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Einleitung und Problemstellung.

Mit der Abkehr der Phytopathologie von der reinen Erregerkunde
und ihrer Zuwendung zur Physiologie, die sich aus der neuen Auffassung
vom Wesen der Krankheit ergab, mufiten die Erscheinungen der Virosen
eine erhohte Bedeutung fiir das Studium der pflanzlichen Erkrankungen
gewinnen. Denn die primitive Organisation der die Virosen verur-
sachenden kontagitsen Agenzien lie erstmalig die Moglichkeit er-
scheinen, den Erkrankungsvorgang als symbiotische Gleichgewichts-
einstellung in Reaktionsmechanik und Reaktionskinetik je spezifisch
und eindeutig physikalisch-chemisch zu erfassen.

Nachdem sich nédmlich gezeigt hatte, daB der Ansteckungsstoff der
pflanzlichen Virosen nicht an morphologisch unterscheidbare und mikro-
skopisch faBbare Koérper gebunden ist, vielmehr die Ultrafiltrations- und
Ultrazentrifugationsversuche (1) (2) (3) fiir die infektitsen Partikeln eine
GréBe wahrscheinlich gemacht hatten, die weit unter der der kleinsten
bakteriellen Erreger liegt, muBte angenommen werden, dal eben wegen
dieser geringen molekularen Dimensionen der virése Angriff nur an einer
geringen Anzahl von Inhaltsstoffen der lebenden Pflanze erfolge und somit
der Krankheitsproze3 sich verhiltnismaBig leicht in seinen stofflichen und
energetischen Verhéltnissen definieren lasse. Eine solche Bestimmung
mufte sich nun wiederum bei den vitrostabilen und trockenresistenten Vira,
wie etwa dem gewohnlichen (,.klassischen*) Tabak-Mosaik-Virus, am ein-
fachsten gestalten, da diese gewisse chemische und physikalisch-chemische
Behandlungen ohne Virulenzverlust zu iiberstehen vermégen.

Der eigentlichen Aufhellung des Reaktionsmechanismus in der kranken
Pflanze hatte die Feststellung des biologischen Verhaltens der Vira voraus-
zugehen, die fiir das klassische Virus in den letzten Jahren von verschiedenen
Seiten durchgefithrt wurde. Sie brachte die Feststellung der einzelnen
Virusmutanten (4), des Wirtskreises (5), der Krankheitserscheinungen in
Anatomie, Physiologie und Cytologie mit besonderer Beriicksichtigung der
intracelluliren Einschliisse (6 bis 9), sowie des immunitiren Verhaltens
der verschiedenen Wirtspflanzen (10) (11). Ferner Kklarte sie die Ver-
héltnisse von Virusverteilung (12, II, III), Konzentration (13), Ausbreitungs-
bahn, Ausbreitungsgeschwindigkeit und Inkubationszeit (14), sowie das
serologische Verhalten bei der Anstellung von Prézipitations-, Neutralisa-
tions-, Komplementbindungs- und Anaphylaxiereaktionen (15)(16) (17).
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Gleichzeitig wurde die Methodik der Virusuntersuchung in Ubertragung(18),
Ziichtung (19) (20) und Messung (21) (22) erweitert und vervollkommnet.

Nachdem mit der biologischen Charakterisierung die nétige Grundlage
fir die exakte Behandlung des Virusproblems geschaffen worden war,
zielte die weitere Untersuchung auf die chemische Kennzeichnung und
Isolierung des Virus selbst. Den einleitenden Arbeiten iiber die Beein-
flussung der Virusaktivitit durch Behandlung mit chemischen Reagenzien
und tiber das Verhalten bei der Adsorption und Elektrophorese (121,IV) (23)
folgte nach den wegweisenden Versuchen von Vinson und Petre (24) die
Reindarstellung der kristallisierten Virusproteine durch Stanley und die
Feststellung ihrer Eigenschaften, wie des Molekulargewichts, der Inakti-
vierungsgrenzen und des isoelektrischen Bereichs (25). Dies fiihrte bereits
zur Aufhellung der Beziehungen zwischen diesen Proteinen und den kristalli-
nen Zelleinschliissen der kranken Pflanze (26); ferner ergaben sich damit
gewisse, allerdings noch wesentlich weniger deutliche Beziehungen zwischen
Kristallisationsvermégen, Vermehrungsgeschwindigkeit und Virulenz der
einzelnen Stédmme des klassischen Virus, die das immunitére Verhalten der
Pflanzen (bei der Erscheinung der Toleranz gegen die latenten Stémme)
der Deutung zuginglich machten.

Mit der biologischen und chemischen Kennzeichnung und den
anschlieBenden Arbeiten schienen somit unmittelbar die Voraussetzungen
gegeben, die die exakte Analyse von Reaktionsmechanik und Re-
aktionskinetik des Virus im belebten Substrat ermoglichen konnten,
und die weitere Arbeit hatte nunmehr die stofflichen Reaktionsverhilt-
nisse des Virusprogresses und seine energetischen Grundlagen zu er-
mitteln.

Diese Aufhellung des Reaktionsmechanismus der Vira hat anzu-
setzen an den verschiedenen Reaktionstypen, die sich in dem Symptom-
und Immunverhalten der Pflanze ausdriicken. Fiir die klassischen
Mosaikvira sind kennzeichnend die Formen der echten Immunitit,
der scheinbaren Immunitét oder Toleranz, der Mosaikerkrankung,
der akuten systematischen Nekrose und der lokalen Resistenz. Wahrend
die Erscheinung des toleranten Verhaltens der Pflanze von der Spezifitét
des Virusstammes abhingt, ist die Ausbildung der iibrigen Reaktions-
typen von der Spezifitat der Wirtspflanze bedingt : Die Mosaikerkrankung
ist etwa gebunden an Nicotiana tabacum und Solanum lycopersicum,
die systematische Nekrose an Nicotiana rustica und Nicotiana sanderae,
die lokale Resistenz an Nicotiana glutinosa, Datura stramonium und
Phaseolus vulgaris und die echte Immunitit an die groBe Gruppe der
nicht anfilligen Pflanzen.

Soll nun entschieden werden, welche stofflichen Grundlagen die
Ausbildung der Krankheit und damit die Vermehrung des Virus erfordert,
80 miissen zuniichst die Unterschiede im EiweiBhaushalt der einzelnen
Wirtstypen festgestellt werden. Dieser Feststellung wird entspringen,
an welchem EiweiBkorper der Virusangriff stattfindet; gleichzeitig
wird sich daraus ergeben, in welcher Weise die Verschiedenheiten in den



Untersuchungen iiber die Physiologie der pflanzlichen Virose. 41

EiweiBverhiltnissen die Symptomtypen fiir die einzelnen Wirtskreise
bestimmen. Dieser Untersuchung hat ein Studium des Krankheits-
verlaufs zu folgen, durch welches der EinfluB der Erkrankung auf den
spezifischen EiweiBhaushalt geklirt werden kann.

Die enzymatische Natur der phytopathogenen Vira fordert weiter
zur Klirung der kinetischen Verhiltnisse die Ermittlung des Reaktions-
verhaltens im S#urebasengleichgewicht, wobei die Beziehungen von
Wasserstoffzahl und Pufferung zum virésen ProzeB bestimmt werden
miissen. Zur Feststellung der energetischen Voraussetzungen fiir die
Bildung der Virussubstanz schlieflich miissen die Verinderungen im
Energiehaushalt wihrend der Erkrankung ermittelt werden, wobei
sich das Wesen und das AusmaB der Energieverschiebung ergeben wird.

Material.

Zur Untersuchung kamen gesunde und kranke Pflanzen von Nicotiana
tabacum (Samsun Bashi Bagli, gestielt!), Solanum lycopersicum und Beta
vulgaris als Vertreter des anfilligen Typs, Nicotiana glutinosa, Datura
stramonium und Phaseolus vulgaris als Lokalresistente, sowie Nicotiana
rustica als Beispiel fiir die Formen mit systematischer Nekrose. Die Pflanzen
wurden im Treibhaus herangezogen und fiir die Versuche in Tépfen von
etwa 20 ccm lichter Weite im Fensterkasten bzw. im Freiland gehalten 2.
Als Diingung erhielten sie eine 1%ige Losung gleicher Gewichtsteile Nitro-
phoska und Harnstoff.

Das verwendete Virus wurde im Jahre 1936 von Freilandpflanzen des
Botanischen Gartens isoliert und auf Nicotiana tabacum Samsun weiter-
geziichtet. Zur Bestimmung wurde es auf Solanum lycopersicum, Petunia
hybrida, Datura stramonium, Nicotiana glutinosa und Nicotiana rustica
verimpft. Diese Pflanzen zeigten die in Tabelle I wiedergegebenen Krank-
heitsbilder und Inkubationszeiten. Das Virus erwies sich nach 10 Minuten
Erhitzung auf 75° noch als virulent. Ausziige aus 3 Monate getrockneten
Blittern zeigten eine kaum verminderte Infektionskraft. Aus den er-
mittelten Daten ergibt sich, daB das Virus einen schwachen Stamm des
gewdhnlichen griinen (,,klassischen*) Tabak-Mosaik-Virus darstellt.

Tabelle I. Analyse des Virus.

Testpflanze Symptom zI:iltmilz)nasll‘ggg;x
Nicotiana tabacum Samsun.......... Griines Mosaik 20—28
Solanum lycopersicum .............. Helles unscharfes Mosaik 26—36
Petunia hybrida ................... Schwaches griines Mosaik 30—36
Datura stramonium ................ Lokalnekrose 18—22
Nicotiana glutinosa ................. Lokalnekrose 12—-1b6
Nicotiana rustica ................... Systematische Nekrose 16—22

1 Das Saatgut wurde liebenswiirdigerweise vom Tabakforschungs-
institut in Forchheim zur Verfiigung gestellt. — 2 Die Aussaat und Anzucht
besorgte Herr Rapp vom Botanischen Garten zu Dresden. Fiir seine
Miihe danke ich ihm auch an dieser Stelle.
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Zur Ubertragung auf die Versuchspflanze wurden die Ausziige der
3 Monate getrockneten Blatter verwendet; die Ubertragung selbst erfolgte
durch Blatteinreibung mit sterilisierten Glasspateln. Auf die Benutzung
von Karborundstaub wurde verzichtet, da sich zeigte, daf3 dieses Material
zu grobe Verletzungen der Blattfléchen hervorrief.

Daneben wurde ein Stamm des gewthnlichen Bohnen-Mosaik-Virus
untersucht, der auf Nicotiana tabacum keine Symptome erzeugte.

Methodik.
1. Wasserstoffzahl.

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte sowohl
elektrometrisch in den PreBsiften wie auch mittels Indikatoren in Rasier-
messerschnitten.

Dabei ergaben sich folgende Schwierigkeiten: Da die Indikatoren starke
Salz- und Eiweilfehler zeigen, konnten sich die Ergebnisse mit ihnen jeweils
nur auf die qualitativen Unterschiede zwischen den einzelnen Teilen der
Schnitte beziehen, ohne iiber die absoluten Werte fiir die betreffenden
Gewebeteile Aussagen zu erlauben.

Die elektrometrische Messung andererseits hatte mit der Schwierigkeit
zu rechnen, daB die in den PreBsiften auftretenden Oxydations-Reduktions-
potentiale die Potentiale der Wasserstoffionenkonzentration iiberlagerten,
was zu unrichtigen Werten hétte fiihren miissen. Von der Verwendung der
durch die Redoxpotentiale unbeeinfluSbaren Glaselektrode muBlte dabei
abgesehen werden, weil die eiweiBreichen PreBsiifte der Pflanzen die Glas-
membranen unter Verschiebung ihres Eigenpotentials ungiinstig beein-
flussen. Denn die wegen dieser Beeinflussung nétige Reinigung der Glas-
oberfliche hiitte jeweils eine Verdnderung des Asymmetriepotentials hervor-
gerufen und damit die Ermittlung der Eichkurve vor jeder Messung nétig
gemacht, worauf wegen der Umstindlichkeit verzichtet werden muBite. Da
aber die bei der Aziditdtsbestimmung von Redoxsystemen iibliche Reduktion
mit Platin- oder Osmiumschwarz und Wasserstoff nach der Gleichung

H, + Red = 2 H* + Red--

zu einer S#uerung des Prefisaftes filhren und die Wasserstoffwerte des ur-
spriinglichen PreBsaftes verdndern konnte, mu3te auf die Messung im rohen,
unverdiinnten PreSsaft verzichtet werden. Die starke Pufferung der pflanz-
lichen Gewebssifte erlaubte jedoch, diese soweit zu verdiinnen, daf der
Fehler durch die mitbestimmenden Redoxsysteme vernachlissigt werden
konnte. Im allgemeinen erwies sich dabei eine Verdiinnung bis auf das
Dreifache des urspriinglichen Volumens als ausreichend. In den so ver-
diinnten Losungen konnte die Messung ohne Beeintrachtigung der Richtig-
keit mittels der Chinhydronelektrode in Verbindung mit einer geséttigten
Kalomelelektrode vorgenommen werden. Da namlich die eigenen Redox-
systeme des PreBsaftes, verglichen mit dem Chinhydronsystem, #&uferst
gering beschwert sind, konnte die Verschiebung des Verhéltnisses von
Chinon zu Hydrochinon in der Gleichung

[Chinon] . [Hydrochinon]
[Chinhydron]

nur einen geringen Betrag ausmachen, der sich auBerdem dadurch ver-
ringern muBte, da8 das im UberschuB als unléslicher Bodensatz vorhandene

=K
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Chinhydron weitere Mengen bis zur Erreichung des Gleichgewichts in
Lésung gibt, und somit die potentialbestimmende Wirkung der PreBsaft-
systeme auffangt.

Die Messung selbst erfolgte in Mikroelektrodengeféilen, die zumeist
mit 0,3 cem des zentrifugierten PreBsaftes und 2 cem Aqua dest. beschickt
wurden; die Millivoltwerte wurden an einem Réhrenvoltmeter abgelesen,
wobei die Richtigkeit durch Messung der Zahlen fiir fortschreitende Ver-
diinnungen und logarithmische Extrapolation derselben iiberpriift wurde.

2. Pufferung und elektrometrische T'itration.

Zur Ermittlung der Pufferkapazitdit in den PreBsiften wurden
je 0,3 ccm mit 2 ccm Aq. dest. versetzt und zu dieser Mischung steigende
Mengen Salzsiure von konstantem Titer gegeben; aus den pr-Werten
und der zugefiigten Séure, ausgedriickt in Moliquivalenten, wurde
das AusmaB der Pufferung fiir die verschiedenen Bereiche der pg-Skala
ermittelt. Da die Verinderung im ps-Wert gleichermaBen von den
in der Losung vorhandenen puffernden Systemen, den Salzen schwacher
Sauren und den EiweiSkorpern abhiingt, ergaben sich gleichzeitig aus
den Titrationskurven Anhaltspunkte fiir das Vorliegen solcher Systeme
im PreBsaft und fiir ihre Wirkungsmengen.

Der Titer der Séure muflte dabei so gewédhlt werden, da auf den Zusatz
der kleinsten verwendeten Sduremenge (0,05 ccm) ein deutlicher, aber nicht
zu grofer py-Sprung auftrat. Dieser Verdiinnungsgrad wurde experimentell
ermittelt und nachtraglich durch Titration mit n/50 Natronlauge gegen
Bromthymolblau auf 0,0293 n festgelegt.

Eine Titration im alkalischen Bereich eriibrigte sich, da die iscelektrischen
Punkte fast aller pflanzlichen EiweiBkérper im sauren Bereich gelegen sind,
und andererseits die sauren Eigenschaften des untersuchten Virus eine
Priifung der Verhiltnisse besonders in diesem Gebiet wiinschenswert er-
scheinen lieBen.

3. Oxydations- Reduktionspotentiale.

Nachdem von Holmes (27) der Nachweis erbracht worden war,
daB das klassische Tabakmosaikvirus auch in den chlorophyllfreien
Teilen der Pflanzen der Vermehrung fihig ist, muBte die heute noch oft
vertretene Annahme, daB8 die Virusvermehrung an den energetischen
ProzeB der Assimilation gebunden sei, aufgegeben werden. Es war
darum zu untersuchen, ob zwischen dém verschiedenen Vermehrungs-
ausmaBl in den einzelnen Pflanzenteilen und deren Potentialverhilt-
nissen eine eindeutige Zuordnung bestiinde. Ferner mubBte festgestellt
werden, inwieweit der ProzeB der Virusvermehrung die Vorginge der
Oxydoreduktion selbst zu beeinflussen verméchte.

Um dies zu entscheiden, wurde eine Methode zur Messung
der anaeroben Potentiale auch an den griinen Teilen der Pflanze aus-
gearbeitet. Da es hierbei darauf ankam, nicht lediglich die Endpotentiale
festzustellen, sondern — um ein Urteil iiber die Beschwerung in den



44 H. Marcks Franke:

einzelnen Potentialbereichen zu ermdglichen — der Gesamtverlauf
des Potentialabfalles ermittelt werden muBte, konnte die bisher iibliche
Methode der Potentialmessung mit Hilfe der Wheatstoneschen Briicke
und des Galvanometers nicht beibehalten werden. Denn die bis zur
Einstellung des Potentialgleichgewichts durch die Verschiebung des
Briickenkontakts auftretende elektrische Polarisation verdndert das
Elektrodenpotential und macht die Ermittlung sinnvoller Werte an
den Stellen geringer Beschwerung unmdglich.

Aus diesem Grunde wurden die Potentiale mit einem dafiir herge-
stellten Réhrenvoltmeter gemessen, dessen Verstarkungsgrad mit Hilfe

Schaltschema des Rohrenvoltmeters.
VA; Batterie + 75 Volt, R; AuBenwiderstand 400000 2

Abb. 1.
ER, Schirmgitterrshre RES 194

ER, Triode RE 034 Va, . +120 w Rs " 160000 2
MR MeSregler mit Abgriff Ve, s — 30 , Rs OkmscheRick-
KE Anschlu8 fiir Kalomelelektrode Vg, » + 36 " koppelung 1000 2
ME Anschlu8 fiir MeSelektrode Vse i, + 68 "
M A Milliamperemeter, 0,6 mAmax. Vp . — 30

e ., + 40 ,

Benutzte Eichgerade: Millivolt = — 77,56 + MeBeinheiten . 9,65.

einer Riickkoppelung veréndert werden
konnte, und bei dem die Einstellung
auf den MeBbereich mit Hilfe eines Vor-
spannungsabgriffes erfolgte (Abb. 1). Die
Ablesungen wurden alle 2 oder 5 Minuten

ke, .
Elekirodenzulilirung £ Gaszuleitung

rafrcher |

/ C’\\
N
{3
' gr:

i Sehlifstutzen fir

&) Agarheber
15N

-Gas-
2uleitung

Abb. 2. Mikroelektrodengefis.

bis zum Zeitpunkt der langsamen Po-
tentialeinstellung vorgenommen, von da
an in entsprechend gréB8eren Zeitab-
stdnden. Um die Potentiale in den
Einzelteilen derselben Pflanze mitein-
ander vergleichen zu koénnen, mufBite
weiterhin die GréB8e des Elektroden-
gefifles und der Elektroden verringert
werden. Da aus einem Blatt mittlerer
Gré68e bei den verwendeten Pflanzen eine
Fliissigkeitsmenge von etwa 0,3 bis 1,6 cem
erhalten wurde, wurden die Abmessungen
des Elektrodengefiafles derart gewahlt,
daf sie Messungen in 0,6 cem Fliissigkeit
erméglichten. Die beiden Elektroden,
Gaszuleitungsrohr, Sicherheitsventil und
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Agarheber wurden dabei durch Schliffe in den Deckel des GefiBes
eingesetzt (Abb. 2). Die Elektroden wurden aus 1cm 0,5 mm starkem
Platindraht hergestellt, der nach dem Einschmelzen zur Folie ausgeschlagen
und spiralisch aufgerollt wurde. Zur Herstellung anaerober Verhéltnisse
wurden vor Beginn der Messung die Schliffe mit einer &therischen Lésung
von Kollodium abgedichtet. Der durchgeleitete Stickstoff wurde einer
Bombe mit technischem Gas entnommen und einmal mit Kaliumpermanganat
und zweifach mit alkalischer Pyrrogallollésung gereinigt; die Gaszuleitung
erfolgte mittels Vakuum- und Kapillarschliuchen.

Da bei geringen Elektrodenabmessungen der EinfluB der Eigenart
und Vorbehandlung der Elektroden auf die Potentialausbildung
wesentlich verstarkt ist, wurden in Vorversuchen diese Einfliisse klar-
gestellt. Hierbei zeigte
sich, daB bei Messung :fﬂ

mit den schon einmal
benutzten Elektroden \ '\\.

—
hne Reini die Po-
ohne Reinigung die Po t \ \\\ \

tentialeinstellung  we-

sentlich triger verlduft &m \ N \
als bei den mit Chrom- N N
schwefelsdure  vorbe- o 3 \‘\\
handelten Elektroden. 0 ™
Andererseits ergibt die ¥ U ow % 16 18 20 32 24 Z6kgHn
Elektrode beil B Linstellungszert

ektrode el_ anger be- Abb. 3. EinfluB der Elektrodenvorbehandlung auf den
handlung mit Chrom- Potentialverlauf.

a i Ansatz: Je 1 ccm zentrifuglerter PreSsaft gesunder
st.zhwef(.elsaure (eln Tag Tabakbliitter + 1 ccm Puffer, py 7,0, mit Redoxfarb-
bis drei Stunden) selbst stoffen.

_ Elektrode 1 stark oxydiert
nach laner Auswa.' » 2 » und miBig reduziert
schung ein stark posi- w 3 w s vollkommen reduziert.

tives Potential, dessen

scheinbare Beschwerung mit der Dauer der Vorbehandlung ansteigt,
das jedoch durch kathodische Reduktion in verdiinnter Schwefelsiure
weitgehend unterdriickt werden kann. In einer graphischen Dar-
stellung werden diese Verhiltnisse besonders deutlich, wenn der Po-
tentialverlauf gegen den Logarithmus der Einstellungszeit abgetragen
wird (Abb. 3).

Jedoch erwies es sich unter Umstinden als giinstiger, die Elek-
troden nicht vollstindig zu reduzieren, sondern sie durch Einhaltung
einer bestimmten Oxydations- und Reduktionszeit auf eine gewisse
mittlere Geschwindigkeit der Potentialeinstellung und des Potential-
abfalles zu bringen. Sollte nimlich die Potentialbewegung besonders
im positiven Anfangsbereich studiert werden, so waren dafiir die voll-
kommen kathodisch reduzierten Elektroden weniger brauchbar; sollte
dagegen der Kurvenverlauf im Endstadium einschlieBlich des Grenz-
potentials ermittelt werden, so wurden hierfiir besser vollkommen
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reduzierte Elektroden verwendet, mit denen bei kiirzerer Versuchsdauer
etwaige stérende Einfliisse durch Entwicklung von Bakterien oder
durch Ermiidung der Elektroden ausgeschaltet werden konnten.

Der Vergleich des Potentialverlaufs bei Suspensionen von Gewebs-
schnitten, im Morser hergestelltem Gewebebrei und rohen Prefsiften
ergab, daB die unmittelbare Messung der sich einstellenden Potentiale
auch bei Verwendung von Potentialvermittlern keine sinnvollen Werte
liefert. Leitet man némlich durch eine Suspension von Blattschnitten
oder Gewebebrei oder durch rohe Prefsifte einen Stickstoffstrom, so
fallt das Potential zwar bis zu einem gewissen Grenzwert, steigt jedoch
bei Aufhoren der Stickstoffzuleitung oftmals wieder bis nahezu auf
den urspriinglichen Wert

) an. Bei der Wiederholung

Ny My—on des Versuchs ergibt sich

0 - die gleiche Erscheinung,

l nur fiihrt das Absinken zu

Tm / \ jeweils negativeren Werten,

|4 und erreicht der Wieder-

anstieg nicht mehr ganz

0 a den  vorherigen Wert

(Abb. 4). Dieses Verhalten

7 macht die Annahme wahr-
0 700 g7 Min._ 300

scheinlich, daBl den po-
Abb. 4. Potentialverlauf in rohen PreBsiiften. tentialbestimmend S
Ansatz: 1 ccm PreBsaft gesunder Tabakblitter + 1 ccm entia es_ m en 5 y-
Puffer, py 7,0, mit Redoxfarbstoffen. Bef N, Stickstoff- stemen in der fliissigen
zuleitung. . .

Phase ein zweiter, ge-
trennter EinfluB iiberlagert sei, der durch die Abgabe von Sauerstoff
oder die Aufnahme von Elektronen den Potentialverlauf riickliufig
beeinflult.

Um festzustellen, ob die beobachtete Wirkung auf dem Assimilations-
vorgang oder davon abhingigen Restvorgingen beruhte, wurden Versuche
mit verdunkelten Elektrodengefilen und vorher verdunkelten Pflanzen
angestellt. Sie ergaben, daB3 die riickldufige Potentialbewegung nicht auf
die Assimilationsprozesse zuriickgefiihrt werden kann. Durch Zentrifugieren
bis zur Klarheit des Uberstandes konnte das stérende System aus den
PreBsiften entfernt werden. Aus dem Vergleich der Ruhepotentiale, die
nach Zusatz von m/50 KCN vor und nach der Durchstrémung mit Stickstoff
auftraten, konnte ebenso wie fiir die Systeme der zentrifugierten Séfte eine
starke Blausdureempfindlichkeit der Stoérsysteme festgestellt werden.

Daraus und aus der Ahnlichkeit des Potentialverlaufs in den rohen
sowie in den zentrifugierten Prefsiiften konnte geschlossen werden, dal die
riicklaufige Potentialbewegung auf Diffusionsunterschiede des Stickstoffs
bzw. Sauerstoffs in den beiden Phasen derrohen Prefiséifte zuriickzufiihren ist.
Danach wiirde etwa bei Einleitung von Stickstoff fiir die fliissige Phase eine
schnellere Verarmung an Sauerstoff anzunehmen sein, die nach Unter-
brechung des Stickstoffstromes durch die Abgabe von Sauerstoff aus der
festen Phase das Ansteigen des Potentials versténdlich macht.
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Um bei den Messungen den EinfluB der stérenden Substanz zu
beseitigen, wurden daher lediglich klar geschleuderte PreBsifte ver-
wendet. Zur Potentialvermittlung wurde ihnen je die gleiche Menge
einer m/40000 Losung von Methylenblau (E, = + 0,011 Volt), Athyl-
capriblau (— 0,072 Volt), Nilblausulfat (— 0,150 Volt), Brillantalizarin-
blau (— 0,173 Volt) und Rosindulin 2 G (— 0,281 Volt) in Phosphat-
puffer von px 7,0 zugegeben. Unter anaeroben Verhiltnissen ergab
sich dabei der fiir physiologische Systeme typische Kurvenverlauf.

Ergebnisse.

Die verschieden starke Vermehrung des Virus in den Einzelteilen
der Pflanze lieB wegen der Enzymihnlichkeit der Vira eine Beziehung
zwischen Vermehrungsgrad und Gewebsreaktion erwarten. Eine solche
Beziehung hitte sich in verschiedenen Wasserstoffzahlen fiir die Teile
mit geringer Virusvermehrung (alte Bldtter), fiir die mit mittlerer
(Stamm, untere und mittlere Blitter) und fiir diejenigen mit starker
Virushildung (junge obere Blitter und Wurzeln) (10) (12) (14) zeigen
miissen. Wie sich aus den Messungen ergab, 14Bt sich jedoch eine ein-
deutige derartige Abhingigkeit nicht annehmen: Die absoluten Werte
fiir die einzelnen Blitter ein und derselben Pflanze iiberschneiden sich
mit den Werten fiir andere Pflanzen, wobei die Schwankungsbreite von
maximal 0,5 Einheiten fiir die verschiedenen Pflanzen oftmals einen
unterschiedlichen Schwankungsbereich auswihlt, was es als unméglich
erscheinen laBt, fiir die verschiedenartigen Blitter sinnvolle mittlere
Werte anzugeben (Tabelle IT). Bei den unter optimalen Bedingungen

Tabelle II. Wasserstoffzahlen der Blatter einzelner Pflanzen von
Nicotiana tabacum (Freiland- und Fensterkastenpflanzen).

Pflanze 3| 8 |w|n|we|w]|18]19]a | 2 !Min. | Max.
Untere Blitter ... ||5,685,66]5,60}5,62|5,43 6,568 (5,68 |b,14 15,64 |5,23(5,14 | 5,68
Mittlere Blatter .. [|5,82|5,90}5,81|5,87|5,665,72| 5,66 | 5,36 |5,805,49 (5,36 5,90
Obere Blatter.... ||5,95)6,08]6,05!5,82|5,72|6,08|56,77|5,69|6,11|5,67 (5,59 | 6,11
Schwankungsbreite |0,27]0,42]0,45]0,350,29]0,45]0,2110,45]0,47|0,44]0,21| 0,47

aufgewachsenen Freiland- und Fensterkastenpflanzen lieB sich zumeist
eine Polaritit in dem Sinne feststellen, daB die oberen Blitter hohere
Werte erreichten als die unteren; doch fanden sich auch Abweichungen
von dieser Regel. Die Wurzeln dhnelten in dieser Beziehung mehr den
oberen Bléttern, der Stamm mehr den mittleren; SproBspitzen zeigten
im allgemeinen die alkalischsten Werte, alte gelbe Blétter die sauersten.
Der Unterschied zwischen den sauersten und alkalischsten Werten
fiir die ausgewachsenen Teile betrug maximal 0,9 Einheiten. Am aus-
ausgeprigtesten war die Polaritét bei jungen, noch nicht vollentwickelten
Treibhauspflanzen, die auch eine gréBere Schwankungsbreite auf-
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wiesen, wihrend sie bei der unter ungiinstigen Umstédnden sich ent-
wickelnden Zimmerpflanze und der in Leitungswasser gezogenen
Hungerpflanze bei verringerter Schwankungsbreite verwischt erschien
(Tabelle ITI).

Tabelle III. Wasserstoffzahlen bei verschieden gehaltenen
Pflanzen von Nicotiana tabacum.

Junge Erwachsene | Erwachsene | Erwachsene | Erwachsene
Pflanzenteil Treibhaus- | Fensterkasten-| Kreiland- Zimmer- Hunger-
pflanze pflanze pflanze pflanze pflanze
Untere Blitter ... 5,62 5,69 5,68 5,83 5,70
Mittlere Blatter.. 5,86 5,68 5,69 5,91 6,82
Obere Blitter.... 6,19 5,74 5,84 5,81 5,72
Wurzeln ......... 6,21 6,06 6,12 5,86 5,78
Stamm .......... 5,88 b,81 5,88 6,62 56,71
Schwankungsbreite 0,69 0,47 0,44 | 0,39 | 0,12

Ebensowenig fand sich eine Beziehung zwischen dem Immun-
verhalten der lokalen Resistenz und den Wasserstoffzahlen. Die Werte
fiir die nicht nekrotierenden Sandblitter und unteren Bléitter, sowie
fir die nekrotierenden oberen Blitter von Nicotiana glutinosa liegen
innerhalb der Schwankungsbreite der entsprechenden Teile von Nico-
tiana tabacum (Tabelle IV).

Tabelle IV. Wasserstoffzahlen fiir die Blatter einzelner Pflanzen
von Nicotiana glutinosa.

Pflanze | » | s ] T 1n 12
Sandblatter ...... 5,24 5,21 5,32 5,32 5,46 5,37
Untere Blatter ... || 5,41 5,23 5,40 5,48 5,48 549
Mittlere Blatter.. | 5,29 5,38 5,68 5,39 5,72 5,7
Obere Blatter.... | 5,78 5,32 5,63 5,50 5,95 5,80
Spitzenblitter. ... 6,90 5,84 5,88 5,79 6,20 6,12
Schwankungsbreite | 0,66 063 | 056 | 047 0,74 0,76

Fir das Auftreten der kristallinen Einschliisse dagegen konnten
Hinweise auf eine solche Abhingigkeit gefunden werden: Die Gewebe
mit stérkerer Kristallbildung (Epidermis und Haare) (9) ergaben mit
der Indikatorreaktion eine saurere Firbung als die mit schwacher
Kristallbildung (Tabelle V), was wahrscheinlich macht, daB die
Kiristallausscheidung an eine saurere Reaktion gebunden ist. Doch
kénnen hier auch systematische Salz- und EiweiBfehler einen EinfluBl
haben.

Da angenommen werden konnte, daB das Virus wegen seines
sauren Charakters in einem Regulationsgleichgewicht mit den puffernden
Systemen der Zelle stehe und Vermehrungsgrad und Symptombild
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Tabelle V. Indikatorreaktionder Gewebe von Nicotiana tabacum.

Indikator und Umschlagsbereich
Brom- y Brom- | Benzol-
Gowebe | shenol- | ‘orange | Kresol | yaphity. | Methlrot| DU | Brongeel
s0ma6 | B1—44 | o870, jamin A=00 | 45-6,5 5,2—6.8
Epidermis | blau- gelb blau hell- |gelblich-| rosa gelb
violett gelblich-| rosa
rot
Rinde ... ' v ’ gelb gelb gelb schwach
braun-
violett
Phloem .. ” 2 ”» 2 2 ’” gelb'
braun
Xylem ... blau oliv- griin rot rot rot  |schmutzig-
griin braun
Markstrahl | blau- gelb blau gelb gelb gelb braun-
violett violett
M&l‘k sene » 2 2 ” 9 ’ ”
Haare ... »» ’ blau- | gelbrot | hellrot | rosarot gelb
griin

entsprechend von der Pufferung abhinge, wurde die Pufferung des
Tabaks im physiologischen Bereich entsprechend der Formel

zugefiigte Molaquivalente H C1/1
4 pm

ermittelt. Dabei fand sich jedoch, daB die einzelnen Blitter einer
Pflanze nahezu die gleiche Pufferkapazitdt besitzen, und da8 auch
verschiedene Pflanzen vergleichsweise #dhnliche Werte liefern. Die
Maximalzahlen ergaben sich fiir die gut ernahrten Fensterkasten- und
Freilandpflanzen (0,019), wihrend die unter ungiinstigen Bedingungen
wachsenden Pflanzen eine verringerte Pufferung zeigten (Tabelle VI).
Verglichen mit den Blattern hatten die Wurzeln die gleichen, Stamm
und Bliiten etwas erhéhte Pufferwerte (Tabelle VII).

P =

Tabelle VI. Pufferung der Blatter von Nicotiana tabacum.

e || _2Pn_| 4 u& p | e | g
o 0,1 ccm HCl 0,1 ccm HC! 0,1 cem HCl
Freilandpflanzen.
Untere Blitter ... 0,66 0,016 0,70 0,014 0,61 0,019
Mittlere Blatter .. 0,66 0,015 0,69 0,014 0,53 0,018
Obere Blatter .... 0,65 0,016 0,67 0,015 0,561 0,019
Fensterkastenpflanzen.
Untere Blatter ... 0,76 0,013 0,63 0,016 0,68 0,014
Mittlere Blatter .. 0,69 0,014 0,63 0,016 0,66 0,016
Obere Blitter .... 0,70 0,014 | 0,64 0,016 0,69 0,014

Biochemische Zeitsehrift Band 293. 4
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Zimmerpflanze Hungerpflanze
Blitt
o 4 pg » 4 pg »
- 0,1 cem HC1 0,1 cem HCl
Untere Blatter ... 0,89 0,011 0,98 0,010
Mittlere Blatter .. 0,88 0,011 0,96 0,010
Obere Bliitter .... 0,86 0,011 0,96 0,010

Tabelle VII.

Pufferung der Teile von Nicotiana tabacum.

A Pr Puffe- . A PH Puffe-
Pflanzenteil 9.10cem Tci| rung Pflanzenteil 0,i0com HCl rung
Untere Blitter ... 0,65 0,015 Wurzel ........ 0,66 0,015
Mittlere Blatter .. 0,66 0,016 Stamm ........ 0,62 0,019
Obere Blatter .... 0,66 0,016 Bliite ......... 0,32 0,039
Alte gelbe Blatter 0,64 0,015

Diese Tatsache gab AnlaB, die Titrationskurven fiir die Einzel-

teile festzustellen (Abb.5 und 6).

Dabei

ergab sich eine auffillige

Ubereinstimmung der Einzelblattkurven und eine weitgehende Ahnlich-

30
4
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l mtere Bliter
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Abb, 5. Titrationskurven der Blitter von Nicotiana

tabacum.

keit im Kurvenverlauf von
Wurzeln, Stamm, Bliten
und Blattern. Um nun zu
beurteilen, inwieweit das
TitrationsverhaltendenIm-
muncharakter der Pflanze
bestimmt, wurden gleicher-
maBen die Pufferkapazi-
titen und Titrationskurven
fir die Einzelbldtter von
Nicotiana glutinosa er-
mittelt. Fir die Pufferung
der Blatter wurde im Ge-
gensatz zu Nicotiana taba-
cum eine aubBlerordentliche
Variabilitit der Einzel-
blatter gefunden, wobei die
unteren Blédtter eine sehr
starke, die oberen Blatter
eine verminderte Pufferung

aufwiesen (Tabelle VIII). Inwieweit diese Verinderung in Beziehung
zu einem abweichenden Verhalten im Immuncharakter der Einzelteile
der Pflanzen zu setzen war, blieb zunichst noch ungeklirt. Es fand
sich namlich, daB die dlteren, stark gepufferten Blétter keine oder doch

nur langsam geringfiigige,

morphologisch unscharfe Lésionen ent-
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wickelten, wihrend die jungen oberen Blitter auf den Virusbefall
schneller mit der Entwicklung der typischen Lokalnekrosen reagierten
und nach einiger Zeit eine starke Vergroferung der Lésionen unter

90 Warzeln 27~
/ ﬁ/”;/
w A it
m -
5 hirzeln
Stamm
Bliten
4 320 0 w0 940 w
cemHllgo293n

Abb. 6. Titrationskurven von Wurzel, Stamm und Bliiten von Nicotiana tabacum.

Tabelle VIII. Pufferung der Blitter von Nicotiana glutinose.

Blutter _Adprn | p _Aps | ,  Aps _ P
0,1 cem HC1 0,1 ccm HCL 0,1 cem HCl

Untere Blatter ... 0,04 0,244 0,19 0,051 0,12 0,081
Mittlere Blitter .. 0,13 0,076 0,26 0,038 0,15 0,065
Obere Blatter. ... 0,52 0,019 0,25 0,039 0,30 0,033
Spitzenblatter . . . . 0,567 0,017 0,60 0,016 0,63 0,018

Blitter _Apr P _Adps P

0,1 cem HCl 0,1 cem HCl

Untere Blatter ... 0,19 0,061 0,06 0,163
Mittlere Blatter .. 0,40 0,024 0,19 0,061
Obere Blatter.... 0,62 0,019 0,48 0,020
Spitzenblitter . . . . 0,61 0,016 0,64 0,018

Ausbildung konzentrischer Umwallungsrinder zeigten, die an die Er-
scheinungen bei Nicotiana rustica und Nicotiana sylvestris erinnerten
(Abb. 7). Auffillig im Titrationsverhalten war die Ausbildung eines
deutlichen Wendepunkts bei pn 5, der sowohl bei den alten wie bei
den jungen Bldttern, wenn auch hier etwas weniger stark, auftrat
(Abb. 8).

Die Untersuchung der Titrationsverhéltnisse wurde nun auf einen
groBeren Kreis lokalresistenter und anfilliger Pflanzen ausgedehnt.



52 H. Marcks Franke:

Dabei konnte das Auftreten der typischen Wendepunkte auch bei den
lokalresistenten Datura- und Phaseoluspflanzen beobachtet werden,

Abb. 7. VergrdBerte Lokalnekrosen hel Nicotiana glutinosa.
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Abb. 8. Titrationskurven der Bldtter von

Nicotiana glutinosa.

wihrend bei Nicotiana
rustica (als Form mit
systematischer Nekrose)
derWendepunkt weniger
deutlich war (Abb. 9).
Im Gegensatz zu diesen
Pflanzen wurde bei der
anféilligen Beta ein Kur-
venverlauf &hnlich wie
bei Nicotiana tabacum
festgestellt ; Solanum ly-
copersicum ergab bei
besonders im physiolo-
gischen Bereich auBer-
ordentlich starker Puffe-
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rung eine entsprechende Kurve, wobei gelegentlich beobachtete Ab-
weichungen um pg 5 als atypisch erschienen (Abb. 10).

"
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Abb. 9. Titrationskurven lokalresistenter Pflanzen und von Nicotiana rustica.

Nachdem das Titra- 30
tionsverhalten der ge- /
sunden Pflanzen geniigend
bekannt war, wurden nun- MTo//‘ana tabacum /

for "]

mehr die Unterschiede w ,/

gegeniiber dem Kurven-
verlauf bei  kranken
Pflanzen ermittelt. Zum A
Vergleich wurden dabei L
Pflanzen von mdéglichst 5 /Sfi/ﬂﬂlllllMDpWZ‘llm
derselben Beschaffenheit

und denselben Umwelt-
bedingungen gewahlt. Die
Messungenandenkranken g
Pflanzen ergaben nicht —
wie wegen der Aziditit 0 920 (777 (77 Z-i; ra Mig‘
des Virus zu efwa,rten Abb. 10. Titrationskurven anfiilliger Pflanzen.
gewesen wire — eine Ver-

schiebung der pr-Werte nach dem sauren Bereich, sondern vielmehr
zumeist eine leichte Alkalose, deren AusmafBl 0,15 bis 0,30 Einheiten
betrug. Da die Einzelwerte innerhalb der Schwankungsbreite der
Werte fiir verschiedene Pflanzen lagen, konnte die Verschiebung
nur dann als sicher gelten, wenn gleichzeitig die Titrationskurven
im sauren Bereich sich denen der gesunden wieder stirker anglichen,
was in mehreren Fillen festgestellt wurde (Abb. 11).

1z vulgarss

4‘
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Ferner erwiesen sich die kranken Blitter als stidrker gepuffert;
maximal wurde eine Steigerung auf 144 9, beobachtet (Tabelle 1X).
Diese Verstiarkung der Pufferung driickt sich in einem flacheren Verlauf
der Titrationskurve aus, der besonders zwischen px 3 und 4 deutlich
ist und sich mit saureren Werten wieder dem der Kurven gesunder

e

] a4 4¢ 12 18 40 24 58
com L goz93n

Abb. 11, Titrationskurven gesunder und kranker Blétter von Nicotiana tabacum.

Tabelle IX. Pufferung gesunder und kranker Bldtter von Nico-
tiana tabacum und Beta vulgaris.

Blatter || 480010 com HCl| Putterung
Nicotiana tabacum, gesund .. | 0,60 0,016
» v krank ... 0,43 0,023
Beta vulgaris, gesund ....... 0,74 0,013
» ” krank ........ 0,62 0,016
3o yﬁs:z—'iqf/”'”:P oo ||
= i
] '/////
A A krank
#;} H ' ‘ 4 +
i ey
| A |
' F 71
90— ——
[ [
/
é‘(}' 4 —
{
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Abb. 12. Titrationskurven gesunder und kranker Bliitter von Beta vulgaris.
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Pflanzen angleicht. Das auffillige Ansteigen der Pufferung mit der Er-
krankung und die Ausbildung der Maximalzone bei pu 3 bis 4 wurde
sowohl bei Nicotiana tabacum wie bei Beta vulgaris (Abb. 12) gefunden
und iiberschreitet — besonders bei den schon linger erkrankten Pflanzen
— erheblich die aus der Streuung der gesunden Pflanzen sich ergebenden
maximalen Normalwerte (Abb. 13).

7 a¥ 98 12 16 20 24 28
cemhllg0293n

Abb. 13. Titrationskurven gesunder und kranker Blitter von Nicotiana tabacum.

Da der Wasserstoffionenkonzentration in den Einzelteilen der
Pflanze keine Bedeutung fiir die Kinetik der Virusreaktion zugemessen
werden konnte, muBte untersucht werden, welche Beziehungen sich
zwischen Redoxpotential und Vermehrungsgeschwindigkeit ergaben,
zumal da die Potentialmessungen bei den Virosen der Kartoffel fiir die
chlorophyllfreien Knollen nur sehr spezielle und darum unvergleichbare
Befunde gebracht hatten (28) (29) (30). Die Potentialmessungen an den
Teilen von Nicotiana tabacum ergaben fiir alte gelbe Blitter eine sehr
geringe Reduktionskraft, fir Stamm, untere und mittlere Blitter eine
méiBige, fiir Wurzeln und obere Blitter eine starke, und fiir Bliiten eine
auBerordentlich starke, weit zum Potential der Wasserstoffelektrode
verschobene Reduktionsintensitét (Tabelle X). Nicotiana glutinosa

Tabelle X. Potentialwerte fiir die Einzelteile von Nicotiana

tabacum.

Pflanzenteil ” Ep pach 400 Min. Ep nach 720 Min.
Untere Bliatter .................. -+ 134 Millivolt + 102 Millivolt
Mittlere Blatter ................. + 137 » + 98 »
Obere Blatter .. ................. — 27 » — 86 »
Alte gelbe Blatter ............... + 200 » + 190 ,
Wurzeln ....ooviivenennnnannnn.. — 18 v — 89 »
Stamm ....vveinriie e 4+ 144 » + 112 »
Bliiten .....ccvvveenrenianiannn — 108 » — 276 »
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zeigte auch im PreBsaft der unteren Blitter ein stark negatives Potential,
ebenso Datura stramonium und Nicotiana rustica. Der Vergleich der
Potentialwerte der gesunden Pflanzen fithrt zu der Annahme, daf
die Virusbildung an das Auftreten starker negativer Potentiale ge-
bunden ist. Die Beziehungen fiir die Bliten bleiben dabei unklar;
der Vermehrungsgrad des Virus in den Bliiten 148t sich ndmlich kaum
ermitteln, da die friihzeitig erkrankten Pflanzen keine Bliiten hervor-
bringen, und die spéter infizierten sie zeitig verlieren.

Um die Beziehungen zwischen der Erkrankung und den Potentialen
genauer bestimmen zu kénnen, wurde der Potentialverlauf in den PreB-
séiften gesunder und kranker Pflanzen wihrend 24 Stunden festgestellt.
Die Messungen an morphologisch stark geschidigten mosaikkranken
Bohnenpflanzen ergaben eine starke Verringerung der Reduktionskraft,
wihrend bei mosaikkranken Riiben- und Tabakblattern die Verschiebung
des Endpotentials nicht so deutlich war (Tabelle XI). Im Gegensatz

Tabelle XI. Potentialwerte gesunder und kranker Pflanzen.

Ep in Millivolt Potentiale in ry

An- An-
Pflanze {,‘:,':Ej: !1389.%}1 n;.o%h pl?)ltlg';_ P gmg;: n;b%h nsa(;.)gh g;:g;‘_
tiale Min. Min. tiale tiale Min. Min. | tiale
Tabacum, gesund | +476] + 68 | + 41| —200(6,08( 27,8 | 14,2 13,3 | 5,3
» krank | +414| +80 | + 14| —13316,26)| 26,1 | 15,0 | 128 | 7,9
Beta, gesund ....||+336| + 3 |— 83| —-325(6,92| 24,8 | 13,7 | 10,8 | 2,8
, krank ....||+290| + b1 | —146| —2568](6,80( 23,0 | 16,1 | 8,6 | 4,8
Phaseolus, gesund ||+ 381| + 71 |+ 45|-—119(6,06| 24,6 | 14,3 | 134]| 8,0
» krank || +372] +88 |+ 76|+ 686,14 24,6 | 15,0 | 14,6 | 14,0

zu den gesunden Pflanzen ergaben sich jedoch hier deutliche Ab-
weichungen in den einzelnen Abschnitten der Potentialbewegung.
Die Anfangspotentiale der kranken Pflanzen waren um 20 bis 60 Millivolt
erniedrigt, die Potentiale nach 300 Minuten lagen iiber denen der ge-
sunden, nach 500 Minuten wiederum darunter, um nach 800 Minuten
gleichméaBig iiber denen der gesunden zu bleiben. Da die Potentiale
wegen des verschiedenen pg-Wertes der gemessenen Systeme nicht un-
mittelbar verglichen werden konnten und die Potentialunterschiede
auf der verschiedenen Aziditiat beruhen konnten, wurden die gemessenen
Potentiale (E,, bezogen auf die Normal-Wasserstoffelektrode) nach der
Gleichung
E, = E, 4 0,0591 . pu
auf die Nullpotentiale reduziert und aus diesen die 7g- Werte nach der
Formel
E,
"H = 0,08
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bestimmt (Tabelle XT). Der Vergleich dieser Werte zeigte jedoch eine
dhnliche Verschiebung, woraus geschlossen werden kann, daB diese
als typische Leistung des kranken Organismus zu gelten hat. Die
Potentialkurven (Abb. 14 und 15) zeigen sowohl fiir Nicotiana tabacum
wie fiir Beta vulgaris bei den kranken Pflanzen eine Erh6hung des
horizontalen Wendepunkts der Kurve, der zu einem schnelleren, dabei

N
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Abb. 14. Potentialkurven gesunder und kranker Blitter von Nicotiana tabacum.
Ansatz 1: 1 ccm goschleuderter PreBsaft gesunder Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb-
stoffen, pg = 6,08.
» 2: 1 cem geschleuderter PreBsaft kranker Blidtter -+ 1 cem Puffer mit Redoxfarb-
stofien, pg = 6,26.
Elektroden 30 Minuten mit Chromschwefelsiure oxydiert und gewdssert.
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Abb. 15. Potentialkurven gesunder und kranker Blitter von Beta vulgaris.
Ansatz 1: 1 ccrp geschleuderter PreBsaft gesunder Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb-
stoffen, py = 6,92.
»  2: 1ccm geschleuderter PreSsaft kranker Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb-
stoffen, py = 6,80.
Elektroden stark oxydiert und schwach kathodisch reduziert.
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jedoch weniger intensiven Potentialabfall filhrt. Aus dem Vergleich
der Kurven fiir zwei kranke Pflanzen der gleichen Art (Beta, Abb. 15
und 16) 148t sich weiter ableiten, daB weder das Ausmaf des Unterschieds
im Endpotential gegeniiber dem gesunder Pflanzen, noch die zeitliche
Ordnung der Potentialwerte an den charakteristischen Punkten der
Kurve als kritisches qualitatives Bestimmungsmerkmal fiir die Krank-

400,
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Abb. 16. Potentialkurven gesunder und kranker Blitter von Beta vulgaris.
Ansatz 1: 1 ccm geschleuderter PreBsaft gesunder Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb-
stoffen, py = 6,97.
2: 1 cem geschleuderter PreBsaft kranker Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb-
stoffen, pg = 6,94.
Elektroden stark oxydiert und schwach kathodisch reduziert.

heit gewertet werden darf; lediglich die GroBe der Potentialverlagerung
und die Verkiirzung des entsprechenden waagerechten Kurventeils
gegeniiber der gesunden Pflanze darf als kennzeichnend fiir die Er-
krankung eines bestimmten Wirtes typisch gelten.

Besprechung der Ergebnisse.

Die fiir das Studium der Enzymkinetik fruchtbare Vorstellung
vom Einfluf der Wasserstoffionenkonzentration auf die enzymatische
Katalyse ergibt bei ihrer Ubertragung auf die biologischen Verhiltnisse,
die sich im Symptom- und Immunverhalten der Pflanzen ausdriicken,
keine eindeutige Abhingigkeit. Hingegen findet sich hier eine deutliche
Beziehung zwischen der pflanzlichen Reaktion und dem AusmaB der
Pufferung in gewissen bevorzugten pg-Bereichen, ndmlich in der Néhe
von pg 5. Dabei erscheint die Pufferkapazitit in dem etwas alkalischeren
eigentlichen Arbeitspunkt der Pflanze in keiner so deutlichen Beziehung
zu ihrem biologischen Verhalten zu stehen, vielmehr erliegt etwa die
stark gepufferte Nicotiana glutinosa bei systematischer Virusaufnahme
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(durch Pfropfung auf Nicotiana tabacum und Infizierung der Unter-
lage) dem Virusangriff unter Ausbildung einer totalen Nekrose rasch (7).
Das Titrationsverhalten fiihrt zu der Annahme, daB die Pufferung
der lokalresistenten Pflanzen maBgeblich auf einem System, etwa
dem Salz einer schwachen Siure, einer Aminsodure oder einem Eiwei3-
korper, beruht, dessen Puffermaximum bei pr 5 gelegen ist, und das
die Wendepunkte in den Titrationskurven der PreBsifte verursacht.
Die Vermehrung des Virus auf Kosten dieses Systems konnte die Aus-
bildung der Lokalnekrosen bei ortlicher Infektion erkliren.

Jedoch stehen einer solchen einfachen Deutung der Virusreaktion
gewisse Schwierigkeiten im Wege: Da niimlich, verglichen mit den Ver-
hiltnissen bei den lokalresistenten Pflanzen der Vermehrungsgrad
des Virus in den anfilligen Pflanzen ein gréBerer ist, die Pflanzen jedoch
keine verstirkte Pufferung bei pg 5 zeigen, kann die Virusvermehrung
nicht auf diesem System beruhen. Die Bestimmung des isoelektrischen
Punktes der Virusproteine durch Stanley hatte nun Werte um p= 3,3
ergeben (25), und Beale hatte gezeigt, daB die Proteinkristalle durch
Behandlung mit Ammonium- oder Magnesiumsulfat und Séure auch
in der lebenden Zelle sichtbar gemacht werden kénnen (26). Diese
Tatsachen und das Titrationsverhalten der PreBsifte mosaikkranker
Blatter, das eine Zone verstirkter Pufferung im stirker sauren Bereich
bei pu3 bis 4 anzeigt, machen wahrscheinlich, daB das Virus auch
unter physiologischen Verhéltnissen als freies Virusprotein oder doch
zumindest in auBerordentlich lockerem Gleichgewicht mit diesem
vorliegt, d. h. daB dem isolelektrischen Punkt der Virusproteine auch
eine physiologische Bedeutung zugesprochen werden mul. Wegen des
Fehlens einer Azidose in der kranken Pflanze bzw. wegen der zuweilen
gefundenen schwachen Alkalose muB3 also die Virusvermehrung ent-
weder durch Umbildung eines sauren Proteins etwa vom isoelektrischen
Punkt des Virusproteins oder aber durch einen WechselprozeB mit
alkalischeren Proteinen unter gleichzeitigem Verlauf von Regulations-
vorgiingen erfolgen, die — etwa durch Desamidierungen — die Reaktion
der kranken Pflanze im physiologischen Bereich zu stabilisieren ver-
mogen. Eine solche Wechselwirkung koénnte das Auftreten von
sekundiren und unabhiingigen toxischen Agenzien in viruskranken
Pflanzen (31) erkliren. Doch ist es wahrscheinlicher, daB die Bildung
toxischer Agenzien mehr an Pflanzen mit typischer Nekroseneigung
gebunden ist, weshalb fiir das klassische Virus eine Beziehung zwischen
toxischem Agens und den spezifischen Systemen der lokalresistenten
Pflanzen angenommen werden kann. Eine Sekundirreaktion des Virus
mit diesen Systemen wiirde einerseits die geringe Nekroseneigung
der stark gepufferten unteren Blitter von Nicotians glutinosa und das
geringe Vermehrungsausma des Virus in dieser Pflanze verstidndlich
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machen und kénnte andererseits die von Kéhler (32) beim Virus der
Akronekrose unter gewissen Umsténden in Kartoffelpfropfungen ge-
fundene partielle Inaktivierung des Virus erkliren.

Die Erérterung der stofflichen Grundlagen der Virusvermehrung
lieB die Frage offen, vermittels welcher energetischen Faktoren der
Aufbau der hochkomplexen Virusmolekeln zustande kdme. Die Unter-
suchung der Potentialkurven brachte nunmehr den Nachweis, daB die
virosen Pflanzen im Oxydations-Reduktionsvermégen Eigentiimlich-
keiten aufweisen, und daB auBer der GroSe des Endpotentials der Ver-
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Abb. 17. Verschiedene Typen der Potentialkurven bei kranken Tabakpflanzen.

Ansatz 1: 1 ccm geschlenderter Prefsaft kranker Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb-
stoffen, pg = 6,61.
” 2: 1 ccm geschleuderter PreBsaft kranker Bliitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb-
stoffen, pg = 6,85.
» 3: 1 cem geschleuderter Prefsaft gesunder Blitter + 1 ccm Puffer mit Redox-
farbstoffen, pg = 6,71.
Elektroden oxydiert und stark kathodisch reduziert.

lagerung des Horizontalwendepunkts besondere Bedeutung zugemessen
werden muB.

Diese Verlagerung kann auf die Bildung eines unter normalen Um-
stinden nicht vorhandenen oder doch nicht wirksamen Redoxsystems
zuriickgefiihrt werden, dessen Beschwerung den geringen Potential-
abfall im kritischen Bereich verursacht. Indem dieses System sich
bedeutend iiber das der normalen Pflanze erhebt, miissen die Elektronen-
bzw. Wasserstoffverschiebungen iiber dieses System erfolgen, d.h. das
in der kranken Pflanze gebildete Redoxsystem lenkt die Reduktions-
energie der lebenden Zelle auf ein fremdes Substrat ab, von wo aus sie
offenbar fiir die Virusbildung verwertet werden kann. Diese Annahme
vermag auch die bei kranken Pflanzen bisweilen gefundene Erscheinung
des Stehenbleibens der Potentialwerte (Abb. 17) zwanglos zu erkliren.
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Ist némlich die Beschwerung des neu gebildeten spezifischen Krankheits-
systems groB3 gegeniiber der Reduktionskraft der negativeren Systeme,
so vermogen diese die Elektrode nicht weiter zu reduzieren und die
Potentialausbildung ist lediglich vom Reduktionszustand des ersten
Systems abhédngig.

Diese mogliche Verflechtungsweise der Stoff- und Energiegrund-
lagen mufl durch weitere Versuche gepriift werden, in denen besonders
die Bildung des toxischen Agens in den lokalresistenten Pflanzen und
die Beziehung zu deren spezifischen EiweiBkérpern, ferner Eigenart
und Wirkungsbedingungen der charakteristischen Redoxsysteme geklirt
werden mul3. Diese Aufgabe ist der folgenden Arbeit vorbehalten.

Zusammenfassung.

Aus den Untersuchungen an etwa 70 Pflanzen von Nicotiana
tabacum, Nicotiana glutinosa, Nicotiana rustica, Datura stramonium,
Solanum lycopersicum, Phaseolus vulgaris und Beta vulgaris ergaben
sich folgende Feststellungen:

1. Dureh geeignete Verdiinnungen lassen sich die Wasserstoff-
zahlen fiir die Einzelteile der Pflanze mittels der Chinhydronelektrode
Imessen.

2. Die unmittelbare Messung anaerober Potentiale in rohen PreB-
siften, Gewebebrei oder Blattschnitten griiner Pflanzenteile ergibt
unvergleichbare Werte. Durch Ausschleudern lassen sich aus den Pref-
siften stérende Substanzen entfernen. In den geschleuderten Pref3-
siften konnen mittels einer Mikroelektrodenvorrichtung bei Verwendung
eines Réhrenvoltmeters sinnvolle anaerobe Potentiale in Fliissigkeits-
mengen von 0,5 cem bestimmt werden.

3. Bei Nicotiana tabacum unterscheiden sich die Wasserstoffionen-
konzentrationen im PreBsaft erwachsener Blétter einer Einzelpflanze
voneinander nur wenig; die Schwankungsbreite betrigt maximal
0,5 Einheiten. Die Werte fiir verschiedene Pflanzen weichen bei éhnlicher
Schwankungsbreite erheblich voneinander ab. Der maximale Unter-
schied simtlicher erwachsener Einzelteile der gleichen Pflanze betrigt
0,9 px. Unter optimalen Bedingungen gehaltene Pflanzen zeigen meist
eine Polaritdt, bei der die alten gelben Blitter die sauersten, die Sprof3-
spitzen die alkalischsten Werte erreichen.

4. Die mikroskopische Analyse mittels Indikatorfirbung ergibt
bei Nicotiana tabacum fiir Xylem, Haare und Epidermis eine saurere,
fir Phloem, Rinde, Markstrahlen und Mark eine alkalischere Reaktion.

5. Pufferung und Titrationskurven sind fir die PreBsifte der
Einzelblitter von Nicotiana tabacum nahezu identisch und unabhéngig
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von der Aziditit des Blattes. Wurzeln, Stamm und Bliiten haben eine
etwas abweichende Pufferung bei einem ahnlichen Verlauf der Titrations-
kurven. Der gleiche Kurventyp wurde fiir Solanum lycopersicum und
Beta vulgaris gefunden. Er ist charakteristisch fiir die virusanfilligen
Pflanzen.

6. Pufferung und Titrationskurven sind fiir die einzelnen Blitter
von Nicotiana glutinosa verschieden, ergeben jedoch ein Gebiet stirkerer
Pufferung bei px 5. Gleichermaflen verhalten sich Datura stramonium,
Phaseolus vulgaris und Nicotiana rustica. Dieses Verhalten ist be-
zeichnend fiir die lokalresistenten Pflanzen und fiir die mit systematischer
Nekrose.

7. Kranke Pflanzen von Nicotiana tabacum und Beta vulgaris
zeigen akute Alkalose, verstirkte Pufferung und ein verdndertes Titra-
tionsbild. Das Gebiet verstidrkter Pufferung zwischen px 3 und 4 wird
auf die Bildung der Virussubstanz zuriickgefiihrt.

8. Die Potentialmessungen an Nicotiana tabacum ergeben fiir
alte gelbe Blitter eine geringe, filr Stamm, untere und mittlere Blitter
eine miBige, fiir Wurzeln und obere Blitter eine starke und fir Bliiten
eine sehr starke Reduktionsintensitét.

9. Das Endpotential viruskranker Blitter von Phaseolus vulgaris,
Beta vulgaris und Nicotiana tabacum ist positiver als das der gesunden
Blitter. Der Kurvenverlauf fiir kranke, jedoch morphologisch nicht
geschiidigte Blitter von Nicotiana tabacum und Beta vulgaris deutet
auf die Wirksamkeit eines in gesunden Pflanzen nicht auftretenden
beschwerenden Systems von positiverem Potentialbereich.

Der Jahrhundertspende der Sichsischen Technischen Hochschule
danke ich fiir ein Stipendium, das mir fiir die Dauer der Untersuchungen
gewihrt wurde, und das die Herstellung der Gerite, sowie die Beschaffung
der Reagenzien ermdéglichte.
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