litit nicht zu beeinflussen. Auch die Methyl-gruppe in
B-Stellung hat keinen Einfluf auf die Wasserpermeabilitit.

3n-Butyl-pyridinist daseinzige der gepriiften Pyridin-
derivate, das die Wasserpermeabilitit i hnlich verindert wie Fusa-
rinsiure. Die n-Butyl-gruppe in f-Stellung 1ist
demnach jene Gruppe des Fusarinsiuremolekiils,
die die Wasserpermeabilitit der beiden Objekte
inhoéheren Konzentrationen schidigtund die Zel-
len zum Absterben bringt 3 n-Butyl-pyridin ist ungefihr
100mal giftiger als Fusarinsiure. Diese Differenz der Toxizitit kann
nicht mit der Dissoziation der Fusarinsiure erklirt werden. Die Li-
poidldslichkeit von 3 n-Butyl-pyridin ist grofler als jene von
Fusarinsdure. 3 n-Butyl-pyridin kann deshalb schneller in die Zelle
eindringen als Fusarinsiure. Der Unterschied der Giftigkeit der beiden
Substanzen hat vielleicht seine Ursache in der verschieden groflen Lipoid-
loslichkeit derselben.
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6. Die Storung der WasserpermeabilititdurchPyri-
din-homologe steigt mit zunehmender Anzahl von
C-Atomen in der aliphatischen Seitenkette (vgl
Abb. 10). Mit zunehmender Linge der aliphatischen Seitenkette in
B-Stellung steigt die Lipoidldslichkeit der Pyridin-homologen und damit
ihr Eindringungsvermdgen. Bei Rhoeo wird mit 3 n-Butyl-pyridin
(4-C-Atome in der aliphatischen Seitenkette) ein Maximum an Stdrung
erreicht. 5- und 6-C-Atome in der Seitenkette vermdgen die Wasser-
permeabilitit von Rhoeo nicht weiter zu verindern. Bei Spirogyra hin-
gegen wird auch mit 6-C-Atomen in der Seitenkette noch kein Maximum
an Schidigung erreicht.

7. Es ist nicht wahrscheinlich, dafl Fusarinsdure die Wasserpermeabilitit
durch Bildung von Metallchelaten stért. Fusarinsiure-dthyl-
ester lost bei Rhoeo eine dhnliche Storung der Wasserpermeabilitdt
aus wie Fusarinsiure, obwohl der Aethylester von Fusarinsiure keine

Chelate mehr bilden kann (vgl. Abb. 11).

8. Die bei Rhoeo durch Fusarinsiure ausgeloste Storung der Wasser-
permeabilitdt ldft sich auf eine Schidigung der nicht-osmoti-
schen Wasseraufnahme zuriickfilhren. Die nicht-osmotische
Stoffaufnahme wird durch Energie ermoglicht, die von Stoffwechsel-
vorgingen geliefert wird. Dieser Vorgang erlaubt es der Zelle, Stoffe
auch gegen ein Konzentrationsgefille aufzunehmen. Durch Enzyminhibi-
toren konnen Stoffwechselvorginge blockiert werden. Damit kann ihr
Anteil an der nicht-osmotischen Stoffaufnahme bestimmt werden.

a) Blockierung der Cytochrom-Oxydase mit Hilfe von
Natriumazid. Nach Blockierung der Cytochrom-Oxydase mit
Natriumazid verschwindet die durch hohe Fusarinsiure-
konzentrationen bewirkte Herabsetzung der Wasserperme-
abilitit (vgl. Abb. 12). Dasselbe gilt fiir 3n-Butyl-pyridin.
Fusarinsdure schidigt demnach durch ihre
n-Butyl-gruppe in #-Stellung die Cytochrom-
Oxydase.

b) Blockierung der oxydativen Phosphorylierung durch
2,4-Dinitrophenol. Nach einer Blockierung der oxydativen Phos-
phorylierung durch 2,4-Dinitrophenol verschwindet die durch
Fusarinsdure niedriger Konzentration ausgeldste Erhdhung
der Wasserpermeabilitdt (vgl. Abb. 13). Dasselbe ist bei der durch
Pyridin bewirkten Erhohung der Wasserpermeabilitit der Fall
(vgl. Tabelle5). Pyridin stért demnach den Ablauf
deroxydativen Phosphorylierung.

¢) Blockierung der Atmung mit Hilfe von Kaliumcyanid. Nach

Blockierung der Atmung durch Kaliumcyanid indert sich weder

die durch Fusarinsdure noch die durch 3n-Butyl-

p yridin bewirkte Storung der Wasserpermeabilitit (vgl. Abb. 14).
Phytopath. Z., Bd. 27, Heft 3 20
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Die durch Kaliumcyanid blockierten Enzym-
systeme werden also durch Fusarinsiure nicht

beeinflufit.

Wie Fusarinsiure die einzelnen Enzymsysteme beeinflufit, ist bis heute
noch nicht bekannt.

Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. E. GAuMANN, mochte ich
fir die Forderung dieser Arbeit herzlich danken.
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