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Chloramphenicol-Ein~lug auf die 14C-Aufnahme 
isolierter Gerstenwurzeln aus NaH~C0a 

I n  einer  frf iheren U n t e r s u c h u n g  ~) wurde  nachgewiew dab  
2 ,4-Dini t rophenol ,  N a t r i u m a r s e n a t  u n d  N a t r i u m a z i d  in t0  -~ 
bis t0 -s  m o l a r e n  K o n z e n t r a t i o n e n  die 14C-Aufnahme isol ier ter  
Gers t enwurze ln  aus  NaHl tCO3 bis zu 50 % u n d  m e h r  reduzieren ,  
u n d  da r i n  e in  Beweis  e rb l ick t  ftir die Abh~ng igke i t  der  ~C-Auf -  
I l ahme yon  energie l ie fernden 15hysiologischen Vorg~ngen,  wie 
sie die du reh  die g e n a n n t e n  Zellgifte d i rek t  oder  ind i rek t  ge- 
h e m m t e  o x y d a t i v e  P h o s p h o r y l i e r u n g  dars te l l t .  Zur  E rh~r -  
t u n g  dieser  E rgebn i s se  schien  es angeb rach t ,  bet  n e u e n  Ver-  
s u c h e n  e inen  Inh ib i to r  zu ve rwenden ,  y o n  d e m  eine Beein-  
f l u s sung  der  Resp i r a t i on  n i ch t  zu e rwar t en  war.  W i r  ve rwende-  
t e n  ChloramphenicoI ,  von  d e m  b e k a n n t  ist,  dab  es fiber die 
P r o t e i n s y n t h e s e  die A u f n a h m e  m e h r e r e r  K a t i o n e n  u n d  
An ionen  beeinfiuBt,  dabei  abe t  ke ine  V e r ~ n d e r u n g  der  Re-  
sp i ra t ion  bedingt2-1).  Als I l a n d e l s p r o d u k t  erh~l t  mal l  Pa r -  
a x i n  = Ch lo ramphen ico l  Boehr inger ,  pur iss ,  crist . ,  dos  e in  
d u r c h  T o t a l s y n t h e s e  gewonnenes  l inksdrehendes ,  m i t  d e m  
nat f i r l ichen  Ch lo ramphen ico l  iden t i sches  Ch lo ramphen ico l  
darsteII t .  

Versuchsanstellung. W i e  frfiher ~) wurde  zu je 6 g f r i scher  
Ge r s t enwurze ln  in e ther  au f  pH 8,0 gepuf fe r te r  A u f n a h m e -  
16sung I m g  NaHI~CO~ gegeben  u n d  dessen  A u f n a h m e  n a c h  
l,  2 u n d  3 S td  e rmi t t e l t .  Neben  K o n t r o l l e n  ohne  P a r a x i n  
l iefen Versuche  m i t  P a r a x i n k o n z e n t r a t i o n e n  y o n  5 mM, 7, 5 m M  
u n d  l o m M .  E i n  Pa ra l l e lve r such  d ien te  d e m  S t u d i u m  der 
32P-Aufnahme  aus  KHe3~po~ u n t e r  den  gle ichen Bed ingungen .  
E r m i t t e l t  w u r d e n  die G e s a m t a u f n a h m e  sowie die i~C-AktivitXt 
der  heil3wasserI6slichen Stoffe (ohne 16sliche Eiweigstoffe) ,  des 
16slichen EiweiBes u n d  der  F r a k t i o n  der  heil3wasserl6sl ichen 
o rgan i schen  SXuren u n d  s au ren  Aminos~uren .  

Versuchsergebnisse. Ohne  P a r a x i n  s t ieg  die ~aC-Aufnahme 
w~hrend  der  e r s t en  be iden  S t u n d e n  fa s t  kon t inu ie r l i ch  an,  
er re ichte  d a n n  abe t  e in  M a x i m u m ,  das  auch  n a c h  dre is t f indiger  
V e r s u c h s d a u e r  n i c h t  wesent I ich  f ibe rschr i t t en  wurde .  Diese  
T e n d e n z  l~g t  s ich  sowohl  bet  der  G e s a m t a n f n a h m e  wie in  
al len i so l ie r ten  F r a k t i o n e n  e r k e n n e n  (Tabelle Q. 

Tabelte 1. ~C-Aufnahme durch 6g isolier~e Gerstenwumeln 

Gesamt- In H~O Org. 
Paraxi~ Aufnahme aufnahme 15slieh Sfiuren*) 

Ohne P t Std 24200 19200 9550 Imp/min 
2 Std 41 500 29000 21800 Imp/min 
3 Std 42250 29900 22500 Imp/min 

5 mM I Std 24800 16200 11850 Imp/min 
2 Std 26150 13400 8650 Imp/min 
3 Std 330OO 16100 10400 Imp/rain 

7,5 mM ~ Std ~2550 6650 4700 Imp/rain 
2 Std 12200 8100 4750 Imp]rain 
3 Std 1180O 85OO 3 6OO Imp/min 

l0 mM I Std 9100 7500 5500 Imp/min  
2 Std 495O 745O 3 t50 Imp/rain 
3 Std 5900 6900 3650 Imp/min 

*) In H~O 16sl. org. S~uren und  saute Aminos~uren. 

Die W u r z e l n  in der  A u f n a h m e l 6 s u n g  m i t  5-molarer  Pa r -  
a x i n k o n z e n t r a t i o n  n e h m e n  in der  e r s t e n S t u n d e  e twa  die gleiche 
laC-Mengen wie die Kon t ro l l r e ihen  auf,  doch zeigte die Auf-  
n a h m e  n a c h  2 S td  e inen  deu t l i chen  Abfall .  I n  7,5- u n d  
t0 -mo la re r  P a r a x i n l 6 s u n g  t r i t t  die H e m m u n g  jedoch  s c h o n  
n a c h  t S td  ant .  Of fenbar  lgBt s ich  die no t wend i ge  R e a k t i o n s -  
zei t  bis z u m  A u f t r e t e n  einer  P a r a x i n w i r k u n g ,  wie sie s chon  
frfiher e r k a n n t  wurdea),4),  du r ch  h6here  K o n z e n t r a t i o n e n  
verkfirzen.  

Die ze i tbed ing te  W i r k u n g  k a m  auch  bet  V o r b e h a n d l u n g  
der  W u r z e l n  m i t  P a r a x i n  z u m  Ausd ruck .  E ine  dreis t f indige 
A u f b e w a h r u n g  der  \ u  in gepuf fe r t en  L 6 s u n g e n  ohne  u n d  
m i t  Pa r ax in ,  an  die s ich der  e igent l iche A u i n a h m e v e r s u c h  m i t  
t bzw. 2 S td  A u f n a h m e z e i t  anschloB, e rgab  in  den  P a r a x i n -  
R e i h e n  e rhebl ich  n iedr igere  14C-Werte ill den  W u r z e l n  Ms im  
N o r m a l v e r s u c h  ohne  V o r b e h a n d l u n g .  

E b e n s o  wie die l~C-Aufnahme aus  NaHI~COs w n r d e  a u c h  
die a2P-Aufnahme  aus  KH232po 4 d u t c h  P a r a x i n  deu t l i ch  ge- 
h e m m t ,  was  sich m i t  f r f iheren be i -der  A u f n a h m e  v o n  N a  + n n d  
SO 4 g e w o n n e n e n  Ergebnissen3) ,  4) deck t  (Tabelle 2). ZusXtz- 
l ich zu der  Ta t sache ,  dab  P a r a x i n  (Chloramphenicol)  n i ch t  
die Resp i r a t i on  beeinflul3t, sp rechen  diese Ergebn i s se  fiir e ine  
H e m m u n g  der  14C-Aufnahme au f  e inem ande ren  W e g  als fiber 
die Resp i ra t ion .  

Da  v e r m u t e t  wird, dab  die W i r k u n g e n  des Ch lo ramphen i -  
cols auf  e ther  B e h i n d e r u n g  der  E iwe iBsyn these  beruhen ,  
wurde  in e inem TeiI der W u r z e l n  n a c h  Ver suchsende  die 
A m i n o s ~ t u r e z u s a m m e n s e t z u n g  c h r o m a t o g r a p h i s c h  u n t e r s u c h t .  

Tabelle 2. ~2P-Aufnahme isolierter Gerstenwumeln, und zwar je 6g 
/r. Wurzeln 

Paraxinkouzentrat ion [ ohne P. [ 5tool  I 10 mol 

I I 14485 I 500 Imp/min 2 S t d A u f n a h m e  �9 . .I 41 790 13 
3 Std Aufnahme " �9 -I 56210 ] 14425 i 12977 Imp/min 

Die p h o t o m e t r i s c h e  A u s w e r t u n g  lieB ke ine  Un te r sch i ede  
zwischen  Kont ro l l e  u n d  P a r a x i n - R e i h e n  e rkennen ,  doch lag 
die 14C-Aktivit~t  im  Alan in  der  P a r a x i n - W u r z e l n  re la t iv  
h6he r  als ii1 der  G lu tamins~ure ,  wor th  eine Bes t~ t i gun g  der 
E rgebn i s se  y o n  PEAuD-LENOEL u n d  DE GOURNAY-~/[ARGERIE 
gesehen  we rden  kann .  
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Observations on P 750A from Anacystis Nidulans 

LiPPii~coTx e t  aL l) and  AGI~ION 2) h a v e  p repared  chloro- 
p las t  f r a g m e n t s  h a v i n g  an  abso rp t ion  m a x i m u m  at  740 mtz. 
I n  a n  i n d e p e n d e n t  s t udy ,  GOVINDJEE 3) has  s h o w n  t h a t  
w h e n  65% m e t h a n o l  in wa te r  is added  to Anacystis ceils, a 
sha rp  abso rp t i on  peak  appears  a t  750 m ~  wi th  a s i m u l t a n e o u s  
decrease  in t h e  abso rp t ion  a t  674 mv.  The  p i g m e n t  t h u s  fo rmed  
is referred to as P 750A [A s t a n d s  for art if icial  to d i s t ingu i sh  
i t  f rom t h e  n a t u r a l l y  occur ing  p i g m e n t  r for which  t he  n a m e  
P 750N is proposed] .  Obse rva t ions  concern ing  t he  p repa ra t i on  
and  t he  cha rac te r i za t ion  of p i g m e n t  P 750A, are descr ibed in 
t he  p r e sen t  c o m m u n i c a t i o n .  

P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a d  revealed t h a t  6 0 - - 6 5 %  
m e t h a n o l  t r e a t m e n t  was  bes t  for p roduc ing  P 750A. A b o u t  
200 ~1 (packed cell vo lume)  of Anacystis cells were su spen d ed  
in 20 ml  of 6 0 - - 6 5 %  m e t h a n o l  and  h e a t e d  to 6 0 - - 7 0  ~ C for 
1 - - 2  m i n u t e s  (or kep t  for 2 - - 3  hour s  a t  250 C). The  a lgae  
were cen t r i fuged  down (Precis ion Vari  H i  Speed Centr i fuge,  
mode l  J - to)  a t  3000 r p m  for t0  minu te s .  The  sed imen t ,  
t he  algal  ceils, con t a ined  t he  u n e x t r a c t e d  and  a l tered  phyco-  
biiins.  The  s u p e r n a t a n t  was  recen t r i fuged  in  asp inco  cent r i -  
fuge  a t  35,000 r p m  for t h o u r  a t  0 ~ C. T h e  P 750A appea red  
as t he  f luffy  green precipi ta te .  I t  was  s u s p e n d e d  in  65% 
m e t h a n o l .  

Fig. t shows  t he  abso rp t ion  s p e c t r u m  of P 750A s u s p e n d e d  
in 65 % m e t h a n o l  (the cu rve  w i th  crosses). There  are two m a i n  
peaks ,  o n e a t  750 mix and  t he  o the r  a t  450 m~.  A compar i s ion  
of th i s  s p e c t r u m  w i t h  t he  a l r eady  pubI i shed  spec t r a  of o ther  
p i g m e n t s  absorb ing  ill t h e  750 m ~  region [e.g. microcrys ta l l ine  
chlorophyll6),  mic rocrys ta l l ine  chlorophyllide7),  bac ter io-  
v i r id in  s) and  bac te r io-phaeophyt ing) ]  was  made .  A closer 
r e semblance  b o t h  in t he  loca t ion  and  t he  re la t ive  he ig h t s  
of  t he  p e a k s ,  was  found  be tween  P 750 A and  micro-  
c rys ta l l ine  chlorophyl l .  (Rat io  of O.D. b lue  peak  to red  p e a k  
is 0-9O.) 

The  following obse rva t ions  were m a d e  o n P  750A:  (t) W h e n  
I v o l u m e  of 65% m e t h a n o l  so lu t ion  of P 750A was  added  to  
2 v o l u m e s  of t 00% me thano l ,  t he  P 750A was  i r revers ib ly  
conve r t ed  to a ch lorophyl l  a t y p e  p i g m e n t  (see curve  w i t h  
do ts  in Fig. 1). (2) The  suspens ion  of P 750A in 65% m e t h a n o l  
is g reen i sh  b u t  does n o t  h a v e  t he  typ ica l  green color of chloro- 
phy l l  a. (3) The  su spens ion  shows  a t ynda l l  effect  an d  t h e  
p i g m e n t  is therefore  n o t  in a t r ue  solut ion.  (4) If  d ie thy l  e the r  
is added  to a 65% m e t h a n o l  so lu t ion  of P 750A and  t h e  two 
l iquids  gen t l y  shaken ,  t h e  p i g m e n t  goes in to  t h e  e the r  layer  and  
gives a chlorophylI  a t y p e  spec t rum�9  

Several  tests") were  m a d e  on  t h e  e thereM so lu t ion  of 
ch lorophyl l  a t y p e  p i g m e n t  ob t a ined  v i a  P 750A. (Q 22% 
HCl -e the r  and  0.0t N s o d i u m  b i ca rbona t e - e the r  pa r t i t i on  t e s t  
- - t h e  p i g m e n t  s t a y e d  in e the r  sugges t i ng  t h a t  i t  is n o t  a 
chlorophyl l ide  or phaeophofo ide .  (2) Color, i t  is n o t  b rown  
or neu t r a l  t i n t - - t h i s  ind ica tes  t h a t  i t  is n o t  a p h a e o p h y t i n .  
(3) The  phase  t e s t  was  nega t ive .  
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All the above observat ions  indicate t h a t  P 750A m a y  
s imply  be an  aggregated allomerized chlorophyll  a (there is 
no chlorophyll  b in Anacystis). 

The existence of the  na tura l  pigment ,  P 750N, has been 
confirmed. The na tu re  and the role of P 750N is under  careful 
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Fig. 1. Absorption spectrum of P 750A prepared from Anacystis 
nidulans (curve with crosses). The curve with dots is the absorption 
spectrum of chlorophyll ~ type pigment prepared via P 750A. 
These spectra were measured with a Caw spectrophotometer, 

model t4 and are replotted here 

invest igation.  Pre l iminary  exper iments  of GOVINDJEtr and 
S P ~ c ~ R  (unpublished) suggest  t ha t  P 750N is a f luorescent 
species. 

This work  was  suppor ted  by  Nat ional  Science Founda t ion  
grant  G19437 .  
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Ober ein pektolytisches Enzym von Phytophthora infestans de By.  

Pekt inasen  von Phytophthora in/es~ans scheinen bisher 
nicht  bekann t  geworden zu sein. Unte r  zahlreichen Erregern 
yon Pf lanzenkrankhei ten,  die auf  ihre F~thigkeit, pektische 
E n z y m e  zu bilden, gepr0f t  wurden,  versagte  n u t  Ph. in/estansl). 
Diese merkwfirdige Tatsache  n a g  teilweise durch die Schwie- 
rigkeiten bedingt  sein, die bisher  eine K n l t u r  des Prizes in vitro 
erschwerten.  Die Entwick lung  neuer  N~thrmedien, die ein gutes 
X~Zachstum yon Phytophthora erm6glichen, dutch  G A E R T N ~ R  2) 
gab uns Gelegenheit, diese Frage noch einmal anfzugreifen. 

Die yon uns  verwendete  N/ihrl6sung ban t  auf einem Dekokt  
aus autoklavier ten  Kartoffelknoller~ auf  und enth~tlt neben 
verschiedenen anorganischen Salzen Zus~tze von Vi tamin  Bx 
und B~ sowie Cystein; als zus&tzliche C-Quellen wurden  Glu- 
kose und/oder  Pekt in  bzw. Carboxymethylcel lulose hinzu- 
gefiigt. Auf dieser LOsung wurde  ein S t a m m  yon  Ph. in/e- 
stans (Rasse 4) bei 20 ~ C kultiviert .  Dabei  stellte sich heraus ,  
dab n i t  zunehmertdem W a c h s t u m  des Prizes im KuI tur f i I t ra t  
Enzyme  auftreten,  die ims tande  sind, Pektin abzubauen  
(viskosimetrische Bes t immung) ;  durch Autoklavieren werden 
diese Enzyme  zerstOrt. DuTch die Ar t  der zus~itzlichen C- 
Quellen scheint  die Akt iv i tg t  der I{ulturfi l t rate nur  insoweit  
beeinfluSt zu werden, als sie das P i lzwachs tum fOrdern. Eine 
spezielle adapt ive Bindung der E n z y m p r o d u k t i o n  an das Vor- 
handensein  yon Pekt in  in der N~hrlOsung bes teh t  offenbar 
nicht ;  doch ist einschr~tnkend darauf  hinzuweisen, dal3 infolge 
der Verwendung des Kartoffeldekokts  in jedem Falle pektiscbe 
Subs tanzen  in den Medien enthal ten  gewesen sein dfirften. 
Bei verschieden langer Ku l tu r  des Prizes n i m m t  die pektolyt i-  
sche Akt iv i tg t  des Nul turf i I t ra tes  e twa y o n  17. Tage an nu r  
noch wenig zu (TabeIle); in keinem Falle wird die Akfivit/ i t  

Tabelle. Abbau einer Pektin-LOsung durch Filtrate verschieden alter 
Phytophthora-Kulturen im Vergleich zu einem Filtrat yon Fusarium 

oxysporum f. lycopersici 

Viskosit~tsminderung 
Filtrat von in cP (Zentipoise) 

Phytophtkora-NShrI6sung, unbeimpft . . --0,03 

Phytopht/zora-Kultur, 10 Tage alt . . . . .  f,2f 
Phytophthora-Kultur, ~7 Tage alt . . . .  , 2,24 
Phytopk.thora-lKultur, 24 Tage alt . . . .  2,46 
Phytophthora-Kultur, 3t Tage alt . . . .  2,45 

Fusarium-Kultur, 31 Tage alt . . . .  3,24 

eines zum VergIeich herangezogenen Fil t rates  von Fusarium 
oxyspor~m f. lycopersici 3) erreicht. Das  pH-Opt imum fiir den 
Pekt in-Abbau  Iiegt bei 4,5. Pektinsiture wird, vor  a l l e n  in 
den Anfangsstadien,  rascher  

In  Mazerat ionsversuchen 
waren  die Phytophthora- 
Kultur f i l t ra te  fiberraschen- 
derweise nicht  in der Lage, 
Gewebe yon Kartoffeln,  
M6hren und  Gurken anzu- 
greifen. Die Pek t inmethyl -  
es terase-Aktivi t~t  war  sehr 
gering und ehenfalls nicht  
spezifisch v o n d e r  zus/~tz- 
lichen C-Quelle abhiingig. 
E ineFre ise tzung reduzieren- 
der Aldehyd-Gruppen,  die 
bei der Spa l tung  glykosidi- 
scher Bindungen innerhalb 
der Pektins/~ureketten ein- 
t re ten  mfiBte, IieB sich jodo- 
metr isch nicht  sicher nach- 
weisen; sic muB zumindes t  
sehr  gering sein. Monoga- 

abgebau t  als Pekt in  (Fig. I). 
i 
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Fig. 1. Abbau yon Pektin- bzw. 
Pektinsfiure-L6sungen durch ein 
Phytophthora-Kulturfiltrat bei p~ 
4,5. Abszisse: Zeit (min). Ordi- 

nate: Viskosit~t (Zentipoise) 

x 

Iakturons~ure  war  auch bei ver lgngerter  E inwi rkung  auf Pektin 
bzw. Pektins~ture nicht  nachweisbar .  Ebensowenig  konnte  
eine Zellulase(Cx)-AktivitXt der Kul turf i l t ra te  festgestellt  
werden.  

Unsere Ergebnisse zeigen ohne ZweifeI, dab such  Phyto- 
phthora in/estans fiber pektolyt ische Enz yme  verffigt. (Das 
Freisein der von uns verwendeten  Is  von Verunreinigun-  
gen mikrobieller  Art  wurde  mehrfach  durch  Ausstreichen auf  
Fle ischext rak t -Pepton-Agar  tiberprfift). Die ermit te l ten Daten  
deuten auf eine Endopolyga lak turonase  nach  der t(lassifizie- 
rung  yon  DEMAIN und PHAFF 4) hin. Der Pek t in -Abbau  ist  
aber  offenbar begrenzt .  Der mangelnde Nachweis  reduzieren- 
der Gruppen  und  vor a l l e n  das Fehlen einer mazerierenden 
Potenz bei gleichzeitiger pektolyt ischer  AktiviQtt werfen 
Fragen  auf, die hier nicht  im einzelnen er6r ter t  werden k6nnen.  
Es sei jedoch vermerkt ,  dab sich in letzter  Zeit Hinweise meh- 
Ten, wonach  pektolyt ische und mazerierende Fak toren  nicht  
identisch zu sein brauchenS). 

Die Unte r suchungen  werden fortgesetzt.  

Insti tut  /iir P/lanzenpathologie und P/lanzenschutz tier 
Universitdt, G6ttingen (Direktor: Prof. Dr. \V.H.  FUCHS) 
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A Note on the Vacuolar System of Two Species of Cunrtinghamella 
This note deals wi th  the s tudy  of the vacuolar  sys tem of 

Cunninghamella echin~lata THAXTER and Cunninghamella 
bertholl, etiae S T A D E L  which were isolated by  the au thors  f rom 
a soil sample obtained from the Agriculture F a r m  of the 
Allahabad Universi ty.  Vegetat ive mycel ium was  obtained by  
growing the fungus for abou t  24 hours  in 1% bacto peptone  
solut ion at  25 ~ C. The studies were carried ou t  under  living 
condit ion both  wi th  and wi thou t  the help of vital dyes dissolved 
in RINGeR's solut ion Elf,b), p. 25]. 

The actively growing broad hyal ine hyphae  possessed a 
n u m b e r  of minu te  bodies moving  passively in the cytoplasm, 


