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A great number of authors have contributed to the study of the problem of using
amylolytic preparations of moulds for the saccharification of starch material for the
alcoholic fermentation industry. The results of all these papers show that these
preparations can successfully replace malt which has been used up to now. The great
majority of authors used various cereals as the basic starch material. With regard
to potatoes, however, there is insufficient material for comparison.

Interest has been concentrated mainly on two kinds of mould: Aspergillus niger
and Aspergillus oryzae. Preparations from these moulds are made both on solid
substrates, particularly bran (Roberts et al. 1944, Takamine 1914, Underkofler et al.
1939, 1946, Lu-Cheng Hao et al. 1943), and on liquids by submerged culture. A. niger
is mostly used for submerged culture (Le Mense et al. 1949, Adams et al. 1947,
Teixeira et al. 1950).

The temperature at which starch material is saccharified varies. With A. oryzae,
50—55° C is most often cited (Underkofler et al. 1939, Lu-Cheng Hao et al. 1943,
Roberts et al. 1944), although 30° C is also given (Lu Cheng Hao et al. 1943, Roberts
et al. 1944). With A. niger the same or a somewhat higher temperature (60—62° C)
is cited (Le Mense et al. 1949, Adams et al. 1947).

These higher temperatures do not, however, correspond in character to saccharify-
ing temperatures as we understand them in technological processes (Underkofler
et al. 1946, Adams et al. 1947, Teixeira et al. 1950). During saccharification the pH
of both preparations is usually kept at the same value of about 5.5.

In a recent paper (Burger and Beran 1956) we have shown the great effect of
temperature on maltase activity during starch hydrolysis by the enzyme preparation
from the mould, A. niger. Maltase activity was 7.3 times greater at 65° C than
at 30° C. For these reasons we decided to verify-the optimal conditions of temperature
and pH for the saccharification of potato mashes by mould preparations.

Material and Methods
Enzyme Preparations and Material
Enzyme preparations from two kinds of moulds, Aspergillus niger and Aspergillus oryzae, and dried
diastatic malt were used in the experiments. The moulds were cultured on bran. The methods of culturing
the moulds and of making the enzyme preparations have been described previously (Burger and Beran
1954, 1956). As distinct from the papers mentioned the mould enzyme extracts were filtered through

& sintred glass crucible (G,). Potato flakes containing 65.58 9, starch or soluble starch p. a. (Lachema)
were used for the preparation of the mash.
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Analytical Methods

Fermentable sugars (glucose, maltose and maltotriose) were determined by the method already
described (Beran and Burger 1955). The method is based on the technique of fermenting samples by the yeast,
Saccharomyces cerevisiae R X11, in the presence of 2,4-dinitrophenol, the amount of fermented sugar being
calculated from the volume of carbon dioxide formed on the basis of Gay-Lussac’s stechiometric relation.
The amount of fermentable sugars determined is expressed as glucose. Chromatographic analysis of
sugars was made by a modification of the method described by Green and Stone (1952). The dextrination
activity was determined by a modification of Wohigemuth’s method (Belozersky and Proskuryakov
1951); the iodine test was performed with iodine solution, using the volume of samples given in the
description of the method.

Preparation of Substrates and Technique used in Saccharification

Potato mashes prepared from potato flakes with a final starch content of 5 and 10 9, were used for
the experiments (see below). The necessary amount of finely ground potato flakes was weighed into
test-tubes, 3 em. in diameter, then water was added in amounts necessary to bring the final volume
of mash up to 25 ml. after the addition of the enzyme extract of the mould. The potato meal having been
mixed with water, the test-tubes with their contents were autoclaved for half-an-hour at 1, atm. After
autoclaving, the test-tubes were kept in a water bath at 50 °C.

When studying the effect of pH on the dextrination activity of mould preparations, the same volume
of a 15 9, solution of soluble starch was used. With the A. niger preparation, the range of pH under
consideration (3.5—6.5) was obtained by acetate buffer at a final concentration of 0.1 M; with A. oryzae
(7.6 —4.6) by veronal-acetate buffer at a final concentration of 0.02 M.

To the substrates thus prepared, quantities of enzyme extract were added so that the weight of dry
mould preparation used amounted to 10 9, of the weight of starch present in the experiment. Exceptions
to this proportion are given in the description of the experiments in question.

Test-tubes with substrates were placed in a water bath. The effect of temperature in the range of
25—80 °C was studied. If not stated otherwise,
saccharification time was one hour. After that

oo time the enzyme process was stopped by
dipping the test-tubes into a boiling bath and
the necessary analyses were made after allowing
them to cool off.

1
\O Results

Formation of Fermentable Substances
during Saccharification of Potato
Mashes with a 59, Starch Content

50

) ps The amount of fermentable substan-
X “0 %0 . . .

ces formed during saccharification of

Fig. 1. Effect of temperature on formation of fer- potato mash with a 5% starch content

mentable substances during saccharification of : i
potato mashes with 59, starch content. y: mg. of was studied ab temperatures rangmng

fermentable substances expressed as glucose in 2.5 from 25—65° C. T-[‘he amount of dry
ml. sample, x: temperature in °C. Curve 1 — 4. enzyme preparations used was 15%,
oryzae, 2 — A. niger. starch weight. The results of the ex-
periments are given in figs. 1 and 2.
As shown in fig. 1, the temperature optimum for the formation of fermentable
substances during saccharification of potato mash by the A. oryzae preparation lies
between 50 and 60° C, and, in the case of the A. niger preparation the temperature
of 65° C was not exceeded. The flatness of the curves may be explained by the large
content of enzymes and the lack of substrate in the system.
The saccharification test by iodine solution showed that the achroous point was
reached in the A. oryzae preparation at a temperature as low as 40° C, and in the
A. niger preparation at a temperature as high as 65° C. Before reaching this tempera-
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ture the A. niger preparation gave the whole series of colours, characteristic for the
degree of starch hydrolysis, from violet at 25° C up to achroous at the temperature
of 65° C.

Fig. 2 gives chromatograms of mashes after saccharification by A. niger, A. oryzae
preparations and malt at temperatures of 26, 47, 57 and 65 °C. Perceptible variations
in the decomposition of individual sugars are due to the different enzyme composition
of individual preparations as shown previously (Feniksova 1953, Klimovsky and
Rodzevich 1950, Burger and Beran 1954, Starka 1954). Chromatograms of mashes

- S
50 sof
3 >
>———®_3\®\@

o 60 50 60 7 80

Fig. 3. A. oryzae Fig. 4. A. niger.
Effect of temperature on formation of fermentable substances during saccharification of potato
mashes by mould preparations (109, starch content in magh).

#: temperature in °C. y: mg. of fermentable substances expressed as glucose in 2.5 ml. sample,
Curve 1 — saccharified for 60 minutes, 2—40 minutes, 3— 20 minutes.

o 5
50
60
65

&7

V4
0
2 %0 60
Fig. 5. A. niger Fig. 6. A. oryzae

Fig. 5, 6. Course of formatipn of fermentable substances during saccharification of potato mashes by
mould preparations at various temperatures (109, starch content in mash).

: time of saccharification in minutes. y: mg. of fermentable substances expressed as glucose
in 2.5 ml. sample.
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saccharified by the A. niger preparation show clearly a large amount of isomaltose
produced by transglucosidation and a quantity of maltotriose decreasing with
increasing temperature.

Chromatographic analysis of products formed during saccharification of potato mashes contain-
ing 5%, starch. Course of formation of products formed during saccharification of potato mashes by
mould preparations under optimum temperatures (4. niger 65 °C, A. oryzae 55 °C).

C°25 47 57 6525 47 57 65 25 47 57 65 S 20 40" 60" 20 40’ 60" MN S; S,
A. niger Malt A. oryzae A. niger A. oryzae
Fig. 2. Fig. 7.

F — fructose, G — glucose, M — maltose, IM — isomaltose, M; — maltotriose, P — panose, M; — malto-

tetraose, M; — maltopentaose, MN — maltose incubated with A. niger preparation with simultaneous

fermentation by the yeast S. cerevisiae R XII, 8, — maltose after incubation with A. niger preparation,
S, — malt extract.

Formation of Fermentable Substances during Saccharification of Potato Mashes
with a 109, Starch Content

Since there was an insufficiency of substrate in the above experiment it was
repeated on a mash containing 109, starch and with a smaller amount of enzyme
preparation (109, of starch weight). The temperature range studied was narrowed
to 50—80° C in the case of the A. niger preparation and 50—60° C with the A. oryzae
preparation. At the same time, the amount of fermentable sugars formed at these
temperatures after 20, 40 and 60 minutes of saccarification was studied. The results
of this experiments are given in figs. 3, 4, 5, 6 and 7.

As shown in figs. 3 and 4, the A. niger and A. oryzae preparations dlffer in their
optimum temperature. After 60 minutes of saccharification, the optimum tempera-
ture of the A. oryzae preparation was 55° C and that of the A. niger preparation
was 65° C. At these temperatures 46.69, of fermentable substances in relation to the
amount of starch present is produced with A. oryzae and 56.19, with A. niger.
Figs. 5 and 6 give the amount of fermentable substances in time relation. The linear
course of the curves up to 65 °C with the A. niger preparation and up to 55° C with
the A. oryzae shows clearly that a distinct inactivation of enzymes appears only above
these optimal temperatures.
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Saccharification tests with iodine solution showed that with the A. oryzae prepara-
tion the achroous point was reached after 60 minutes of saccharification at all
temperatures investigated, but that a yellow-brown colouration only was obtained
after 40 and 20 minutes of saccharification. A yellow-brown colouration was obtained
with the A. niger preparation only at the temperature of 65° C after 60 minutes
of saccharification. At that temperature the colouration was a bright red after
40 minutes of saccharification and red-brown after 20 minutes. This colouration
of samples was the lightest in the whole series of temperatures and times studied.
In the other cases the colouration of samples by iodine has shown various degrees
of starch decomposition.

Fig. 7 shows chromatograms of mashes saccharified at optimal temperatures
(A. niger 656° C, A. oryzae 55° C) after 20, 40 and 60 minutes of saccharification.
Mashes saccharified by the A. niger preparation show a considerable production
of isomaltose formed by transglucosidation; the amount of isomaltose increases
with time: next there is a considerable amount of maltotriose, but a small quantity
of panose and maltotetraose. Chromatograms of mashes saccharified by the A. oryzae
preparation show sugar decomposition characteristic for a-amylase activity, i. e. small
quantities of monosaccharides and large quantities of oligosaccharides and higher
components. These higher components decrease with time. Chromatograms of malt
extract and maltose incubated with the A. niger enzyme preparation are given
as standards since their distribution of sugars in chromatography is well-known.
The chromatogram of maltose incubated
with the A. niger preparation after
fermentation with the yeast S. cerevisiae

R XII, without stopping the enzyme
activity of the preparation, shows that
not only maltotriose but also isomaltose o

and in part panose are brokendownas ¥
well. This confirms our previous find-
ings (Burger and Beran 1954).

Effect of pH on Starch Dextrination ¥

Various quantities of enzyme pre- 2
parations were used in this experi-
ment. The A. niger preparation was °" e ps ™
added in amounts of 10%, of the weight ‘
of starch present and A. oryzae in Fig. 8. Effect of pH on dextrination activity of
amounts of 5.6%,. We worked at the starch. 2: ff_[_ ;alues‘mey:za'_ﬁyhs?;m“' Curve
optimal temperatures given above. The omEae - e
results are given in fig. 8.

As shown in fig. 8, the enzyme preparations of A. oryzae and A. niger also differ
in their optimal pH value for starch dextrination. The optimal pH found was 4.5 with
the A. niger preparation and 6.1 with A. oryzae. The course of the curve shows
dextrination activity of A. niger preparation to be only slightly affected by low
PH values, as opposed to this the dextrination activity of the A. oryzae preparation
is considerably affected.

Formation of Fermentable Substances in Unbuffered 109, Starch Solution

The formation of fermentable substances appearing during starch hydrolysis by
malt and the preparations of A. niger and A. oryzae was studied. The 109, solution

333

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500019-5



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500019-5

of soluble starch was not buffered. Saccharification time was 30 minutes. The results
are given in fig. 9. ‘

During incubation considerable acidification of the substrate occurred. In the
experiment with malt pH decreased to 3.2, with the A. niger preparation to 3.5 and
with A. oryzae to 5.0. It can be seen that this decrease in pH had a negative effect
on the formation of fermentable sub-
stances, especially in the case of malt.
The formation of fermentable sub-
stances was also affected in the case
of the A. oryzae preparation, but not
in the A. niger preparation. This
corroborates the results of the pre-
vious experiment. Since saccharificat-
ion lasted only half-an-hour, it is clear
that the optimal temperatures tend
to be higher.

Discussion

Various authors use various sac-
charification temperatures for the
Fig. 9. Effoct of tempers . ) saccharlﬁcatlon.of starch ma,terlal by
megntable substances d}:z?;tgugzﬁol?nggg:;tgoﬁydzgézs mould preparations. Thgse tempera-
of soluble starch (time of saccharification 30 minutes). tures vary between 30° and 55°C
«: temperature in °C. y: mg. of fermentable substances ~when A. oryzae is used and between
expressed as glucose in 2.5 ml. safnple. Curve 1 — 4. 50° and 62° C in the case of A. niger.

oryzae, 2 — A. niger. We have not found any systematic

study in the literature available

devoted to the problem of optimal temperatures in the saccharification of starch

substances by mould preparations under conditions of technological processes.

Saccharification temperatures used up to now seem, therefore, to be the result of
chance discoveries or in analogy with the use of malt.

In our work, of a theoretical nature, studying the effect of temperature on the
activity of enzyme systems during starch hydrolysis by preparations of A. niger and
A. oryzae we have shown the great effect of temperature in the activation of maltase
of A. niger (Burger and Beran 1956). The validity of the established optimal tempera-
tures during the hydrolysis of a 109, solution of soluble starch after 60 minutes of
saccharification (A. niger 65° C, A. oryzae 55° C) has also been confirmed on potato
flake mashes. At these optimal temperatures no evident inactivation of enzymes
occurs. As iodine tests show, these temperatures are also in accordance with the
optima for dextrination activity of the preparations used.

Optimal conditions for hydrolytic activity of preparations of the moulds A. niger
and A. oryzae differ not only in optimal temperatures, but also in a different optimal
pH and in the effect of changes in pH on their dextrination activity. The optimum pH
for starch dextrination by the A. oryzae preparation is 6.1; when pH changes,
particularly which in decreases, activity falls considerably. The behaviour of an
enzyme preparation of A. oryzae is, therefore, similar to that of malt, the saccharifica-
tion power which had completely disappeared when pH fell to 3.2, with increasing
the temperature to above 55° C, when the temperature also inactivates S-amylase.
These findings are in accordance with the well-known fact of the sensitivity of
x-amylase to lower values of pH. For this reason mashes prepared with malt cannot
be acidified. Optimum pH for starch dextrination is 4.5 with the A. niger preparation
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and corresponds therefore to the optimum pH for the activity of mould maltase.
This is in accord with our previous findings (Burger and Beran 1956), that in A. niger
preparations maltase causes hydrolysis of the whole starch molecule in isolation
from «-amylase. Fairly wide changes in pH, too, only have a slight effect on
activity. This behaviour of A. niger preparations is probably connected with the
physiological properties of the A. niger mould which is also capable of producing
considerable amounts of acid. The possibility of using a lower pH during saccharifica-
tion of potato mashes is of great importance for agricultural distilleries. It makes
a considerable acidification of mashes during saccharification of starchy material
possible and the conjoined effect of low pH and relatively high saccharification
temperature must be evident in the microbiological purity of the mashes. Even during
fermentation a pH of 4.5 affects the course of fermentation favourably and prevents
the proliferation of undesirable infection.

Summary

The effect of temperature on the formation of fermentable sugars and the effect
of pH on dextrination activity during starch and potato mash hydrolysis by enzyme
preparations of the moulds, Aspergillus niger and Aspergillus oryzae (mould bran),
were studied. The following facts were ascertained:

1. When studying the effect of temperature on the formation of fermentable sugars
in saccharified potato mashes (time of saccharification 60 minutes), different optimal
temperatures of effectiveness were found for each preparation: A. niger 65° C and
A. oryzae 55° C. :

2. At these temperatures 46.6%, of fermentable substances in proportion to the
starch present were found in the case of the A. oryzae preparation, 56.19%, in the
A. niger preparation.

3. Optimum saccharification temperature is also in accord with optimum dextrina-
tion activity.

4. The optimum pH for starch dextrination by A. oryzae preparations is 6.1%;
changes in pH (especially a decrease) considerably lower dextrination.

5. The optimum pH for starch dextrination by the A. niger preparation is 4.5;
changes in pH effect it only slightly.

6. The importance of low pH and relatively high temperature during saccharifica-
tion of starchy material by the A. niger preparation for practical distilling has been
ascertained.
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Usyvenne onTuMaIHEIX YCII0BUIA OCaXapUBAHMA KAPTOPEIbHBX 3aTOPOE
IJIECHEBBIMU DH3MMATNYeCKNMU [IpernapaTaMmu

K. BEPAH u M. BYPTEP

Peswme

B cBoeit npensiymeit pa6ore (Byprep u Bepan 1956) mMbl ycranoBuiu, 9to B He-
KOTOPBIX 5H3UMATHYECKHX HpENapaTax, HOJTyJaeMBIX NyTeM KYJAbTHBANNH ILIeCEHN
Aspergillus niger, Momexkyns KpaxMaia NOABEPraioTCsA TMIPOIN3Y HOJ AefCTBHEeM
Manbrassl. Takum o6pasoM, MasbTasa B HTHX IIpeNapaTax BHBHBACT KAK JOKCTPHHM-
3aNMI0, TAK M AEKCTPUHOIM3. ME IOKa3aiM Takske, KaK BEJMKO BIMAHME TeMIepa-
TYPH Ha aKTHBHOCTH MajiTash. B macTosameil paGore Mul MccaeoBay ONTAMAILHELE
ycnosua (temneparypy u pH) maa mearenwmoctnm atux npemaparoB mpu ocaxapm-
BaHWHM KapToQesbHEIX 3aTOPOB, AHAJIOTMUHBIX NPUMEHSAeMEIM B Ipomsonctse. Comep-
’RaHEe Kpaxmaza B 3aTopax goxomuio mo 10%,. OgroBpemenHO MEI M3ydYanu onTH-
MaJIbHHE YCJIOBUA OCaXapUBAHMA KAaPTOQeJbHEIX 3aTOPOB y INICCHEBHX HpeHapaToB
u3 Aspergillus oryzae, comep/aBmMX W3 aMEIONHTMYECKHX DH3MMOB NpEMMYIIe-
CTBeHHO a-aMmyasy. Mul uccnemoBamm Takike mpomecc o6pasoBamms HecOparku-
BAaeMbIX OJTUTOCAXAPU/IOB IPH 0CAXaPUBAHUM KapTodelbHHX 3aT0poB. Bruto yeranos-
JIeHO, 4YTO:

1. Pazmauue mesny npemapatamMu A. niger u A. oryzae B OTHOmMEHMA 0GpPa3oBaHAA
cOpakEBaeMEIX caxapoB mpm G0-MEHYTHOM OcaxapHBAHMH KapTO(elbHEIX 3aTOPOB
HOpOABIAETCA B MX ONTAMANBHHIX TeMumepaTtypax (mma A. niger 65° C, mna A. ory-
zae 390° C).

2. Tlon peifcrBmem mpenmaparta A. oryzae mpu 3TAX TeMmmeparypax o6pasoBaioch
46,6% cOpamubaemsix Bem>cTB, a oI jelfcTBHeM mpemapaTa A. niger, CcOOTBeT-
cTBeHHO, 56,19%, B mepecdere Ha IPACYTCTBYIOMIAIT KpaxMad.
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3. OnTAMalIbHEIM TEeMIEPATYPaM COOTBETCTBYeT OUTHMAJIbHOE NeKCTpHHMpYollee
AelicTBHe.

4. Ilaa ocaxap@BaHHA Kpaxmajia mpemapatoM A. Oryzae ONTHMAJIBHEIM ABJIACTCH
pH = 6,1, npauem xonebanusa pH, B 0coGeHHOCTE B CTOPOHY HOBHIIEHAS KHCJIOT-
HOCTW, BHI3HIBAET 3HAUATENIbHOE NOHHMKEEHME [{EeKCTPUHU3ALHM.

5. Jlus ocaxapmBaHES KpaxMmala mpemapaTtoM A. niger onTEMANbHEIM ABIAETCA
pH = 4,5, nprdem KoneGanusa pH oKa3HBaOT Ha XEKCTPHHU3ANHIO UMb He3HATH-
TeJIbHOE BIHSHHE.

6. O6eympaerca Bonpoc o 3HadeHnn HE3Koro pH # cpaBAMTeNHHO BHCOKOMU TeMIe-

paTypsl IpH OcaxapEBAHAN COfleP/KANMX KPAXMAJl MaTepHaoB IpenapaToM A. niger
B TpaKTHKe CHEPTOKYPEHHOH NPOMEIIIEHHOCTH.
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Cultivation Characteristics of Sulphate-reducing Bacteria

M. DOSTALEK and M. SPURNY
Institute of Oil Research, Biochemistry Department, Brno

Received February 15, 1956

Sulphate-reducing bacteria may be regarded as one of the most important groups
of micro-organisms present in oil deposits. It has been demonstrated that a low
sulphate content and the occurrence of hydrogen sulphide in typical samples of oil
field waters is associated with activity of bacteria of the genus Desulfovibrio (Ginz-
burg-Karagideva 1926, 1933, Bastin 1926, Bastin and Grer 1930, Ginter 1930). Many
authors found that these bacteria act on oil hydrocarbons and some are of the opinion
that the differences in the character of oil found at varying depths in the same area
are connected with the activity of this physiological group of micro-organisms
(Uspensky, Gorskaya and Karpova 1947, Tauson, Aleshina 1932, Novelli, Zo-
Bell 1944, ZoBell 1950). An important role is also ascribed to sulphate-reducing
bacteria in the genesis of oil (Porfiryev 1948, Radchenko 1951, Jankowski and
ZoBell 1944) and in the releasing of oil from oil bearing materials (ZoBell 1947).
The present paper sums up the results of experiments for investigating methods of
culturing sulphate-reducing bacteria from oil deposits under laboratory conditions.

Material and Methods

The following nutrient medium was used for accumulating sulphate-reducing bacteria from sampg;
of water from oil wells and for further cultivation: K,HPO, 0.19%, NH,CI 0.1%, CaCl, 0.01%,, MgCl,
0.01%, Na,80, 0.19%, Na,80; 0.02%,, ammonium lactate 70%, 0.5 ml./100 ml. nutrient medium,
yeast extract 10 mg./100 ml. medium. The initial pH of the solution was adjusted to 7.0, the oxidation
reduction potential to Ej, values of about 50 mV. Traces of iron were added to the medium to determine
the duration of the lag phase. The cultures were incubated in 50 ml. reagent bottles with glass stoppers.
The inocula were taken from a three——day culture of sulphate-reducing bacteria. The inoculum formed
0.59, of the volume of the inoculated medium; 1 ml. of inoculum contained 107 bacteria.’ Incubation
took place at a temperature of 32 °C, as a rule for six days. The number of bacteria was determined
microscopically; these results were verified by comparing with a determination of the number of bacteria
agcertained by the dilution method in a nutrient medium containing ammonium lactate. The hydrogen
sulphide content of the cultures was determined polarographically, by measuring the anode waves
in & medium of 0.1 N NaOH (Hemala, Marek, Valtikové 1955).

In order to obtain sufficient material for testing cultivation conditions, sulphate-reducing bacteria,
were collected from 89 samples of water from oil wells in six different areas. After the fourth progressive
re-inoculation of these cultures, the duration of the lag phase attained a certain value, which did not
change on further culturing. The largest group contained cultures with a lag phase of about 18 hours
and it was from this group that cultures were taken for further experimental work. The microscopic picture
of this culture showed typical vibrio forms (figs. 1 and 2). On testing tho purity of the culture on meat-
peptone agar it was found that bacteria of the genus Desulfovibrio were accompained in the eculture
by Gram negative sporulating bacteria and Gram positive cocei {figs. 3 and 4). Both accompanying
micro-organisms occurred regularly in cultures of sulphate-reducing bacteria on progressive re-inocula-
tion and their concentration was about two orders lower than that of the Desulfovibrio bacteria. From
the physiological aspect, this mixed culture displayed stable properties under standard conditions of
cultivation (length of lag phase, reduction of sulphates, production of hydrogen sulphide).
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Results

In order to the influence of the initial pH and E;, & nutrient medium containing
lactate was used. When studying the influence of the initial pH, the oxidation-
reduction potential of the medium was not modified (Ej, 4 350 mV at pH 7) and
when studying the influence of the oxidation-reduction potential, the initial pH 7
was maintained. Each experimental series '
was repeated three times. The results are , p
shown in fig. 5 and tab. 1. ws [k

When studying the influence of growth
substances, a condensed yeast extract of
Anmerican origin was used (producer’s name
hot given). After sterilising, a 19, solution
of the extract was added to a medium
containing lactate. Each experimental ,;,
series was repeated four times. The results 5 6 7 8 pH
are given in tab. 2. The concentrations gy 5 nAuence of initisl pH on development
of yeast extract are expressed in mg. dry of sulphate-reducing bacteria. Curve I: Pro-
Weight/lOO ml. nutrient solution. duction of hydrogen sulphide (mg./1) after 6

For ascertaining the influence of the days. Curve II: Length of lag-phase in hours.
concentration of sulphates on the develop- .
ment of sulphate-reducing bacteria, a

mg /L
160
150

80
60
40

———— [20

nutrient solution containing lactate was Table 2. Influence of Yeast Extract
used, with graduated amounts of sodium
sulphate. The results are given in fig. 6. Yeoast Length of | Amount of H,S
extract lag phase after 6 days
Table 1. Influence of Initial Ey, mg./100 ml. in brs. in g. 1.
Enitial Length of | Amount of H,S 0 48 150.4 4+ 3.5
E lag phase after 6 days 0.2 48 149.2 4 4.2
h in hrs. in mg./l. 0.5 48 146.4 + 3.8
1 24 1565.1 & 3.9
3 24 158.1 + 4.2
+ 350 36 149.5 4 3.5 5 18 195.0 + 5.2
+ 202 24 151.5 + 3.1 10 18 182.2 4+ 4.2
+ 110 24 165.2 & 3.1 156 18 179.0 + 4.2
0 18 167.2 4 2.8 20 18 170.3 + 3.8
— 22 18 168.3 & 3.2 25 18 170.5 + 3.9
— 40 18 165.2 & 3.2 30 18 171.2 4 2.3
— 60 24 165.3 4 2.9 50 18 172.1 4 4.2
— 101 24 163.2 & 3.6 100 18 174.2 £ 3.2

For ascertaining possibilities of evaluating the intensity of the development of
sulphate-reducing bacteria, the following growth characteristics were studied in the
course of cultivation: 1. The number of bacteria, 2. the amount of hydrogen sulphide
produced, 3. changes in the oxidation-reduction potential. The nutrient solution
with lactate which was used for these experiments had a pH of 7 and Ej, of 4-48 mV.
Five parallel cultures were observed. The results are shown in fig. 7.

In another experiment the influence of the age of a culture used as an inoculum
on the development of sulphate-reducing bacteria was ascertained. The length of the
lag phase of the inoculated culture was used as the criterion. In order to obtain
values for comparison, 60 cultures of sulphate-reducing bacteria were inoculated
simultaneously and incubated at 32° C in a thermostat. At selected time intervals,
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sets of four cultures were removed and from these 16 culture bottles containing
a medium of the same composition as the solution used for pre-cultivation were
inoculated. The results of the experiment are given in tab. 3.

"__ ] "
%

H.
HS 100 1o i
-
90 ' f
20 160 30
70 140 o "
120{ 25 " L300
% 100 120 )
50 .
0 8015 1200
30 601 40 H0O
20 40 i
10 2013 !
T T T T T T T -
Q0001 Q0005001 0005 001 . GOS Qf 0t 2 3 4 5 6 7 8
0002 0002 002
Fig. 6. Influence of concentration of sulphate in Fig. 7. Growth characteristics of sulphate-reduc-
medium. z:log of concentration of Na,S0, . 10 H,0 ing bacteria. x: No. of days. Curve I: Product-
M in medium. Curve I: Length of lag phase ion of hydrogen sulphide in mg./l. Curve II: No.
in hours. Curve II: Production of hydrogen of bacteria in 108, Curve ITI: Oxidation-reduction
sulphide (mg./l.) after 6 days. Curve III: % potential (mV with pH 7).

sulphate utilisation.

Discussion and Summary

A culture of sulphate-reducing bacteria isolated from oil field waters was used.
In this culture, bacteria of the genus Desulfovibrio were accompanied by microflora
not identified in detail. Cultures of this character were obtained by analysing the
majority of samples from oil deposits. On progressive reinoculation, these mixed
cultures maintained constant physiological properties. On the basis of these findings

it appears probable that a certain physiologi-

Table 3. Influence of Age of Culture cal relationship exists between sulphate-re-
ducing bacteria and the accompanying micro-
Age of pre-cult. | ength of lag phase | flora. In view of the fact that the action of
culture in days of mixed cultures of sulphate-reducing bacteria
under natural conditions (water in oil wells)
must also be taken into account, no attempt

inoculated culture

2 20 hrs. was made to obtain pure cultures for these
3 24 hrs. experiments. The intensity of development
30 hrs. -
5 36 hrs. of the culture was evaluated by measuring
6 38 hrs. the production of hydrogen sulphide and by
7 38 hrs. determining the length of the lag phase.
ig gg:ys Both methods of evaluation were in accord
16 13 dag,’: with each other (figs. 5 and 6).

In studying the influence of the initial
pH on the development of sulphate-reduc-
ing bacteria from oil deposits, the optimum was found to be within the limits
of pH 7 to 8 (fig. 5). The initial oxidation-reduction potential did not have any
significant influence on the final amount of hydrogen sulphide produced, but had
& marked effect on the length of the lag phase of the culture. The optimal medium
proved to be one with a value of Ej, within the limits of 0 to —40 mV at a pH of 7
(see tab. 1). In accord with the data of other authors (Starka 1951), these experiments
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show that only a small decrease in the oxidation-reduction potential of the medium
is required for good development of sulphate-reducing bacteria (approx. below
+1560 mV at a pH of 7). The addition of yeast extract had a favourable effect.
Discernible stimulation occurred at concentrations of 3—10 mg. extract in 100 ml.
nutrient solution. It is difficult to compare this result with those described in the
literature (Imshenetsky 1949, Starkey 1948), as these communications do not contain
detailed information on the preparation of the yeast extract.

A study of the influence of the concentration of sulphate in the nutrient medium
showed that with an increase in the concentration of sulphate there was also an
increase in the total amount of hydrogen sulphide produced (fig. 6). A very low con-
centration of sulphate (0.0001 to 0.001 M) permits development of sulphate-reducing
bacteria, but the growth curve of the culture in this medium shows a relatively long
lag phase. Within the limits of these concentrations, the sulphate is more or less
quantitatively reduced to hydrogen sulphide. As the concentration of sulphate
increases, the percentage of utilization progressively decreases. This decrease is
particularly evident in concentrations higher than 0.056 M. On the basis of these
findings, the optimal nutrient medium may be considered to be one which contains
0.005 to 0.02 M of Na,SO,. 10 H,0 (0.07 to 0.289, Na,SO, anhydrous).

The results of observation of the growth characteristics of the culture showed that
all the criteria used are suitable for ascertaining growth curves. In the curves showing
the production of hydrogen sulphide and the number of bacteria, there is a marked
lag phase lasting for approximately one day. This is not seen in the curve giving the
oxidation-reduction potential of the medium. It may be assumed from this result
that in the lag phase of proliferation of the bacteria the oxidation reduction-potential
is regulated. At the commencement of the logarithmic phase of proliferation of the
bacteria and of the production of hydrogen sulphide, the oxidation-reduction potential
attains a value of approximately K;, —40 m at a pH of 7. This value is in accord with
the optimal initial values of the oxidation-reduction potential found in previous
experiments . (see tab. 1). Under the given conditions the logarithmic phase lasts
approximately up to the end of the fourth day of cultivation and the stationary
phase up to the eighth day.

In the last series of experiments the influence of the length of pre-cultivation
on activity of the inoculum was evaluated. It was found that a 2- to 3-day-old
culture was the most satisfactory as an inoculum. In pre-cultivation longer than
10 days, the lag phase of the inoculated culture occupies a considerable time, its
length varies greatly and the culture is thus unreliable for use in inoculating further
cultures. The purpose of this work was to pave the way for a further, more detailed
study of sulphate-reducing bacteria in oil deposits.

(Plates XXXVII, XXXVIII)
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HyapruBanuonasie XapaKTepucTHKN Aecyabdypupyomux 6axrepuit
13 HeTAHBIX Bajieskeil

M. JIOCTAJIEK u M. CIIVPHEI
Pesiome

Waywanmer mpepnmochuikl AsiA 71aGopaTopHOE KyNbTHBALUM AeCYib(YpPHPYOIHX
6axTepuii, H30NMPOBAHHHX M3 BOX He(TAHHIX 3axemeil. OT6op KyabTyp GBI mpo-
m3BesteH u3 89 o6pa3moB HeTAHBIX BON, B3ATHX u3 6 HefreHocHBX obGmacreit. ma
ONLITOB IPUMEHAJINCH CMEeIDaHHbIe KYJIbTYPH, cofepsxaBmue 6axtepun poxa Desulio-
vibrio ¢ conpoposkmaome# muxpodmopolt, KoTopas TOoYHee He OINpeHeAIach.
CMemanBag KyJpTypa o0Jajajia IOCTOSHHHMA (H3MOJIOTHYeCKUMH CBOUCTBAMH.
RyneruBanus npomsBonuiach B IHTATEABHOHR cpefie ¢ MOJIOYHOKMCIIEIM aMMOHMEM.
Jns omeEKn pasBUTHA KYJbTYP IPEMEHANNCH H3MePEHUA IPOAYKIMH CePOBOIOPOIA
(momsporpaduyuecKkne) U NPOXOGKATEILHOCTH JIATCHTHON Gas3bl KyABTYPH (IO KOJNA-
YecTBY ocamkjamomeroca cepauctoro kenesa (I1)). Bouim momydennt ciaemyrommune
pe3yibTAaTH: ONTEMaJIbHOE McXomHoe pH nmua ryspTuBauum mecyasdypupyomEx
6axTepuil JeKAT B NpefiellaX 3HaYeHNit 7—§8, ONTUMAaJbHEIT HCXOTHBIH OKUCIUTEIBHO-
BOCCTAHOBUTENbHEA HOTCHNAAJ IATATEIBHOrO pacTBopa — B npepenax Ey ot 0 po
—40 mV npu pH 7. Oprako xopomuil pocT KyabTyphl HAGMIOKAETCA yie OPH CHHA-
YKEHIHM OKICJIMTENBHO-BOCCTAHOBHTENBHOIO HOTeHIMaja HmKe sHadeHna 100 mV
opu pH 7. llpubasnenne xpoykKEeBOro dKCTparra OGIATONPHATHO NeACTBOBAIO Ha
pasBUTHE KYJILTYDPH: 103H B 3—10 Mr cyXoro BemiecTBa 3KCTpaKTa [POGKed HA
+100 Mi DHATaTENBHOrO pPAcTBOPA CTUMYJNPOBAJIM NPOAYKONID CEPOBOMOPOAA.
Homnenrpanust cynsdara B UMTaTENBHOH Cpele BAMAJIE HAa TPOMOILKUTEIBHOCTL
JaTeHTHOH (a3sl W Ha NWPOAYKOWIO CEPOBONOPOfA: NpPY HABKAX KOHIEHTPATHAIX
(0,0001—0,001 mol. Na,SO, . 10 H,0) cyaspar narpus upaxrudeckn na 1009, Boc-
CTAHABJIMBAJCA B CePOBOJOPOJ, HO JaTeHTHAsE ()asa KyJbTYDPH 3HAYATEIBHO YIJIH-
Hanack. OnToManbpHasg KOHIEHTpamust cyiabdaTa B IHTATeNbHOH cpefe OHila HaMH
Halinena B mpepenax 0,07—0,28%, Na,SO,. HaGmomass UpogyKnuio cepoBORopoaa,
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KOJIMYeCTBO GaKTepHd M M3MEHEHMe OKMCIUTEeNHHO-BOCCTAHOBHTEILHOI'O NOTCHIMAA
B X0fle KyJbTHBANAN, MEl YCTAaHOBIJIM CPOKH JIMTEILHOCTH OTHILHHX (a3 pa3BUTHA
KYJABTYPH B IATAaTeNLHOMR CPefie € JIAKTaTOM. JlaTeHTHas (asa IPH ONTAMAJILHEIX YCII0-
BUAAX upopoisKanach 18—24 gaca, ¢asa norapmpummgeckoro pocra 48—72 waca,
cran@oHapHaA (asa HaumBEajachk Npn6nmauTenBLHO ¢ 8-ro MHA KynbTuBaumu. Ha
KPHUBOM U3MEHEHWIl OKACIATEIHHO-BOCCTAHOBHUTENHHOTO MOTEHNNAJIA JaTeHTHAA aza
He oTpaykadach. OTciofa BaIpammBaeTcs BHIBOJ, YTO B TeUeHHe JaTeATHOH (asnl pas-
MHOKeH¥A 0aKTepmii peryJmpyeTcsi OKHCJIMTEIBHO-BOCCTAHOBHTENBHEI HOTEHIHAA.
OnrnManpHast TPOJOKATENFHOCTE IPeIBaPUTEILHON KyIbTHBANMH Hepe]l JalbHeil-
mumMy nepeceBaMu 9710 48—72 vyaca. Ilpm Gosee npopomicarensraoi, deM 10-gEEBHOK
TIpefiBapHUTEeNIbHON KYJIbTUBALUN JIATEHTHAA Pasa KyJIbTYPH HOCe IepeceBa PACTATH-
BaJIach Ha CJIMIIKOM JUJIATebHHE CPOKH, T. e. KYJbTypa CTAHOBHIACh HellPUTOXHOM
ANA JaJbHeAmNX mepeceBoB. lIpomaBeneHHEHe HaMm paboOTH CIYKAaT IOATOTOBKOM
I pjaibHedmero, Gojee NIojApoGHOro M3ydeHHs JecyabdypHpyommx Oanrepuin
He(TAHHIX 3aie;kel.

(Taba. XXXVII, XXXVIII)
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On the Question of Virus Receptors

The Selective Agglutinability of Erythrocytes of the Ground Squirrel
(Citellus citellus)

L. BORECKY with the technical assistance of L. MASSOVA
Institute of Virology, Czechoslovak Academy of Science, Bratislava,

Recetved June 27, 1956

The discovery of the phenomenon of virus haemagglutination by Hirst in 1941
made it possible to elaborate various methods for the titration of different viruses
or their antibodies. The importance of this discovery is emphasised by the fact that
it has been used for a more detailed analysis of the properties of viruses (Burnet,
McCrea, Stone 1946, Horvath et al. 1950, Kozihski et al. 1953 etc.).

It appeared that this phenomenon is wide-spread among viruses (and also micro-
organisms) and not only characteristic for viruses of the group mumps—Newcastle
disease—influenza (MNI). The property of haemagglutination has, under suitable
conditions, been demonstrated in an increasing number of viruses (Rivers 1952,
Gajdamovitch-Shubladze 1954, Sweet 1954 etc.). Even today, after 15 years, a de-
finite explanation for this phenomenon has not been given. Many considerations
however, point to an enzymatic process during which, at least in the case of viruses
of the MNI group, the receptor substance, situated either at the surface or in the wall
of the cell, is disintegrated (Hirst 1942, Burnet, McCrea, Stone 1946, Hanig 1948,
Ada, Stone 1950, Gottschalk 1953, Kradolfer 1954).

The phenomenon of haemagglutination is also a frequent subject of research
because it is a model for the interaction between virus and cell. Even though it might
be objected that the virus (according to present knowledge) does not multiply
within the erythrocyte, yet there are many arguments in favour of such studies.

There is no doubt that:

1. Mechanisms preventing agglutination prevent infection (enzyme destroying
receptors-RDE-Stone 1948, Fazekas de St. Groth 1948, Gottschalk 1953, poly-
saccharides-Horsfall, Ginsberg 1949, chlorophyllin-Barnard 1954).

2. Some virus are capable of agglutinating not only erythrocytes but also other
animal cells (spermatozoa, fibroblasts, Chu 1953). The above also justifies the present
study in which the existence of a specific receptor substance on the surface of
erythrocytes of the ground squirrel (Citellus citellus) is demonstrated. This sub-
stance reacts selectively with some representatives of the group MNI.

Material and methods

Erythrocytes of the ground squirrel (Citellus citellus) were obtained by heart puncture. Their diameter
is 5—6 u, they have no nuclei and are circular. They differ from red cells of other laboratory animals
by being Rh positive and having antigens of group AB. Hen erythrocytes were also obtained by heart
puncture. Both kinds of red cells were tested, usually in parallel experiments.
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Virus: The following were used:

1. Influenza virus type A: Strain PR8, Weiss;
type A”: FM 1, Rhodes, Sweden, H,/52, Cs. 4/54, Cs. 5/54, Ca. 6/54;
type B: Lee, Cs. 49, Cs. 1/1952, Cs. 3/1952, Cs, 4/1952;
type C: C - 1233 (Taylor), RM 13/53 - Hung, Us. 1/1952, Cs. 3/52.
2. 8wine influenza virus: infl. suis Bratislava - 65 (Sw-55).
3. Mumps virus: Strain-Henle (Mu).
4. Virus of Newcastle Disease: Strain Bratislava (NDV).
6. Vaccinia Virus-Strain “Biogena’ (Vake.).
The receptor destroying enzyme (RDE): was prepared from the strain V. cholerae 4Z by passage
through the allantois of 12-day-old chick embryos. The titre usually 1 : 512—1024.

The haemagglutination titres were determined by the test-tube method (Bladkovis et al. 1953).

Disintegration of the erythrocyte receptors by the action of the virus was determined according to White
(1963).

Disintegration of receptors by the action of RDE. The method of White slightly modified (1853) was used -

The degree of disintegration of virus receptors was determined in haemsgglutination tests with
6 standard viruses of the group MNI.

The course of absorption and elution of virus on erythrocytes was determined according to Kozinski,
Mikulaszek and Sitek (1953).

Results

1. It was ascertained that the ground squirrel erythrocytes are agglutinated
by viruses of Influenza type B and C and atypically by the virus of Newcastle
Disease (NDV) (the prozone was constantly present). Agglutination of ground
squirrel erythrocytes was never observed with the virus of influenza type A, A’, the
virus of swine influenza, of mumps and of vaccinia. For the B strains of influenza
yirus, haemagglutination titres (with
0.59%, erythrocytes) were about equal
for ground squirrel and hen red cells.
These titres were 4—8 times lower Agglating.
for ground squirrel than for hen |- 8% ground _
when type C was used. Agglutina- squirrel Probable type of virus
tion of ground squirrel red cells was erythrocytes
about the same at 0°C, 4 4°C
and room temperature but was not
observed at 37° C.

Elective agglutinability in the case
of 5B strains was confirmed using
virus fluids of 10 different egg pass-
ages (strain Lee was from the 154th
passage, the other strains from the
11th to 48th passage.) 4 Cstrains were
tested on material from 5 passages
(8th to 17th). Repeated tests for ag-
glutinability of ground squirrel red Note: ( ) — haemagglutination with the prozone,
cells with o ther representatives of the  Schematic Division of Tested Viruses According to
group MNI under different conditions  Their Ability to Agglutinate Ground Squirrel Erythro-
of temperature, duration, incubation cytes.
were repeatedly negative.

The above indicates the possibility of the practical use of ground squirrel erythro-
cytes for determining the type of an unknown virus (tab. I).

. 2. The characteristics of the virus receptors on ground squirrel erythrocytes were
studied with special reference to two virus strains with which the red cells ag-
glutinate: virus Lee (type B) and virus C/Cs. 1952.

Table 1.

1. Influenza virus type B
+ 2. Influenza virus type C
3. (Virus of Newcastle disease)

. Virus of influenza type A
. Influenza virus type A’

. Swine influenza virus

. Mumps virus

. Virus of Vaccinia

|
U 00 DO
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It was found that virus Lee is nearly quantitatively adsorbed on ground squirrel
red cells within half an hour while for virus C the degree of adsorption is proportional
to the amount of red cells added to the virus fluid (fig. 1).

Fig. 1B represents the adsorption of virus C on ground squirrel red cells after having
heen exposed to undiluted RDE. The degree of adsorption is found to be greater

on to red cells thus prepared

than on to the same amount of

1024 .
normal ground squirrel erythro-
%27 A cytes. A similar effect of RDE
256 1 on hen red cells could not he

128 demonstrated.

64 1 Fig. 2 shows the course of
52 adsorption and elution of virus
16 Lee and C on to ground squir-
P rel and hen erythrocytes (0.4
. ml. of a 509, erythrocyte
Lo U suspension per 1 ml. virus fluid).

K 01 03 0.5 07 09 10 m!
20 20 20 20 20 40 %
512
2564 Fig. 1. A. Degree of adsorption of virus
B Lee and C on to different amounts of
128 4 ground squirrel erythrocytes at 0° C.
64 ‘White column — virus C. Black column
32 4 — strain Lee. B. Adsorption of virus C
on to ground squirrel erythrocytes after
169 previous action of RDE on the ery-
8 throcytes. K — control. White column
‘- I l — virus C. Black column — virus C
after RDE. z: erythrocytes in ml. 20
<4 - - — and 40 9 conc. y: titre of agglutination.
K 0f 0,3 05 0,7 0,9 mt
20 20 20 20 20 %

The curves are the same for both hen and ground squirrel erythrocytes. It can also
be seen that preliminary adsorption and elution of virus Lee on to erythrocytes
has no effect on adsorption and elution of virus C on to ground squirrel and hen
erythrocytes. A similar phenomenon was observed on hen red cells by Hirst (1950).

3. When studying the ability of different viruses of the group MNI to destroy
virus receptors on ground squirrel and hen erythrocytes, increased agglutinability

o 3¢ o°C 37°C

1024 1 1024
512 1 A 512
256
128 1 N

256
128

o 7 4 L e e
60 60' 120’ 180" 60" 60 120° 180°

Fig. 2. The course of adsorption and elution of virus Lee and C on to ground squirrel (A) and hen (bird-B)
erythrocytes. Curve 1 — C after Lee, 2 — C, 3 — Lee. z: time in min. at 0 and 37°C. y: titre of agglutination.
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of ground squirrel erythrocytes by virus C was observed after preliminary treatment
of those erythrocytes with virus Lee. This was specific for ground squirrel erythro-
cytes. A typical experiment is shown in tab. 2 (hen erythrocytes) and tab. 3 (ground
squirrel erythrocytes).

4096 P 4096 1
M08\ L #3-2048 ¢ -
527024 1024 1y & /
K3 512 2 TN == 512 /
K5- 256 \\\. /./ //-/—-— K1- 256 1 \
r2a N\, e K2 1281 2 ——~
64 \ 7 / / 64 \ \ - - / S
k6~ 324 \ % ; / 2{\\ 3f
161\ \\ 7y 16 \\ /
84 \ /S / vy
< \4\ - / 6 z \ly/ /
i Y Y S B 1 /
<4 == === .
000 500 250 125. 62 31 << 1000 500 250 125 62 N

Fig. 3. The effect of RDE on receptors of hen (A) and ground squirrel (B) erythrocytes. Curve 1 — C 52,
2 — Lee, 3 — NDV, 4 — A’54, 5 — PR 8,6 — Mw.K — control titre. : RDE units. y: titre of agglutination.

The experiments also demonstrate that the action of different viruses on ground
squirrel erythrocytes does not affect the elective agglutinability of these erythro-
cytes (the red cells did not acquire the ability to agglutinate with virus of influenza
A, A’, mumps and swine influenza).

4. Samples of RDE had an effect similar to virus Lee, i. e. the haemagglutinating
titre of ground squirrel erythrocytes with virus C increased considerably after
previous incubation with RDE (1000—2500 IU).

Fig. 3 shows the receptor gradient based on the effect of RDE. Results with hen
erythrocytes are in agreement with the literature (Burnet, McCrea, Stone 1948,
Kozinski, Slonim 1952a, b, fig. 3a) and demonstrate that the method used was
correct.

Discussion

It was demonstrated that ground squirrel erythrocytes agglutinate electively with
the viruses B, C and NDV. This can be utilised for diagnostic purposes for newly
isolated or unknown virus strains. Comparisons of agglutinating and adsorbing
characteristics of different red cells have been made several times (Hirst 1942,
Burnet, Stone 1946, Horvath et al. 1950, Farkas 1950, Kozinski 1953 and others)
but elective agglutinability within the group MNI was pointed out only by Tamm
(1954) using cat erythrocytes. Horvath et al. (1950) mention that hamster
red cells can be agglutinated with virus Lee but not with virus PR 8 and NDV

Table 2. Action of Viruses on Hen Erythrocyte Receptors.

Erythroc after Haemagglutination tests with the viruses
action of virus
PR 8 LEE A’- 54 C-52 NDV Mu Sw- 55
LEE 256 512%) 256 2048 — — 512
C-52 512 512 512 — 1024 — 256
NDV 128 256 256 2048 — — 256
Sw - 55 512 512 512 2048 1024 — l 512
Control 512 512 512 2048 2048 64 i 512

*) Titre of Lee dropped to 25 9, in some cases after the action of virus LEE, in other cases it did not
change.
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Table 3. Action of Virusss on Ground Squirrel Erythrocyte Receptors

Erythrocytes after Haemagglutination tests with the viruses
action of virus
PR 8 ‘ LEE } A% 54 | c-52 | NDV ‘ Mu | Sw - 55
LEE — 128 — 4096 — — —
C-52 — 256 — — 512 — —
NDV — 256 — 256 - — —
Sw - 65 — 256 — 256 256 — —
Control — 512 — 128 512 — —

but pay no further attention to this fact. We believe that a study and comparison
of erythrocytes with specific receptors, extended by biochemical analysis, may
throw further light on the problem of virus substrates and the question of the patho-
genesis of virus diseases.

The effect of virus Lee and more concentrated samples of RDE on ground squirrel
erythrocytes caused increased haemagglutinating titres when using virus C; an effect
not observed before. '

It is not possible to give an exact explanation for this phenomenon but our
experiments are further confirmation of the conception of Kozihski and Slonim
(1952a, b, 1953) of the laminar arrangement of virus receptors on the surface of
the red cell. These authors base their conception on the successive destruction of the
more superficially situated receptors by viruses that are in a more advanced position
of the receptor gradient. The present study on ground squirrel red cells indicates
that it is correct to accept this conception as undiluted preparations of RDE and the
action of virus Lee (situated at the end of the gradient for hen erythrocytes) make
it possible to ‘““‘uncover” receptors for virus C that, otherwise, is covered by certain
insufficiently known structures of the cell surface.

This “uncovering” of the receptors is also indicated by the fact that the degree
of adsorption of virus C on to ground squirrel erythrocytes is increased by the action
of RDE. This was not observed in the case of hen red cells. It was, however, not
possible to find an increased adsorption of virus C on to ground squirrel erythrocytes
after the action of virus Lee. This question remains open for the time being as also
others (Hirst 1950, Horvath et al. 1950) have pointed out that there is no
agreement between agglutinability and adsorption power. It may be assumed that
although there is a considerable similarity between the effects of virus and
RDE, there are certain fine differences that may have played a part in our experi-
ments. This difference has been pointed out by Stone (1947) from the point of view
of the successive order of individual representatives of the receptor gradient. Attempts
to influence agglutinability of ground squirrel erythrocytes using trypsin and
diastase were unsuccessful and therefore are not considered here.

Remark. After receiving the virus type D (strain Sendai) we found that this virus
was also able to agglutinate ground squirrel erythrocytes.
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K Bonpocy Bupycubx perentopoB. O6 2i1eKTUBHOI CKICMBAEMOCTH
spurporuToB cycaukra Citellus citellus

JI. BOPEIIKHM

Pesrome

Mst yeranosuiu, uto sputpomuts cyciuka (Citellus citellus) arrmorunnpyoren
Bupycamu rpynna tuna B m C n BUpycoM HBIOKecHbcKON 6GoJle3H, HO He arraoOTHHI-
pyworca Bupycamm tuma A, Al, nmapormrta, rpunmna csuHed M Baknuamn. llamu
BAKJIIOYEHNS ONMPAIOTCA Ha HOJIOMKHTEIbHBIC Pe3yIIbTATH PeaKkuy FeMarTioTHHANN Y
(mporexapmreit upn +4 °C, npu 0° C 1 upm KoMHATHOl TeMmnepaType) ¢ 5 mTaMmamu
tuna B, 4 mrammamu tuna C u 1 mraMMoM BApyca HBIOKeCJILCKOM OOMIE3HM, a TAKIKC
HA OTPHULATENBHBIC Pe3yJIbTATHI, MOJyYeHHBIEe HIPH TeX KC YCIOBAAX ¢ 2 MITAMMaMQ
tana A, 7 mraMmamm timma Al, 1 mraMMOoM Bupyca TpMIIa CBHHeiH, 1 mTaMMoM
BUpyca uapotuta ¥ 1 mraMMoM BApyca BAKUMHHA. OTHM SBJIEHHEM MOMKHO HOJIB3O-
BATBCA KAaK [IMArHOCTUYECKHM TI0cOOHeM TIDH OLpEeleIeHMH THIAa HCHU3BECTHOTO
ImTamMMa.

B nene pemenwsa Bompoca pasMemieHHS BHPYCHBIX PELENTOPOB HA LOBCPXHOCTH
KPOBAHBIX TeJiell Mbl yCTAHOBHJIA, 9TO PeleNnTopsI jiiA Bupyca tana C oTuacty mepe-
KPBIBAIOTCA KJIETOYHBIMA CTPYKTYDaMM, KOTOPHIE MOKHO YIaJATh, BO3NEHCTBYA Ha
unx supycamu Lee u RDE, u atum «o6aaKmTEY penentopst. «OB6HasKeHe) pelentopa
Bupyca G MpPOABJANOCH NMOBHIMICHHEM I'eMArTIIOTHHANMORHOLO THTPA, a NOJ BIIMS-
HueM Qepmenra, paspymatomero pegentopst (RDE) — u yeunenuem ancopGnmuu
Ha KPOBSHBIEC TelbIa.

I pumenanue. Tlocie momyvenns Bupyca rpunma tuna D (mramm Seudai) mpi yoe-
AWTACH, YTO ITOT BUPYC TAKKe arrTIOTHHAPYET 3PUTPOLHTHL CyCJnKa.
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The Action of Streptomyecin on the Flagellate Euglena gracilis Klebs

J. VAVRA
Protozoology Laboratory, Czechoslovak Academy of Science, Praha
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In studying apochlorosis caused by streptomyecin in E. gracilis, it was first of all
necessary to investigate the toxicity of streptomyecin for this protozoon. Toxicity
is closely related to inhibition of growth of & culture, both factors actually coinciding
with each other. In the further work we shall therefore distinguish: a) immediate
toxicity (24 hours), as toxicity and b) protracted toxicity (over 24 hours) as inhibition.
The first part of this communication deals with tozicity, the second with inhibstion.

1. The Toxicity of Streptomycin

As stated by Jirovec (1949), the toxicity of streptomycin for Euglena gracilis
is very small; even 259, streptomycin does not display any toxic action in a 24-hour
experiment. . '

For our experiments, various strains of E. gracilis were used, which had been
cultured in the Protozoology Laboratory of the Czechoslovak Academy of Science
(Provasoli strain = E. gracilis, var. urophora). The culture medium was composed
of 2 g. Na acetate, 5 g. peptone, 0.5 g. Difco yeast extract, 1,000 ml. redistilled
water, pH 6.8. The cultures were kept in a lighted thermostat at a temperature
of 25° C. The following series of dilutions were tested: 100,000 units/ml., 50,000
units/ml., 25,000 units/ml., 10,000 units/ml., 5,000 units/ml. Toxicity was studied
in a normal 24-hour experiment as described by Jirovec (1947). Streptomycin
partially inactivated by boiling was used as control. It was found that E. gracilis
reacted to these high concentrations of streptomycin chiefly by complete, or at least
partial, loss of motility. In a number of Euglenas this loss is reversible and after
a time some of them regained their motility and swam normally, even in the highest
concentrations. It was further found that different strains react differently to large
doses of streptomycin. The six strains tested can be divided roughly into two groups.
The group of the Mainx, Dusi II and Provasoli strains lose little of their motility
and soon regain it. The Dusi I, Pringsheim and Lwoff strains lose their motility
to a far greater degree and have difficulty in regaining it. These two groups also
differ in other of their physiological properties (the first group grow at 28° C and are
bleached by streptomycin, the second group do not grow at 28°C and are not
ordinarily bleached by streptomycin). It was further found that after large doses
of streptomycin, the majority of Euglenas remained alive and retained their ability
to proliferate. Osmotic pressure does not probably participate in the changes
described, since with a concentration of 100,000 units/ml. it does not quite reach
5 atmospheres, whereas E. gracilis just tolerates 0.2 M saccharose, the osmotic
pressure of which is precisely 5 atmospheres. The morphological picture of the action
of streptomycin and of high osmotic pressure also differ.
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I1. Inhibition of Growth of Cultures by Streptomyecin

As ascertained by Jirovec (1949), the action of streptomyecin on protozoa is mainly
of an inhibitory character. In E. gracilis, inhibition is approximately the same
in the light as in the dark. Provasoli et al. (1948) came to different conclusions.
In experiments with E. gracilis var. bacillaris they observed that streptomyecin.
retarded growth in the light, not in the dark. In their experiments, some types
of Astasia were likewise not inhibited even with doses of 5,000 ug./ml. streptomyecin.

Material and Method

The observations were carried out in the same strains as used in the experiments for toxicity, which
were also cultured under the same conditions. The amount of streptomycin tested was the same in all
the experiments, viz. 1,000 ug/ml. dihydrostreptomyecin sulphate. Care was taken that the amount of
each individual strain inoculated was always the same; inoculation was therefore carried out quantitatively
by the method described by Vévra (1956, in press). The organisms were counted in a Biirker chamber.
The number resulting from division of the average number of organisms in an untreated culture by the
average number of organisms in a culture treated with streptomyecin was taken as the inhibition index,
i.e. control under specific conditions/ experiment under the same conditions = index of inhibition.
Index 1.0, therefore, means that inhibition has not occurred. The same applies to indices less than 1.0
(which means that there are actually more cells in the culture treated with streptomycin than in the
control). Indices up to 1.1 indicate weak inhibition, which may still be within the limits of experimental
error. If the index rises, inhibition also rises, and vice versa.

Results

The Mainx, Dusi IT and Provasoli strains (var. urophora), cultured in the light:
in all these strains, discernible inhibition occurs in the light. The inhibition index
is small at first, but in time increases (tab. 1).

It is interesting to compare the inhibition index with the dose of streptomycin
which causes bleaching of the various strains. The lower the inhibition index, the less
the possibility of bleaching (i. e. larger doses of streptomycin are required) and thus
the chloroplast remnants are retained longer.

Table 1. Table 2.
Inhibition Index Inhibition Index
Strain 5 days 7 days Strain 6 days 8 days
Mainx 1.2 1.8 Mainx 0.8 1.0
Dusi IT 1.0 1.4 ! Dusi IT 0.9 1.0
Provasoli 1.7 5.0 ; Provasoli 1.0 0.8

The Mainx, Dusi IT and Provasoli strains cultured in the dark: in all these strains
inhibition does not occur in the dark. The average number of organisms in cultures
without and with streptomycin is approximately the same—there are actually even
more cells in cultures treated with streptomycin (tab. 2).

From the facts given above it may concluded that in the Mainx, Dusi IT and
Provasoli strains true inhibition does not occur (in the sense of protracted toxicity),
either in the light or dark. The result in the dark is absolutely clear, but in light
there still remains the fact that the density of the Euglena population is far greater
in cultures not treated with streptomycin. This, however, may be explained by the
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phenomenon that owing to the action of the streptomycin these strains lose their
chloroplasts, as a result of which they also lose the advantages of photosynthesis.
Their proliferation is therefore slower as compared with the green control Euglenas.
The increase in the inhibition index may be explained partly by exhaustion of nutrient
material from the culture, as a result of which the conditions for Euglenas which
have lost their capacity for photosynthesis are worsened still further. The cyto-
logical picture of the loss of chloroplasts in these strains may also explain an increase
in inhibition. As will be demonstrated in further communications, the chloroplasts
are lost by not completing their growth on division and thus becoming progressively
fewer. In Euglenas affected by streptomycin, therefore, the capacity for photo-
synthesis decreases and their division is thereby retarded.

Streptomycin acts on these strains, therefore, in a similar manner to transfer
into the dark. ,

The Dusi I, Pringsheim and Lwoff strains, cultured in the light: In these conditions,
the inhibition index reaches higher values at the outset of the experiment than in the
further course of growth of the culture, i. e. in an opposite manner from the other
strains (tab. 3).

In checking the growth of these strains, longer periods had to be selected, because
of their slow growth.

Dusi I, Pringsheim and Lwoff strains cultured in the dark: Under these conditions
strong inhibition was found (tab. 4).

Table 3. Table 4.
Inhibition Index Inhibition Index
Strain 12 days 19 days Strain 14 days 21 days
Dusi I 3.1 1.5 Dusi I growth insuff. 3.0
Pringsheim 1.6 1.1 Pringsheim | growth insuff. 6.4
Lwoff 1.2 1.0 Lwoft 1.8 2.3

These strains do not become apoplastidic through the action of streptomyecin.
We assume that in these strains streptomycin interferes in some metabolic processes
by means of which the organism utilizes organic substances from the environment
for its nutrition, much as described by Umbreit (1951). This is evidently the reason
why there is at first only small inhibition in the cultures kept in the light, since these
cannot very well utilize organic substances from the environment; their photo-
synthetic capacity is not, however, damaged and they therefore grow quite well.
In the green cells of the controls, proliferation is at first more rapid; in this case
the Euglenas are both photosynthetic and also utilize organic substances. In time,
however, the organic substances are exhausted and further proliferation is therefore
retarded. Euglenas treated with streptomycin, however, continue to be photo-
synthetic and in time the number of cells in the control culture and in the culture
treated with streptomycin equalize. In a decrease in the inhibition index, however,
disintegration of the streptomycin or adaptation of the organism may play a part.
The inhibitory effect is far more evident in cultures in the dark, since it is not con-
cealed by photosynthesis.
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Discussion

It is evident that the apparently contrasting results of Jirovec and Provasoli
do not basically conflict with each other and that the results obtained by these two
authors do not exclude each other. The lack of agreement may be explained by the
physiological variability of the various strains of E. gracilis.

Summary

True inhibition of growth of cultures of E. gracilis by the toxic action of strepto-
mycin was found only in the strains Dusi I, Pringsheim and Lwoff. This inhibition
was clearly evident only in culturing these strains in the dark, when it was not con-
cealed by photosynthesis. Inhibition in the strains Mainx, Dusi II and Provasoli
in light is only apparent and is due to the fact that the Euglenas of these strains
become apochloroplastidic owing to the streptomycin and thus lose the advantages
of photosynthesis and therefore proliferate more slowly than the green control
Euglenas. This inhibition is therefore secondary and non-specific (darkness produces
a similar effect). When the Mainx, Dusi IT and Provasoli strains are cultured in the
dark, the action of streptomycin dose not cause inhibition.
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JieficTBHe CTPeNTOMUIMHA Ha ;KryTukoBeix Euglena gracilis Klebs
10. BABPA

Peziore
TOKCHYHOCTD CTPELTOMHUIMHA
3a TOKCHYHOCTH CTPENTOMMIMHA NPUHHMAJACH TOJBKO TOKCHMYHOCTH, NPOABIAD-
masicd UPH KPAaTKOCPOYHOM ONEITe B TedeHHe 24 uwac. UcenuTeiBanmch pasBemeHus:
100.000 en/mi, 50.000 ex/ma, 25.000 ex/mi, 10.000 ex/mx 1 5.000 en/mn. Ucnonsso-
Bajuch pasnmunnle mramMMel Euglena gracilis (mramm Provasoli ato E. gracilis var.

urophora). Briio ycraHoBieHO, YTO HAa TaKHe BEICOKHME KOHICHTPAIMH CTPENTOMM-
muaa Euglena pearmpyer, raaBasiM o0pasoM, IHOJHOH — WA MO KpaiHeidl mepe
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wacTHuHOM — yrparoit mopemkHocTH. Ho y uwacrm ocobeit ato sABienne obparumoe,
¥ "epe3 HeKOTOpoe BpeMa oTH KieTkH Euglena maxe mpm MakcAMaibHOM M3 HccJie-
JyeMHX KOHNEHTDAIHil CTAHOBATCA INOABIKHHIMA W IUIABAIOT HopMaibHO. [lamee
670 ycTaHOBIEHO, 4T pasamunsie mrammul E. gracilis pasimuBo pearmpyior Ha
neficrBre GonpmAX 03 cTpenToMunuEa. B ofmem Bee 6 mecienoBaBmuXCA MTAMMOB
MOKHO PaselIuTh HA 2 TPyNnH: rpynna mrammoB Mainx, Dusi 11, Provasoli Tepser
OJIBHKHOCTS B O4YeHb He3HAUMTEJILHOH CTENeHH M BCKOpe CHOBA ee IpmoGperaer,
torga Kar mraMmel Dusi I, Pringsheim, Lwoti Tepsior ee B ropasno 6onee 3naun-
TeJIbHOMA CTelleHH W BHOBL mpmoGperaior ¢ TpyaoM. Obe Tpynmsl OTIARYAIOTCA APYT
OT Epyra W B JPYTEX OTHOMeHHAX (ueppas rpymma pacter mpm 28 °C m xopomo
ofecIBednBaeTCA CTPENTOMHUIMEOM, BTOPas IPyIla 3THX NPH3HAKOB He umeet). Bruio
YCTAHOBJIEHO TaKie, uTo Gompmas dacts Euglena prixuwBaer B IOJ JefCTBHeM
GOMPIMAX KOHIEBTPANHil CTPENTOMANMEA B COXPAHAET CHOCOGHOCTH K PA3MHOKEHHIO.
IosrpmmoMy, ocMOTHYECKOE aBjieHNe He BIMAET HA ONMCHBAeMhle H3MEHEHAs, TaK
kak mpr 100.000 en/mn cTpentoMHIMHA OHO He JoCTHraeT O arMocdep, TOrja Kax
E. gracilis meperocar 0,2 m caxaposy, Tfie OCMOTHYeCKOe [aBJICHHe COCTaBJsAeT
5 atmM. Mopdomorngeckne KapTUHB JAEACTBHA CTPENTOMUNHEHA W BHICOKOTO OCMOTH-
9YEeCKOro [aBileHUs TaK;Ke HeoJMHAKOBHL.

HOI[&BJIGHI/IO pocTa RyJAbTYPH IOM neﬁc’aneM CTPeNTOMHIIMHA

3a mepy momaBileHHs 6hUia UpEEATA JumTenbHas (Gonbme 24 gac.) TOKCHIHOCTDH
CTPeNTOMMI[HHEA, OTPAYKAIOMAACA HA CKOPOCTH POCTA KyJIBTYpH. ONBITH IIPOM3BO-
ARIECH ¢ TOCTOAHHKIM KolmdecTBoM crpentoMunmaa — 1000 en/mi marappocTpento-
MunuaECybdata. 3a undexc nodagienus Guia NPABEATA APOOH, BOSHEKAIOIIAA OT Je-
JICHHS CPeJHero KOJWYecTBa KIeTOK KOHTPOJIHOM KYJIBTYPH Ha CpeflHee KOJIU4eCcTBO
KIIeTOK KYIbTYpPH, TONBepraBmefica AeMCTBUIO CTPeNTOMENEHA. ‘UeM BEimle JTOT
MBJleKe TNOofaBlleHds, TeM (oJjibIle TOPMO3ATCH POCT KYIBTYPH HMCCJIefyeMBM Beine-
crBoM. Y mrammoB Mainx, Dusi 11, Provasoli (E. graccilis var. urophora), Bmpa-
INABAEMEIX Ha CBeTy, HaOJII0[aeTCs 3aMeTHOe M ¢ TedeHHeM BPeMeHH TIOBHMAKIIeecHd
mofiaBleHEe. Y OTHAeNBbHEX IITAMMOB 3TOM TPYNNH HHAEGKCH NOJABIEHAA POCTa
pasnnunn. UeM MeHbme HHJEKC, TeM MeHbIIe M ofecnBedMBaHAe M TeM JOJbILIe
YAePKAEBAIOTCA OCTATKE XJopomnactos. [Ipa BEpamuBaHEM 3THX MTAMMOB B TEMHOTEe
yrHeTeHEe He HaGmomaercd. Mu IolaraeM HO?TOMY, UTO TOKCHYECKOe HeMCTBHC
CTPeNTOMHUIMEA He YTHETaeT POCTa KyJIbTYp 3TAX MITAMMOB, HO TAK KaK MO/ BIAMAHAECM
¢TPENTOMHIEAA STH MTAMMEL TEPAIOT XJI0POIMJIACTH, TO KJETKH, NIOPaKeHHbIe CTPeNTO-
MUIEHOM, JHMAIOTCA OpeMMyniecTB GoTOCHETEe3a M IPUHYIKAAIOTCA Pa3MHOMKATHCHA
MeJsleHHee. VITaK, CTPeNTOMIEH JEACTBYeT HAa OTH IITAMMBI TAKHM iKe o0pasoM,
KaK* ¥ TOMeIeHre B TeMHOTY.

Mpr supammsanu Ha cBery mrammoB Dusi I, Pringsheim, Lwolf unpexc nonas-
JleHNA pocTa BHAUajle HOCTHrAeT 3HAUATENHHHX BeJIMIUH M IIOCTENEHHO CHUKAETCHA.
Ilpn KynpTHBAIMH B TeMHOTE Yy JTAX ITAaMMOB HaliOfaeTcs CHUJIbHOE YTHETeHHe
pocra. Ilopx meiicTBEEM CTPeNTOMHIMHA 3TH INTAMMH He YTPayMBAIOT UNACTAXH.
[TosTOMy MBI TOJIaraeM, 4TO CTPENTOMEIME BJIMACT HA KAKHe-TO Hpomecch oGMena,
¢ TOMOMbI0O KOTOPHIX OPraEM3M HCHOJIb3YeT JiA OUTAHUA OPraHMYecKue BemecTBa
cpensl. B TeMHOTe HONaBlicHHe pPOCTa KYJBTYPH OKAa3HBaeTcA ropasio CHAbHee,
TAK KaK 37ech OHO He 3aByaJupoBaHo QorocmHTe30M. MITak, O4eBHMIHO, UTO MEMLY
MHHEMO NPOTHBOpPedMBRIMU pesymbratamu paGor Mumposma (1949) m Provasoli (1948)
HeT NpPMANUIEAJILHHX MPOTHBOPEUHil M 4TO AAHHEe 0GOMX aBTOPOB He HCKIIOYAIOT
apyr papyra. Pasamuma Moryr OGBACHATRCH 3HAYMTENbHOI ¢usmosornueckoi
usMenyuBocTeio mrammos E. gracilis.
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FOLIA BIOLOGICA

Tom II. (1956) — Fasc. §

Bemerkungen zur Interferenz der Tabak-Mosaikvirusstimme

C. BLATTNY
Biologisches Institut der Tschsl. Akademie der Wissenschaften, Praha

Eingelangt am 10. 4. 1956

Der Befund von Mc Kinney (1929) und Thung (1931), dass die in allen Teilen mit
einem milden Tabak-Mosaikvirusstamm (VTM) infizierten Tabakpflanzen an einem
strengen Stamm desselben Virus nicht mehr erkranken, ist zum Gemeingut der
Pflanzenvirologie geworden und dient der Feststellung des Verwandschaftsverhalt-
nisses von Viren. Diese Erscheinung war bereits Gegenstand umfassender Berichte
(Benett 1951, Ryzkov 1935, Bawden 1950) und gab Anlass zu wichtigen Folgerungen.
So hat Matthews (1949) nachgewiesen, dass diese Gesetzmassigkeit in bestimmten
Grenzen ihre Giiltigkeit besitzt: bei zehn Stammen derselben Virusart stellte er fest,
dass diese Stimme die Pflanze bei Kreuzinokulation desto mehr schiitzten, je niher
sie serologisch verwandt waren. Die auf den angefiihrten Befunden gegriindeten
Schliisse waren unserer Meinung nach allzu sehr von tiervirologischen Gesichts-
punkten beeinflusst. Den Anschauungen des Akademikers Némec (miindliche
Mitteilung 1955) beipflichtend, dass Tiere und Pflanzen nur die grundlegendsten
Funktionen gemeinsam haben, erachteten wir auch einen nur teilweisen Vergleich
immunologischer Vorginge bei Pflanzen und Tieren als nicht befriedigend. In den
Jahren 1953 —1955 hatten wir Gelegenheit, mit mehreren VTM-Stimmen zu experi-
mentieren, wobei teilweise: Resultate erzielt wurden, die sich von den bisherigen
unterscheiden. Unsere Arbeitsergebnisse aus den Jahren 1953 und 1954 haben wir
bereits zusammengefasst (Blattny 1955) und verweisen auf die in dieser Arbeit
angefiihrten Einzelheiten. Im Jahre 1955 konnten wir diese Befunde an Hand wei-
terer Versuche, iiber die hier berichtet wird, bestétigen.

Material und Methodik

“

Material. 1. Der Stamm eines gewohnlichen Tabak-Mosaikvirus (weiter VTM Typ), der aus Zigaretten
der Marke ,,Partyzénky* isoliert wurde und daher wahrscheinlich slowakischen Ursprungs war, be-
einflusste das Wachstum der Tabakpflanzen wenig und verursachte auch bei den jungsten Pflanzen
niemals ein Absterben. An den Blidttern rief er neben ungleichmiissig griinen oder griinen ,,Blagen
grossere oder kleinere Deformationen hervor.

2. Der aus Physalis franchettii isolierte Alke-Stamm VTM (weiter VIM AL) verursachte bei dieser
Pflanze und bei Physalis alkekengi weisso Flecke, griine Blasen und Deformationen. Bei N. tabacum
Samsun erscheinen dieselben Symptome, jedoch sind hier die Deformationen weniger umfangreich,
und die Infektion verlduft bei jungen Pflanzen todlich. Bei N. sylvestris kommt es zu einem Absterben
des Vegetationspunktes und bei systemischer Erkrankung zu einer sekundiren Nekrose der Bliitter, bei
iilteren Pflanzen zur Bildung weisser Flecken (Blattny 1955).

3. Der VIM-Stamm C (weiter VITM C), der uns freundlicherweise von Prof. Klinkowski zur Ver-
filgung gestellt wurde, stammt von Kassanis (Rothamsted). In den Symptomen &hnelt er dem vor-
genannten Stamm und bewirkt wie dieser bei Physalis alkekengi und P. franchettit Dekolorationserschei-
nungen. Die beim Goldenen Virginientabak auftretenden Symptome sind unterschiedlich. Die Wirkung
dieses Stammes auf N. tabacum ist wesentlich milder als die von VIM AL.
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4. Der ,,Streifen‘’-Stamm (weiter VIM 8) wurde von Svobodova (1954, miindliche Mitteilung 1955)
aus VIM AL durch Kultivierung auf den in Erlenmeyerschen Kolben auf Agar gezogenen Tabakpflanzen
und Ubertragung auf Pflanzen in normalem Milieu gewonnen. Es handelt sich um einen milden und auf
das Wachstum der Tabakpflanzen noch schwicher wirkenden Stamm als der in unseren Versuchen ver-
wendete Stamm VTM Typ. Bei N. tabacum ruft er typische ,,Streifen’-Dekolorationen hervor.

Methoden. A.Inokulation mit einem Stamm und
nach Eintritt der Initialsymptome einer systemischen
Infektion Inokulation des zweiten Stammes. VTH-AL

B. Inokulation mit einem Stamm und vor dem
Auftreten der Initialsymptome einer systemischen / \
Infektion Inokulation mit dem zweiten Stamm.

O. Inokulation mit einem Stamm und nach /
Manifestation der systemischen Erkrankung der )
ganzen Pflanze Inokulation mit dem zweiten Stamm. v

T -Typ.&~— — s e P -

D, Inokulation eines Gemisches zweier Stémme s % - - vin-c¢

in verschiedenen Konzentrationen. /\\

E. Zur Detektion der ,,farbigen‘, d. h. der durch AN | z
Dekoloration in Erscheinung tretenden Stémme \

VIMAL und VIM S wurden junge S&mlinge von A\
Physalis alkekengi verwendet, bei denen sich jeder \ /
dieser Stdémme auf unterschiedliche Weise mani- A
festierte. VIM AL wirkt auf die Pflanzen am ver- . vTi-s

heerendsten, sie gehen teilweise ein, teilweise ver-  Diagramm der wechselseitigen ,,Schutz*‘-Wirkung
kiitmmern sie und auch die jiingsten Blitter werden von VTM.Stimmen. « -- -« -~ - Fehlende oder
weiss, Ahnlich, aber schwicher wirkt VIM C, wobei  goheinbare ,,Schutz*-Wirkung, ———— Ta-
die jiingsten Blitter gleichfalls dekoloriert werden. ggchliche ,,Schutz*-Wirkung. Pfeile bezeichnen
VTM 8 verursacht schwach gelbliche Dekoloratio- den gegenseitigen ,,Schutz®. z = nicht durch-
nen, doch bleiben, besonders zu Beginn der syste-  gefiihrter Versuch. Verwendete Stimme: VIM
mischen Erkrankung, die jiingsten Blitter griin. Fir Typ, VIM AL, VIM C, VTM 8.

VTM Typ ist Physalis alkekengi (und P. francheitis)

ein symptomloser Triger.

In allen Fiéllen wurde das Inokulum in die mit einem Abrasionsmittel (Karborundumpulver
320-Mesh.) lédierte Blattepidermis von N. tabacum Samsun appliziert, und zwar zunéichst in der Phase
der 2— 8 echten Blitter am 1. bis. 4. echten Blatt, hierauf auf dem niichstfolgenden Blatt. In jeder Serie
wurden Pflanzen der gleichen Wachstumsphase und zur Inokulation Blidtter der gleichen Wachstums-
klasse verwendet. Die bei jeder Versuchskategorie gleich grossen Versuchsserien umfassten 5—50
Pflanzen. Zur Detektion dienten Séimlinge von Physalis alkekengi mit 2 Paaren echter Blitter, die Serien
ziéhlten 5— 20 Pflanzen. Die Versuche dauerten von Ende Mai bis Ende Juli an, also in der Zeit mit
einem fiir das Auftreten der Symptome des VTM sehr giinstigen Licht- und Wérmegenuss (16 —26 °C).

Ergebnisse

I. 1. Bei Anwendung der Methoden A4 und B stellten wir fest, dass zwischen
VTM AL und VIM C keine wechselseitige Schutzwirkung besteht.

2. Bei Anwendung der Methode B wurde das Fehlen einer wechselseitigen Schutz-
wirkung zwischen VIM C und VTM Typ festgestellt.

3. Bei Anwendung der Methoden A, B und C stellten wir fest, dass VIM AL und
VTM S wechselseitig schiitzend wirken.

4. Bei Anwendung der Methoden 4, B und C beobachteten wir, dass VIM Typ
weder gegen VIM AL noch gegen VIM S schiitzt. Sofern bei der Methode C VIM AL
oder VITM S symptomatisch nicht in Erscheinung traten, konnte die Anwesenheit
dieser Stamme in der Tabakpflanze durch Inokulation auf Physalis alkekengi nach-
gewiesen werden.

5. Bei Anwendung der Methoden 4, B und C konnten wir schliesslich feststellen,
dass VIM L Aund VIM S gegenitber VIM Typ, der sich mit charakteristischen
Symptomen manifestierte, keine Schutzwirkung ausiibte.

Daraus kann auf eine nahe Verwandschaft zwischen VTM AL und dem aus ihm
hervorgegangenen Stamm VTM S geschlossen werden und ebenso auf eine weniger
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nahe Verwandtschaft von VIM AL und VIMS mit VIM Typ sowie zwischen
VIM AL und VIM C, obzwar letztere sich symptomatisch sehr dhnlich sind.

Wenn bei einigen Pflanzen die Infektion mit einem nichtfarbigen Stamm (VIM
Typ) vor Erkrankung an einem farbigen Stamm (VIM AL oder VIM C) , schiitzte‘*.
so konnte durch Detektionsokulation auf Physalis alkekengi festgestellt werden,
dass diese Schutzwirkung nur scheinbar war. Wurde niamlich der Saft von Pflanzen,
die nur die Symptome einer Infektion mit dem Stamm VTM Typ aufwiesen, mittels
RT-Methode unter Verwendung von Karborundumpulver auf Physalis alkekengi
iibertragen, so loste er ein fiir die Stimme VIM AL und VTM C charakteristisches
Krankheitshild (weisse Flecke u. dgl.) aus.

Es scheint, dass eine tatsichliche Schutzwirkung vor VTM AL durch Infektion
mit VIM S erzielt werden kann, da solche Pflanzen nach Impfung mit einem
VIM AL-Stamm keinerlei Anzeichen der Anwesenheit dieses Stammes aufwiesen.
Durch Inokulation des Saftes dieser Pflanzen auf Physalis alkekengi wurden nur die
fir den VIM S-Stamm charakteristischen Symptome (griines jiingstes Blatt, die
untersten Blitter mit gelbgefarbten Adern und nicht begrenzten helleren
Flecken) hervorgerufen und keinesfalls das fiir eine Infektion mit dem VTM AL-
Stamm typische Krankheitsbild (weisse, begrenzte Fleckenbildung, Blasen, auf-
gewdlbte Flachen zwischen den Adern, manchmal auch Blattdeformationen).

II. Bei Anwendung der Methoden A, B und C stellten wir bei einigen Pflanzen
nach einem verénderlichen Verlauf der komplexen Erkrankungen in dem Auftreten
der Symptome ein Ubergewicht des einen Stammes iiber den anderen fest. Bei
Kombination von VIM AL und VIM Typ, oder VTM C und VIM Typ oder VIM S
und VIM Typ war es regelmiissig der VITM Typ-Stamm, der in der Mehrzahl der
Fille symptomatisch vorherrschte.

Der Gesamtverlauf und das Endstadium der Erkrankungen war in solchen Fallen
leichter als nach alleiniger Infektion mit cinem schweren Stamm (VTM AL oder
VIM C), sodass man von einer symptomatologischen ,,Verdringung® des einen
Stammes durch den anderen sprechen kénnte, wenn nicht eine Detektionsokulation
auf Physalis alkekengi zeigen wiirde, dass es sich nur um eine scheinbare Verdrangung
handelt. Die Stamme VIMAL oder VIM C waren auch weiterhin in der Pflanze
anwesend, nur blieben ihre Symptome verdeckt. Bei einem Ubergewicht von
VTIM Typ itber VITM S war der Krankheitsverlauf im Endstadium schwerer als nach
alleiniger Erkrankung am VIM S-Stamm.

VTM C und besonders VIM AL sind fiir die Tabakpflanze schadlicher als VIM Typ,
aber (besonders VIM AL) etwas weniger ansteckend als VIM Typ (Blattny 1955).
Auch VTM S ist weniger ansteckend als VIM Typ. Auf die im Verhaltnis zu VIM Typ
geringere Ubertragbarkeit von VTM AL (Blattny 1955) schliessen wir aus drei
Griinden: a) bei gleichem Inokulationsmodus ist die Zahl der positiv verlaufenden
Infektionen bei Verwendung von VIM Typ grosser als bei VIM AL; b) die Zahl
der Lésionen bei N. glutinosa ist bei Inokulation von VIM Typ grosser als bei jener
mit VIM AL; ¢) die Verdiinnungsgrenze des Rohsaftes nach Impfung von N. tabacum
und Lycopersicum esculentum liegt bei VIM AL tiefer als bei VIM Typ. Das Vor-
herrschen eines Stammes konnte seinen Ursprung gerade in seiner hoheren Infektio-
sitéit haben, die sich innerhalb des Pflanzenindividuums ebenso geltend machen kann
wie bei einer Ubertragung zwischen einzelnen Individuen.

I11. Wurde nach unserer Methode D als Inokulum das Gemisch zweier Stimme
beniitzt, z. B. VIM AL und VIM Typ oder VIM C und VTM Typ oder die Kombina-
tion eines strengen und weniger strengen Stammes (z. B. VIM AL und VTM C),
so kam es zu einer Erkrankung, deren Symptome die Anwesenheit beider Stimme
und in einigen Fillen das Vorherrschen von VIM Typ erkennen liess.
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Auch bei dem Vorherrschen der fiir VIM Typ charakteristischen Symptome
konnte die Anwesenheit von VIM AL oder VIM C durch Detektionsokulation auf
Physalis alkekengi nachgewiesen werden. Der gesamte Krankheitsverlauf und das
Endstadium war bei Infektion mit dem Gemisch eines strengen und milden
Stammes oft leichter als nach alleiniger Infektion mit einem strengen Stamm. Auch
die Zahl der Lagionen bei N. glutinosa, die durch Inokulation des Saftes aus den auf
diese Weise komplex erkrankten Pflanzen von N. tabacum Samsun hervorgerufen
wurden, pflegte kleiner zu sein als die Zahl der Lisionen bei Kontrollpflanzen, die
lediglich an VTM AL oder VIM C oder VIM Typ erkrankt waren.

IV. Bei Beobachtung des Krankheitsverlaufes an N. tabacum Samsun stellten wir
fest, dass die scheinbare ,,Verdringung‘‘ in betrachtlichem Masse von klimatischen
Bedingungen abhingig war. Der VIM-Typ, mit dem experimentiert wurde, trat
symptomatisch am charakteristischsten bei Temperaturen von 18 bis 25 °C in
Erscheinung, VIM AL bei minimal 20 °C, weitaus am besten aber bei Temperaturen
iiber 30 °C. Diese Umweltsbedingungen sind dann massgebend dafiir, inwieweit bei
derselben Pflanze die Symptome dieses oder jenen Stammes, und zwar auch voriiber-
gehend auftreten.

Duskussion

Die Stamme VIM AL und VIM C sind strengere, d. h. fiir die Pflanze gefahrlichere
Stimme als die Stimme VIM Typ oder VIM 8, doch besitzt VIM Typ gegeniiber
VTM AL und VIM C keine Schutzwirkung. Der Stamm VTM S, der fiir die Pflanze
weniger gefihrlich ist als der Stamm VTM Typ, schiitzt nicht vor diesem Stamm.
Physalis alkekengi, die bei Detektionsinokulation den Nachweis der latenten An-
wesenheit der beiden erwihnten ,,farbigen* Stimme ermoglicht, zeigte, dass der
Schutz symptomatisch nur in jenen Fillen ist, in denen die Symptome des ,.farbigen‘‘
Stammes nicht in Erscheinung treten. Ein effektiver ,,Schutz‘‘ oder sein Fehlen
liesse sich mit dem Verwandschaftsverhiltnis der Stimme erkliren. Eine tat-
gichliche Schutzwirkung konnten wir nur bei VIM S vor VIMAL feststellen.

Best (1954) hatte bei seinen Versuchen mit Kreuzinokulation milder und strenger
Stamme von Lycopersicum virus 3 (TSW-tomato spotted wilt) festgestellt, dass der
milde Stamm E die Pflanze zwar vor dem strengen Stamm B schiitzt, dass es aber trotz
diesem ,,Schutz‘ zu einer bedeutenden Verminderung des Ernteertrages kommt,
der allerdings bei diesen ,,geschiitzten Pflanzen hoher ist, als bei den lediglich am
strengen Stamm erkrankten Pflanzen. Dieselbe Feststellung machte der Autor bei
Inokulation eines Gemisches beider Stamme.

Nach der herkémmlichen Theorie sollte die an einem milden Stamm erkrankte
und gegen einen strengen Stamm geschiitzte Pflanze iiberhaupt eine unverminderte
Ernte einbringen. Bei Best war dies nicht der Fall, und in unseren Versuchen war
die Pflanze bei einem Vorherrschen des milderen Stammes und nach Inokulation
des Gemisches von schwerem und mildem Stamm sogar weniger beschidigt als bei
alleiniger Infektion mit einem strengen Stamm.

Die Tatsache, dass in Pflanzen Gemische von Virusstémmen bestehen kénnen, ist
unbestreitbar und kann damit erklart werden, dass neue Stémme durch Verénderung
eines Teiles der Viruspartikel entstehen oder dass nach vorangegangener Infektion
mit einem Stamm eine Neuinfektion mit einem weiteren Virusstamm hinzukommt.
Es kann mit Grund angenommen werden, dass der zweite Weg héufiger ist. Nach den
in der Natur gewonnenen Erfahrungen zu schliessen, kann eher eine Koexistenz
mehrerer Stamme als die Existenz eines einzelnen Stamines in der Pflanze erwartet
werden. Es ist daher anzunehmen, dass eine bereits viruskranke Pflanze mit grosserer
Wahrscheinlichkeit noch an einem zweiten Stamm erkrankt, als dass eine solche
weitere Erkrankung nicht eintritt. ‘ :
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Fiir die Erklirung des Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins einer Koexistenz
von Virusstdmmen diirfte der Hinweis auf die Verwandschaft der Stimme kaum
ausreichen. Beide Stimme VCM 1, der griine und weisse, sind zweifelsohne mit-
einander verwandt und es sollte daher bei Kreuzinokulation der eine Stamm vor dem
anderen schiitzen. Bei einer Ubertragung mit Hilfe von Cuscuta sp. (Schmelzer-
miindliche Mitteilung 1955) ist dies nicht der Fall, da auf dieselbe Pflanze zunichst der
gelbe und dann auch der griine Stamm iibertragen werden kann. Hier macht sich
wahrscheinlich eine historisch gegebene Beziehung, eine uralte Angewohnheit beider
Stdmme an die Koexistenz geltend. Wir nehmen daher an, dass diese Erscheinungen
komplizierter sind, als frilher angenommen wurde, und ein weiteres Studium er-
forderlich machen.

Zusammenfassung

Mc Kinney und Thung haben nachgewiesen, dass bei Tabakpflanzen, die mit
einem milden VIM-Stamm infiziert waren, ein anderer, kriftig wirkender Stamm
desselben Virus keine Erkrankung mehr hervoruft, sofern der milde Virusstamm
bereits in alle Pflanzenteile eingedrungen ist. Mathews erbrachte den Beweis, dass
bei Kreuzinokulation der Schutz der Pflanzen von der serologischen Verwandschaft
der Stdmme desselben Virus abhéingt. Best wies darauf hin, dass ein milder Stamm
des Lycopersicum virus 3 zwar Pflanzen vor einem schweren Stamm schiitzt,
trotzdem aber eine bedeutende Ertragsverminderung bewirkt, die allerdings geringer
ist als bei den nur mit einem schweren Virusstamm infizierten Pflanzen.

Es wurde mit den Stimmen VTM Typ, VIM C, mit dem neuen ,»farbigen
Alke-Stamm des VIM (weiter VIM AL) und mit dem aus letzterem entstandenen
»Streifen““-Stamm (weiter VIM S) experimentiert. Je niher das Verwandtschafts-
verhdltnis der Staémme war, desto grésser war die Schutzwirkung der Kreuzinokula-
tion fiir die Pflanzen. Eine wechselseitige Schutzwirkung bestand nur zwischen den
Stammen VIM Al und VIM 8, nicht aber zwischen den Stammen VIM Typ und
VIMAL und ebensowenig zwischen VIM C und VITM AL, obzwar sich die beiden
letzteren Staimme symptomatisch dhnlich sind. Wo es dennoch zu einem ,,Schutz‘*
kam, war dieser nur scheinbar; eine echte Schutzwirkung ergab sich nur zwischen
den Stammen VIM AL und VTM S.

Bei Kombination zweier Stamme (VIM AL plus VIM Typ, VIM C plus VTM Typ,
VIM S plus VIM Typ) kam es bei Kreuzinokulationen zum Vorherrschen der Symp-
tome eines der beiden Stimme, in der Regel des VIM Typ. (Die Kreuzinokula-
tionen wurden vor oder nach Manifestation der Initialsymptome der systemischen
Infektion oder nach systemischer Erkrankung der ganzen Pflanze an dem zuerst
inokulierten Stamm durchgefiihrt.) Das Endstadium der Erkrankung verlief in
diesen Fallen leichter als nach alleiniger Infektion mit dem schweren Stamm.
In allen Fillen, wo ein Stamm scheinbar von einem anderen ,»verdrangt* wurde und
wo VIMAL, VIM C oder VIM 8 bei der vorher mit VTM Typ inokulierten Pflanzen
keine charakteristische Symptome hervorriefen, konnte die Anwesenheit dieser
Stémme in der Pflanze mit Detektionsinokulation auf Physalis alkekengi nach-
gewiesen werden, die spiter typische Dekolorationserscheinungen aufzeigte. Die von
den Umweltbedingungen abhingige ,,Verdringung*‘ des einen oder anderen Stammes
war oft nur von voriibergehender Art.

Wurde fiir das Inokulum ein Gemisch zweier Stimme verwendet, so trat die An-
wesenheit beider Stdmme im Krankheitsverlauf symptomatisch in Erscheinung,
wobei in einigen Fillen die Symptome des VIM Typ vorherrschten. Auch hier konnte
die Anwesenheit des VTM AL und VTM C-Stammes durch Inokulation auf Physalis
alkekengi nachgewiesen werden. Der Erkrankungsverlauf war bei Inokulation mit
dem Gemisch eines schwach und kriftig wirkenden Stammes im Endstadium oft
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leichter als nach alleiniger Infektion mit einem kriftigen Stamm. Die Zahl der
Lasionen bei Nicotiana glutinosa war bei Inokulation gemischter Stimme ge-
wohnlich niedriger als bei Inokulation eines einzigen Stammes.

Die Tatsache, dass in Pflanzen Gemische von Virusstimmen bestehen konnen,
ist unbestreitbar und kann damit erklirt werden, dass ein Teil der Viruspartikel sich
verandert oder dass nach vorangegangener Infektion mit einem Stamm eine Neu-
infektion mit einem weiteren Virusstamm hinzukommt.

Fiir die Erklirung des Vorhandenseins oder der Koexistenz verschiedener Stamme
diirfte der Hinweis auf die Verwandtschaft der Stémme nicht ausreichen. Aus einigen
Erfahrungen kann geschlossen werden, dass sich auch ein historisch gegebenes Ver-
hiltnis, eine uralte Angewohnheit der Stimme, bei ihrer Koexistenz geltend machen
kann.

(Bildtafeln XXXIX, XL)
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3ameyaHus MO BOMPOCY WHTepdepeHNUu ITaAMMOB BUpyca
rabaynoii Mosamxu

I[. BIATTHBHIN
Pesiome

McKinney (1929) u Thung (1931) mamsm, 9r0 pacrenms TabGaka, 3aboJieBmme
yMEpeHHEIM mMTaMMOM BHpyca Ta6aunHoil mosamkm (BTM), me 3aGozesalor yixe
APYrof, Tsamea0i popMoi TOro jKe BEpyca. ITO OTKPHITHE UCIOIbL3YeTCA A onpese-
nenws pojcTBenHocTd Bupycos. Matthews (1949) norasa, gro, YeM mTaMMHE OJXHOTO
M TOTO jKe BAPYCA CEPOTOTHYECKH B3aWMHO OiMsKe APYr K XPYry, TeM Oonbme oHH
3ANMIMAIT PAacTeHNWe NPY IepeKpecTHOH mpmBEBKe. ME M3yaaeM STOT BOIPOC y He-
rKotopuix mramMoB BTM ¢ 1953 r. Hacrosimee coobmerme 06 sTmx paborax Asjsgercs
TIpefBapUTEIILHEIM.

MartepuasioM HaM CIIYKUNE 4 mTaMMa: OGHIKHOBEBHAS MO3aHMKa Tafaka (THNHYHEIA
BTM — TYP); Alke-mramm (BTM-AL), Beinenenssit m3 Physalis franchettii;
obpasyomnit mosockr mramM (BTM-C), monywemnmit myrem mamenenms Alke-
mramma Ceo6opopoit, 1 C-mramm (BTM-C), mo6esno mpepocraBnenHunil HaM Hum-
soBcKuM, oT Haccamnca ua PorammTenra. Tak e, xak 1 BTM-AL u BTM-C, oH BH-
3piBaeT cHibHOe ofGecnBeunmBanme (moGesenme) y Physalis alkekengi m Physalis
franchettii. BTM-S srsmBaer y Physalis alkekengi Tonpko merkoe skenroBaroe
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obecuseunBanue. [lna BTM-TYP Physalis alkekengi sBasiercst GeccnMmToMHBIM
HOCHUTEIIEM.

IlpaMensinuch cieyiomue MeToME! npusnBky: A. [IpmBuBka ogmuM mTammowm,
HepepeB [0 TOABJIEHHA NEPBUYHEIX HPA3HAKOB ¥ IPUBABKA BTOPLIM INTAMMOM.
b. [TpuBuBKa OfHIM MTAMMOM X ellle JIO NO5BIJIeHHS IePBUYHEIX IPH3HAKOB T PUBUBKA
BTOPBIM INTaMMOM. B. IIpuBmBKA OfHHM HITAMMOM M NOCJe INOABICHHA CUCTEMH-
YeCKOoro 3afojieBaHMsA DPUBMBKA BTOPHM mrtamMoM. I'. TIpuBHBKA CMechlo JBYX
MITAMMOB B Pa3JIMYHBIX KOHIEHTPAI[HAX.

ITpumenssca abpasus, — HopMamnbHEIL Kap6opyHOBsI mopomor. KomuyecTso
IPABATHIX PACTeHMI IPU Pa3IHYHHX OMEITax KodeGanoch or 20 mo 50 pacTeHmit
Nicotiana tabacum Samsun. [[na mepesapasenms HpUMeHSIICA Beeria KapOopyHz
M B pa3muyHbIX ciaydanax no 10—20 pacrenuit Physalis alkekengi.

Ans perexnmnm «upernsix mrammony (BTM-AL, BTM-C, BTM-S) I PUMEHANNCH
mononsle cesinnbl Physalis alkekengi. HawmGonee ry0uTebHO Ha HHUX [eHcTBYyer
Alke-mramm.

Pesyavmamut

1. a) Ilpu ucmonbzoBanum MeronoB A n B okasmiBanocs, uto BTM-AL ne sauu-
maet or BTM-C, a BTM-C He 3ammumaer or BTM-AL.

0) llpm ucnonpsosarum Merona 5 Gouio ycragosieHno, uro BTM-C ne sammmaer
or BTM-TYP, a BTM-TYP me 3ammmaer or BTM-C.

B) llpn npumenennu meronoB A, B, B Buscumioch, uro BTM-AL samummaer
ot BTM-S, a BTM-S samumaer or BTM-AL.

r) Hpu mcmompsoBanuu merogoB A, B, B 6mno yeramoBmeso, uro BTM-TYP
He 3amunmaer H1 oT BTM-AL, un or BTM-S. Ecan ¢ nomomsio MeTosia B npusHaku
BTM-AL i BTM-S He nposiBIamuch, T0 OPUCYTCTBUHE BTHX INTAMMOB B PacTeHHH
TabaKa MOKHO ObIBAJIO BHABMTH C HOMOMmBIO TepesuBkH Ha Physalis alkekengi.

1) Ilpu nenonesosanun metonoB A, B, B 6buto naiineno, uto BTM-AL 1 BTM-S
He zamummant or BTM-TYP.

13 crasasHOro MORHO cjienath saKkmouesue o 6an3Koi poacrBenHoctu AL-mramma
¥ S-mramma (Bo3HmKmero u3 AL-mraMma) u, HaNpoTHB, O MeHee GIM3KOI POXCTBCH-
HocT AL-mramma u S-muramma ¢ BTM-TYP, xax u AL-mramMa ¢ C-muraMmMoM, xoTa
o6a mociefHMe OYeHb MOXOKHM APYT HA APYTA 1O CUMITOMAM (HO He 10 PUAMOJIOTHH:
AL-mramu ropasno onachee jiA pacrenuit, sem C-mramm).

2. llpu ucnonszoBanimu MetonoB A, B u B B pafe ciydaeR GbIIO YCTAHOBIEHO
npeobiaganne OJHOrO MITAMMa HAJ apyrnM. B kombGunamnn ¢ AL-mramMmmom, S-mram-
mMoM win ¢ C-miraMmmMoM B GonbmuHCTBe ciyuaeB nobemxpan BTM-TYP. Teuenue
3aboJleBanysl TIPH TaKMX KoMOWHANMAX GHIBANO B KOHMUE KOHIOB ciabee, ueM mpy
3a60NeBaHUM OJHUM TONBKO CHJIBHBIM mTaMMoM (AL-mramMmom wuim C-mmraMMoM).
CrMnTOMaTOIOrMYeCKOE (BBHITECHEHHE» OJHOTO INTaMMa JAPYTHM OHIBAJIO TOIBKO Ka-
AKYIMMCes. ITO IIOKA3aJla leTeKIMOHHaA npuBuBKa Ha Physalis alkekengi: B pactenun
cofeprasich u AL-mramm 1 C-mTaMM, HO WX IpPU3HAKM OBUIM CKPHITHL. Eciu ke
BTM-TYP npeoGnajan B cpaBHeHUHU ¢ S-HITAMMOM, TO TeUeHMe 3a00JIeBAHMAA B KOHEY-
HOM cYeTe ObIBAJIO Tsseliee, YeM IpU 3a00JieBaHMM OJHEM TOIBKO 00pa3yomuMm
nonocku mrammoM. Ilpmuunoii mpeBanmupoBanus opsoro mramma (BTM-TYP) mora
Obt OBITH ero Goslee BHICOKAA 3aPa3HOCTh B CPABHEHHM C IPYIHMH, B3ATHIME JIA
onnToB mTamMMaMu (xota AL-mramm n C-mraMm mast pactenns onacHee, a S-mraMM,
Hanpotus, MeHee onaced, yeM BTM-TYP).

3. Ilpu metoyie I' (cMech yMEPEHHOTO M OMACHOTO IMTAMMOB MJIH OTACHOTO M MEHee
OIIaCHOTO ITaMMOB) Pa3BUBaBIIeecd 3a60eBaHIE HOCHIIO MPUBHAKK 060MX MTAMMOB.
Ecsw B cmecn npucyrersoan BTM-TYP, 1o wrorna ero npmsHaku 1peo6iafaiy.
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Ho u B atux cayyaax Haguume AL-mramma mim C-mramma MokHO GHIIO KOKasaTh
uyrem nepesuBkE Ha Physalis alkekengi. Tegenne 3afoseBaBus cMeCTHIO CHIIBHOTO
7 ciaboro mTaMMOB B KOHeYHOM cuere GmBano gacto ciaGee, ueM saGoneBanme
OIHEM TOJIBKO cHNIBHEIM mTamMmoM. HoimuecrBo msiten Ha smcThax Nicotiana gluti-
nosa, IPUBHTOR COKOM KOMIIOKCHO 3apaseHHHX pacremmil Nicotiana tabacum
Samsun, OHBal0 Takde MeHbINe, 9eM KOJAYEeCTBO NATEH OT COKA KOHTPOJBHBIX
pacTenmil, 3apaykeHHHX ToJbKO mrammamu BTM.

Best (1954) ycramoemin, urto y «GpOH30BOCTH» TOMATOB «yMepeHHH» mramm E,
XOTA U 3aIIMIIAET PACTEHME OT «Tsesoro» 3a6oieBamA mraMMoM B, HO npm Taxod
«3amuTe» Bce ke HAOONaercA 3HAYATEJbHOe CHEKeHHe yposkaidmoctm. Ilpm sroM
yporKail «3aIMHAIMeHHHX) TAKAM 00pasoM pacTeHmit GEBaj Bee jke BRIIE, YeM ypoxal
pacrennit, GOMBHEIX OJHEM TOJLKO «TsKeJEM» mTamMoM. Taxoe sxe feiicTBae HaGIL0-
JIaJIoch ¥ IPHM NPUBEBKE CMEChI0 00OMX INTAMMOB.

Mo crapoit TeopuH, YPOKail PACTeHHsA, BAPAKEHHOIO YMEPeHHHM INTAMMOM,
3aIAINAIOMAM ero OT 3a0ojleBaHHS TAMKEJAKM IITAMMOM, IPAKTHIECKHA COBCEeM He
noiKeH GRul GBI majaTh. Ilpnm HAmMX ONKITAX, €CJIH yYMEPeHHH mTaMM HOGe:man
TSKeJIBIi, KAK B OPA IPEBABKE CMEChI0 YMEPEHHOTO U TAKEJIOro IMTAMMOB, PacTeHHe
ONBaIO Ja’ke MeHbIDE IOPa)KeHO, 4YeM NPH NPHBHBKe ONXHAM TOJBKO THKEJHIM
INTaMMOM.

(aKr, 9TO CYWECTBYIOT CMecH IMTaMMOB BHPYCOB B PACTeHHAX, HEONPOBEP:KMM.
Takme cMecH MOI'YT BO3HHKAThH HJIA IyTeM M3MEHEHWs YacTA BAPYCHHIX YaCTHN, HJIM
cKOpee IyTeM 3apajKeHHMs HOBHM HTAMMOM IOCJe IPeABaPHTENLHOTO 3apPaKeHHA
nepBuM mTaMMoM. 110 OIKTY ¢ pacTeHHAMA B IPHUPOJE, CKOPee MOKHO NPeNoJaraTh
B PACTeHHH COCYHIECTBOBAHME HECKOJIBKAX ITAMMOB, 9YeM IPHCYTCTBHe TOJBKO
onaoro mrammMa. Ho mosToMy TakyKe MOKHO OKHJIATh, 9TO 3aPAKEHHOe OJHAM MTaM-
MOM pacTeHHe TocNie EHPEKIHY BTOPHM MTIAMMOM CKOpee TOke IM 3aGoseBaer (JeM
9T0 OHO He 3aboieBaer).

3a MK TPOTHB COCYIIECTBOBAHMA B PACTeHHH Pa3jM4HbLIX MTAMMOB OHOTO H TOTO
’Ke BEPYcA eBa JI MOKHO BHICKA3HBATHCA HAa OCHOBAHME TOJIBKO OJHOI'O KPHTOPHA
poncTBerHOCTH. JHeNTHE ¥ 3eeHHH MTaMMH GIM3KO DPONCTBEHHE MMy COOOMH.
Ho Schmelzer (1955) neperec Ha oxHO 7 TO sxe pacrennme Cuscuta sp. cHauama Kell-
THIA, a IOTOM 3ejleHH mTaMM. MO)KHO IpeANOJIaraTh, 4YTO 3[eCh HIPOABIAIOTCHA
M HCTOPHYECKH CJIOKMBIIHECA OTHONIGHM#A, N@BHAA TPHCHOCOGIEHHOCTh 06OHX
IMTaMMOB K COCYIIEeCTBOBAHHIO.

Bo BesKOM cilydae, 3TH ABJGHHAS CBHAETENBCTBYIOT O HANMYME 0cobHX gopM co-
CYIeCTBOBAHAA B PACTeHHY PA3JIMYHEIX IITAMMOB OGHOTO W TOTO ke BEpyca. MMes
g ofmee, M NMPAKTHIeCKOe 3HAYEHMe, OHM 3aCIyHMBAIOT AAJbHEHIero M3ydYeHH.

363

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500019-5



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500019-5

FOLIA BIOLOGICA

Tom. II. (1956) — Fasc. 6

Anatomisch-zytologische Studie iiber die Plastiden
der Vegetationspunkte

V. SOSNOVA
Biologisches Institut der Tschsl. Akademie der Wissenschaften, Abteilung fiir Pflanzenphysiologie, Praha

Eingelangt am 25. 8. 1956

Eine notwendige Voraussetzung fiir das Studium der Photosynthese ist die
Kenntnis der Morphologie, Physiologie und Genetik der Chloroplasten. Auch wenn
die &ltere und neuere Literatur reich an Arbeiten ist, die sich mit der Verteilung der
Chloroplasten in den verschiedenen Pflanzenorganen, vor allem in den Bléittern
befassen, so gibt es nur wenig Arbeiten, die den Chloroplasten in den Zellen der
Vegetationspunkte im Verlaufe der Pflanzenentwicklung gewidmet sind. Unsere
Arbeit ist bemiiht, die Beziehung zwischen den Chloroplasten und dem morpho-
logischen Zustand des Vegetationspunktes von der Keimbildung bis zur Entstehung
der Reproduktionsorgane zu untersuchen.

Methodik

Die Losung der hier gestellten Aufgabe beruht auf der Methodik. Vor allem war es die Unterscheidung
der Chloroplasten von den Leukoplasten, welche die erste Voraussetzung bildete fiir die weitere For-
schung, d. i. fiir die Untersuchung der Chloroplasten in den Vegetationspunkten.

1. Mikrochemische Chlorophyllpriifungen. Als Versuchsmaterial diente Triticum wvulgare Vill., Sorte
»Chlumeckd 12°; Testpflanzen waren Chlorophytum cornosum var. variegatum Hort., Agapanthus
umbellatus L'Herit, Begonia semperflorens mobilis Ldl. Die Unterscheidung der Plastiden und Chloro-
plasten erfolgte auf mehrere Arten. Unser hauptséchlichstes Bestreben war darauf gerichtet, das Chloro-
phyll in den Plastiden in Gestalt einer unléslichen Verbindung zu fixieren, die den spéteren mikro-
technischen Operationen standhalten wiirde. Zur Gewinnung von Phaeophytin beniitzten wir verschie-
dene Siduren (Essig-, 209ige Trichloressig-, Oxalwein-, Chlorwasserstoff- und Pikrinsiéure, gesiittigt>
Wasserl6sung), zur Chlorophyllgewinnung Hydroxyde (Baryum-., Kalzium- und Aluminiumhydrat).
Als Fixierungsmittel wurden auch die Salze von Schwermetallen (Uranylazetat, Uranylnitrat, Blei-
oxydazetat, Kadmiumchlorid-Kisser 1940) beniitzt. Ausprobiert wurden auch kombinierte Fixierungen
nach Ripart-Petit, Temper, Holland, ferner Gemische von Pikrinséure-Sublimat und Formol-Ammoniak
sowie eine physikalische Fixierung (sog. freezing-drying), iiber die bereits berichtet wurde (Uhlik 1955).
Sémtliche Fixierungen wurden in den verschiedensten Kombinationen gepriift.

Nach den oben erwihnten Fixierungen wurde eine Reihe von Uberfithrungsmitteln angewendet,
und zwar 96%,iger Athylalkohol, Azeton, tertidres Butanol, Dioxan, Isopropylalkohol, n-Butanol, Tetra-
chlor, Toluen, Xylen, Anilin, Benzen, Chloroform und Terpentin. Die verarbeiteten Prédparate wurden
in Paraffin, Karbowax R 1000 (Wade 1952) und in verschiedene Seifentypen oder in Stearsiure ein-
gebettet.

Von den Fixierungen bewéhrte sich am besten eine kochende Losung von Kaliumbichromat (Neu-
mayer 1922), das mit dem Chlorophyll einen weder in Alkohol noch in Xylen 19slichen Niederschlag
abscheidet. Auch in Paraffin ist dieser Niederschlag stabil. Der Nachteil dieser Methode besteht in der
wenig deutlichen griinen Farbe in den Chloroplasten und teilweise auch in einer Deformation der Zellen
durch den Sud.

Alle diese Methoden waren jedoch wenig befriedigend, da keine bei Fixierung, Einbettung u. dgl. voll-
kommen beweiskréftig und ohne mégliche Fehler war. Wir wandten uns daher schliesslich der bisherigen
Standardmethode mit dem Fluoreszenzmikroskop zu, die allgemein zum Chlorophyllnachweis verwendet
wird. Wir sind uns allerdings dessen bewusst, dass auch diese Methode das Unterlaufen von Fehlern nicht
ausschliesst (Radley 1939).
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2. Untersuchung des Chlorophylls in den Vegetationspunkten. Als Versuchsmaterial dienten vier
Woeizengattungen des tschsl. Sortiments, und zwar ,PoZehnand als Winterfrucht, ,,Chlumeckd 12*
als Halbwintersaat, ,,Niva‘ als Sommergetreide und ,,leské presivka’* (Wechselweizen). Das Material
wurde einerseits zu mikroskopischen Dauerpréparaten verarbeitet, andererseits unter dem Fluoreszenz-
mikroskop untersucht.

Bei dem ersten Verarbeitungsmodus wurden die Muster fortlaufend jeden zweiten Tag entnommen
und aus jeder Serie fiinf Sprossvegetationspunkte auspripariert, die durch 24 Stunden mit dem Gemisch
nach Helly fixiert, auf 48 Stunden in gesittigte Kaliumbichromatlésung (37 °C) eingebracht, 24
Stunden in fliessendem Wasser ausgewaschen und mit der tertiiren Butanolreihe in Paraffin iiber-
filhrt wurden. Die Befreiung der Priéparate von Paraffin erfolgte mit der Xylol-Alkoholreihe in die eine
Jodlésung in 70 9Yigem Alkohol und eine 2%ige unterschweflige Natriumthiosulfatlosung eingebracht -
wurde. Die Priéparate wurden mit dem Regaudschen Himatoxylin gefirbt. Die Differenzierung wurde
derart gelenkt, dass die Korner vollkommen schwarz und die Kérnchen in ihnen unsichtbar blieben.
Bei der Sorte ,,Chlumeck4 12°° wurde ausserdem noch eine Modifikation angewandt, indem die Pri.
parate der Vegetationspunkte nach Beizung in 5%igem Alaun mit 19%iger Bordeaux R-Wasser-
16sung durch 30 Minuten vorgefirbt [subtraktive Fiarbungsmethode nach Heidenhain (Wolf 1954)]
und erst dann mit dem Regaudschen Himotoxylin behandelt wurden. Als Uberfithrungsmittel in
Balsam wurde n-Butanol und Xylen benutzt.

Die zweite Verarbeitungsmethode bestand darin, dass die ebenfalls jeden zweiten Tag entnommenen
Sprossvegetationspunkte ausprépariert und unter dem Reichertschen Standard-Fluoreszenzmikroskop
ssLux UV* untersucht wurden. Die Chlorophyllstrahlung wurde farbig eingezeichnet.

Auf Grundlage der im Jahre 1954 erzielten Ergebnisse arbeiteten wir im folgenden Jahre nur mit der
Sorte ,,Niva‘‘, um durch Verwendung einer grosseren Zahl von Préparaten die zytologische Forschung
zu vertiefen. Das Material wurde wiederum auf zweifache Weise verarbeitet, nur erhohte sich die Zahl
der entnommenen und untersuchten Vegetationspunkte auf das Doppelte. Gleichzeitig wurden immer
10 Vegetationspunkte mit dem Gemisch nach Helly (gleicher Vorgang wie i. J. 1954) und 10 Vegetations-
punkte mit dem Gemisch nach Zirkle unter Beisatz von Formaldehyd (O’Brien 1951) fixiert, und zwar
zum Vergleich beider Fixierungen, da zwischen ihnen ein gewisser Unterschied festzustellen war. Wir
nehmen an, dass dieser Unterschied durch das Quecksilber bedingt ist, der die Eiweissstoffe ausfillt.
Die Firbung der Priparate erfolgte mit dem Regaudschen Héamatoxylin, mit einem Gemisch von Héma-
toxylin und Bordeaux R, nach Milovidov (1928), nach Altmann (Romeis 1948) und mit Silberimprégnie-
rung, die Uberfithrung in Balsam mit Isopropylalkohol und Xylen.

Nach festgestellter Ubereinstimmung der mikroskopischen Dauerpriparate und der Priparate unter
dem Fluoreszenzmikroskop wurde der Versuch so angeordnet, dass die kurz mit dem Fluoreszenz-
mikroskop untersuchten Vegetationspunkte fixiert und aus ihnen farbige Dauerpriparate angefertigt
wurden. Diese Methode ist allerdings derart schwierig, dass sie nach Ausscheidung der mechanisch und
durch UV-Bestrahlung beschiidigten Préparate nur in wenigen Fiillen erfolgreich war.

Experimentelles

Die im Jahre 1954 begonnenen Versuche an vier Sorten mit verschieden langer
Vegetationsdauer erbrachten folgende Ergebnisse. )

Die Sorte , Niva‘ besitzt morphologisch gut ausgeglichene Vegetationspunkte,
in denen aber das Chlorophyllvorkommen sehr unregelmissig ist. So macht sich
z. B. am 1. 6. in den Vegetationspunkten eine deutliche Differenzierung der Ahrchen
und eine intensive Rotfluoreszenz fast in der ganzen Achsenlinge bemerkbar.
Manchmal sind die Plastiden an der Basis des Vegetationspunktes anwesend, bei
anderen reichen sie bis zur Hilfte der Ahrenlinge. Daneben kommen aber auch
Vegetationspunkte derselben Serie vor, die zwar gleichfalls Ahrchen aufweisen,
aber unter dem Fluoreszenzmikroskop iiberhaupt nicht rot leuchten. In der Serie
vom 5. 6. befand sich gleichfalls ein ziemlich differenzierter, aber nicht rotleuchtender
Vegetationspunkt.

Die Sorte ,,Chlumecka 12 besitzt morphologisch gut ausgeglichene Vegetations-
punkte mit einem ziemlich regelméissigen Chlorophyllvorkommen, das schon inder
Serie vom 1. 6. deutlich in Erscheinung tritt. Die Serie vom 15. 6. weist bereits eine
Differenzierung der Ahrchenanlagen auf und die Rotfluoreszenz erstreckt sich fast
bis zum Ende des Vegetationspunktes, an dessen Basis Plastiden erscheinen. Alle
Vegetationspunkte mit differenzierten Ahrchenanlagen leuchten rot.
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Bei der Sorte ,,Cesks, presivka‘ ist die Entwicklung der Sprossvegetationspunkte
ziemlich unausgeglichen. Die Rotfluoreszenz war erst bei der Serie vom 17. 6. wahr-
nehmbar, wo die Vegetationspunkte in ihrer ganzen Linge rot leuchteten. Bei den
mikroskopischen Dauerpriparaten aus dieser Serie wurden Plastiden bis zu einem
Viertel der Linge des Vegetationspunktes beobachtet.

Die Sorte ,,PoZehnani‘‘ weist eine ginzlich andersgeartete Entwicklung auf,
da die Vegetationspunkte wihrend der ganzen Versuchsdauer im Zustand der
Ausbildung von Blattanlagen verharrten. Eine Rotfluoreszenz wurde iiberhaupt
nicht beobachtet.

Im folgenden Jahre (1955) konzentrierte sich die Forschung auf die Sorte ,,Niva“,
um die ¥Frage der Plastidenentwicklung eingehender beantworten zu kénnen.

Beschreibung der einzelnen Beobachtungen

Die Untersuchung der Vegetationspunkte mit dem Fluoreszenzmikroskop begann
am 20. Tage nach der Aussaat (25. 4.), an dem die Blitter bereits die Koleoptilen
durchbrochen hatten. Das Leuchten war klar blau. Bei den Dauerpriparaten aus
dieser Serie wurden mitochondriale Strukturen gefunden.

Die zweite Beobachtung erfolgte erst am 2. 5. Die einzelnen Vegetationspunkte
unterscheiden sich voneinander und konnen in drei charakteristische Gruppen ein-
geteilt werden. In der ersten Gruppe befinden sich solche, die von den ersten Blattern
eingechlossen sind, in der zweiten sind die Blattanlagen auf der sich verlingernden
Achse des Vegetationspunktes sichtbar. Die dritte Gruppe unterscheidet sich von
der zweiten durch eine grossere Verlingerung des Stengels. Die Fluoreszenz ist bei
allen Vegetationspunkten blau. Bei der zytologischen Verarbeitung der Dauer-
préparate wurden Mitochondrien und in zwei Fillen in den Basalzellen des Vegeta-
tionspunktes Gebilde festgestellt, die als Proplastiden angesehen werden konnen.

Die dritte Serie wurde am 4. 5. verarbeitet. Die Vegetationspunkte verlingerten
sich und die Fluoreszenz war bei den einzelnen Vegetationspunkten unterschiedlich,
da diese in sechs Fillen klar blau, in drei Fallen an der Basis rot leuchteten. In einem
Falle reichte die Rotfluoreszenz bis zur Hilfte der Gesamtlinge.

Die Serie des nachstfolgenden Tages (5. 5.) befand sich praktisch auf derselben
Stufe der morphologischen Entwicklung. Fiinf Vegetationspunkte leuchteten klar
blau, bei zweien war ein rotes Leuchten an der Basis bemerkbar, zwei weitere leuch-
teten bis zur Halfte ihrer Linge orange, ein weiterer praktisch in der gleichen Linge
rot. Bei den Dauerpraparaten liessen sich zytologisch charakteristische Mitochon-
drien bestimmen. In einem Falle wurden an der Basis Proplastiden in Form ver-
dickter Stabchen beobachtet. Bei einem Vegetationspunkt wurden Plastiden in den
Zellen ungeféahr bis zu seiner halben Linge gefunden.

Die Serie vom 6. 5. war unter dem Fluoreszenzmikroskop ziemlich unausgeglichen.
In sechs Fillen leuchteten die Vegetationspunkte klar blau, in zweien an der Basis
rot und in einem reichte die Rotfluoreszenz bis zu einem Drittel der Lénge.

Am 7.5. war bereits eine wesentliche Verlingerung der Vegetationspunkte
bemerkbar, die wiederum unausgeglichen fluoreszierten, und zwar leuchteten sechs
blau, zwei an der Basis gelborange, einer an der Basis rot und ein weiterer bis zu
einem Drittel der Lange ebenfalls rot. In den basalen Zellen eines Vegetationspunktes
wurden zytologisch hornchenformige Proplastiden festgestellt, bei einem anderen
kamen diese Proplastiden in den Zellen eines Drittels der Lénge vor.

Bei der Serie vom 8. 5. machte sich bei vier Vegetationspunkten ein gelb-orange-
farbenes Leuchten bemerkbar, ein weiterer leuchtete rot in zwei Dritteln seiner
Liange, zwei fluoreszierten rot in ihrer ganzen Léange und schliesslich zwei andere blau.
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In den Zellen der Dauerpriparate waren Proplastiden von verschiedener Form
wahrnehmbar.

Die Vegetationspunkte vom 9. 5. waren praktisch in ihrer morphologischen Ent-
wicklung gleichbleibend. In vier Fillen konnte eine Rotfluoreszenz iiberhaupt nicht
verzeichnet werden, die iibrigen Vegetationspunkte leuchteten rot, und zwar drei
an der Basis, einer in drei Vierteln der Liénge und zwei in der ganzen Linge.
Die zytologische Untersuchung zeigte wie am Vortage wiederum verschieden ge-
formte Plastiden.

Bei der Serie vom 10. 5. leuchtete ein Vegetationspunkt unter dem Fluoreszenz-
mikroskop iiberhaupt nicht rot, die anderen fluoreszierten rot, davon sechs an der
Basis, zwei ziemlich schwach in zwei Dritteln und einer sehr intensiv in der ganzen
Linge. Die zytologische Untersuchung der Dauerpriparate erbrachte bei dieser
Serie zum ersten Male an der Basis véllig typische Plastidenformen. ‘

Am 11. 5. fluoreszierte ein Vegetationspunkt wiederum nicht rot, sieben schwach
in ihrer ganzen Lénge, zwei im gleichen Ausmass sehr intensiv. In den Zellen der
Dauerpriparate konnten an der Basis charakteristische Plastiden, am Ende des
Vegetationspunktes verschieden geformte Proplastiden beobachtet werden (Abb.1).

Bei der Serie vom 12. 5. leuchtete ein Vegetationspunkt nicht rot, die anderen rot,
und zwar zwei an der Basis, drei zur Halfte und fiinf intensiv in der ganzen Lénge.
Die charakteristischen Plastiden befanden sich an der Basis und riickten von hier
entlang der Sprossachse bis zu einem Drittel der Linge vor.

Am 13. 5. leuchteten rot alle Vegetationspunkte bis zu drei Vierteln der Lénge
mit Ausnahme eines einzigen, der nur an der Basis leuchtete. Ein Vegetationspunkt
fluoreszierte iilberhaupt nicht rot. Das zytologische Bild war dasselbe wie bei der
Serie des Vortages.

Bei der Serie vom 14. 5. begannen sich bei den Vegetationspunkten Ahrchen-
anlagen (sog. double ridges) zu differenzieren. In vier Fallen konnte eine Rotfluores-
zenz in der ganzen Achsenléinge, in zwei Fillen ein schwaches Leuchten in zwei
Dritteln, in zwei weiteren an der Basis beobachtet werden. Das zytologische Bild
blieb im allgemeinen unveréndert, nur breiteten sich die fertigen Plastiden bis zur
Halfte der Vegetationspunktes aus. .

Die Serie vom 16. 5. zeigte unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einem Vegeta-
tionspunkt ein gelbes Leuchten in der halben Linge, drei Vegetationspunkte leuch-
teten schwach rot zu drei Vierteln und weitere drei intensiv rot in der ganzen Lange.
In einem Falle erschien eine Rotfluoreszenz auch bei den sich entwickelnden Ahrchen
entlang ihrer Achsen. Typische Plastiden in den Zellen konnten in der ganzen Linge
des Vegetationspunktes beobachtet werden.

Auch bei der Serie vom 18. 5. leuchtete ein Vegetationspunkt nicht rot, ein wei-
terer nur schwach bis zur Halfte; die iibrigen fluoreszierten rot in ihrer ganzen
Achsenlinge. Das zytologische Bild war dasselbe wie am Vortag (Abb. 2). ;

Bei der Serie vom 20. 5. konnte bei allen Vegetationspunkten eine intensive Rot-
fluoreszenz beobachtet werden. In sieben Fillen war eine Zickzackkrimmung der
Achse bemerkbar. Bei den zytologischen Priparaten konnten wiederum verschiedene
Plastidenformen in den Zellen der Ahrchenanlagen beobachtet werden. '

Die letzte Serie vom 23. 5. enthielt Vegetationspunkte, die in ihrer ganzen Lénge
rot fluoreszierten und eine betonte Zickzackkriimmung der Achse aufwiesen. Das
zytologische Bild war mit dem der Serie vom 20. 5. iibereinstimmend (Abb. 7—10).

Ein Vergleich der Beobachtungen unter dem Fluoreszenzmikroskop mit dem glei-
chen fixierten ‘'und gefirbten Priparat bestitigte unsere fritheren Befunde bei
Priiparaten derselben Serie. Das zytologische Bild ist allerdings unmerklich gestort,
sodass sich teilweise eine Verklumpung der Mitochondrien und Plastiden bemerkbar
macht, die etwas an die Fixierung nach Helly erinnert. An der Achse ist in der Hohe
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der ersten Blattanlage zum Unterschied von den Mitochondrien eine Verdickung
der Plastiden bemerkbar. Das Chlorophyllvorkommen in diesem Zeitpunkt diirfte
den Befunden von Alvarado (1923), Jutta von Loui (1930), Guilliermond (1941)
und Strugger (1950) entsprechen.

Diskussion und Zusammenfassung

Abschliessend kann gesagt werden, dass wir irgendeinen einfachen Zusammenhang
zwischen dem morphologischen Zustand des Vegetationspunktes und dem Chloro-
phyllvorkommen nicht feststellen konnten, wie dies vielleicht auf den ersten Blick
vorausgesetzt werden konnte. Zwar sind in der Mehrzahl der Fille die Vegetations-
punkte bereits zur Zeit der Differenzierung der Ahrchenanlagen chlorophyllihaltig,
doch fanden wir, besonders bei der Sorte Niva, auch Ausnahmen. Diese Tatsache
weist darauf hin, dass die Beziehung zwischen dem Erscheinen des Chlorophylls
und der weiteren Entwicklung der Ahre nicht so einfach ist, wie Melnikov (1936, zit.
nach Gjubbenet 1953) annahm. Seiner Ansicht nach miisste das Chlorophyll in den
Vegetationspunkten immer bereits vor Differenzierung der Ahrchenanlagen enthalten
sein. Andererseits kommt dem Chlorophyll in der Entwicklung des Vegetations-
punktes eine zweifellos wesentliche Bedeutung zu, wie bei der Sorte ,,Pozehnani‘
gezeigt wurde, wo in keinem einzigen Falle Chlorophyll in den Vegetationspunkten
nachgewiesen werden konnte. Daraus kann auf eine weitaus breitere Einbeziehung
der Chloroplasten in den gesamten Stoffwechsel geschlossen werden.

Bemerkenswert ist die Unausgeglichenheit der Rotfluoreszenz bei den einzelnen
Vegetationspunkten derselben Serie. Man konnte annehmen, dass dies durch die
getinge Zahl der untersuchten Individuen (n) verursacht ist, doch es verhilt sich
nicht so. Abgesehen davon, dass die anspruchsvolle Methodik die Verarbeitung einer
grosseren Zahl nicht zuldsst, ist dies auch fiir die Zwecke einer zytologischen Unter-
suchung gar nicht notwendig. Das Kriterium der Ausgeglichenheit bildete der
anatomisch-morphologische Zustand der Vegetationspunkte. Experimental wurde
festgestellt, dass die Zahl der untersuchten Vegetationspunkte zur Geniige die
morphologische Variationsbreite erfasste. Die fortlaufende Beobachtung und Kon-
trolle schliesst auch eine Verursachung der Unausgeglichenheit durch ckologische
Faktoren aus. Wird in Betracht gezogen, dass die Vegetationspunkte bei einer
morphologischen Unausgeglichenheit auch eine Unausgeglichenheit der Fluoreszenz-
strahlung aufweisen, so lasst dies auf ein kompliziertes physiologisches Geschehen
schliessen, das eine spezielle Forschung notwendig erscheinen lisst.

Die zytologische Untersuchung der Chloroplastenentwicklung in der vorliegenden
Arbeit ist eine einleitende Studie zur Genetik der Plastiden (Newcomer 1940, 1951,
Weier-Stocking 1938, 1952, Correns und Wettstein 1937). Das Studium der
panaschierten Pflanzen verweist auf eine genetische Kontinuitat der Plastiden
sowohl in den ménnlichen als auch weiblichen Reproduktionszellen (Michaelis 1954,
1955a, 1955b, Ruhland und Wetzel 1924). Die Frage der Kontinuitit der Plastiden
ist aber oft verbunden mit der Frage des Ursprungs der Plastiden und ihrer Ent-
wicklung (Lewitsky 1911, Schimper 1883, Mevius und Duvel 1954). Einige Autoren
(Guilliermond 1941, Rezende-Pinto 1952, O’Brien 1951, Sorokin 1941, 1955, Strug-
ger 1951, 1954a, b, Kaja 1954, Grave 1954) bemiihten sich, unter Anwendung
verschiedener Methoden einen Unterschied zwischen Mitochondrien und Proplastiden
zu finden. Diese methodisch sehr schwierige Unterscheidung ist aber letzten Endes
vom Gesichtspunkt der Kontinuitit der Plastiden aus gesehen unwesentlich, da
unserer Meinung nach die Proplastiden Partikel sui generis von spezifischer Charakte-
ristik sind.

(Bildtafeln XLI, XLII)
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AHaTOMUYECKO-IIUTOJIOTUYECKIE NCCIENOBAHNA IIIIACTHIOB
B TOYKAaxX pocra

B. COCHOBA

Pesome

B paGote mccnenyercs, BO-TIepBEIX, BOIPOC XJIOPOIIACTOB M MOPQOIOrMIECKHX

OTHOIIEHUN B TOYKe POCTA, — HAYMHAH C IPOPACTAIOINEro 3apOJHINA M BIJIOTh X0
3apOK/IeHHsA OPraHOB PA3MHOKEHHA, — & BO-BTOPHIX, IIEPEXOJHHX (OPM OT mPOTO-
MJIACTH/OB K THNMYHBIM IJIACTHAM B KJETKAX BereTaluoHHOR Bepxymkm. [Byx-
aerHAe ouHTH ¢ Triticum vulgare (pasmoBupnoctn Husa, Xnymenkas 12, Baiarocio-
BeHHas1, Yemckas mepeceBka, HO IiaBHEIM o0pasoM — HuBa), 1A KOTOPHX MaTe-
pras oT6MpajcA esKeflHeBHO, IOKA3ajl, YTO HEeHOCPeJCTBeHHOR CBABH MeMLy
aHATOMHYECKO-MOPPOIIOTYECKAM COCTOAHMEM TOYKM POCTa M HAJIMYAEM XJIOpodmiia
B KJIETKAX 9TOM BereTaNMOHHOM BepXYMKH (YTO MOMKHO GEIIIO GBI, GEITH MOJKET, npej-
nojarate) He cymectByer. He G0 ycTaHOBIIGHO M CYMECTBOBAHHE 3aBUCAMOCTH
' OT 3KOJIOrHYecKHX (AKTOPOB, KOTOPHIe HCCIEHOBANNCH BO Bce BpeMs OOKITA. JTO
YKa3EBaeT Ha Ha/M4he CIOKHHIX BHYTPEHHHX (U3HOJIOTHYECKAX IPONECCOB, NpH
KOTOPHIX XJOPOIJIACTH CBABAHE, BEPOATHO, 00jlee BCeCTOPOHHE ¢ 06IUM 0GMeHOM
BemecTB. llaTos0THYeCKHe MCCTeNOBAHMA NOKA3HBAKT, Y9TO IO MCTEYeHHH OIpefe-
JIeHHOTO BPeMeHH Ha OCHOBAHMA TOYKH DPOCTa IOABIAITCH, KPOMe MHTOXOH[PHEB,
7 OPOTOIVIACTUAB Pa3iMYHHIX (OPM, KOTOpHe NpY AaJIbHEMINEeM Pa3BHTHH IOCTe-
NeHHO IPeBPAMlAlOTCA B TUNAYHBE NacTHAH. OTIAYATH HPOTONJIACTHIEL OT MHATO-
XOHApHEB B HAYaJbHOM IIePHOJe PAa3BHTHA BecbMa 3aTPYAHMTENLHO, HO B KOHIE
KOHIIOB 3TO (¢ TOYKH 3PeHAA IPeeMCTBEHHOCTH INIACTHAOB) He CYMECTBEHHO, TAK KaK
Pa3HUNA 3aKJIIOYAeTCA B MX I'eéHeTHYECKOM OCHOBAHMH.

(Ta6s. XLI, XLII)
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FOLIA BIOLOGICA

Tom. II. (1956) — Fasc. 6.

Untersuchungen mitochondrialer Strukturen bei Reis und Weizen

I. HRBEL

Biologisches Institut der Tschsl. Akademie der Wissenschaften, Abteilung fir Pflanzenphysiologie,
Praha

Eingelangt am 23. 8. 1956

Die Befunde von enzymatischen Atmungssystemen und ihr Zusammenhang mit
photosynthetischen Prozessen veranlassten uns zum Studium der mitochondrialen
Strukturen in den sich entwickelnden Reis- und Weizenzellen.

Methoden und Material

Bei den Untersuchungen am keimenden Reis wurde die Fixierung nach Helly mit 36stiindiger Chro-
mierung der Mitochondrien in geséttigtem Kaliumbichromat (Baker 1951) durchgefiihrt. Als Farbungs-
mittel dienten Eisenhiimatoxylin nach Regaud, Kristallviolett nach Bends, Anilinlichtgrin nach
Harman (1950). Die Unterscheidung der Mitochondrien und Polysaccharide erfolgte mit der von Milo-
vidov (1928) empfohlenen Firbungsmethode, die Bestimmung von Lipiden nach Ciaccio-Lison unter
Beniitzung von Paraffinschnitten durch Férbung mit Sudenschwarz (Fettschwarz ,,Geigy“-Lison 1936).
Fiir die Reaktion auf Polysaccharide wurde Perjodséiure-Schiffsches Reagens (Mc Manus und Cason 1950)
und die Férbung mit Tannin-Eisenalaun nach Salazar (Wallraff 1951) beniitzt. Zu Vergleichszwecken
wurden auch Untersuchungen in vivo angestellt und beim Weizen die Fixierung nach Erliki-Zirkle, als
Uberfithrungsmittel tertidres Butanol und als Firbungsmittel Eisenhéimatoxylin nach Regaud, Sudan-
schwarz und Altmannsches S&urefuchsin-Tannin-Methylgriin (Milovidov 1928) verwendet.

E'rgebmisse

Unsere Untersuchungen an dem unter verschiedenen physiologischen Bedingungen
(unter Wagser, in feuchtem Milieu, im Dunkeln und im Licht) keimenden Reis im
Verlauf der ersten acht Tage haben gezeigt, dass die mitochondrialen Strukturen auf
anaerobe und aerobe Bedingungen reagieren. Von normalen Verhiltnissen (teilweise
unter Wasser geziichteter Reis) am unterschiedlichsten verlief die Entwicklung bei
den im Dunkeln unter Wasser gezogenen Keimlingen. Die mitochondrialen Elemente
waren in ihrer Entwicklung zu Plastiden stark verspitet und erreichten nur dae
Aussehen hantelférmiger Gebilde. Das Zytoplasma der Zelle war stark vakuolisiert
und in den Vakuolen eine Vermehrung der Eisweisskorperchen, der sog. Sphiro-
plasten (HrSel 1955) zu beobachten, die sichtlich die mitochondrialen Plastiden
ersetzten. In der Blattzelle, die normal aus mitochondrialen Strukturen hervor-
gegangene Plastiden besitzt, befinden sich nur ein oder zwei Spharoplasten, die
machmal auch zerfallen. Die zu den Sphiroplasten und zu den Strukturen der Golgi-
Zone gehorenden Elemente wurden erstmalig von Némec (1901) als sogenannte
centrosomihnliche Gebilde beobachtet.

Die ersten Phasen der Plastidenentwicklung verlaufen beim Reis iiber kugelige
Mitochondrien (mitochondria), die auf kappenartige vakuolare oder zytoplasma-
tische Gebilde aufsitzen. Diege Gebilde befinden sich in unmittelbarer Nahe des
Kerns und wurden gleichfalls von Némec (1901) beschrieben. Unseren Beobachtungen
nach zu schliessen, gehoren sie ebenfalls zu den Strukturen der Golgi-Zone. Die
Mitochondrien dehnen sich centrodesmoseidhnlich aus, teilen und vergrossern sich
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und schreiten in ihrer Umwandlung zu Plastiden fort. Nach Steiner (1954) sind die stib-
chenartigen Formen der Mitochondrien in der Phase der Eiweisssynthese anwesend.

Beim Weizen wurde das Verhalten mitochondrialer Strukturen im Verlauf der
ersten Keimungsphasen durch 48 Stunden hindurch beobachtet. Eine Stunde
nach Beginn der Ankeimung wurden im Zytoplasma der Zellen des Vegetations-
punktes sowie des ersten und zweiten Blattes ungleich grosse, mit Siure-
fuchsin nach Altmann und Eisenhamytoxylin firbbare Kornchen festgestellt,
die im weiteren Verlauf, d. i. 2 Stunden nach dem Ankeimungsbeginn,
bis auf 1—3 der grossten Kornchen im Vegetationspunkt verschwinden. Ansonsten
enthélt das Zytoplasma keine sichtbare Inklusionen. Nach weiteren 36 Stunden
erscheinen im Zytoplasma des Vegetationspunktes und des ersten und zweiten
Blattes an der Grenze der Sichtbarkeit eine Menge mikrosomatischer Grana, die sich
ausdehnen, vergrossern und faserige Mitochondrien ausbilden und sich dann weiter
zu Plastiden differenzieren. Im dritten Blatt sind die Plastidenanlagen bei der
Ankeimung fertig und — ahnlich wie beim Reis — in der Golgi-Zone auf dem zyto-
plasmatischen und vakuolaren Gebilde in der Nahe des Kerns konzentriert. O’Brien
(1942, 1951) beschreibt diese Gebilde als sogenannte Aggregationsmasse, aus der sich
im Verlaufe der weiteren Entwicklung die Plastiden loslosen und im ganzen Zyto-
plasma ausbreiten. Das angehdufte Zytoplasma differenziert sich spater sichtlich
zu Sphéroplasten. Die in den Zellen unmittelbar nach der Ankeimung (1 bis 11 Stun-
den) beschriebenen Kornchen erachten wir als mitochondriales ergastisches Material,
da sie in der stimulierten (d.i. excitierten) Zelle verschwinden. Dieses ergastische
Material enthalt wahrscheinlich Eiweissstoffe, die vom Grundzytoplasma bei Ent-
wicklung der Mitochondrien verbraucht werden. Das Zytoplasma farbt sich un-
mittelbar vor und bei dem Erscheinen der mikrosomatischen Gebilde mit Hama-
toxylinpriparaten dunkel. Die Zellen unterhalb des Vegetationspunktes enthalten
in grosserer Mengen Aleuronkérner, die mit Saurefuchsin nach Altmann und Eisen-
hamatoxylin farbbar sind, spiter vakuolisieren und in kleine, granaihnliche Mito-
chondrien zerfallen. Die Vakuolen enthalten Fettstoffe, die durch Firbung mit
Sudanschwarz nachgewiesen werden, und auch der Vegetationspunkt ist reich
an fettartigen Stoffen, woraus auf die Moglichkeit einer Teilnahme mitochondrialer
Strukturen an der Fettstoffbildung geschlossen werden kann.

Die Aleuronkérner in den Scutellarzellen enthalten Vakuole mit Polysaccharid-
inklusionen, wie mit der Firbung nach Milovodov festgestellt wurde. Die Zellen des
Scutellarepithels weisen 1 bis 2 Stunden nach dem Ankeimungsbeginn kleine kuge-
lige Mitochondrien auf, die sich vergréssern und 11 Stunden nach dem Ankeimungs-
beginn stellenweise die Grdsse von Aleuronkérnern erreichen. Spiter zerfallen sie
wieder. Die Zellen des Scutellarepithels enthalten eine Menge von Fettstoffen, die
Aleuronkdrner des Scutellarepithels gleichfalls Vakuolen mit Polysaccharidin-
klusionen, die auch frei im Zytoplasma gelagert sind. Der Charakter der Aleuronkérner
im Scutellum und Scutellarepithel beim Weizen weist auf ihren mitochondrialen
Ursprung hin, der auch durch ihre Farbbarkeit mit Janusgriin unterstiitzt wird.
Guilliermond (1941) leitet die Aleuronkérner vom Kolloidgehalt der Vakuolen ab,
eine Annahme, die mit der haufigen Vakuolisierung der Mitochondrien und Aleuron-
kérner erklirt werden kann. Die Aleuronkérner im Scutellum und Scutellarepithel
sind sichtlich an der Uberfiihrung der Polysaccharide aus dem Endosperm in den
Keim beteiligt, bei der anscheinend auch bestimmte Koazervationsprozesse eine
wichtige Rolle spielen. Die Anschauungen einiger Autoren (Horning 1933) von der
Diastasefahigkeit der Mitochondrien im Scutellum und Scutellarepithel und ihrer
Beteiligung an der Polysaccharidversorgung des Keims werden durch unsere Ver-
suche unterstiitzt. Die inneren Endospermzellen enthalten zu Beginn ihrer Ent-
wicklung sehr kleine mikrosomatische Gebilde, die sich unter dem optischen Mikro-
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skop an der Grenze der Sichtbarkeit befinden. In den Endospermzellen hebt sich
gut die Grundstruktur des Zytoplasmas, also die mikrosomatischen, durch Fiden
verbundenen Gebilde hervor. Eine ahnliche Beobachtung machte auch Duvick (1955).
Ausser den mikrosomatischen mitochondrialen Strukturen sind im Zytoplasma
ebenso kleine Grana vorhanden, die mit Tannin-Methylgriin nach Milovidov férbbar
sind, sich vergrossern und zu Stirkekornern anwachsen. Ob sich diese Grana unter
Teilnahme mikrosomatischer mitochondrialer Strukturen bilden oder ob sie selb-
stindige Gebilde vom Charakter der Glykoproteine sind, kann vorléufig nicht mit
Bestimmtheit gesagt werden. In den Randzellen der Aleurone des Endosperms
stellen wir iibereinstimmend mit Mottier (1921) bereits stibchen- und fadenartige
mitochondriale Gebilde, stellenweise auch-junge Plastiden dhnlich jenen in den
Blattzellen fest, doch ist ihre Farbbarkeit weitaus weniger intensiv. Sie vakuolisieren
oft sehr stark und nehmen eine kugelige Form an.
Diskussion

Auf Grund unserer Beobachtungen und der heutigen Ansichten iiber die Mito-
chondrien kénnen wir nun die Aufgabe und Funktion der Mitochondrien im Pflanzen-
organismus andeuten. Nach Millerd und Bonner (1953) ermoglicht der Fortschritt
in der Kenntnis von den Funktionen der pflanzlichen Mitochondrien einen tieferen
Einblick in den gesamten Charakter des Pflanzenorganismus. Insbesonders gilt
dies fiir die mit der Atmung der Pflanzen verbundenen physiologischen Prozesse.
Pflanzliche Gewebe oder Organe, die an bestimmten biologischen Sch&pfungs-
prozessen beteiligt sind, atmen bekanntlich intensiver als dieselben Organe im
Ruhezustand. Die enzymatischen Systeme vermitteln die Uberfithrung der in den
Mitochondrien enthaltenen Phosphate und sind daher vor allem an den Oxydations-
und Phosphorylationsprozessen beteiligt. Unsere Beobachtungen unterstiitzten
die Ansichten iiber die Beziehung der Mitochondrien zum Umsatz der Zucker und
Fettstoffe in den keimenden Pflanzen sowie im entstehenden Endosperm und stimmen
gleichfalls mit den Ansichten iiber die Regulationsfunktion der Mitochondrien in
den grundlegenden Prozessen der physiologischen Aktivitat iiberein. Die Um-
wandlung von Stirke in losliche Zucker vom Pektintypus, der Transport
der Pektinsubstanzen in den Keim, die Ablagerung und Bildung von Fettstoffen
und Stérke im Endosperm gehoren zu jenem physiologischen Geschehen, das von
den Phosphorylationsprozessen der Mitochondrien geleitet und reguliert wird. Die
Kenntnisse von den Eiweissstoffen und Lipiden der Mitochondrien und anderen
Elemente sind allerdings noch sehr unvollkommen. Die Feststellung bestimmter
enzymatischer Systeme in den Mitochondrien bewirkte, dass simtliche enzymatischen
Gewebsfunktionen zu Unrecht ausschliesslich den Mitochondrien zugeschrieben
wurden (Schneider 1953). Die zytoplasmatische mikrosomatische Struktur umfasst
gleichfalls Enzyme der Atmungsvorginge, da auch nach Beseitigung der Mito-
chondrien die Atmung des Zytoplasmas, auch wenn bereits weniger intensiv als bei
ihrer Anwesenheit, nicht aufhort (Literatur hieriiber siehe bei Monné und Harde
1952). Es scheint, dass die Mitochondrien die Zentren wichtiger Atmungs- und
anderer Enzyme sind, die vom Zytoplasma aufgebaut werden und im Verlaufe der
Zellentwicklung die physiologische Regulation der Zellen iibernehmen.

Auf Grund der angefiihrten Erkenntnisse konnen wir, in Ubereinstimmung mit
Cowdry (1953), die Mitochondrien folgend charakterisieren: 1. Sie sind die Grund-
elemente des Zellzytoplasmas. 2. Sie besitzen eine umfangreiche Oberfliche, die eine
gute Beriihrung mit dem umgebenden Zytoplasma ermoglichen. 3. Sie sind aus
Lipoprotein zusammengesetzt. 4. Sie sind Zentren des schopferischen Metabolismus,
kleine Einrichtungen, die viele fiir die Zelle lebensnotwendige Produkte erzeugen.

(Bildtafeln XL11I, XLIV, XLV, XLVI)
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UccaenoBanust MUTOXOHIPUAIBHEIX 0GpPasOBAHMIA Y pUca U IIIEHMUI(E
H. TPIIEJD

Pesrome

3anaueil Hacrosameidl paGoTH GHIIO HCCIIeOBaHHE pasBUTHSA MHATOXOHJPHAJLHBIX
CTPYKTYp Yy pHCA, HPOPACTAIONero NPH pPas3jIMYHLX (H3MOJOTAYECKAX YCIIOBHAX
(mom BOMOI, BO BJIAYKHOM Cpefie, Ha CBeTy, B TeMHOTe). BEuIH YCTAHOBJIEHH H ONH-
CaHHl Pa3/Auusa B Pa3BHTHH MATOXOHIPHAJBHEX CTPYKTYP HPH IPOPACTAHMA B TEM-
HOTe, OJ{ BONOU ¥ BO BJIAKHOU cpefie. Y NMEHWNH MATOXOHAPHAIBHHE CTPYKTYPH
m3ydaanch HAMYA B BNIATE/IMM METKA 3aPOALINA, B MATKEe, B TOYKe POCTA, B 3a4aTKAX
JACTHEB U B 006pasylomeMcA sHfocnepme. Brisla 0TMedeHa 3HaYATENLHAA MOPHOIIOTH-
9JeCKafd M3MEeHYHBOCTh METOXOHPHAJILHEIX 06pa3oBaHAN B Pas3iIAYHEX TANAX KIETOK,
3aBACAMAA OT (U3MOJOTAIECKOTO COCTOSHUSA KIETKYM B PA3NAYHHX Pazax mpopacTa-
HAA ® o6pasoBaHMs 9HHOCIEepMa. B oTiimume OT Mpe;KHMX BITIANOB OTHOCHTEIHHO
LIPOMCXOMKICHAA AJIeHPOHOBHX 3ePeH U3 BaKyolled, — II0 HAIIMM HAGIIONeHHAM,
aJIePOHOBHE 3ePHA TAK)Ke MPOMCXOAAT M3 METOXOHAPHMANLHEIX CTPYKTYp. Ho mmro-
XOH[PHaJbHEE 00Pa30BaHMs YACTO NOABEPralOTCSA BAKYOJIHM3ANUU ¥ APYTHEM Mopdo-
JIOTHYECKAM H3MEHEHWSAM, KOTODHE CBA3AHH ¢ QM3HOJIIOTHIECKAM COCTOSHUEM KIIOTKH
M He OJKHBI 06A3aTelbHO GHTH IPA3HAKOM HOBPEKICHAA. — B 3aKIoueHAn u3ja-
raercs B3IJIANl HA 3HAYeHHWe M (PYHKIWIO MATOXOHJPHEB B PAacTHTENbLHON KIeTKe,
OCHOBaHHBIA HA COOCTBEHHBIX HAOMONEHMAX W HA NAHHEX COBPEMEHHOH HAYKH.

(Taba. XLIII XLIV, XLV, 6K XLVI)
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FOLIA BIOLOGICA

Tom. II. (1956) — Fasc. 6

Die Feststellung der Lebensfihigkeit von Mutterkornpilzkonidien
mittels Vitalfairbungsmethode

P. MILOVIDOV
Forschungsinstitut fiir Heilpflanzen, Praha

Eingelangt am 5. 9. 1956

Die Wirksamkeit von Mutterkornpilz-Impfsuspensionen, in denen lebende Koni-
dien ein wesentliches Element vorstellen, wurde bisher mit einer ziemlich arbeits-
reichen und langwierigen Methode kontrolliert, die in der Feststellung der Keim-
fahigkeit von Konidien auf festen Néhrboden in Petri-Schalen bestand (Kybal und
Vavroudkova 1955). Ich habe daher eine Fiarbungsmethode der Mutterkornpilz-
konidien mit Neutralrot ausgearbeitet, die eine schnelle Orientierung und sogar
eine ziemlich genaue Bestimmung des Prozentsatzes lebender Konidien bei ver-
schiedenen in der Praxis verwendeten Impfstoffen ermdoglicht. Diese Methode, die
gegeniiber dem herkémmlichen Untersuchungsmodus eine Reihe von Vorteilen auf-
zuweisen hat, stiitzt sich auf die bekannte Erfahrung, dass das Neutralrot in der
lebenden Pflanzenzelle nur die Elemente des Vakuoms farbt (P. A. und P. Dangeard
1919, 1923a, b, Guilliermond 1927, 1929a, b, 1930).

Ezxperimentelles

Es wurden 30 Standardversuche mit drei Mutterkornpilz-Impfstoffarten vorgenommen, und zwar
mit den in Reagensglésern auf Agar geziichteten Kulturen, mit getrocknetem Material und mit Kulturen,
die sich in Flaschen auf Roggenkorn-Substrat entwickelten. Untersucht wurden Ergotoxin- und
Ergotaminkulturen, gemischte, gewshnliche und Monokonidienkulturen, und zwar sowohl véllig gesunde
und gut entwickelte als auch unentwickelte oder sehr alte, manchmal auch kontaminierte Kulturen im
Alter von 36 bis 222 Tagen (siehe Tab. I). In einem Versuch wurden annihernd 200 bis 1000 Konidien
gezéhlt. Die Verdiinnung betrug bei dem Trockenmaterial (100 g) 50 bis 100 1, bei den auf Agar geziich-
teten Kulturen 100 ml oder mehr, bei den Flaschen-Kulturen 100 1; im allgemeinen wurde sie aber
8o gewiihlt, dass eine Suspensionskonzentration von 4—5 Xonidien in einem Rechteck der Biirkerschen
Zihlkammer erzielt wurde.

Die Firbung erfolgte durch Beigube von 25 mg Farbstoff in substantia in 50 ml Konidien-
suspension (= 0,05%-ige Losung), die ungefahr 5 Min. geschiittelt und 3—4 Stunden (manchmal auch
weniger) unter Laboratoriumstemperatur stehen gelassen wurde. Vor Gebrauch wurde dann die Sus-
pension neuerlich geschiittelt und in die Biirkersche Z#ahlkammer eingebracht. Gezéhlt wurden regel-
miissig 100 Rechtecke in 4 Feldern (23X 2), wobei auch tote Konidien beachtet wurden, sodass sich
sowohl der Prozentsatz als auch die Gesamtzahl der lebenden Konidien im gepriiften Muster leicht fest-
stellen liess. Ein Teil der Konidien wurde zur Parallelbestimmung der Keimungsféhigkeit nach den Grund-
siitzen der bisherigen Methode (Kybal, Vavrouskové 1955) verwendet. Die in 9, festgestellten Maximal-
werte wurden dann miteinander verglichen. * )

Die von einer eingearbeiteten Kraft zur Durchfithrung eines Versuchs nach dieser Methode benétigte
Zeit betrégt ungefihr einen halben Tag (5 Stunden), wihrend die bisherige Methode mindestens 3 Tage
erforderte. Die eigentliche zahlenméssige Bestimmung von lebenden Konidien unter dem Mi-
kroskop dauert ungefahr 14 Stunde. Die neue Methode ist also bedeutend kiirzer, einfacher und zur
Bestimmung der Zahl lebender Konidien in der Kultur geeignet. Sie ist auch billiger, da die Verwendung
von Agar ausfillt.

In vereinzelten Fillen kommt es vor, dass die Farbung der Konidien mit Neutralrot auch nach
3—4 Stunden, manchmal auch nach 24 Stunden unzureichend ist und dass sich die Konidien erst nach
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Beigabe einer weiteren Menge des Firbungsmittels (Konzentrationserhéhung) zu farben beginnen.
Das hauptséchlichste Hindernis besteht darin, dass der Farbstoff von den Agarteilchen absorbiert wird,
die wihrend der Suspensionszubereitung beim Passieren des Inhaltes der Reagensgliser in das Wasser
gelangen, wodurch die Fiarbung der Objekte vereitelt wird.

Die Férbbarkeit der Konidien steigt, wenn diese von dem Agar vorsichtig abgekratzt und mit Wasser
abgespiilt werden. Bei diesem Verarbeitungsmodus fiérben sich die Konidien optimal bereits nach
1 Stunde.

Ergebnisse und Diskussion

Die Neutralrotlosung farbt, wie bekannt, in den lebenden Zellen das Vakuolen-
system diffus rosa oder bringt in den Vakuolen rot geférbte Kornchen zum Nieder-
schlag. Diese Fiarbung ist fir den Vakuoleninhalt elektiv, da sich weder das Zyto-
plasma noch der Zellkern firbt. Manchmal féirbt sich in den Vakuolen sowohl ihr
Inhalt (rosa) als auch die Kornchen (rot) (vgl. Guilliermond). Dagegen tritt in den

Tab. I. Ergebnisse der Versuche mit Neutralrotfarbung

: Prozentsatz Unterschied

Ver- Art des Art des Ausgangs- Alter der | Prozentsatz der zwischen
suchs- Alka- materials fiir Kultur der lebenden keimenden beiden

zahl loids Impfstoffe in Tagen Konidien Konidi Methoden

onidien =0
in %
1 Ex Roggenkorn-Pilzkultur 36 85,3 88,3 - 3,0
2 Em . 45 76,3 65,1 + 11,2
3 Ex ' 48 74,0 71,8 + 2,2
4 Ex ' 48 81,7 81,5 + 0,2
5 Em ' 55 68,4 66,2 + 2,2
6 Ex yy 78 71,11) 78,4 - 1,3
7 Ex " 84 71,5 71,1 + 0,4
8 Ex . 87 66,2 75,2 — 9,0
9 Em . 98 46,0 39,4 + 6,6
10 Ex Vs 106 39,22) 45,4 — 6,2
11 Em ' 110 12,5 7,4 + 5,1
12 Em ' 118 2,9 3,6 - 0,7
13 Ex Roggenkorn-Pilzkultur 62 72,2 66,5%) + 5,7
14 Ex vy 73 48,4 62,9 — 14,4
15 Ex v 80 66,0 63,0 + 3,0
16 Ex vy 183 13,5 12,5 + L0
17 Ex ’e 222 5,2 einzeln + 5,2
18 Ex Agar-Pilzkultur 40 83,8 81,5 + 2,3
19 Ex . 44 91,7 84,4 + 17,3
20 Em . 49 77,24) 76,3 + 0,9
21 gemischt ' 51 88,7%) 80,2 + 8,6
22 Em ' 65 78,0 70,6 + 7,4
23 Ex ye 80 72,2 74,5 — 23
24 Ex v 83 71,2 77,3 — 6,1
25 Em . ye 86 74,1 73,5 + 0,6
26 Ex 5 91 59,1 63,5 — 4,4
27 gemischt ’e 97 65,0 65,4 — 0,4
28 Ex - 105 56,7 70,7 — 14,0
29 gemischt . 103 71,3 | 70,6 + 0,7
30 Ex s 111 76,1 ' 7,2 — 0,1
|

Arithmetischer Gesamtdurchschnitt + 4,6

Bemerkung: 1) Durchschnitt aus 5 Bestimmungen; 2) Durchschnitt aus 3 Bestimmungen; ) Durchschnitt
aus 2 Bestimmungen; %) Durchschnitt aus 2 Angaben nach zwei Firbungsmethoden. Ex = Ergo-
toxin; Em = Ergotamin.
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beschidigten und absterbenden Zellen eine Inversion der Fiarbung ein; das Vakuolen-
system wird entfarbt, wihrend sich Zellkern und Zytoplasma intensiv farben und
die Strukturen im Zellkern sichtbar werden. Tote Konidien firben sich zur Génze
und intensiv; sie sind zusammengeschrumpft. Langst abgestorbene (leere) Konidien
farben sich nicht mehr. In Standardsuspensionen ist zu ersehen, dass bei lebenden
Konidien sich nur die Vakuoleninklusionen (eine oder mehrere) rot fiarben, die
gewohnlich die typische Brownsche Molekularbewegung aufweisen. Wihrend der
Beobachtung sterben dann einige Konidien ab, wobei die erwahnte Farbungs-
inversion eintritt. Auch keimende Konidien nehmen die Farbe sehr gut an,und die
farbigen Kornchen sind dann sowohl in der Spore selbst als auch im Keim und dann
im Fadenmyzel sichtbar.

In sehr alten Kulturen (bis zu 1 Jahr) farben sich lediglich vereinzelte Zellen oder
auch besonders grosse, auf den Hyphen entstandene Gebilde, gewissermassen
,,Dauersporen®, die aber keine besonders dicke Membran besitzen. Auch in diesen
spharischen Gebilden firben sich die Korner und es handelt sich also um lebende
Zellen. Das Uberleben solcher grossen kugeligen Sporen in alten Kulturen entspricht
der Erfahrung, dass aus solchen Kulturen vereinzelte Konidien keimen kénnen.
Sie verdienen als Entwicklungsstadium des Pilzes Aufmerksamkeit, dessen Zweck
die Arterhaltung unter ungiinstigen Bedingungen ist. In einigen Konidien sind neben
rot gefirbten Kérnchen noch stark lichtbrechende runde Korperchen zu finden,
deren chemischer Charakter unbekannt ist und die méoglicherweise als Riboflavin
angesprochen werden kann, das bei Pilzen sehr verbreitet ist. Diese tropfenartigen
Kérperchen werden nach Firbung mit Neutralrot (und auch mit Methylenblau)
ofters gelb bis rotgelb. Es tritt eine Doppelfiarbung ein: der Vakuoleninhalt farbt
sich diffus rosa oder die Firbung lokalisiert sich in den Koérnchen, wahrend das
zweite tropfenartige Korperchen gelb wird.

Die Zahl der lebenden, mit Neutralrot gefarbten Konidien erreicht ihr Optimum
ungefahr zwischen der 2. und 4. Stunde und sinkt stark nach der 24. Stunde. Es be-
stehen jedoch Ausnahmen, besonders bei den auf andere Weise verarbeiteten Agar-
kulturen.

Aus den in Tabelle I angefiihrten Versuchsangaben ist zu ersehen, dass die mini-
male Abweichung im Vergleich zu der alten Methode — 0,19,, die maximale dann
—14,4 9%, (kontaminierte Kultur) oder -+ 11,2 9%, (gesunde Kultur) betriigt. Der
Gesamtdurchschnitt aus allen 30 Versuchen betrigt + 4,6 9,, iibersteigt also nicht
5,0 %,. Die Genauigkeit dieser schnellen Methode ist also hinreichend gross und die
erzielten Ergebnisse entsprechen vollauf den Ergebnissen, die mit der bisherigen
Methode zur Feststellung der Keimfshigkeit gewonnen wurden. Kinen grossen
Nachteil bedeutet das Fehlen einer verlisslichen Vergleichsmethode, da die Keim-
methode, obzwar grundsitzlich sehr gut, in praktischer Hinsicht aus mehreren
Griinden nicht als genau anzusehen ist. 1. Die keimenden Konidien werden auf
2 Agarplatten in Petri-Schalen gezihlt, und zwar bei jeder an 20 Stellen. Diese
Stellen enthalten nicht selten nur sehr wenige Konidien, sodass die Gesamtzahl der
Konidien véllig unzureichend ist. Ausserdem sind diese Konidiengruppen auf der
Platte gewohnlich sehr ungleichmissig verteilt (Klumpenbildung). 2. Die Endzahl
der auskeimenden Konidien ist in der Regel niemals bekannt, da die Agarplatte,
besonders gegen Versuchsende zu (am 3.—4. Tag, manchmal noch friiher), sehr stark
von Pilzhyphen iiberwuchert ist und die genaue Bestimmung der Zahl von keimenden
Konidien dadurch unméglich gemacht wird. Die Endzahl muss daher entweder
annihernd geschitzt werden, was vollig ungenau ist, oder es wird die zuletzt fest-
gestellte genaue Zahl als endgiiltige Zahl angesehen. Wir haben in der Regel diese
zweite Moglichkeit beniitzt.
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Aus dem oben gesagten schliessen wir, dass die Methode der Farbung von Koni-
dien in vivo mit Neutralrot entweder mit 0,05%,-iger Wasserlosung (Gesamtkonzentra-
tion der Suspension) oder mit dem der Suspension beigegebenen Farbstoff in sub-
stantia gute Ergebnisse bringt und zur Orientierung sowie auch zu einer genaueren
Feststellung der Zahl von lebenden Konidien im Impfstoffe empfohlen werden kann.

Zusammenfassung

Der Verfasser beschreibt eine von ihm ausgearbeitete schnelle Methode zur Fest-
stellung der Zahl von lebenden Konidien in verschiedenen Arten von Mutterkornpilz-
Impfstoffen zum Zwecke ihrer Wirksamkeitsbestimmung. Die einfache und sehr
schnelle Methode ist auf der Moglichkeit aufgebaut, lebende Konidien in der Sus-
pension durch Vitalfarbung mit Neutralrot unterscheiden zu konnen. Das Neutralrot
farbt in den lebenden Konidien den gesamten Vakuoleninhalt diffus rosa und die
Vakuolenkoérperchen elektiv rot. In toten Zellen farben sich distinkt das ganze
Zytoplasma und der Zellkern mit seinen Strukturen; die Zelle schrumpft zusammen.
Die optimale Dauer der Farbung mit 0,05%-iger Farbstofflosung betrigt 3 bis
4 Stunden. Nach 24 Stunden nimmt die Zahl von lebenden Konidien in der Sus-
pension stark ab. Die Angaben der neuen und der bisher angewandten Methode iiber
die Zahl von keimenden Konidien differieren um weniger als 5 9, (Mittelwert aus
30 Versuchen). In sehr alten Pilzkulturen wurden besondere Gebilde gefunden,
die sich an den Pilzhyphen bilden (,,Dauersporen‘‘), typisch mit Neutralrot farben
und lebendig sind. Thre Anwesenheit gibt eine Erklarung firr die Moglichkeit, aus
sehr alten Kulturen ein neues Myzel kultivieren zu konnen.

Literatur

Dangeard, P. A.: Nouvelles recherches sur le systéme vacuolaire. Bull, Soc. Bot. France,
1916a.

Dangeard, P. A: La métachromatine chez les Mucorinées. Bull. Soc. Mycol., 1916b.

Dangeard, P. A.: Sur la distinction du chondriome des auteurs en vacuome, plastidome
et sphérome, C. R. Acad. Sci, Paris 169 : 1005, 1919.

Dangeard, P.: Recherches sur I’appareil vacuolaire dans les végétaux. Le Botaniste sér. 15,
1923a.

Dangeard, P.: Etudes de biologie végétale: 1'évolution du systéme vacuolaire chez les
plantes. Le Botaniste 15 : 1, 1923b.

Guilliermond, A.: Sur’action du rouge neutre sur les cellules végétale et sur la colora-
tion vitale du vacuome, Bull. d’Histol. appl. 4 : 1, 1927,

Guilliermond, A,: The Recent Development of our Idea of the Vacuome of Plant Cells.
Amer. J. Bot. 16 : 1, 1929a.

Guilliermond, A.: Sur le développement d’un Saprolegnia dans des milieux additionnés
de colorants vitaux et la coloration du vacuome pendant la croissance. C. R. Acad. Sci. Paris
188 : 1621, 1929b.

Guilliermond, A.: Culture d’un Saprolegnia en milieux nutritifs additionnés de rouge
neutre. Valeur de la méthode de coloration vitale. Bull, d’Histol. appl. 7 : 97, 1930.

Kybal, J, Vavrouikova-Zadinova, K.: Zitné obilky, vhodny substrat pro

ultivaci konidii Claviceps purpurea, udinné slozky otkovaci latky pro polni péstovani na-
mele. Cs. biologie & : 550, 1955,

378

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500019-5



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500019-5

Onpernenenne sKUBHEHHOCTA KOHUAMH CIIOPHHbBU IO MeTony
NPUKU3HEHHOTO OKPaIlWBaHUA

II. MUJIOBUIOB

Pesrome

ABTrop paspaGoTall HOBEIA MeTo GBICTPOTO IOACYETA KOAMYECTBA KUBEIX KOHHIHR
B CYCUEH3MAX CHOPHHBYM [JIi MCKYCCTBeHHOH HMHQEKNMH, CIY)KAUMi IJIA ompe-
nenenns ux dPdextuBrocTH. MeTox, — OdYeHb HMPOCTOH ¥ OGHICTPHIA, — OCHOBAH
Ha BOBMOKHOCTH OTIWYMTH JKHBLE KOHMIHM BO B3BecH IyTeM WX NPU/KM3HEHHOH
OKpacKd HeATPaJbHHIM KPACHEIM: B KHBHX KOHMAHAX 3TOT KpPacHTelb OKpamdBaer
min (addy3HO BCe ONlePKEMOe BaKyoJled B PO3OBHIA IBET, MJIA ke TOJILKO BaKyo-
JIApHEE OCaAKI — B KpacHH nBeT. B MepTBHX KileTKax HeATpajbHEMA KpacHHIH
OKpammMBaeT ABCTBEHHO BCIO IIPOTOIIA3MY M SPO CO CTPYKTYPaMH, HpHYEM KIIeTKa
cMopmuBaercsi. ONTEMAIbHAA 1 PONOIKATENbHOCTS oKpamuBanua 0,009, pacrBopoM
Kpacurens — 3—4 vyaca. Uepes 24 waca KOIMYECTBO KMBHIX KOHHAMH BO B3BeCH -
3HAYATEJILHO yMeHbIIaeTcsA. PasHANa MeEy JaHHHIMY, HIOJYYAeMEIMH ¢ TOMOIIBIO
HOBOTO MeTOJla OKDamMBAaHMA, M JAaHHEIMM NPHMEHABIIErocA [0 CHX HOP Meroja
oIlpeflelleHAs KOJMYeCTBA IPOPOCMHX KOHHAMH COCTaBlIAeT MeHbme 09, (cpemmee
u3 30 omuiToB). B ouens craphx KynapTypax rpmbka Gbuim HaiigeHH ocobObie 0Gpaso-
BaHHsA, BO3HHKalmMue Ha rudax, — cBoeoOpasHHE «IOKOSIAECH CHOPHD, HJA
KOTODHIX THIMYHO OKPAaIIMBaHMe KAK Y JKABHX KJeTOK. VX mpumcyrcrBmeM o6msmc-
HSIeTCA BO3MOKHOCTH BHIDACTHTh M3 CTAPHIX KYJLTYp HOBEIA MHIEHH.

HKpatrxue coolmenus Brief Reports Kurze Mitteilungen

IMepenarommiica ausuc xiaetrox Escherichia coli, BhssiBaemuiit
PEHTTeHOBCKUM 00srydeHreM

®. TEPYUK
Buoguauyeckuif uncruryr UCAH, Bpro

ITocmynuno 6 pedakyuw 27 1V 1956

Bakrepuu Escherichia coli, nocne BospeiicTBus Ha HMX COOTBETCTBEHHOH H030MH
yAbTPasByKa, IOJABEPraiTcA JM3WUCY, NPUUYEM pacuajaloTcAd Ha MHOMKeCTBO OJHO-
POMHBIX mMapEKoB, AuamerpoM B 200—300 A (Tpapeunas 1956a). Viasrpaduasrpar
pacnaBmMHUXCs TAKAM 00pa30M KJIETOK BEI3HIBAET JIM3HUC Y 3[OPOBHIX KIIETOK TOTO e
mTaMMa. JTOT JM3HC OKashBaeTcA nepeHocHuM (I'pameunas 19566).

3danaueit HacTosmed pa6oTHl OHUIIO YCTAHOBHTH, CIOCOGHO JIM PEHTTEHOBCKOE
o6irydeHre BEIBHIBAeT IOJOGHHIA JIMBNC K He ABIAETCA JM OH TAKe IePeHOCHHIM.
Jo cux nop 6rumo mpomsBeieHo Goiiee 68 ONBITOB, Pe3yLTATH KOTOPHIX NPHBOAATCA
B HACTOAIIEM TPeBAPUTEIILHOM COOOINEeHNH.
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Mer npousBoanim o6ayderne ¢ nomomsio Tpyoku Chaoul-s, 56 kV, 3 mA, 0,15 MM
Cu, npmtok 111 r. m-1. Jlosy obmydenns Mel m3Mepsasn aGCONIOTHO, ¢ HOMOLIbIO
KOMIIeHCAIMOHHOTO MeTofa ¢ npuMeHeHweM Kamepsl Taylor-Stoneburner-a (I'epumk
1948). Mut ucnonbsosanu A obmysenns 3 mramma E. coli. Bonpmuncrso onmToB
6nno mpomssepeHo co mrammom E. coli B, xoropmil Ham moGesHo  IpefocTaBuil
mon. HKenmenGeprep u3 Buodmsmueckoro unctutyta jHeHeBcroro yHnuBepcurera.
Ato He JNMBOTeHHEH mTamMM. Mpl o0myuyanm B mpobupKax, ¢ coOJIofesneM cTpPoro
CTePHIBHEIX yCJIOBWIl, KYJABTYpPH! pasiamgHoro Boapacta (0T 1 jo 24 vacos, Goabmei
4acThIo 3-yacoBhie). [lna 06ayuenyss Mbl IOJBL30BAJMCH B3BECHI0 OaKTepyil ¢ KOHIEH-
tpanumeir B 107 B 1 mu Gympona. I'ycrora B3Becu Gakrepmit mamepsasiach TypOupo-
MeTpuyecku. llocie ofmydeHusi MBI QuiIbTpoBalim GaKTepum uyepes KOJIOMMMHBIH
unbTp co cpepmum puamerpoM mop B 620 my. Myt mpubasnams 5 ma gunbrpara
K 24-uacoBoil B3Becm HeoOnyuaBmuxcs Gaxrepuil B 6ynboBe. B KauecTBe KOHTpOIIs
cIyKEIH HeoOiryuasmuecs GaxTepun, 5 M UILTPATA KOTOPHIX MBI TaKke NpubaB-
A7 KO B3BecH HeoOnyuaBImmxcs Gakrepmil u3 24-yacoBod KyabTypel. B oGonx
caydagX KoHIeHTpamusa Gartepuii GeiBana mpubmmsmrensao 106 B 1 mu.

U3 obmero xommuectBa 68 ombiToB 22 OBIIO HOBUTMBHEIX, T. €. yAABaJloCh MM
TIpM TePBOM jke, WJIM IPM HEKOTOPOM W3 CJIeIyIONuX naccazeil nyTem npnbaBieHust
PuIBTPaTa BH3BATH NOJHOe HMPOsCHEeHMe KyNbTYpsl. DUALTPAT NPOSACHEHHON KYJib-
Typhl OMATL-TAKH COflep/Kal JmTHdecKoe Hadvano. llpomspommnoch mo 9 maccaskei.
TuTpanua Dpu TpeTheM Haccake IOKa3ajia HajMYde JIMTUYECKOTO HAYaja B THTpe
106—107. CaymuBmuii B KauecTBe KOHTPONS $uibTpaT HeoGiyuaBmuxcs Gaxrepuit
JAM3NCAa HEe BHIBBIBAN. OJIEKTPOHHOMHKPOCKONHYECKHMe IIpenaparsl Jin3aTa Upej-
CTABJIANM PAcHaBIIMecH KJOTKA ¢ THIMYHBEIMA OJHODOJHBIMH INaPUKAMM, AHAMETPOM
upuGmnsurensio B 300 A. IlpomssejeHHbile HaMum Jio CMX HOD ONBITH CBHJETeJIb-
CTBYIOT O TOM, 9TO Jlsi BO3OY:KIeHHA Jn3uca TefyercA onpepeieHHas ONTHMAJbHAs
032 peHTTreHOBcKoro ofiyuenms. llpn maMepeHMAX B BO3NyXe OHAa Koiebiercs
ot 75 mo 300 r. Herpynno Bmumciuts, uro npu node B300r B Gaxrepuu ¢ 06béMom
B 0,5 u® Bosuuraer npuGamsmrenso 600 cnyuaes mommsammn. Ha ommu mapuk
upuxopurcs 4 . 101 monmzanmn. TakeM 06pasoM MoHMBHpYyercH Kammbil 250-brit
mapnK. BerpeyaeMocTs 9TOrO fABJIEHMS He TOCTOAHHA ¥ 33BWCHT, HOBUIUMOMY,
OT (HUBHOJIOrMIECKOTO COCTOSHUsI OaKTepHH, OT ONTUMANBHOM JO3H ¥ OT APYIMX,
TIOKa He W3YJIEeHHHIX (PAKTOPOB.

0606mas, MOKHO CKa3aTh, 9TO PEHTTeHOBCKOe O0iyyeHMe BEI3BIBAET JIM3HUC y He-
mu3orenHbXx Gaxrepuil E. coli w 4To 9T0T NMBNMC OKA3KIBAETCA MEPEHOCHBIM.
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M. Dostilek und M. Spurnyg: Cultivation Characteristics of sulphate-reducing Plate XXXVII.
Bacteria.

Tig. 1. Colony of sulphate-reducing bacteria on thigmotaxic W M“‘“h cultivation.
LR SX

Stain — carbolfuchsin, ragnificat!

Fig. 2. Bacteria of genus Desulfovibrio from 24-hour culture in lactuil i wm

carbolfuchsin stain, magnification 1.
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M. Dostilek and M. Spurng: Cultivation Characteristics of Suphate-reducing Plate XXXVIii.
Bacteria.

L
4

Fig. 3. Sporulating Gram negative accompanying bacteria from cultures of sulphate-reducing bacteria.
Lactate agar. Stain — carbolfuchsin, magnification 1,000.

Fig. 4. Coccoid Gram positive accompanying bacteria from culture of sulphate-reducing bacteria. Lactate
agar. Stain — carbolfuchsin, magnification 1,800.
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C. Blattny: Bemerkungen zur Interferenz der Tabak-Mosaikvirusstimme. Bildtafel NXNXXIX.

Abb. 1. N. tabacum Samsun, systemisch erkrankt an einem VTM AL-Stamm. Versuchsjahr 1955.
Abb. 2. N. tabacum Samsun, systemisch erkrankt an einem VTM 8-Stamm. Versuchsjahr 1955.

Abb. 3. N. tabacum Samsun, systemisch erkrankt an einem VTM Typ-Stamm. Versuchsjahr 1955,
Blitter schwach dekoloriert, stark deformiert und verbeult.

Abb. 4. N. tabacum Samsun. Die an einem VTM S-Stamm systemisch erkrankte Pflanze wurde spiter
mit VIM Typ geimpft. Die fiir den VI'M S-Stamm charakteristischen Symptome an den unteren Blittern
treten allméhlich bei den weiteren Blittern zuriick, wihrend die Symptome des VI'M Typ-Stammes
tiberhandnehmen. An den jiingsten Bléttern erscheinen nur noch die Symptome des VI'M Typ-Stammes.
Versuchsjahr 1955.
Abb. 5. N. tabacum Goldener Virginier. Die an einem VTM Typ-Stamm systemisch erkrankte Pflanze
wurde spiter mit VIM AL geimpft. Symptome der Anwesenheit beider Stdmme (Deformationen,
Dekolorationen) sind auch an den jingsten Blidttern wahrnehmbar. Versuchsjahr 1954.
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C. Blattny: Bemerkungen zur Interferenz der Tabak-Mosaikvirusstimme, Bildtafel XI1..

Abb. 6. N. tabacum Samsun. Die mit VIM AL infizierte Pflanze wurde vor Manifestation der Symptome
mit VTM Typ geimpft. Der VIM AL-Stamm wurde durch den VI'M Typ-Stainm scheinbar verdringt®.
die jingsten Blédtter sind ohne Dekolorationen. jedoch deformiert. Versuchsjahr 1955,

Abb. 7. N. tabacum Samsun. Die Pflanze mit Initialsymptomen einer systemischen Erkrankung an.
VTM AL wurde mit VTM Typ geimpft. Der VIM AL-Stamm wurde durch den VTM Typ-Stamm
scheinbar , verdringt’, die jiingsten Blidtter sind ohne Dekolorationen, jedoch deformiert. Versuchsjahi-
1955.

Abb. 10. Ahnlicher Fall wie auf Abb. 9. Die Symptome der Anwesenheit des VTM A L-Stammes sind
sehr schwach, der VIM Typ-Stamm macht sich durch starke Deformationen und sehr schwache Dekolo-
ration bemerkbar. Die ,Verdrangung' ist ehenfalls nur . scheinbar™. Versuchsjahr 1955,

Abb. 8. N, tabacumn Samsun. Die an einem VITM AL-Stanun systemisch erkrankte Pflanze wurde nach-
traglich mit cinem VTM Typ-Stamn geimpft. VIM AL ist scheinbar durch VIM Tyvp . verdringt :
die dlteren Blidtter mit typischen Symptomen des VI'M AL-Stammes sind stark dekoloriert, die jilngsten
Blitter deformiert, aber nur sehr schwach entfirbt. Versuchsjahr 1955,
Abb. 9. N, tabacwm Samsun. Mit einem Gemisch von VIM Typ und VI'MAL geimpfte PHanze. Die
typischen, aber im Vergleich zu den nur mit VIM AL geimpften Kontrollen schwicheren Symptome
des V'TM AL-Stammes treten auf den jungsten Blittern allméhlich zuriick. Der VTM Typ-Stamm
herrscht vor, der VIM AL-Stammn ist scheinbar . verdringt'. Versuchsjahr 1955,
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V. Sosnowd : Anatomisch-zytologische Studie tiber die Plastiden Bildtafel X1.I.
der Vegetationspunkte.

Abb. 1, 2. Der Vegetationspunkt bei Triticumn vulgare, Sorte Niva, vom 11. 5. (1) und 18. 5. (2). Fixiert
nach Zirkle-Formol, gefirbt mit dem Regaudschen Hématoxylin. Vergross. 85 x .

Abb. 3—6. Die Entwicklung der Plastiden. Fixiert nach Zirkle-Formol, gefiarbt. mit dem Regaudschen
Hématoxylin und Bordeaux R. Vergréss. 1000 .
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T". Sosnovd: Anatomisch-zytologische Studie iiber die Plastiden Bildtafel XT1.I1.
der Vegetationspunkte.
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Abb. 7—10. Schema der Entwicklung der Vegetationspunkte und die Chlorophyllstrahlung unter demn
Standard-Fluoreszenzmikroskop (Reichert). Das Datum bezeichnet den Tag der Beobachtung, dic
bei Nummer den Vegetationspunkten die Zahl der gleichen Beobachtungen.
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I. Hréel: Untersuchungen mitochondrialer Strukturen bei Reis und Weizen. Bildtafel XLIII.

Abb. 1. Junge Zellen des Weizenendosperms (Niva). Kleine, granuméhnliche Mitochondrien an der Sicht-
barkeitsgrenze, die sich vergrossern. Fixierung nach Zirkle-Erliki, Fiarbung mit Eisenhamatoxylin nach
Regaud.

Abb. 2. Zytoplasma der Zellen aus dem Randgebiet des Endosperms. Vakuolisation der Mitochondrien.
Links Stérkekorner. Fixierung nach Zirkle-Erliki, Farbung mit Eisenhdmatoxylin.

Abb. 3. Zelle aus dem Randgebiet des Endosperms. Plastiden und Stidrkekorner. Fixierung und Férbung
wie bei den vorigen Objekten.

Abb. 4. Vegetationspunkt bei einem Keim 2 Stunden nach der Ankeimung. Im Zytoplasma gekorntes
verschiedenartiges ergastisches Material. Fixierung und Farbung wie bei den vorigen Objekten.
(2000fache Vergrosserung).
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1. Hréel: Untersuchungen mitochondrialer Strukturen bei Reis und Weizen, Bildtafel XLIV.

Abb. 5. Keimender Reis (Dunghan Shaly) 4 Stunden nach dem Ankeimungsbeginn. Zellen unterhalb des
Vegetationspunktes. Granumihnliche Mitochondrien und Stirkekorner. Fixierung nach Helly, Farbung
mit Altmannschem Fuchsin-Tannin-Methylgriin nach Milovidov (2000fache Vergrosserung).
Abb. 6. Zellen der Blattanlagen im Reiskeimling. In der Zelle rechts zwei entwickelte Sphéaroplasten.
Fixierung nach Helly, Firbung mit Kristallviolett nach Benda (3000fache Vergrosserung).

Abb. 7. Vegetationspunkt eines Weizenkeimlings 48 Stunden nach Ankeimungsheginn. Fixierung und
Farbung nach Ciaceio-Lison  (Chromsiure- Kaliumbichromat-Formol-Essigsdure,  Sudanschwarz).
Der Vegetationspunkt und die Zellen unter diesem farben sich intensiv mit Sudanschwarz (400fache
Vergrosserung).
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I. Hrdel: Untersuchungen mitochondrialer Strukturen bei Reis und Weizen. Bildtafel XLV.

w

Abb. 8. Zellen der Blattanlagen bei 8 Tage unter Wasser im Dunkeln angekeimtem Reis. Vermehrung der
Sphiéroplasten, die sich mit Eisenhidmatoxylin zu fiérben beginnen. Stabchen- und fadenférmige mito-
chondriale Strukturen. Fixierung nach Helly, Firbung mit Eisenhématoxylin nach Regaud
Abb. 9. Plastiden der Blattanlagen bei gleichaltrigem, in feuchtem Milieu im Licht geziichtetem Reis.
Ovale, aus mitochondrialen Gebilden entwickelte Plastiden
(2000fache Vergrosserung).
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I. Hrsel: Untersuchungen mitochondrialer Strukturen bei Reis und Weizen. Bildtafel X1LVI.

Abb. 10. Entwickelte Plastiden und Mitochondrien bei dem im Dunkeln geziichteten Reis.

Abb. 11. Entwickelte Plastiden und Mitochondrien bei den im Licht geziichteten Pflanzen 7 Tage nach
der Ankeimung. Fixierung nach Helly, Farbung mit Eisenhimatoxylin
(2000fache Vergrosserung).
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