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Probleme bei manometrischen Atmungsmessungen von
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Synopsis. The author describes manometrical respiration measurement
of the mycorrhizal fungus Suillus plorans (ROLL.) SING., (Zirbenrohrling)
with the Warburg apparatus.

Methods for sufficient mycelial growth and valuable hints to avoid infec-
tions and to reduce inactive phases of mycelial suspensions are given.
Errors of manometrical measurement at low-rate respiration activity
are discussed.

Different ways of figuring respiration curves help exploit respiration
activities in an easier way.

Einleitung

Seit 1952 wird in Osterreich eine intensive Grundlagenforschung im Rahmen der
Hochlagenaufforstung betrieben. Eines der vielen auftretende Probleme ist die
Ernshrung der Baumsetzlinge in diesen extremen, zum Teil schon linger waldent-
fremdeten Hochlagenbéden. Eine grofe Bedeutung hat dabei die Mykorrhiza, eine
Gemeinschaft zwischen Wurzeln hoherer Pflanzen und Mycelien bestimmter Pilze,

MOSER (1958, 1959) gelang es, eine Torfkulturmethode mit kiinstlicher Impfung
von Mykorrhizapilzen auszuarbeiten.

Die Intensivierung der Aufforstung bedingt eine Rationalisierung und eine straffe
Kalkulation. Pflege- und SchutzmaBnahmen sollen dhnlich wie in landwirtschaft-
lichen Betrieben durch Anwendung chemischer Mittel vereinfacht werden.

Es galt nachzuweisen, ob und wieweit dadurch die Mykorrhiza geschidigt wird.
In diesem Zusammenhang wurden Atmungsmessungen an Swuillus plorans (Roll.)
Sing., (Zirbenrohrling), dem wichtigsten Begleitpilz der Zirbe vorgenommen, Die

159



Institutsbezeichnung dieses Pilzes, S4—£h, wird in dieser Arbeit statt des genauen
Namens verwendet. S4—% wurde am 10. August 1958 in Obergurgl (1900 m) isoliert.

Atmungsmessung allgemein :

Atmungsmessungen werden seit ihrer Vervollkommnung durch WARBURG in den |
verschiedenen Richtungen der Biologie zur Erforschung und Uberpriifung von
Lebensvorgingen verwendet.

Findet in einem geschlossenen, mit einem Manometer verbundenen Gefify Atmung
statt, so wird sich dies in einer Abnahme des Gasdruckes zeigen, wenn man das
entstehende Kohlendioxyd durch eine Lauge absorbiert. (Prinzip der , Direkten
Methode” von WARBURG.) Veréinderungen des Stoffwechselgeschehens kénnen in
vielen Fillen durch eine Anderung der Atmungsintensitit festgestellt werden. Von
FREY wurde diese Methode bereits 1942 zur Bestimmung der Sulfonamidwirkung auf
Bakterien herangezogen. Eine umfassende und genaue Beschreibung der manome-
trischen Atmungsmessungen wird von DIXON (1952) und UMBREIT et. al.
(1951) gegeben. Bei S4—4 sollte bestimmt werden, in welchem Zeitraum nach der
Zugabe chemischer Stoffe sich eine Wirkung erkennen lief3.

Problematik

Der GrofBteil aller Respirationsmessungen wurden bisher mit schnellwiichsigen
Organismen, meist Bakterien, durchgefiihrt. Dabei ist durch Bestimmung der genauen
Einsaatmenge direkt in die ReaktionsgefiBe oder in ein Vorkulturgefif eine grofe
Homogenitdt des Zellmaterials zu erreichen. Schnellwiichsige Kulturen sind gegen-
iiber Infektionen weniger anfillig.

Bei S4-% handelt es sich dagegen um einen langsamwiichsigen, mycelbildenden
Pilz. Er bildet in der Laborkultur keine Fruchtkdrper und 1Bt sich im Labor auch
nicht aus Sporen ziichten. Es mufl durch Verimpfung von Mycelstiicken vermehrt
werden. Zu seiner Kultur bedarf es einer komplizierten Nihrlosung, in der sich viele
andere Mikroorganismen #uflerst rasch vermebren kénnen. Dariiberhinaus ist das
Mycel von S4-k empfindlich gegeniiber groBeren Verletzungen, Temperaturabfall
und zeigt eine jahreszeitliche Periodizitéit. Zwischen Mirz und Oktober besteht eine
Periode optimalen Wachstums und optimaler Atmungsaktivitdt, die wihrend der
Monate November bis Februar auf ein Minimum absinkt. Diese Periodizitdt wurde
trotz geniigender Néhrstoffe und Temperaturkonstanz im verdunkelten Brutschrank
iiber die ganze Zeit der Kultur beobachtet und lauft wahrscheinlich parallel mit der
Zeit der Mykorrhizaaktivitdt im Freiland.

Daraus ergeben sich zwei Hauptprobleme:

1. Die Anzucht von Pilzmaterial, das gleiches physiologisches Verhalten zeigt, also
moglichst gleich intensiv atmet.
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2. Die Vermeidung von Infektionen:

a) Wihrend der langen Anzuchtperiode.
b) Wihrend der Vorbereitung und Ubertragung in die ReaktionsgeféBe.
¢) Wihrend der Messung selbst.

Néhrlosungen:

a) In den Anzuchtkolben: Flissigkeitsndhrboden (MOSER, 1958)
Biotin. ..l gamma, Aneurin. . .50 gamma, KH,PO,...0,5 g, MgS0,...0,5 g,
ZnS0,...0,5 ml (1:500), FeCly...1,0 ml (19,) CaCl,...5,0 ml (0,1 m), MnSO,
...0,6 ml (19,), Inosit. . .0,05 g, Maltose. ..20,0 g, Glukose. ..10,0 g, Pepton
...2,0 g, Asparagin...1,6 g, Acqua dest...1000 ml.

Bei einer Erhéhung der Maltosezugabe um 5,0 g, Glukose um 3,0 g und Pepton
um 0,4 g (auf 1000 ml Acqua dest.) zeigt S4-% ein bedeutend besseres Wachstum.
Im Spatherbst 1963 wurde beobachtet, daBl Fliissigkeitskulturen von S4-2 mit einer
Infektion durch Hefe deutlich stimuliert wurden.

b) In den ReaktionsgefiBien und Schiittelflaschen:

Stickstofffreie Nghrlosung: (MOSER, 1958)

KH,PO,...0,5 g, MgS0,...0,5 g, ZnS0,...0,5 ml (1:500), FeCly...1,0 ml
(1%), CaCl,...5,0 ml (0,1 m), Inosit...0,04 g, Maltose. ..20,0 g, Glukose. ..
10,0 g, Acqua dest. ..1000 ml.

Methodik
a) Anzucht von Pilzmaterial:

Die Stammkulturen wurden in mikrobiologischen Eprouvetten auf Schrigagar
gehalten. Es erwies sich aber auch bei den daraus abgeimpften Fliissigkeitskulturen
als wachstumsfordernd, zwischendurch auf festen Ndhrboden zu iiberimpfen.

Die Anzucht des Myecels fiir die Atmungsmessungen erfolgte in 100 ml Erlenmeyer-
kolben mit 20 ml Néhrlgsung. Die Verimpfzeit betrug zwischen zwei und drei Wochen.
Aus diesen Kolben wurden jeweils 9—10 Kulturen in die Schiittelflaschen iibertragen.
Nach verschiedenen Vorversuchen, wie Einwégen von Mycelstiicken in die Reaktions-
gefaBe, oder Anziichten von Mycelrasen in eigenen Reaktionsgefifien, erwies sich die
Herstellung einer Suspension als am einfachsten und geeignetsten. (Methode nach
WIKEN et. al. 1951, 1952). Beim Zerkleinern mit dem Ultra-Turax-Gerit entstand
eine groBle Schidigung und anschlieBend eine lange inaktive Phase des Zellmaterials.
Giinstiger wirkte sich Handschiitteln in Schiittelflaschen aus, wobei 6—7 Sekunden
Ultra-Turax-Zerkleinerung ungefihr 10 Minuten Handschiitteln entsprach.

Vor dem Ubertragen der Kulturen in die Schiittelflaschen, das sich am einfachsten
iiber einem Dampftopf durchfithren lieB, wurden sie zuerst optisch auf Infektionen
iberpriift und die bestwiichsigen ausgewshlt. Mit Ausstrichen auf Agarplatten
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wurden die Suspensionen auf einen eventuellen Keimgehalt (neben S4-4) untersucht.
Die Zellwattestopfen der 100 ml Kolben wurden abgeflammt, die Kolben selbst und
die Gummistopfen der Schiittelflaschen mit Alkohol gewaschen. In den Schiittel-
flaschen befanden sich bis zu einem Drittel der Hohe Glasperlen von 5—6 mm
Durchmesser. Beim Uberfiihren war besonders darauf zu achten, daB sich die Tempe-
ratur in den Schiittelflaschen durch die Einwirkung des Dampfes nur wenig erhdhte.
Nach dem Schiitteln wurden die Suspensionen mindestens 70 Stunden aufbewahrt,
um beim Beschicken aufgetretene Infektionen festzustellen, und die durch den
Schiittelschock bedingte inaktive Zeit zu iiberwinden. Danach wurden nochmals
Proben unter dem Mikroskop iiberpriift. Aus den Schiittelflaschen wurden die Mycel-
suspensionen iiber einem Filter aus Leinen angereichert und von diesem mit Pipetten
in die ReaktionsgefiBle gegeben. Die Nihrlosung und die Suspensionen der Spritz-
mittel, sowie die Kalilauge fiir die CO,-Absorption wurden mit Injektionsspritzen
zugegeben, da dies leichter, schneller und genauer durchzufiihren war.

Reaktionsgefifle und alle anderen verwendeten Gerite waren mit Reinigungs-
flissigkeit Gatt-G5 ausgekocht, grindlich mit Acqua dest. gespiilt, mindestens
12 Stunden in absolutem Alkohol desinfiziert und danach bei 110° C im Trocken-
schrank aufbewahrt worden. Die Reaktionsgefille waren bis unmittelbar vor ihrem
Aufsetzen auf die Manometer durch sterile Gummistopfen verschlossen. Die Mano-
meteranschliisse wurden sofort nach der GefiBlabnahme mit Alkohol von Fettresten
gesdubert und vor dem Aufsetzen kurz abgeflammt. Bei linger dauernden Versuchen
konnen auch Bakterienfilter zwischengeschaltet werden.

b) Atmungsmessung:

Es wurde die von der Firma Braun in Melsungen erzeugte Warburgapparatur
Modell V verwendet. In der schiisselformigen Thermostatenwanne ist bei diesem
Modell Platz fiir 14 Manometer. Die Schiittelfrequenz war auf 75 pro Minute ein-
gestellt. Das Thermostatenbad wurde mit der Genauigkeit von 40,2 Grad auf
23° C gehalten. Abgelesen wurde alle 60 Minuten mit fiinf Minuten Stillstand der
Schiittelvorrichtung. Die Erfassung der Werte erfolgte summativ, d. h. die Appa-
ratur blieb bis zum Versuchsende geschlossen. Da die durchschnittliche Atmungs-
aktivitdt von 1,5 bis 2,0 ml Mycelsuspension gering war, wire durch das Offnen
eine starke Verfilschung der Ablesewerte entstanden. Ebenso kann durch eine groBere
Differenz zwischen der Raumtemperatur und der Thermostatenbadtemperatur beim
Offnen ein Schock eintreten, der fiir die Dauer von 30—60 Minuten eine Atmungs-
verminderung bis zu 50 Prozent auslost.

Druckschwankungen in der Atmosphire und leichte Temperaturunterschiede des
Thermostatenbades werden allgemein durch Verwendung eines Thermobarometers
erfaBt. Es empfiehlt sich bei einer so schwachen Atmung und der stiindlichen Ab-
lesung zwei dieser Gefille zu verwenden und zu ihrer besseren Beurteilung ein geeich-
tes Barometer zu beniitzen. Wihrend laufender Messungen durchziehende Gewitter
oder auch nur Storungszonen, die kaum bemerkt heranziehen, bewirken nicht aus-
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wertbare Zacken der Atmungskurven. Man kann diese Zacken bei Verwendung eines
Barometers als nicht relevant ausscheiden. Bei Fohn (nordgerichteter Fallwind, nie-
driger Barometerstand bei meist klarem Wetter) durchgefiihrte Atmungsmessungen
an S4-k konnten nicht ausgewertet werden.

Abb. 1 gibt Atmungskurven von S4-k wieder. Die Kontrolle stellt den Normaltyp
der Atmungskurve am Ende der optimalen Aktivitdtsperiode dar. Die anderen
Kurven zeigen eine Verdnderung der Normalatmung durch Zugabe verschiedener
Konzentrationen eines Zineb-Priparates.
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Abb. 2 gibt die graphische Auswertung eines Atmungsversuches mit demselben
Zineb-Priparat am darauffolgenden Tag wieder. Die Darstellung soll einen genaueren
Vergleich der Konzentrationen untereinander und gegeniiber der Kontrolle gestatten.
Der Sauerstoffverbrauch ist in Prozenten der Kontrolle pro Ableseintervall angege-
ben. Zur besseren Ubersicht wurde eine dreidimensionale Darstellung gewihlt. Der
Unterschied zur zweidimensionalen besteht darin, daB hier die sonst senkrecht auf
die Zeichenebene Z Y stehende Ebene ZX um die 2-Achse etwas herausgedreht wurde.
Die einzelnen Kurven erscheinen dadurch nicht als Projektion auf die Ebene ZY,
sondern in ihrer tatsichlichen Lage im Raum. Die Kontrolle bildet eine Ebene in der
Hihe 100%,. (In der Darstellung entsprechen 3%, einem Millimeter.)
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