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Die Natur-
wissenschaften

Chloramphenicol-EinfluB auf die **C-Aufnahme
isolierter Gerstenwurzeln aus NaH'*CO,

In einer fritheren Untersuchung!) wurde nachgewiesen, daf3
2,4-Dinitrophenol, Natriumarsenat und Natriumazid in 1073
bis 1072 molaren Konzentrationen die *C-Aufnahme isolierter
Gerstenwurzeln aus NaH"COj, bis zu 50 % und mehr reduzieren,
und darin ein Beweis erblickt fiir die Abhingigkeit der 1*C-Auf-
nahme von energieliefernden physiologischen Vorgédngen, wie
sie die durch die genannten Zellgifte direkt oder indirekt ge-
hemmte oxydative Phosphorylierung darstellt. Zur Erhar-
tung dieser Ergebnisse schien es angebracht, bei neuen Ver-
suchen einen Inhibitor zu verwenden, von dem eine Beein-
flussung der Respiration nicht zu erwarten war. Wir verwende-
ten Chloramphenicol, von dem bekannt ist, daB es iiber die
Proteinsynthese die Aufnahme mehrerer Kationen wund
Anionen beeinflufit, dabei aber keine Verdnderung der Re-
spiration bedingt?%). Als Handelsprodukt erhdlt man Par-
axin = Chloramphenicol Boehringer, puriss. crist., das ein
durch Totalsynthese gewonnenes linksdrehendes, mit dem
natiirlichen Chloramphenicol identisches Chloramphenicol
darstellt.

Versuchsanstellung. Wie frither!) wurde zu je 6 g frischer
Gerstenwurzeln in einer auf pg 8,0 gepufferter Aufnahme-
18sung 1 mg NaH“CO, gegeben und dessen Aufnahme nach
1, 2 und 3 Std ermittelt. Neben Kontrollen ohne Paraxin
liefen Versuche mit Paraxinkonzentrationen von 5 mM, 7,5 mM
und 10 mM. Ein Parallelversuch diente dem Studium der
32p-Aufnahme aus KH,3*PO, unter den gleichen Bedingungen.
Ermittelt wurden die Gesamtaufnahme sowie die 4C-Aktivitit
der heiBwasserldslichen Stoffe (ohne 16sliche Eiweistoffe), des
18slichen EiweiBes und der Fraktion der heillwasserlgslichen
organischen Sauren und sauren Aminosduren.

Versuchsevgebnisse. Ohne Paraxin stieg die C-Aufnahme
- wihrend der ersten beiden Stunden fast kontinuierlich an,
erreichte dann aber ein Maximum, das auch nach dreistiindiger
Versuchsdauer nicht wesentlich {iberschritten wurde. Diese
Tendenz 148t sich sowohl bei der Gesamtaufnahme wie in
allen isolierten Fraktionen erkennen (Tabelle 1).

Tabelle 1. C-Aufnahme durch 6g isolierte Gerstenwurzeln

R Gesamt- In H,0O Org.
Paragin | Aufnahme | jueihme | sslich Sauren ¥)
Ohne P 1 Std 24200 | 19200 9550 Imp/min
2 Std 41500 | 29000 21800 Imp/min
3 Std 42250 ) 29900 22500 Imp/min
5 mM 1 Std 24800 16200 | 11850 Imp/min
2 Std 26150 13400 ; 8650 Imp/min
3 Std 33000 16100 10400 Imp/min
7,5 mM 1 Std 12550 6650 4700 Impjmin
2 Std 12200 8100 4750 Impjmin
3 Std 11800 8500 3600 Imp/min
10 mM 1Std 9100 7500 5500 Imp/min
2 Std 4950 | 7450 3150 Imp/min
3 Std 5900 | 6900 3650 Imp/min

*) In H,O lésl. org. Sduren und saure Aminosduren.

Die Wurzeln in der Aufnahmeldsung mit 5-molarer Par-
axinkonzentration nehmen in der erstenStunde etwa die gleiche
HC-Mengen wie die Kontrollreihen auf, doch zeigte die Auf-
nahme nach 2 Std einen deutlichen Abfall. In 7,5- und
10-molarer Paraxinlésung tritt die Hemmung jedoch schon
nach 1 Std auf. Offenbar 4Bt sich die notwendige Reaktions-
zeit bis zum Auftreten einer Paraxinwirkung, wie sie schon
frither erkannt wurde?),%), durch hohere Konzentrationen
verkiirzen.

Die zeitbedingte Wirkung kam auch bei Vorbehandlung
der Wurzeln mit Paraxin zum Ausdruck. Eine dreistindige
Aufbewahrung der Wurzeln in gepufferten Losungen ohne und
mit Paraxin, an die sich der eigentliche Aufnahmeversuch mit
1 bzw. 2 Std Aufnahmezeit anschloS, ergab in den Paraxin-
Reihen erheblich niedrigere 14C-Werte in den Wurzeln als im
Normalversuch ohne Vorbehandlung.

Ebenso wie die 4C-Aufnahme aus NaHX¥CO; wurde auch
die 32P-Aufnahme aus KH,3?PO, durch Paraxin deutlich ge-
hemmt, was sich mit fritheren bei-der Aufnahme von Nat und
SO, gewonnenen Ergebnissen?),4) deckt (Tabelle 2). Zusitz-
lich zu der Tatsache, daf Paraxin (Chloramphenicol) nicht
die Respiration beeinfluBt, sprechen diese Ergebnisse fiir eine
Hemmung der “C-Aufnahme auf einem anderen Weg als iiber
die Respiration.

Da vermutet wird, daf3 die Wirkungen des Chlorampheni-
cols auf einer Behinderung der Eiweillsynthese beruhen,
wurde in einem Teil der Wurzeln nach Versuchsende die
Aminosdurezusammensetzung chromatographisch untersucht.

Tabelle 2. 32P-Aufnahme isolicrier Gerstenwurzeln, und zwar je 6g
fr. Wurzeln

Paraxinkonzentration [ ohne P. | 5mol [ 10 mol

41790 l 14485 ’ 13 500 Imp/min

!
2 Std Aufnahme . . .|
56210 | 14425 | 12977 Imp/min

3 Std Aufnahme

Die photometrische Auswertung liel keine Unterschiede
zwischen Kontrolle und Paraxin-Reihen erkennen, doch lag
die C-Aktivitit im Alanin der Paraxin-Wurzeln relativ
hoher als in der Glutaminsdure, worin eine Bestdtigung der
Ergebnisse von PEAUD-LENOEL und DE GOURNAY-MARGERIE
gesehen werden kann.
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Observations on P 750 A from Anacystis Nidulans

LippincorT et al.l) and AcmioN2) have prepared chloro-
plast fragments having an absorption maximum at 740 my.
In an independent study, GovINDJEE®) has shown that
when 65% methanol in water is added to Anacystis cells, a
sharp absorption peak appears at 750 mp. with a simultaneous
decrease in the absorption at 674 my. The pigment thus formed
is referred to as P 750A [A stands for artificial to distinguish
it from the naturally occuring pigment4),5) for which the name
P 750N is proposed]. Observations concerning the preparation
and the characterization of pigment P 7504, are described in
the present communication.

Preliminary experiments had revealed that 60—65%
methanol treatment was best for producing P 750A. About
200 pl (packed cell volume) of Anacystis cells were suspended
in 20 ml of 60—65% methanol and heated to 60—70° C for
1—2 minutes (or kept for 2—3 hours at 25° C). The algae
were centrifuged down (Precision Vari Hi Speed Centrifuge,
model J-10) at 3000 rpm for 10 minutes. The sediment,
the algal cells, contained the unextracted and altered phyco-
bilins. The supernatant was recentrifuged in aspinco centri-
fuge at 35,000 rpm for 1 hour at 0° C. The P 750A appeared
as the fluffy green precipitate. It was suspended in 65%

* methanol.

Fig. 1 shows the absorption spectrum of P 750 A suspended
in 65% methanol (the curve with crosses). There are two main
peaks, one.at 750 my and the other at 450 mu. A comparision
of this spectrum with the already published spectra of other
pigments absorbing in the 750 my. region [e.g. microcrystalline
chlorophyll®), microcrystalline chlorophyllide?), bacterio-
viridin8) and bacterio-phaeophytin®)] was made. A closer
resemblance both in the location and the relative heights
of the peaks. was found between P 750 A and micro-
crystalline chlorophyll. (Ratio of O.D. blue peak to red peak
is 0.90.)

The following observations were made on P 750A: (1) When
1 volume of 65% methanol solution of P 750A was added to
2 volumes of 100% methanol, the P 750A was irreversibly
converted to a chlorophyll a type pigment (see curve with
dots in Fig. 1). (2) The suspension of P 750A in 65% methanol
is greenish but does not have the typical green color of chloro-
phyll a. (3) The suspension shows a tyndall effect and the
pigment is therefore not in a true solution. (4) If diethyl ether
is added to a 65% methanol solution of P 750A and the two
liquids gently shaken, the pigment goes into the ether layer and
gives a chlorophyll @ type spectrum.

Several tests’) were made on the ethereal solution of
chlorophyll ¢ type pigment obfained via P 750A. (1) 22%
HCl-ether and 0.01 N sodium bicarbonate-ether partition test
—the pigment stayed in ether suggesting that it is not a
chlorophyllide or phaeophorbide. (2) Color, it is not brown
or neutral tint—this indicates that it is not a phaeophytin.
(3) The phase test was negative.
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All the above observations indicate that P 750 A may
simply be an aggregated allomerized chlorophyll 4 (there is
no chiorophyll b in Anacystis).

The existence of the natural pigment, P 750N, has been
confirmed. The nature and the role of P 750N is under careful
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Fig. 1. Absorption spectrum of P 750A prepared from Amnacystis

nidulans {curve with crosses). The curve with dots is the absorption

spectrum of chlorophyll a type pigment prepared via P 750A.

These spectra were measured with a Cary spectrophotometer,
model 14 and are replotted here

investigation. Preliminary experiments of GOVINDJEE and
SpENCER (unpublished) suggest that P 750N is a fluorescent
species.

This work was supported by National Science Foundation
grant G 19437.
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Uber ein pektolytisches Enzym von Phytophthora infestans de By..

Pektinasen von Phytophthova infestans scheinen bisher
nicht bekannt geworden zu sein. Unter zahlreichen Erregern
von Pflanzenkrankheiten, die auf ihre Fahigkeit, pektische
Enzyme zu bilden, gepriift wurden, versagte nur Ph. infestanst).
Diese merkwiirdige Tatsache mag teilweise durch die Schwie-
rigkeiten bedingt sein, die bisher eine Kultur des Pilzes in vitro
erschwerten. Die Entwicklung neuer Nihrmedien, die ein gutes
Wachstum von Phytophthora ermdglichen, durch GAERTNER?2)
gab uns Gelegenheit, diese Frage noch einmal aufzugreifen.

Die von uns verwendete Nihrlésung baut auf einem Dekokt
aus autoklavierten Kartoffelknollen auf und enthilt neben
verschiedenen anorganischen Salzen Zusitze von Vitamin B,
und By sowie Cystein; als zusatzliche C-Quellen wurden Glu-
kose und/oder Pektin bzw. Carboxymethylcellulose hinzn-
gefiigt. Auf dieser Losung wurde ein Stamm von Ph. infe-
stans {Rasse 4) bei 20° C kultiviert. Dabei stellte sich heraus,
daB mit zunehmendem Wachstum des Pilzes im Kulturfiltrat
Enzyme auftreten, die imstande sind, Pektin abzubauen
(viskosimetrische Bestimmung); durch Autoklavieren werden
diese Enzyme zerstért. Durch die Art der zusitzlichen C-
Quellén scheint die Aktivitdt der Kulturfiltrate nur insoweit
beeinfluf3t zu werden, als sie das Pilzwachstum férdern. Eine
spezielle adaptive Bindung der Enzymproduktion an das Vor-
handensein von Pektin in der Niahrlssung besteht offenbar
nicht; doch ist einschrinkend darauf hinzuweisen, da3 infolge
der Verwendung des Kartoffeldekokts in jedem Falle pektische
Substanzen in den Medien enthalten gewesen sein diirften.
Bei verschieden langer Kultur des Pilzes nimmt die pektolyti-
sche Aktivitdt des Kulturfiltrates etwa vom 17. Tage an nur
noch wenig zu (Tabelle); in keinem Falle wird die Aktivitit

Tabelle. Abbau einer Pektin-Losung durch Filirate verschieden alter
Phytophthora-Kulturven im Vergleich zu einem Filtrat von Fusarium
oxysporum I. lycopersici

Viskosititsminderung

Filtrat von in cP (Zentipoise)

Phytophthora-Nahrlosung, unbeimpft —0,03
Phytophthora-Kultur, 10 Tage alt 1,21
Phytophthora-Kultur, 17 Tage alt 2,24
Phytophthora-Kultur, 24 Tage alt 2,46
Phytophthora-Kultur, 31 Tage alt 2,45
Fusarium-Kultur, 31 Tage alt 3,24

eines zum Vergleich herangezogenen Filtrates von Fusarium
oxysporum f. lycopersici®) erreicht. Das pg-Optimum fiir den
Pektin-Abbau liegt bei 4,5. Pektinsdure wird, vor allem in
den Anfangsstadien, rascher abgebaut als Pektin (Fig. 1).
In Mazerationsversuchen .

waren die Phytophthova- 0 ‘x\\

Kulturfiltrate iiberraschen-  ,.p \ +\
derweise nicht in der Lage, NN\
Gewebe von Kartoffeln,
Mohren und Gurken anzu- \ \’7+
greifen. Die Pektinmethyl-
esterase-Aktivitit war sehr
gering und ebenfalls nicht
spezifisch von der zusitz- “x
lichen C-Quelle abhingig.
EineFreisetzungreduzieren-
der Aldehyd-Gruppen, die
bei der Spaltung glykosidi-
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Fig. 1. Abbau von Pektin- bzw,
Peltinsdure-Losungen durch ein
Phytophthora-Kulturfiltrat bei pg
4,5. Abszisse: Zeit (min). Ordi-

nate: Viskositdt (Zentipoise)

scher Bindungen innerhalb
der Pektinsaureketten ein-
treten miiBte, lie sich jodo-
metrisch nicht sicher nach-
weisen; sie mull zumindest
sehr gering sein. Monoga-
lakturonsiure war auch bei verlingerter Einwirkung auf Pektin
bzw. Pektinsdure nicht nachweisbar. Ebensowenig konnte
eine Zellulase(C,)-Aktivitit der Kulturfiltrate festgestellt
werden.

Unsere Ergebnisse zeigen ohne Zweifel, daf3 auch Phyto-
phthova infesians iiber pektolytische Enzyme verfiigt. (Das
Freisein der von uns verwendeten Kultur von Verunreinigun-
gen mikrobieller Art wurde mehrfach durch Ausstreichen auf
Fleischextrakt-Pepton-Agar iiberpriift). Die ermittelten Daten
deuten auf eine Endopolygalakturonase nach der Klassifizie-
rung von DemMAIN und Puarr4) hin. Der Pektin-Abbau ist
aber offenbar begrenzt. Der mangelnde Nachweis reduzieren-
der Gruppen und vor allem das Fehlen einer mazerierenden
Potenz bei gleichzeitiger pektolytischer Aktivitit werfen
Fragen auf, die hier nicht im einzelnen erértert werden kénnen.
Es sei jedoch vermerkt, daB sich in letzter Zeit Hinweise meh-
ren, wonach pektolytische und mazerierende Faktoren nicht
identisch zu sein brauchen®),

Die Untersuchungen werden fortgesetzt.
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A Note on the Vacuolar System of Two Species of Cunninghamella

This note deals with the study of the vacuolar system of
Cunninghamella  echinulata THAXTER and Cunninghamelia
bertholletiae STADEL which were isolated by the authors from
a soil sample obtained from the Agriculture Farm of the
Allahabad Unijversity. Vegetative mycelium was obtained by
growing the fungus for about 24 hours in 1% bacto peptone
solution at 25° C. The studies were carried out under living
condition both with and without the help of vital dyes dissolved
in RINGER’s solution ['*:®), p.25].

The actively growing broad hyaline hyphae possessed a
number of minute bodies moving passively in the cytoplasm,
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