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Abstrakt. In der Arbeit ist der Entgiftungseffekt von Humussduren und dessen naheres Studium
beschrieben. Die Blatter von Wasserpest (Anacharis canadensis [M1cHx.] PLANCH.) sterben in
der aus gemeiner Quecke (Agropyron repens [L.] P. BEAUV.) gewonnenen Agropyrenlosung nach
emer Zeit ab, welche von der Konzentration dieses Giftes abhéingig ist. Durch Zugabe von einigen
Humusfraktionen wird diese Zeit je nach der Konzentration dieser Stoffe mehr oder weniger ver-
ldngert. Ein Versuch mit Fulvosduren zeigte, dass die Schutzwirkung dieser Fraktion auch dann
zur Geltung kommt, wenn die Wasserpestblatter vorlaufig in ihrer Losung adaptiert und erst dann
der nachtréglichen Wirkung der Agropyrenlosung unterworfen werden. Man kann also die
Schutzwirkung der Fulvosduren nicht bloss auf die chemische oder physikahsch-chemische ausser-
halb der Zelle durchlaufende Herabsetzung der biologischen Aktivitat Agropyrens zuruck-
fuhren. Sie ist ausserdem auch durch eine von Fulvosduren hervorgerufene Erhohung der
biologichen Resistenz der Zelle zu erkldren.

In unserer vorgehenden Mitteilung (MiniRk, MaNxsBarRTOVA und TicHY
1964) haben wir gezeigt, wie der Einfluss von stimulierenden und sublethalen
Mengen Agropyren auf die Alge Scenedesmus obliquus (TurRp.) KRUGER in
Anwesenheit von Huminsdure, Hymatomelansidure und von Fulvosiuren
gedindert wird. Um nun die Interaktion von Agropyren und Humussiuren
eingehender studieren zu konnen, haben wir diese Arbeit durchgefiihrt, in der
wir das Verhalten des Blattzellenprotoplasten der Wasserpest (Anacharis
canadensis [M1cuX.] PLaxcH.) bei kombinierter Wirkung an grisseren Mengen
dieser Substanzen untersuchen. Esist nimlich gut bekannt, dass Agropyren vor
allem die normale Plasmastruktur beschidigt (LASTGVEA und MinAR 1958,
La3tdvia 1960, 1961), wihrend die Humussduren die Vitalitit der Zelle gunstig
beeinflussen kénnen (RYPACER 1962, VLacHOvA 1962). Man kann deshalb
voraussetzen, dass Humussiduren auch diese von Agropyren hervorgerufenen
pathologischen Verinderungen giinstig beeinflussen werden.

*} Adresse: Brno, Kotléfska 2
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Material und Methode

Als Versuchgorganismus wurde in dieser Arbeit der Wasserpest ( Anacharis canadensis {M1cHX.]
PrANcH.) benutzt, welcher im Glashausbasin des Laboratoriums fiir Physiologie und Anatomie der
Pflanzen geziichtet wurde. In den Blattzellen dieser Pflanze wurden die durch kombinierte Wir-
kung des aus der gemeinen Quecke isolierten Agropyrens und der aus Torf gewonnenen Humus-
sauren (Huminsaure, Hymatomelansaure und Fulvosauren) bedingten Veranderungen studiert.
Alle diesen Stoffe wurden auf dieselbe Weise und aus demselben Material gewonnen, welche in der
vorhergehenden Arbeit (MinAk, MaNNsBaRTOVA und TicHY 1964) beschrieben wurden.

In der ersten Versuchsreihe wurde in drei Experimenten

der Einfluss a) von Agropyren bei gleichzeitiger Applikation mit Huminsiure,
b) von Agropyren mit Hymatomelansaure und
¢) von Agropyren mit Fulvosauren

auf die Wasserpestzellen studiert. Es wurden Agropyrenlésungen in Konzentrationen O (Kon-
trolle), 1, 10, 35 und 70 mg/l und Huminsaurelosungen m Konzentrationen 0 (Kontrolle), 10, 100,
200 und 400 mg/l bereitet, sowie Losungen, welche diese beiden Komponenten in allen Kombina-
tionen dieser Konzentrationen enthielten. So wurden 25 Varianten gewonnen. Die zweite Reihe
von 25 Losungen wurde auf gleiche Weise aus Agropyren und aus Hymatomelansauren, die dritte
Reihe aus Agropyren und aus Fulvosauren bereitet. In diese Losungen wurden die von den Sten-
gelspitzen abgeschnittenen Wasserpestblatter eingelegt und danach innerhalb eines Zeit-
raumes von 1 Stunde bis zu 14 Tagen wiederholt bewertet.

In der zweiten Versuchsreihe wurde die cytophysiologische Reaktion der Wasserpestblatt-
zellen auf die Wirkung des Agropyrens nach vorldufiger, dreitatiger Adaptation an Fulvosauren
untersucht. Die Fulvosduren wurden in Konzentrationen von 0 (Kontrolle), 10, 100, 200 und
400 mg/l und Agropyren in Konzentrationen von 10, 35 und 70 mgfl benutzt. Die Wirkungs-
intensitat des Agropyrens, bzw. die Verdnderungen der Plasmaresistenz gegenuber dieser Sub-
stanz wurden nach der Wirkungsdauer des Agropyrens beurteilt, innerhalb welcher die beginnende
irreversibile Kontraktion des Protoplasten— ein Merkmal des Zellenabsterbens (LASTOVEA 1964)
— ewntrat. Die Falle, bei denen die irreversibile Kontraktion des Protoplasten in weniger als 10 9,
der beobachteten Zellen gefunden wurde, reihten wir in die Phase des beginnenden Prozesses ein.
Der Beobachtung wurden die distalen Hiilften der Blatter unterworfen. Fur die Zéhlung wurde
jeweils das dritte, voll entfaltete Blatt von der Stengelspitze an verwendet. In allen Fallen bilden
die festgestellten Werte einen Durchschnitt der bei drei Blattern gefundenen Messungsergebnisse.
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Fig. 1. Veranderungen der Zeitabschmtte, welche fur das Herauftreten irreversibler Proto-
plastenkontraktion unter der Einwirkung von Agropyren be: gleichzeitiger Huminsaure-
apphikation notwendig sind. Abscisse: A — Konzentration von Agropyren: 1, 10, 35 und
70 mg/l., HU — Konzentration von Huminsauren: 0, 10, 100, 200 und 400 mg/l. Ordi-
nate: Die furs Emtreten der beginnenden, irreversiblen Protoplastenkont akton not-
wendige Dauer in Stunden. K — dieselbe Dauer fur die Variante mit reinem destil-
liertem Wasser.
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Ergcebnisse

Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe werden in Fig. 1, 2 und 3 veran-
schaulicht. In Fig. 1 werden die fiir das Hervortreten der beginnenden irreversi-

Fig. 2.

Fig. 3.
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Veranderungen der Zeitabschnitte, welche fur das Auftreten iwrreversibler Protoplasten-
kontraktion unter Einwirkung von Agropyren beir gleichzeitiger Hymatomelansaure-
applikation notwendig sind. Abscisse: A — Konzentration von Agropyren: 1, 10, 35 und
70 mgfl, HY — Konzentration von Hymatomelansdure: 0, 10, 100, 200 und 400 mgjl.
Ordmate: Die fur Eintreten der beginnenden, irreversiblen Protoplastenkontraktion
notwendige Dauer in Stunden. K — dieselbe Dauer fur die Varante mit remnem destil-
liertem Wagser.
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Veranderungen der Zeitabschnitte, welche furs Auftreten irreversibler Protoplasici-
kontraktion unter Einwirkung von Agropyren bei gleichzeitiger Fulvosaurenapplikation
notwendig sind. Abscisser A — Konzentration von Agropyren: 1, 10, 35 und 70 mg/l,
FU — Konzentration von Fulvosauren: 0, 10, 100, 200 und 400 mg/l. Ordmnate: Die furs
Emtreten der begmnenden, irreversiblen Protoplastenkontraktion notwendige Dauer
m Stunden. K — dieselbe Dauer fur die Variante mit reinem destilliertem Wasser.

blen Protoplastenkontraktion in verschiedenen Agropyren- und Huminséure-
gemischen notwendigen Zeitabschnitte demonstriert. Fig. 2 zeigt die im Ver-
such mit Hymatomelansiure mittels derselben Methode erhaltenen Ergebnisse.
Fig. 3 bringt endlich die Ergebnisse des Versuches mit Agropyren und mit
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Fulvosduren. Fig. 4 veranschaulicht die Resultate der zweiten Versuchsreihe.
Sie zeigt die Veranderungen der Zeit, welche fiir das Auftreten der Proto-
plastenkontraktion unter dem Einfluss des Agropyren notwendig ist, wenn das
Objekt vorher mit Fulvosauren behandelt wurde.
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Tig. 4. Versanderungen der Zeitabschmitte, welche furs Auftreten wreversibler Protoplasten-
kontraktion unter Eimnwirkung von Agropyren nach vorgehender Fulvosaurenapplika-
tion notwending sind. Abscisse: A — Konzentration von Agropyren: 10, 35 und 70mg/l,
FU — Konzentration von Fulvosauren: 0, 10, 100, 200 und 400 mg/1. Ordinate: Die fuir das
Eintreten der beginnenden, irreversiblen Protoplastenkontraktion notwendige Dauer in
Stunden. K — dieselbe Dauer fur die Variante mit reinem destillierten Wasser.

Diskussion

In unseren fritheren Experimenten (MInAR, MaNNSBARTOVA und TicHY
1964) erwies sich die Alge Scenedesmus obliquus als ein fiir die Testpriifungen
der biologischen Aktivitit der Agropyren- und Humussiurengemischen ge-
eignetes Objekt. Die geringe Zellengrisse dieser Alge ist jedoch ein wesentlicher
Nachteil bei der direkten cytophysiologischen Untersuchung. La3tdvka
(1964) zeigte, dass zu derartigem Studium die Blitter des Wasserpest besser
geeignet sind. Thre Zellen starben unter dem Einfluss des Agropyren ab und
wiesen dabei je nach der Konzentration dieser Substanz verschiedene Ver-
anderungen ihres Inhalts auf. Es war auch in unseren Experimenten moglich,
solche pathologischen Verinderungen zu beobachten und photographisch zu
erfassen (Fig. 5). Sie beginnen mit einer Verlangsamung und nachfolgender
Abbrechung der Plasmabewegung. Bald darauf tritt eine mit der Ektoplast-
beschidigung verknupfte Kontraktion des Protoplasten in Erscheinung
(Fig. 5b), welche unter einer weiteren Agglutination von Chloroplasten vor sich
geht (Fig. 5c). Die letzten verlieren endlich ihre scharfe Abgrenzung und die
Zellen sterben infolge einer irreversibilen Kontraktion des Protoplasten und
einer Plasmakoagulation vollkommen ab (Fig. 5d). Diese Kontraktion des
Protoplasten erinnert an die hinsichtlich der Wirkung gewisser Kohlenwasser-
stoffe charakteristische Cytolyse (CURRIER 1956), obwohl es sich in diesem
Falle nicht um ihre charakteristische Form handelt.
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Fig. 5. Cytologische Untersuchung der Agr pyrenemwirkung auf die Wasserpestblatzellen
a — Kontrolle, b — beginnende Kontraktion des Protoplasten.
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Fig. 5.c — Protoplastenkontraktion mit Agglutination von Chloroplaster, d — Absterben der
Zellen unter der Plasmakoagulation.
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Die Wirkung der Humussiduren hat dagegen einen ganz anderen Charakter.
Wie schon frither RYPACEK (1962) in den Experimenten mit Nitella gracilis
und Mniwm affine gezeigt hat, wird der Verlauf der Plasmolyse durch Humin-
und Hymatomelansidure verlangsamt, die Fulvosduren beeinflussen ihn, was
den Zeitverlauf betrifft, dagegen nicht. Aus unserer Arbeit folgt, dass auch der
Beginn der irreversiblen Protoplastenkontraktion durch Humussiduren ver-
zogert wird, wie es Fig. 1—3 zeigen und tritt in einigen Fillen sogar noch nach
14 Tagen nicht ein, wihrend sie in destilliertem Wasser schon nach 75 Stunden
in 109, der Zellen beginnt.

Wenn jetzt die Wasserpestzellen in Anwesenheit der Humusséuren der
Agropyrenwirkung ausgesetzt werden, kommt es allgemein zur Verlingerung
der zum Hervortreten der Protoplastenkontraktion notwendigen Zeit. Nur in
der niedrigsten Konzentration von Humin-und Hymatomelansidure (10 mg/l)
st diese Zeit verkiirzt, die Fulvosauren beeinflussen sie bei dieser Konzentra-
tion nicht, Dies stimmt mit unserer vorigen Arbeit iiberein, in welcher an
Experimenten mit Scenedesmus obliguus gezeigt wurde, dass Humin- und Hyma-
tomelansdure als ein eigenartiges Vehiculum zur Geltung kommen konnen,
welches das Eindringen des Agropyrens in die Zellen unterstiitzt und so die
den hoheren Konzentrationen des Agropyrens entsprechenden Verdnderungen
herbeifiithrt. In hoheren Konzentrationen des Agropyrens wird dieser Effekt
natiirlich verwischt. Die Fulvosiuren, welche in den Experimenten mit der
Alge Scenedesmus obliguus gegeniiber Agropyren vielmehr einer gewissen
Kompensationseffekt gezeigt hatten, bewirkten iibereinstimmed damit auch in
dieser Arbeit keine Beschleunigung des Beginns der irreversibilen Proto-
plastenkontraktion.

Die bisher diskutierten Ergebnisse erméglichten keine Erklarung der Frage, ob
der Detoxifikationseffekt der Humussiduren nur durch die gegenseitige chemische
und physikalisch-chemische Desaktivation der Humussauren und des Agro-
pyrens bedingt ist oder ob dabei auch die allgemein férdernde Wirkung der
Humusstoffe auf den Pflanzenorganismus eindrucksvoll erscheint. Mit Hinsicht
darauf, dass die im Protoplasma von Humussduren verursachten Veranderun-
gen einen mehr oder minder dauernden Charakter besitzen (NIKLEWSKI 1933,
NxLEWSKI und WOJCIECHOWSKI 1938, BLaGOWESTSCHENSKI und PRroso-
ROWSEAJA 1935), wurde diese Frage mit Hilfe eines anderen Experimentes
gelost. Es wurde der Einfluss des Agropyrens auf Blattzellen von Anacharis
canadensis ermittelt, welche vorher drei Tage mit Fulvosiuren behandelt wor-
den waren. Diese Humusfraktion wurde deswegen fiir den Versuch gewahlt,
weil ihr Kompensationseffekt gegen die Agropyrenwirkung am grossten war,
weil sie in die Zellen am besten eindringt (PrAT 1960) und weil sie selbst an sich
keine Verianderungen des Plasmolyseverlaufs bewirkt hatte (RYPACEK 1962).
Die in Fig. 4 veranschaulichten Resultate haben dann in vollem Masse unsere
Voraussetzung bestétigt, dass Humusstoffe oder zumindest die Fulvosduren in
der Interaktion mit Agropyren nicht nur durch ihre chemische oder physika-
lisch-chemische Desaktivation, sondern auch durch die biologische Plasma-
adaptation und die Erhoéhung natiirlicher Plasmaresistenz zur Geltung
kommen.

Der Einfluss des Agropyrens auf den Protoplasten kann dhnlich wie die Wir--
kung anderer Kohlenwasserstoffe (van OVERBEEK und BrLoNDEAU 1954) in
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der Zerstorung der Bindungen von Lipiden des Ektoplasten gesehen werden
und in der Beschidigung der Struktur, der Reaktivitit und der Funktion
desselben. Die Humusstoffe erweisen sich dann als Substanzen, welche im
Einklang mit Prat’scher Interpretation (1955) ihrer Wirkung mittels Theorie
der freien Radikale, erforderliche Aktivitat und anabolische Beschaffenheit
des Protoplasmas aufrechthalten, bzw. erhdhen.
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V préer je popsin detoxifikadni téinek humusovych kyselin a blize studovana jeho povahas
Listy vodniho moru (Anacharis canadensis [Micux.] PLaNcH, vloZeny do roztoku agropyrenu
izolovaného z oddenkd pyru plazivého (Agropyron repens [L.] P. BEAUV.), odumiraji po &ase,
jehoZ délka je zavisld na koncentract jedu. Pfidavek n&kteryeh humusovych frakei tuto dobu
vice nebo méné prodluzuje. Pokus s fulvokyselinam ukézal, fe toto ochranné ptisobeni se projevi
1 tehdy, jsou-li hsty vodniho moru v roztoku této frakee pfedem adaptoviny a pusobi-li agro-
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pyren dodateéné. Ochrannd schopnost fulvokyselin nespoéiva tedy pouze v mimobunééném
chemickém nebo fyzikéln® chemickém otupeni biologické linnost1 agropyrenu, nybrz i ve
zvy$eni biologické odolnosti buriky téinkem této humusové frakce.

B. Tuxn, E. Mannctaprosa, fI. Munar:x, JTabopaTopiis (r3no IO IT AHATOMITH PaCcTCHIEH
ccrecrBenHoro Qaryasrera YHupepeurera wy fl. 3. Ilyprmase, Bpuo: Ilpupoxa neroxcu-
¢pUKRANHOHHOrO eliCTBHA TYMYCOBBIX KHCI0T. — Biol. Plant.6 : 306—314, 1964.

B paGore onmcnBacT(A ACTORCHPUKALMONHOC AEHCTBIE TYMYCOBHIX KHCIIOT I OJike
M3YYACTC A ero UpIpoaa. JucTba BoRAHOH 9yMbi ( Anacharis canadensis [MICHX.] PLANCH.) IpH
[NOMEDIeHUI B PAacTBOP AarponupeHa, M30.IMPOBAHHOIO 113 KOPHEBHII NBIPES NOJN3YYero
(Agropyron repens (L ) P. Beauv.), oTMHpAIOT CIycThA OTPE3OK BPEMEHH, MINId KOTOPO-
r0 3aBACHT OT KOHUEHTPAUMH sfa. lIpmOaBKa HCKOTOPHIX I'yMycOBLIX QPAKDHHM 3TOT CPOK
Oosiee mor Mence yIomaser. Onmr ¢ QyJIbBOKUCIOTAMH IOKA3asd, 4TO 3TO 3AIUTHOE JACH-
CTBHE TPOABJIACTCA I TOIJA, €C/IN JIMCThA BOJAHON TyMKI IPeIBAPHTEJIBHO aJalpHTOBAJNCH
B pacrtBope aToi @paimp I NeficTBYeT-JIH arpolupeH Ao0aBoYHO. JamMTHAA cHOCOOHOCTH
$yIBBOKUCIOT OCHOBBIBACTCA TOTJ@ HE TOJBKO BO BHCKJICTOUHOM XIIMIYCCHKOM HJIH (PH3HKO-
XHEMHYECKOM OTYILICHWII OMOJIOTHYECKOTO [eHCTBHA A&rpONHpCHA, HO M B INOBHIUEHWH
OMOJIOrIYeCROH YCTOHUMBOCTII KICTKI NOJ BJINAHKCM 3TOH TyMycoBOil Qparumm.



