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1. Bedeutung der Zellwandchemie fiir die Stammesgeschichte der Pilze

Die Phylogenie der Pilze ist auch heute noch nicht restlos abge-
kldrt; immer wieder werden neue Ableitungen versucht, namentlich in
der Klasse der Phycomycetes (11, 13, 14, 17, 56). Im wesentlichen ste-
hen sich zwei Ansichten gegeniiber:

1. Die Mehrzahl der Systematiker stellt sich vor, daB die Pilze durch
Chlorophyllverlust aus mehreren Organismengruppen polyphyle-
tisch entstanden seien und daB sich die einzelnen Pilzgruppen

selbstindig weiterentwickelt hétten.

2. Eine andere Ansicht beruht auf der Annahme einer einzigen, im
groBen ganzen zusammenhiingenden Entwicklungsreihe, die von
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primitiven einzelligen Organismen bis zu den hochsten Pilzen
aufsteigt. :

Die phylogenetischen Zusammenhinge zwischen den verschiedenen
Pilzgruppen werden meist nach entwicklungsgeschichtlichen und mor-
phologischen Gesichtspunkten beurteilt. Als erster versuchte F. von
Wettstein (55) daneben auch den Zellwandchemismus mit in Be-
tracht zu ziehen. Er stellt zun#chst die grundsitzliche Frage, ob die
chemische Zusammensetzung der Zellwand iiberhaupt als Merkmal von
systematisch-phylogenetischer Bedeutung gelten konne. Auf Grund
durchaus modern anmutender Erwigungen kommt er zum SchluB, daB
chemische Merkmale eine gewisse systematische Bedeutung beanspru-
chen diirfen. Das Auftreten von Chitin hilt er fiir ein wertvolles Merk-
mal, weil es nicht direkt beeinfluBbar ist. (Er hatte vergeblich versucht,
verschiedene zellulosehaltige Griinalgen durch heterotrophe Ernihrung
in chitinfiihrende Organismen umzuwandeln.) Gestiitzt auf eigene Unter-
suchungen und auf Angaben in der Literatur (36, 57) iiber das Vor-
kommen von Chitin und Zellulose in pflanzlichen Zellwinden stellt er
fest, daf Chitin nur bei Pilzen und nie neben Zellulose vorkommt. ‘
Zellulose und Chitin vertreten sich gegenseitig, indem sie einander aus-
schlieBen. Innerhalb der systematischen Gruppen der Pilze herrscht
groBe Einheitlichkeit und Konstanz beziiglich der Verteilung der ge-
nannten Membranstoffe. So ist bei Ascomyceten und Basidiomyceten die
beherrschende Zellwand-Grundsubstanz Chitin. Nur bei abgeleiteten
Typen wird es durch andere Stoffe verdeckt oder ersetzt. So ist z. B. bei
den Saccharomyceten und den Laboulbeniaceen weder Chitin noch Zel-
lulose nachweisbar. Bei den Phycomyceten dagegen fand F. v. Wett-
stein eine scharfe Trennung in zwei Gruppen, die sich durch das
Vorkommen von Chitin und Zellulose unterscheiden: Die Monoblephari-
daceen und Oomyceten besitzen Zellulose, die Zygomyeceten Chitin. Die-
ser auffallende Unterschied im Membranchemismus innerhalb der gleichen
Pilzklasse muf} stammesgeschichtliche Bedeutung haben. F. von Wett-
stein erblickt in der Zellulose den urspriinglichen, im Chitin einen
abgeleiteten Membranstoff. Diese Auffassung wird von ihm eingehend
begriindet und fiihrt ihn zu der Annahme, daB die « Chitinpilze » alte,
schon lange aus Algen abgezweigte Typen sind, wihrend bei den « Zel-
lulosepilzen » der Algencharakter noch deutlich in Erscheinung tritt,
weil sie jlinger sind. Diesen stammesgeschichtlichen Unterschied sieht
er auch in morphologischen und ©tkologischen Merkmalen. Er betont
ganz besonders, daf} er durch sein starkes Hervorheben chemischer Ver-
wandtschaftsbeziehungen durchaus nicht eine einseitige Uberschitzung
dieser Merkmale ausdriicken will. Nach der Auffassung von Wett-
steins haben die Phycomyceten polyphyletischen Ursprung.

Die iiberzeugungskriftige Theorie von Wettsteins, die auf
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dem Nachweis eines absoluten gegenseitigen Ausschlusses von Chitin
und Zellulose innerhalb ein und desselben Organismus und sogar inner-

halb ganzer systematischer Emhelten beruht, begegnete aber bald grofien
Schwierigkeiten.

Kniep (26) fand ndmlich einen zu den Blastocladiaceen gehorigen
Phycomyeceten (Allomyces), den er auf Grund seiner Fortpflanzungs-
verhiltnisse fiir einen Vorlidufer der Monoblepharidaceen und damit auch
der Qomyceten ansah, gleichzeitic aber auch in Beziehung zu einer
Gruppe der Chytridiales brachte. Die Auffindung weiterer Blastocladia-
ceen mit noch einfacheren Fortpflanzungsverhéltnissen in absteigender
Reihe, die zugleich gewissen Chytridiales immer mehr morphologisch
dhnlich sahen (18, 47), unterstiitzte Knieps Annahme einer einzigen,
aufsteigenden Entwicklungsreihe von den Chytridiales iiber dic Blasto-
cladiaceen und Monoblepharidaceen zu den Oomyceten. Vom morpholo-
gisch-entwicklungsgeschichtlichen Standpunkte aus erschien die Reihe
vollkommen geschlossen (16). Der Membranchemismus der Chytridiales
und der Blastocladiaceen war allerdings damals noch vollig unklar.
Petersen (36) hatte bei Blastocladiaceen Zellulose nicht nachweisen
konnen; F. von Wettstein (55) glaubte aber, daB sie trotzdem
Zellulosemembranen besifen, weil auch bei den Monoblepharidaceen der
Zellulosenachweis mit Schwierigkeiten verbunden gewesen war. In der
von ihm herausgegebenen Neuauflage des Handbuches der systemati-
schen Botanik von R. von Wettstein (56) vereinigte er daher im
AnschluB an Kniep Blastocladiaceen und Monoblepharidaceen zur
Reihe der Monoblepharidales.

In einer Untersuchung zur Abklidrung der unsicheren und liicken-
haften Kenntnisse iiber die Membranchemie der niederen Pilze mit der
mikrochemischen Methode van Wisselinghs (57, 58) fand Nabel
(34) bei den Chytridiales und den Blastocladiaceen Chitinmembranen.
Das erschwerte natiirlich die Annahme der erwidhnten monophyletischen
Entwicklungsreihe sehr. Gleichzeitig fand N abel aber eine neue Chy-
tridiacee, Rhizidiomyces bivellatus, deren Membran sowohl Chitin- als
auch Zellulosereaktion zeigte (16, 34). Aus der Beobachtung, daf ein
und derselbe Pilz zur Bildung beider Zellwandsubstanzen befihigt schien,
muBte folgerichtig der SchluB gezogen werden, daf der Membranchemis-
mus nicht mehr als systematisch-phylogenetisches Kriterium gelten konne
und die scharfe Sonderung der Phycomyceten in Chitin- und Zellulose-
pilze nicht mehr aufrechterhalten zu werden brauche. Auch aus unein-
heitlichen Verhiltnissen im Zellwandchemismus der Hefen schlof N a -
bel, daB dieser fiir Systematik und Stammesgeschichte bedeutungslos
sei. Obwohl seine Resultate im iibrigen groBe Ubereinstimmung mit den-
jenigen van Wisselinghs und von Wettsteins aufweisen,
unterstiitzt er somit die Auffassung, « daf grofere zusammenhingende
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Entwicklungsreihen unter den Pilzen vorhanden sind, als die Vertreter
der Lehre von der polyphyletischen Abstammung der Pilze aus Algen
sie annehmen » (34).

Weitere Untersuchungen, in denen im gleichen Organismus Chitin
und Zellulose nebeneinander nachgewiesen wurde, halfen mit, die Theo-
rie von Wettsteins ins Wanken zu bringen.

In mehr als zehn Tage altem Myzel von Mucor Rouxii glaubte
Hopkins (22), neben Chitin auch Zellulose nachweisen zu konnen,
doch konnten seine Angaben durch N ab el nicht bestitigt werden.

Dagegen wies Thomas (48) in Fusariumarten neben Chitin sehr
wenig Zellulose nach. Spiter fand er bei den Oomyceten Pythium und
Phytophthora neben Zellulose auch Chitin (49, 50). Er arbeitete im
wesentlichen mit den gleichen Methoden, die alle friiheren Untersucher
auch verwendet hatten (Chitosanreaktion, Loslichkeitsverhiiltnisse, Dar-
stellung von Glucosazon, resp. Glucosamin-Chlorhydrat usw.). Er unter-
lieB es jedoch, seine Ergebnisse zu den allgemeinen stammesgeschicht-
lichen Fragen in Beziehung zu setzen.

Auferdem bestehen in der Literatur verschiedene Angaben iiber
Algen, die ebenfalls Chitin und Zellulose in der gleichen Zellwand ent-
halten sollen. Es betrifft dies Cladophora glomerata, dltere Zellen von
Cedogonium irrequlare (59), Mougeotia und Spirogyra (51). Bei den
zwel letzteren soll das Chitin sogar in eine Zelluloseschicht eingebettet
sein. Von besonderer Bedeutung erscheint eine Untersuchung von A st -
bury und Preston (3), die bei rontgenometrischen Untersuchungen
der Zellwandstruktur von Cledophoraarten neben Zelluloseinterferenzen
weitere Interferenzen fanden, die sie als solche von Chitin deuteten. Alle
ibrigen erwihnten Untersuchungen wurden niimlich mit Nachweismetho-

den durchgefiihrt, die zu Zweifeln an ihrer Zuverlissigkeit Anlaf geben.

Aus diesem Grunde soll im nichsten Kapitel eine kritische Bespre-

chung bisher verwendeter Nachweismethoden fiir Chitin und Zellulose
folgen.

2. Die Nachweismethoden fiir Chitin und Zellulose

Die mikrochemische Meihode erschien seit jeher fiir Untersuchungen
an Algen- und Pilzzellwéinden als die geeignetste, weil sie direkte mikro-
skopische Beobachtung des zu untersuchenden Zellwandmaterials wéih-
rend der Nachweisreaktion erlaubt, mit verhédltnismifig wenig Material
auskommt und sich in kurzer Zeit an zahlreichen Proben ausfiihren 148t.

Der Nachweis von Chitin und Zellulose beruht bei dieser Methode
im wesentlichen auf Jodfirbungsreaktionen. Zellulose firbt sich bei Zu-
satz von konzentrierter Schwetelsdure mit Jodjodkalilosung blau, mit
Chlorzinkjodlssung allein. blauviolett. Bei Chitin 138t sich eine charak-

202



teristische Jodfirbung nicht ohne weiteres erreichen. Reines Chitin fédrbt
sich mit Chlorzinkjodlosung eher rotviolett, wihrend Jodjodkalilosung
zusammen mit Schwefelsiure die mannigfaltigsten gelb- bis rotbraunen
Farbtone verursacht. Dieses Verhalten gab sogar Anlafi, die Existenz
verschiedenartiger Chitine anzunehmen (27). Einen guten Test mit eini-
germalen konstanter Firbung hat van Wisselingh (57, 58) aus-
gearbeitet. Dabei werden die Zellwinde zuerst von nicht interessierenden,
storenden Begleitstoffen befreit dadurch, daf sie mit Glyzerin in zuge-
schmolzenen (:lasrohrchen auf 300° C erhitzt werden. Sowohl Chitin wie
auch Zellulose werden durch diese Behandlung nicht zerstort. Dann wird
das Chitin der Zellwidnde in Chitosan iibergefiihrt, indem das Untersu-
chungsmaterial wieder in zugeschmolzenen Glasrohrchen mit konzen-
trierter Kalilauge (50 %) wihrend 20 Minuten auf 160° bis 180° C erhitzt
wird. Dieses Chitosan ergibt nun mit Jodjodkalilisung in Gegenwart
von verdiinnter Schwefelsdure eine charakteristische rotviolette Farbe,
die fiir Chitosan spezifisch sein soll.

Ist im gleichen Priparat neben Chitin auch Zellulose vorhanden, so
148¢ sich diese durch die Blaufirbung mit Jodjodkali und konzentrierter
Schwefelsdure nachweisen. Das rotviolette Chitosan entfiirbt sich beim
Zusatz konzentrierter Siure und lost sich unter Bildung gelbbrauner
Schlieren auf. Diese Auflosung in konzentrierter Schwefelsiure kann also
als Kontrollreaktion fiir Chitosan dienen.

Als weitere Kontrollmoglichkeit wird die Bildung wvon Chitosan-
salzen, die als sogenannte Sphaerite auskristallisieren, angegeben (6, 7,
57, 58). Es ist aber meist schwierig, geniigend groBe Sphaerokristalle zu
erhalten, und deren Eigenschaften sind zudem zu schlecht definiert, als
daff man auf sie abstellen konnte (37). Weitere Kontrollreaktionen, wie
Auflosung des Chitosans in verdiinnter Salz- oder Essigsiure, nicht aus-
waschbare Gelbfirbung mit Pikrinsdure (34) u.a.m., diirften wohl noch
weniger spezifisch sein. '

Die Grundlage des mikrochemischen Nachweises bilden also Jod-
farbungsreaktionen. Nach Kiihnelt (28) sind diese jedoch nicht als
eigentliche chemische Reaktionen anzusprechen, sondern es handelt sich
um Adsorptionserscheinungen, bei welchen die Polysaccharide als Disper-
soide wirken. Sie sind also unspezifische Gruppenreaktionen, die, durch
geringe Unterschiede im Molekiilbau nicht beeinfluBt werden (37). Da
sie somit von der chemischen Zusammensetzung des Substrates einiger-
mafien unabhingig sind, kénnen sie durch Verinderung der Versuchs-
bedingungen variiert werden. Nach Kiihnelt liegen nun zwar bei An-
wendung der Wisselingh-Reaktion immer die gleichen Versuchs-
bedingungen vor, und sie wird von ihm deshalb als zuverlissig anerkannt.

Doch auch bei diesem Test konnen natiirlich die Bedingungen wech-
seln, wenn auch in engeren Grenzen. Zudem ist das Chitosan, mit wel-

203



chem die Reaktion ausgefiihrt wird, chemisch schlecht definiert (8, 33).
Auch die Widerstandsfdhigkeit gegen heiBes Alkali mufl vorsichtig be-
urteilt werden, da Chitin von diesem unter Umstdnden vollstindig
dispergiert werden kann. Richards fand Unterschiede zwischen Am-
pullen mit gleichem Material, die gleich behandelt worden waren (37).
Gonell (15) erhielt von Eunice-Kiefern ein von Chitin abweichendes
Rontgendiagramm, obwohl die mikrochemische Chitinreaktion positiv
war. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Berechtigung der vorge-
brachten Einwiinde.

Die makrochemische Methode, die z.B. von Thom as verwendet
wurde, besteht darin, die Zellwandstoffe moglichst rein darzustellen, sie
wenn notig auf Grund verschiedener Loslichkeitseigenschaften vonein-
ander zu trennen und hierauf durch Derivate der Hydrolyseprodukte zu
identifizieren (Glucosazon fiir Zellulose, Glucosaminchlorhydrat fiir Chi-
tin). Dieser Nachweis ist der einzige, der quantitativ ausgefiihrt werden
kann; in qualitativer Hinsicht ist er aber keineswegs befriedigend. Durch
den Nachweis einer Komponente ist noch nicht das Polysaccharid selbst
nachgewiesen. Auch von Zellulose verschiedene Hochpolymere mit fihn-
lichen Eigenschaften konnen bei der Hydrolyse Glucose liefern, und
ebenso ist Glucosamin Baustein verschiedener Polysaccharide und Glyco-
proteine (30, 54). Von verschiedenen Untersuchern wurde Glucosamin
als Hydrolyseprodukt erhalten aus Substanzen mit wechselnder, von
Chitin abweichender chemischer Zusammensetzung (24, 35). Makro-
chemische Untersuchungen stellten sogar die Identitit von pflanzlichem
und tierischem Chitin in Frage (10), die aber rontgenometrisch erwiesen
werden konnte (15, 23, 25). Abgesehen von diesen Unzulidnglichkeiten
ist das makrochemische Vorgehen ungeeignet fiir gréBere Reihenunter-
suchungen, weil es viel Material und Zeit bendtigt.

Aut physikalische Eigenschaften wie Doppelbrechung (43), Fluores-
zenz, Brechungsindex, optische Drehung oder spezifisches Gewicht (46)
gegriindete Nachweismethoden kommen fiir eine sichere Identifikation
nicht in Frage.

Die rontgenanalytische Methode bleibt nun allein.noch erfolgver-
sprechend, da sowohl Chitin als auch Zellulose in Zellwinden kristallin
vorliegen (12). Brandenberger und Frey-Wyf8ling (5)
wandten sie meines Wissens erstmals zum Nachweis der Membransub-
stanzen an bei einer pilzihnlichen Alge (53), wihrend sie friiher mehr
zur Abklirung des Kristallbaus und zum Vergleich der pflanzlichen mit
tierischen Polysacchariden verwendet wurde. Kombiniert mit makro-
chemischen Reinigungsverfahren erlaubt diese Methode einen objektiven
und eindeutigen qualitativen Nachweis kristalliner Zellwandsubstanzen,
da die Rontgendiagramme von Chitin und Zellulose deutlich verschieden
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sind * (siehe Tafel: Diagramm I und II) (19, 32). Weil sie mit verhéltnis-
miiBig wenig Material auskommt, erschien sie fiir Reihenuntersuchungen
durchaus geeignet und wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit ver-
wendet, um die Verteilung der kristallinen Membranstoffe bei den Pilzen
erneut zu untersuchen und gleichzeitig die Zuverldssigkeit frither ver-
wendeter Methoden — vor allem der mikrochemischen — zu iiberpriifen.

II. Rontgenanalytische Untersuchungen
A. Material und Methode

1. Herkunft und Kultur der untersuchten Pilze und Algen

Fast alle untersuchten Pilzmyzelien wurden in eigenen Kulturen
gezogen, deren Stammkulturen teils aus der Mykothek des Instituts fiir
Spezielle Botanik an der ETH, teils vom Centraalbureau voor Schimmel-
cultures in Baarn (Holland) bezogen wurden. Die meisten Hefen sowie
einige Phytophthoraarten stammten von der Eidg. Versuchsanstalt fiir
Obst- und Gartenbau in Widenswil. Die untersuchten Fruchtkorper der
beiden Agaricaceen Coprinus und Hypholoma wurden im Freien ge-
sammelt.

Leider konnte der von N a b el (34) untersuchte Pilz Rhizidiomyces
bivellatus, der sowohl Chitin als auch Zellulose bilden soll, nicht mehr
erhalten werden, da alle seine Kulturen eingegangen sind.

Um die Myzelien bequem vom Nihrsubstrat abtrennen zu konnen,
wurden meist fliissige Niahrmedien verwendet; nur Askbya gossypii,
Eremothecium Ashbyii, Entomophthora coronata und Basidiobolus ra-
narum wurden auf Bierwiirzeagar gezogen. Es wurden die verschie-
densten N#hrlosungen verwendet, deren Anfiihrung im einzelnen sich
hier wohl eriibrigt, da kein EinfluB derselben auf das qualitative Vor-
kommen der kristallinen Zellwandsubstanzen festgestellt werden konnte.
Aus praktischen Griinden wurden nach Moglichkeit Nihrsubstrate ge-
braucht, die ein rasches und iippiges Wachstum der betreffenden Pilze
bewirkten. Simtliche sprossenden Pilze wurden auf der von Kiister
- (29) angegebenen synthetischen Hefendhrlosung kultiviert. |

Alle fadigen Algen wurden in freier Natur gesammelt und mikro-
skopisch auf ihre Reinheit gepriift. Reinkulturen von Heterokonten er-
hielt ich von Herrn Prof. W. Vischer in Basel, dem ich dafiir herzlich
danken mochte. Sie wurden auf % Knop mit 2% Glukose und 0,5%
Pepton kultiviert.

!Die charakteristischen, starken Interferenzlinien von Zellulose und Chitin
entsprechen folgenden Netzebenenabstinden (in AE):
Zellulose I 6,06 533 3,92
Zellulose II 7.3 4,45 4,03
Chitin 9,6 4,63 3,39
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Erlduterungen zu Tafel I11

Diagramm I

Zellulose II aus Lagenidium giganteum; Niederschlag aus Losung in
Schweizers Reagens

Diagramm II

Chitin aus Entomophthora coronata; Niederschlag aus Losung in Salzsiure

Diagramm III

Bariumsulfat (Baryt)

Diagramm IV

Zellriickstand von Schizosaccharomyces liquefaciens

(Die von Pilzzellwinden erhaltenen Zellulose-I-Diagramme eignen sich
nicht fiir die Reproduktion) -

Aufnahmen mit Cu-Ko-Strahlung, Kameradurchmesser 114,4 mm

Reproduktionen in OriginalgroBe
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2. Die réntgenanalytische Methode

a) Reinigung und Vorbereitung der Zellwdnde

Da die Zellwandstoffe, welche auBler den kristallinen « Geriistsub-
stanzen » in den Membranen enthalten sind, die Rontgenanalyse storen,
miissen sie vorher entfernt werden. Es betrifft dies auBer Proteinen und
anderen Stoffen vor allem fettartige Substanzen, die in den Pilzzellwén-
den wie auch in anderen pflanzlichen Zellwénden vorhanden sind (9, 20,
45,48, 49, 50, 52). Gleichzeitig werden natiirlich auch die Inhaltsstoffe der
Zellen entfernt. Es zeigte sich, daB nach Extraktion der genannten Be-
oleitstoffe bessere Rontgendiagramme erhalten werden konnen (20, 45).
Diese Erscheinung wurde darauf zuriickgefiihrt, daf durch die Extrak-
tion die Kristallinitit der resistenten Komponenten gefordert wiirde.
AuBerdem spielen sicher Absorption und diffuse Streuung der Rontgen-
strahlen durch diese « Inmkrusten » bei der Entstehung des Interferenz-
bildes eine Rolle.

Fiir die Entfernung der storenden Begleitstoffe kommen verschie-
dene Reindarstellungsmethoden der « Geriistsubstanzen » in Frage. Fiir
die vorliegenden Untersuchungen wurde vorwiegend das von Scholl
(44) angegebene Verfahren zur Reindarstellung von Chitin aus Boletus
edulis verwendet (vgl. auch 1, 23). Es besteht in abwechselndem Kochen
des Pilzmaterials in zehnprozentiger Kalilauge und in Wasser, bis das
Filtrat farblos abliuft, woraut der Riickstand mit einprozentigem Kalium-
permanganat und darauf mit zweiprozentigem Natriumbisulfit behandelt
wird. Zum Filtrieren nach den einzelnen Extraktionen verwendete ich
Glasfilter; die Hefen und einige andere Pilze wurden durch Zentrifugie-
ren jeweils von der Extraktionsfliissigkeit abgetrennt.

Sowohl Chitin als auch Zellulose bleiben nach dieser Behandlung als
reinweife oder leicht gelbliche Masse zuriick, die meist noch die Struk-
tur des Pilzhyphengeflechts erkennen 1iBt. Wie sich im Verlaufe meiner
Untersuchungen zeigte, bleiben bei diesem Verfahren auch andere Mem-
branstoffe intakt (z. B. Hefezellmembranen).

Als weiteres Reinigungsmittel wurde wisserige Chlordioxydlosung
verwendet mit anschlieBender Behandlung in zweiprozentiger Natrium-
sulfitlosung (88—41). Diese Methode ergab aber meist weniger gute
Resultate.

Das gereinigte Zellwandmaterial wurde entweder mit Alkohol und
Ather oder dann im Trockenschrank bei 110° C getrocknet.

Da die Rontgenanalyse quantitativ nicht sehr empfindlich ist, sich
also fiir den Nachweis kleiner Beimengungen in Gemischen nicht ohne
weiteres eignet, muBte versucht werden, durch Fraktionierung des Zell-
wandmaterials eine Anreicherung einzeiner Komponenten herbeizufiih-
ren (4). So konnte zum Beispiel in Pilzzellwéinden, die neben Zellulose
wenig Chitin enthalten, durch Herauslosen der Zellulose ein chitinreiche-
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res Priparat und umgekehrt durch Auflosung des Chitins in Membranen
mit geringem Zellulosegehalt ein zellulosereicheres Gemisch erhalten
werden.

Zum Entfernen von Zellulose aus einem Gemisch Chitin/Zellulose
eignet sich Schweizers Reagens (Tetra-ammino-Cu-[II]-hydroxyd), da
Chitin von diesem nicht beeinfluft wird (33). Ein aktives Reagens wurde
hergestellt, indem durch 25prozentiges reines Ammoniak iiber Cu-Spénen
wihrend einiger Stunden Luft geleitet wurde, bis sich die Losung tief
blau gefirbt hatte. Die Zellulose kann aus der Losung in Schweizers
Reagens durch Ansiiuern wieder ausgefillt werden; sie bildet dabei eine
andere Kristallmodifikation (Zellulose II, filschlich « Hydratzellulose »
genannt) als im nativen Zustand (Zellulose I) (19).

Diese Auflosung und Wiederaustillung der Zellulose ergibt somit
eine Kontrollmoglichkeit fiir das Vorhandensein von Zellulose. Die zellu-
losehaltigen Pilzmembranen erzeugten nimlich nach Scholl gereinigt
meist etwas unscharfe Zellulose-I-Diagramme, so daB erst diese Kon-
trolle ein absolut eindeutiges Resultat ergab.

Chitin ist in konzentrierter Salzsiure in der Kilte 1oslich und kann
aus dieser Losung durch Verdiinnung mit Wasser wieder ausgefillt
werden. Das Chitin wird in der Losung nur langsam hydrolysiert (33),
und der nach kurzer Zeit wieder ausgefillte Niederschlag ergibt ein noch
unverdndertes Rontgendiagramm (8). Auch das Réntgendiagramm der
Zellulose wird durch Einwirkung von Salzsiure in Konzentration bis
zu 24 % nicht merklich veriindert (31). Es wurde deshalb zur Abtren-
nung- von Chitin 24prozentige Salzsiure verwendet, welche dieses in
genligend kurzer Zeit zu losen vermag. Das aus der Losung in Salzsiure
ausgefillte Chitin erzeugte oft — wohl wegen der groffieren Reinheit —-
schonere Diagramme als das einfach nach Scholl gereinigte Material.

b) Rintgen-Aufnahmetechnik

Die rontgenanalytischen Aufnahmen wurden nach dem Pulverver-
fahren am ruhenden Priparat gemacht. Das gereinigte und getrocknete
Zellwandmaterial wurde nach Moglichkeit pulverisiert und unter Zugabe
- einer kleinen Menge Gummiarabikum, welches keine Réntgeninterferenzen
erzeugt, zu kleinen Stébchen von etwa % bis 1 mm Durchmesser und 5
bis 10 mm Léinge geformt. Diese Stibchen konnten auf dem Priaparat-
halter der verwendeten Kamera festgemacht und zentriert werden. Es
wurde Cu-K,-Strahlung (Filter: Ni-Metallfolie) bei 87 kV und 12 bis

13 mA verwendet mit einer Belichtungszeit von 1% bis 2 Stunden. Der
Kameradurchmesser betrug 114,4 mm.
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B. Ergebnisse der Rontgenanalyse

1 Untersuchung der Pilze und Algen mit angeblichem Nebeneinander
von Chitin und Zellulose

‘Wenn die beiden Membranstoffe Chitin und Zellulose vom gleichen
Organismus gebildet und tatsiichlich in der gleichen Zellwand nebenein-
ander nachgewiesen werden konnen, darf ihrem Vorkommen, wie friiher
ausgefiihrt wurde, keine stammesgeschichtliche Bedeutung beigemessen
werden. Eine Untersuchung des Vorkommens von Chitin und Zellulose
im System der Pilze verliert in diesem Falle viel an Interesse. Aus diesem
Grunde sollen nun zunichst jene Untersuchungen besprochen werden,
die an Pilzen und Algen ausgefiihrt wurden, welche nach friiheren
Autoren beide Geriistsubstanzen enthalten sollen. ;

Die Myzelien der Oomyceten Pythium und Phytophthora liefern
nach Thomas (49, 50) neben Zellulose und andern Membranstoffen
einen in Schweizers Reagens unloslichen Zellwandriickstand, der von
diesem als Chitin identifiziert wurde. Diese Angaben iiberpriifte ich zu-
néchst an Myzeldecken verschiedenen Alters von Pythium de Baryanum
Hesse.

Die Decken wurden zerkleinert, sorgfiiltig gewaschen und nach den
Angaben Thomas’ extrahiert. Hierauf wurden sie fiir fiinf Tage in
Schweizers Reagens gebracht. Tatsiichlich blieb ein geringer Riickstand
ungelost zuriick. Dieser wurde kurze Zeit mit verdiinnter Schwefelsiure
behandelt, um alles Cu in Losung zu bringen, und dann mehrmals ge-
waschen. Nach dem Trocknen ergab der Riickstand bei der Rontgen-
analyse nicht, wie erwartet, ein Chitindiagramm, sondern lieferte weder
Chitin- noch Zelluloseinterferenzen. Statt dessen zeigte das Diagramm
ein Interferenzensystem, dessen Linien, mit Ausnahme einer einzigen,
vollstéindig mit denjenigen eines Baryt- (Bariumsulfat-) Diagramms tiber-
einstimmen. Aufer den « Baryt »-Linien wies das Diagramm noch eine
Interferenz unter kleinem Beugungswinkel auf, die einem Netzebenen-
abstand von 7,7 AE entspricht. Auf dieses Diagramm wird spéter noch
zuriickzukommen sein (II B 3, S. 219).

Aus der Losung in Schweizers Reagens lieB sich durch Ansduern
mit Salzsiure ein flockiger, weiller Niederschlag erhalten, der nach Wa-
schen und Trocknen ein Diagramm von Zellulose II erzeugte (vgl. Tafel:
Diagramm I).

Nach S choll gereinigtes Myzel von Pythium de Baryanum ergab
die stérksten Rontgeninterferenzen der Zellulose I. Nach Auflosung der
Zellulose mit Schweizers Reagens blieb ebenfalls ein geringer Riickstand,
der wiederum die stirksten Linien des « Baryt »-Diagramms erzeugte.

Myzelien verschiedener Phytophthoraarten, nimlich Ph. cambivora
(Petri) Buisman, PhA. spec. aus Bohne und Phk. spec. aus Erdbeere, wur-
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den auf gleiche Weise behandelt und ergaben auch Zellulosediagramme.
Nie traten Chitininterferenzen in Erscheinung. Auch mit 24prozentiger
Salzsdure lieB sich aus getrockneten und zu Pulver zerstofenen gerei-
nigten Myzelien von Pythium und Phyilophthoraarten nie Chitin heraus-
losen. Doch lieferten auch die beiden aus Bohne und aus Erdbeere iso-
lierten Phytophthoraarten einen in Schweizers Reagens unloslichen Zell-
wandriickstand, der weder ein Chitin- noch ein Zellulosediagramm, son-
dern wieder das erwidhnte « Baryt»-Diagramm, in einem Fall mit der
zusiitzlichen Linie (7,7 AE), ergab. _

Diese in Schweizers Reagens unldslichen Zellwandriicksténde zeig-
ten auch nach stundenlangem Stehenlassen in kalter 24prozentiger Salz-
sidure keinerlei Auflosungserscheinungen und lieBen im Mikroskop meist
noch erkennen, daB sie aus duBerst diinnwandigen Hyphenteilen aufge-
baut waren. Sie zeigten eine sehr schwache Doppelbrechung zwischen
gekreuzten Nicols. Alle iiblichen Eiweifireaktionen (Millons, Xanthopro-
tein, Ninhydrin) gaben mit diesen Riickstinden ein negatives Resultat.

Auf alle Fille enthalten Pyth'um de Baryanum und verschiedene
Phytophthoraarten wohl Zellulose, aber kein Chitin.

Thomas wies ferner in den Zellwinden verschiedener Fusarium-
arten neben Chitin sehr wenig Zellulose nach (48). Ich iiberpriifte seine
Angaben an Fusarium ozxysporum Schl. var. cubense (E. Sm.) Wr.
und F. bulbigenum Cke. et Mass. var. lycopersici (Brushi) Wr. Die My-
zelien wurden nach verschiedenen Verfahren gereinigt (alkoholische
Kalilauge nach Thomas, nach Scholl, wisserige Chlordioxyd-
losung) und ergaben jedesmal ein reines Chitindiagramm. Durch Be-
handlung mit Schweizers Reagens lie sich nie Zellulose herauslosen,
d. h. beim Ansiduern von Schweizers Reagens, in welchem die gereinigten
Myzelien tagelang gelegen hatten, lief sich kein Niederschlag ausfillen.
Zellwandmaterial von F. ozxysporum, das nach T h om as mit alkoholi-
scher Kalilauge gereinigt worden war, sowie mit Chlordioxydlosung ge-
reinigtes Material von F. bulbigenum wurden in 24prozentige Salzsiure
gebracht. Das letztere wurde vollstindig aufgelost, wihrend von F. oxy-
sporum ein geringer Riickstand blieb. Dieser wurde sorgfiltig gewaschen
und getrocknet und der Rontgenanalyse unterworfen. Im erhaltenen
Diagramm traten neben den stirksten Chitininterferenzen wieder « Ba-
rvt »-Linien auf, aber keine Zelluloselinien.

Fusarium enthilt demnach Chitin als Zellwandsubstanz, aber keine
Zellulose. -

Nach Hopkins (22) soll Mucor Rourianus (Calmette) Wehmer
in iiber zehn Tage altem Myzel neben Chitin auch Zellulose bilden, was
von N abel (34) nicht bestitigt werden konnte. Ich untersuchte Myze-
lien aus Kulturen, die teils weniger, teils mehr als zehn Tage alt waren,
und behandelte sie nach den oben geschilderten Verfahren. Immer
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wurden Chitindiagramme erzeugt; Zellulose lie sich nie nachweisen,
auch nicht in ganz kleinen Mengen.

Bei keinem der untersuchten Pilze konnte also das von fritheren
Untersuchern behauptete Vorkommen von Chitin und Zellulose in der
gleichen Zellwand bestitigt werden.

Von den Algen, die nach der Literatur sowohl Chitin als auch
Zellulose bilden (siehe S. 202), wurden folgende untersucht : Mougeotia
spec., Spirogyra spec., Cladophora glomerata und CI. prolifera.

_ Bei allen diesen Algen konnte Zellulose ohne Schwierigkeiten ront-
genanalytisch nachgewiesen werden. Bei keiner von ihnen konnte jedoch
durch Auflosen der Zellulose mit Schweizers Reagens oder durch Be-
handlung mit 24prozentiger Salzsiure eine Fraktion abgetrennt werden,
die ein Chitindiagramm ergeben hiitte. Doch wurden auch von Zellwand-
material jeder dieser Algen wieder aufler den Zelluloselinien die schon
mehrmals erwihnten « Baryt »-Linien erzeugt, teilweise von vollig un-
behandeltem, lediglich getrocknetem Material. &

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen an Cladophoraarten stehen
in Widerspruch zu den Angaben von Astbury und Preston (3),
die bei der Aufklirung der Zellwandstruktur von Cladophora rontgeno-
metrisch Chitin festgestellt haben. Aufler den Zelluloseinterferenzen
traten in ihren Diagrammen weitere Interferenzpunkte auf, die sie als
von Chitin herriihrend betrachteten. Die von ihnen hauptsichlich unter-
suchte Art ClL prolifera wurde auch von mir untersucht; mein Material
stammte ebenfalls aus dem Golf von Neapel. Es gelang mir jedoch nie,
Chitininterferenzen zu erhalten, obwohl ich die Algen nach Angaben der
genannten Autoren behandelt hatte. Sowohl Zellwandmaterial von CI.
prolifera als auch solches von C1. glomerata ergab zwar in je einem Fall
deutlich neben Zelluloselinien noch andere Interferenzen, die aber nicht
von Chitin herriihren konnen, sondern mit den « Baryt »-Linien iiber-
einstimmen.

Auf Grund meiner eigenen Untersuchungen mufl ich deshalb fest-
steilen, daB bei allen untersuchten Algen Chitin nicht nur nie neven
Zellulose, sondern rontgenometrisch {iberhaupt nicht nachgewiesen wer-
den kann. Die rontgenometrische Nachweisbarkeitsgrenze in kiinstlichen
Mischdiagrammen von Chitin neben Zellulose liegt allerdings bei 10 bis
15 % Chitin, doch ist dieser Tatsache durch Trennung und Wiederaus-
fillung der beiden Komponenten Rechnung getragen.

2. Das VYorkommen. von Chitin und Zellulose im System der Pilze

Da also ein Nebeneinander der beiden Membranstoffe Chitin und
Zellulose bei ein und demselben Organismus nicht nachgewiesen werden
kann, soll nun die Verteilung dieser Zellwandsubstanzen in den ver-
schiedenen systematischen Gruppen der Pilze betrachtet werden.
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Die Ergebnisse dieser systematischen Untersuchungen sind folgende:

a) Phycomycetes

1. Oomycetes : Uber die Peronosporaceen Pythium und Phytoph-
thora wurde im vorstehenden Kapitel bereits berichtet. Bei allen unter-
suchten Arten konnten nach entsprechender Vorbehandlung des Zell-
wandmaterials eindeutige Diagramme von Zellulose beider Modifikationen
erhalten werden. ‘

Die Saprolegniaceen Saeprolegnia lapponica Giumann und Acklya
caroliniana Coker ergaben beide nach der Reinigung der Zellwinde ein
deutliches Zellulose-I-Diagramm. Durch die Umwandlung in die Modi-
fikation II beim Auflosen in Schweizers Reagens und nachherigen Wie-
derausfillen konnte Zellulose mit aller Eindeutigkeit nachgewiesen
-werden.

Auch bei Lagenidium giganteum Couch konnte Zellulose mit
Schweizers Reagens aus den Hyphenwinden herausgelost und durch das
Diagramm der Zellulose IT nachgewiesen werden (siehe Tafel: Diagramm I).
Ein in Schweizers Reagéns unloslicher Zellwandriickstand ergab ein sehr
schones « Baryt »-Diagramm, dessen stirkste Linien sich schon auf
einem Diagramm gezeigt hatten, das am lediglich nach Scholl gerei-
nigten Zellwandmaterial aufgenommen worden war.

Diese Ergebnisse der Untersuchungen an Oomyceten stimmen mit
denjenigen friiherer Autoren iiberein, insofern als auch diese bei allen
Oomyceten ohne Ausnahme Zellulose als Wandsubstanz gefunden haben.
Hingegen konnten nie Chitininterferenzen erhalten werden, wie auch die
Vorbehandlung der Zellwinde gewesen sein moge. Auch durch 24pro-
zentige Salzsdure lief sich kein Chitin aus Oomycetenzellwinden heraus-
Iosen. Zellulose ist also die ausschlieBliche kristalline Geriistsubstanz der
Oomycetenmembranen.

Die zu den oogamen Siphonales gehorige Alge Vaucheria sessilis
wurde ebenfalls untersucht, weil die Oomyceten von solchen Algen ab-
geleitet werden (14). Es wurden eindeutige Zellulosediagramme erhalten.

Monoblepharidales, die nach der Literatur ebenfalls Zellulosewénde
besitzen, konnten leider nicht untersucht werden, da es mir nicht mog-
lich war, davon Kulturen zu erhalten.

2. Blastocladiales : Aus dieser Reihe der Phycomyceten, deren Ver-
treter nach N abel (34) Chitinmembranen besitzen, konnten zwei Arten
untersucht werden; sowohl Allomyces arbuscula Butler —= 4. Kniepii
Sorgel wie auch Blastocladiella variabilis Harder et Sorgel ergaben ein-
deutige Chitindiagramme.

3. Zygomycetes : Unter den Zygomyceten ist Phycomyces Blakes-
leeanus Bgtf. (Mucoraceae) schon gut untersucht; auch rontgenometrisch
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wurde wiederholt festgestellt, daB die Winde seiner Sporangientriger
zur Hauptsache aus Chitin bestehen (21, 23). Ich habe deshalb Sporan- -
gientriger verschiedener Altersstadien von Phycomyces als Vergleichs-
objekte benutzt und sie allen von mir je verwendeten Behandlungs-
methoden unterworfen. Es wurden von ihnen immer nur reine Chitin-
diagramme erzeugt. Zellulose lie sich nie nachweisen, weder lief sich
durch Behandlung gereinigter Zellwiinde mit Schweizers Reagens Zellu-
lose herauslosen, noch ergab Auflésung des Chitins eine zellulosehaltige
Fraktion als Riickstand.

DaB in den Zellwinden von Mucor Rouzianus immer nur Chitin, nie
Zellulose gefunden wurde, ist bereits ausgefiihrt worden. Auch M. race-
mosus Fres. (+) und M. ramannianus Moll. ergaben eindeutige Chitin-
diagramme. Die Myzelien aller drei Mucorarten erzeugten — mnach
Scholl gereinigt — Diagramme, die neben den Chitinlinien die stirk-
sten < Baryt »-Linien aufweisen. Rhizopus bovinus v. Beyma und Absidia
glauca Hagen (—) ergaben beide bei der Rontgenanalyse ihrer gereinigten
Zellwdnde Chitininterferenzen.

Auch Entomophthora coronata (Cost.) Kevorkian erzeugte schone
Chitindiagramme. Das nach Scholl gereinigte Priparat ergab auch
hier wieder neben den Chitinlinien deutliche « Baryt »-Linien.

Basidiobolus ranarum Eidam besitzt nach den mikrochemischen
Untersuchungen N abels Chitinzellwinde. Harder (17) trennt ihn
aber in einer eigenen Familie Basidiobolaceae von den Entomophthora-
ceae ab mit der Begriindung, daB er Zellulosemembranen bilde, im Un-
terschied zu den iibrigen Eniomophthoraceae. Die von mir untersuchten
Myzelien von Basidiobolus, die auf verschiedenen N#hrbdden geziichtet
worden waren (Bierwiirzeagar, peptonhaltige Nihrlosung), ergaben nach
der Reinigung immer Chitindiagramme. Zellulose lief sich nie, auch nicht
nach versuchter Anreicherung, nachweisen. Basidiobolus ranarum besitzt
also, entgegen H ar d e r s Feststellung und in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen Nabels, Chitinzellwiinde.

Bei allen untersuchten Blastocladiales und Zygomycetes wurde also
immer Chitin und nie Zellulose als Zellwandsubstanz gefunden.

Aus der Reihe der Chytridiales, die gewdhnlich als Vorliufer der
Zygomyceten angesehen werden (14), konnten keine Pilze kultiviert und
untersucht werden.

Da aber Gaumann (14) den Ursprung der Chytridiales bei Hete-
rokonten sucht, wurden einige dieser Algen mit in die Untersuchung
einbezogen, und es soll an dieser Stelle kurz dariiber berichtet werden.
Weder bei den beiden untersuchten Cystococcusarten (C., isol. Beyerinck,
ohne Pyrenoid; C. sensu Jaag, isol. Vischer, mit Pyrenoid) noch bei
Hypnomonas (isol. Pringsheim) konnte Chitin oder Zellulose réntgen-
analytisch nachgewiesen werden. Von Zellmaterial aller drei genannten
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Algen wurden zwar Rontgeninterferenzen erzeugt, doch entsprachen
diese weder Chitin- noch Zelluloselinien und konnten nicht identifiziert
werden. Die Diagramme der einzelnen Arten waren auch unter sich ver-
schieden.

Tribonema cf. bombycinum, eine mehrzellige fidige Heterokonte,
ergab dagegen neben nicht identifizierten Linien eindeutig Zellulose-
linien, enthilt also in ihren Zellwinden Zellulose, was bisher nicht sicher
feststand.

Tabelle 1
Chitin und Zellulose bei Phycomyeceten

Oomycetes:

Pythium de Baryanum , . . . . . . . | Zellulose

Phytophthora cambivore . . . . . . . »

> sp. aus Bohne »
> sp. aus Erdbeere »

Saprolegnia lapponica . »

Achlya caroliniana . »

Lagenidium giganteum »
Blastocladiales:

Allomyces arbuscula — A. Kniepii . . . Chitin

Blastocladiella variabilis . . . . . . . »
Zygomycetes:

Phycomyces Blakesleeanus . . . . . . Chitin

Mucor Rouxianus . . . . . . . . . »

> racemosus
>  TAMARRNIanus . e e

Bhizopus bovinus . . . . . . . . . »

Absidia glauca o o B i P >

Entomophthora coronata . . . . . . . >

Basidiobolus ranarum . . . . . . . . »

b) Niedere Ascomycetes, Hefen und andere sprossende Pilze

Durch makrochemische Untersuchungen wies M. Schmidt (42)
bei den Endomycetaceen Eremascus fertilis, Endomycopsis capsularis
und E. fibuliger Chitin nach, wihrend ihm dies bei Saccharomyces cere-
visiae (Saccharomycetaceae) nicht gelang. Er vermutete, allgemein kénn-
ten Myzelhefen Chitin, SproBhefen kein Chitin haben. Auf Grund mikro-
chemischer Reaktionen fand aber N a b e 1 (34) nicht nur bei den niederen
Ascomyceten allgemein, sondern auch innerhalb der SproBhefen (Saccha-
romyceten) uneinheitliche Verhiltnisse, indem die meisten SproBhefen
zwar weder Chitin- noch Zellulosereaktion zeigten, bei Pichia membra-
naefaciens und Saccharomycodes Ludwigii jedoch eindeutige Chitin-
reaktion auftrat. Sprossende Pilze aus anderen Verwandtschaftsgruppen
(Ustilago, Taphrina) zeigten alle Chitinreaktion. Bei Eremascus fertilis
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und den Myzelhefen konnte auch N a b e 1 Chitin nachweisen, fand dieses
“jedoch nicht bei den nahverwandten Spermophthoraceen S permophthora
gossypii und Eremothecium Ashbyii.
Meine rontgenanalytischen Untersuchungen dieser niederen Asco-
myceten und besonders der sprossenden Pilze zeitigten folgende KEr-
gebnisse :

1. Endomycetaceae : Die nach S choll gereinigten Zellwiande von
Eremascus fertilis Stoppel erzeugten ein Chitindiagramm, und Endomyces
decipiens (Tul.) Reess ergab ebenfalls Chitinlinien. Ein eindeutiges Chitin-
diagramm wurde bei letzterem erst erhalten von einem Niederschlag aus
Salzssure, mit der das Myzel behandelt worden war. Wihrend das unter-
suchte Zellmaterial von Endomyces decipiens nur aus Hyphen bestand,
enthielt dasjenige von Endomycopsis capsularis (Schion.) Dekk. daneben
auch zahlreiche SproBzellen. Auch diese Myzelhefe lieferte nach der
Reinigung nach S choll Chitininterferenzen. Nach stundenlanger Be-
handlung mit 24prozentiger Salzsiure blieb jedoch eine betrichtliche,
rein weiB erscheinende Menge des Myzels ungeldst zuriick. Dieser Riick-
stand lieB sich auch durch neue 24prozentige Salzsdure nicht auflosen,
jedoch erfolgte in 36prozentiger Sdure bei Zimmertemperatur allméhliche
Auflosung. Aus dieser Losung lie sich aber weder durch Verdiinnen mit
Wasser noch durch Zufiigen von Lauge bis zur Neutralisation ein Nieder-
schlag austiillen, wihrend aus der ersten Losung in 24prozentiger Siure
durch bloBes Verdiinnen ein ansehnlicher Niederschlag gewonnen wurde,
der ein gutes Chitindiagramm erzeugte. Es konnte sich bei dem Riick-
stand also nicht um Chitin handeln. Dessen neutralisierte Losung ergab
eine schwache positive Fehling-Reaktion. Ein Teil des ungelosten Riick-
standes wurde der Rontgenanalyse unterworfen, erwies sich aber als
vollstindig amorph.

9. Saccharomycetaceae : Saccharomyces ellipsoideus Hansen, Stamm
alpinus Steiner wurde nach verschiedenen Reinigungsverfahren behan-
delt. Sowohl unbehandeltes, lediglich mit destilliertem Wasser gewa-
schenes, als auch mit Chlordioxydlosung extrahiertes Zellmaterial ergab
unbrauchbare, mit starker diffuser Grundschwirzung bedeckte Dia-
gramme. Bessere Resultate wurden mit der Reinigung nach Scholl
erzielt. Die Winde der SproBzellen waren nach dieser Behandlung noch
intakt und die Zellinhaltsstoffe herausgeldst bis auf ein oder mehrere
kornige Korperchen pro Zelle. Bei der Rontgenanalyse erzeugte dieses
Material aber nie ein Chitindiagramm, und auch Zelluloselinien traten
nie auf. Doch wurden immer wieder Diagramme erhalten, welche die
auch bei andern Pilzen beobachteten « Baryt »-Linien aufwiesen. Auber-
dem enthielten die meisten Diagramme die ebenfalls friiher schon er-
wihnte zirka 7,7 AE Netzebenenabstand entsprechende Linie. Mit 24-
prozentiger Salzsiure lieB sich dieses Zellmaterial nicht auflosen. Nach
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mehrstiindiger Siurebehandlung wurde es abzentrifugiert, gewaschen
und getrocknet und erzeugte nun ein sehr linienreiches « Baryt »-Dia-
gramm mit der erwihnten zusitzlichen Linie. Aus der verwendeten Salz-
sdure lie§ sich nach der Behandlung kein Niederschlag ausfillen durch
Verdiinnen oder Neutralisieren.

Nach Scholl gereinigtes Zellmaterial von S. mikroellipsoideus
Osterwalder, S. tubiformis Osterwalder, S. torulosus Osterwalder, Schizo-
‘saccharomyces liquefaciens Osterwalder und Sch. mellacei J O0rgensen
ergab immer wieder die « Baryt »-Linien und daneben die Linie 7.7 AE.
Chitin- oder Zelluloselinien wurden nie erzeugt.

Auch Saccharomyces cerevisiae Hansen, Rasse saké {Yabe) ergab
nach Scholl gereinigt das « Baryt »-Diagramm mit der angefiihrten
zusétzlichen Linie. Auch bei dieser SproBhefe wurde versucht, moglicher-
weise doch vorhandenes Chitin herauszulésen, doch ohne Erfolg.

Das in 24prozentiger Salzsiiure ungelost gebliebene Zellmaterial er-
zeugte wiederum ein linienreiches « Baryt »-Diagramm.

Zygosaccharomyces vini Maganiski erzeugte in zwei Fillen, in denen
das Zellmaterial aus verschieden alten Kulturen stammte und nach
Scholl gereinigt worden war, ein dem Chitindiagramm sehr ihnliches
Diagramm. Dieses wies jedoch gewisse Unterschiede gegeniiber dem
Interferenzenspektrum von Chitin auf und konnte nicht mit diesem iden-
tifiziert werden. In einem Fall waren auch mit « Baryt »-Linien tiberein-
stimmende Interferenzen vorhanden. Gegeniiber 24prozentiger Salzsiure
verhielt sich das Zellmaterial von Z. viné vollkommen resistent. Nie ge-
lang es, mit Salzsdure Chitin herauszulosen und dieses durch Verdiinnen
wieder auszufillen. Offenbar besitzt auch Zygosaccharomyces einen von
Chitin und Zellulose verschiedenen Zellwandstoff.

~ Pichia membranaefaciens Hansen konnte ebenfalls untersucht wer-
den. Nach der Seh ollschen Extraktion blieb jeweils nur eine sehr
geringe Menge Zellmaterial zuriick, die aber kein Chitindiagramm ergab,
sondern wiederum die « Baryt »-Linien. Mit 24prozentiger Salzsiure lieB
sich auch hier kein Chitin isolieren.
Bei allen untersuchten Saccharomycetaceen konnte also kein Chitin
nachgewiesen werden. Ihre Membran besteht aus einem von Chitin und
Zellulose verschiedenen Zellwandstoff.

3. Spermophthoraceae : Bei der Reinigung nach Scholl wurden
die Myzeldecken von Ashbya gossypii (Ashby et Nowell) Guill. in der
kochenden 10prozentigen Kalilauge fast restlos aufgeldst. Der minime
tickstand, der nach der vollstindigen Vorbehandlung noch gefaBt wer-
den konnte, erzeugte bei der Rontgenanalyse nur wenige, schwache
Interferenzen, die mit solchen des « Baryt »-Diagramms iibereinstimmen.
Andere Myzelien des gleichen Pilzes wurden mit wiisseriger Chlordioxyd-
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losung und darauf mit 2prozentiger wisseriger Natriumsulfitiosung be-
handelt. Wiederum blieb nur ein geringer Riickstand, der nun ein ziemlich
linienreiches « Baryt »-Diagramm mit der zusétzlichen Interferenz, ent-
sprechend 7,7 AE Netzebenenabstand, ergab. ‘

Auch die Myzelien von Eremothecium Ashbyii Guill. hinterlieBen
nach der Extraktion nur einen geringfiigigen Riickstand, der wiederum
ein sehr schones « Baryt »-Diagramm und dazu die Linie von 7,7 AE
erzeugte. '

Die untersuchten Spermophthoraceen bilden also kein Chitin.

4. Imperfekte Hefen und andere sprossende Pilze. Priparate aus
nach Scholl gereinigten Sprofizellen von Torule wtilis Henneberg,
T. pulcherrima Lindner, Rhodotorula rubra Lodder und Mycoderma vini
Desm. erzeugten nie ein Chitindiagramm. Dagegen traten auch bei die-
sen Hefen immer « Baryt »-Linien auf. Die Diagramme von ZTorula pul-
cherrima und Mycoderma wvini zeigten daneben einige weitere nicht
identifizierte Interferenzlinien, worunter wieder diejenige von 7,7 AE,
die auch bei Rhodotorula rubra in Erscheinung trat.

Aus der Familie der Ustilaginaceae (Basidiomycetes), deren Ver-
treter ebenfalls zur Bildung von SproBmyzel befdhigt sind, wurde Usti-
lago wiolacea (Pers.) Fckl. untersucht. SproBmyzel dieses Brandpilzes
wurde nach Sc¢holl gereinigt und ergab bei der Rontgenanalyse nicht
ein Chitin-, sondern ein linienreiches « Baryt »-Diagramm. Die gereinigte
Zellmasse wurde einige Stunden mit kalter 24prozentiger Salzsiure be-
handelt, doch wurde sie dabei nicht aufgelost, und aus der Siure lie
sich kein Chitin ausfillen. Das in der Salzsiure ungelost gebliebene Zell-
material erzeugte wiederum ein typisches « Baryt »-Diagramm. Ustilago
-violaceq enthilt also, wenigstens in den Sprofizellen, kein Chitin.

Sporobolomyces roseus Kluyver et v. Niel ist ein sprossender, hefe-
dhnlicher Pilz, der auch Ahnlichkeiten mit gewissen Basidiomyceten
besitzt, aber nicht sicher eingeordnet werden kann. Gidumann (14)
wirft die Frage auf, ob Sporobolomyces vielleicht einen sprossenden
Brandpilz darstelle.

Nach Scholl gereinigtes SproBmyzel dieses Pllzes ergab ein ein-
deutiges Chitindiagramm. Aus dem extrahierten Zellmaterial konnte
ohne Schwierigkeiten mit 24prozentiger Salzsdure Chitin herausgelost
werden, welches beim Verdiinnen als weifle, flockige Masse wieder aus-
fiel und nach dem Waschen und Trocknen ein zwar mit starker Grund-
schwirzung versehenes, aber eindeutiges Chitindiagramm erzeugte.

217



Tabelle 2

Chitin und Zellulose bei niederen Ascomycetes, Hefen und anderen
sprossenden Pilzen

Endomycetaceae:
Eremascus fertilis . . . . . . . . . Ch?i, keine Z?2
Endomyces decipiens . . . . . . . . » > >
Endomycopsis capsularis . . . . . . » > »
Saccharomycetaceae:
Saccharomyces cerevisiae . . . . . . kein Ch, keine Z
» ellipsoideus § % W @ » » » »
» mikroellipsoideus . . . > > > >
> tubif ormis . . . . . . » » > »
» torulosus . . . . . . » > > >
Schizosaccharomyces liquefaciens . . . > » > »
> mellacei . W ha @ > > > >
Zygosaccharomyces wvini . . . . . . . » > > >
Pichia membranaefaciens , . . . . . > > > »
Spermophthoraceae:
Ashbya gossypii . . . . . . . . . . > > > »
Eremothecium Ashbyii . . . . . . . > > > >
Imperfekte Hefen:
T_omla kS o v w s owm s ow . w e » BB »
s PUORERTINNE. .« s v e o8 e w > > > »
Rhodotorula rubra . . . . . . . . .| » » > »
Mycoder'ma DAL . vt w s g s w » » » >
Andere sprossende Pilze:
Ustilago wviolacea . . . . . . . . . > > > >
Sporobolomyces roseus . . . . . . . Ch, keine Z
1Ch = Chitin. 2 Z = Zellulose.

c) Hohere Ascomycetes und Basidiommycetes

Alle untersuchten hoheren Ascomyceten, nimlich Aspergillus Wentii
Wehmer, 4. oryzae (Ahlb.) Cohn, T'richoderma viride Pers. ex Fr., Nec-
tria cinnabarine (Tode) Fr. und Sclerotinia fructicola (Wint.) Rehm.
ergaben eindeutige Chitindiagramme. Zellulose lie sich auch bei ihnen
nie nachweisen. Das nach Scholl extrahierte Myzel von Sclerotinia
fructicola erzeugte lediglich ein linienreiches « Baryt »-Diagramm und
dazu die Interferenzlinie von 7,7 AE, jedoch keine Chitinlinien. Chitin
konnte erst nachgewiesen werden, als das Myzel in 24prozentiger Salz-
sdure teilweise aufgelost und aus dieser Losung durch Verdiinnen ein
Niederschlag gewonnen worden war, welcher ein eindeutiges Chitin-
diagramm erzeugte. Der in der Sdure nicht aufgeloste Riickstand ergab
die zwei stirksten Linien des « Baryt »-Diagramms.

Von den Basidiomyceten Hypholoma fasciculare (Huds. ex Fr.)
Quél. und Coprinus atramentarius Bull. ex Fr. wurden im Freien gesam-
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melte Fruchtkorper untersucht. Sie wurden nach Scholl extrahiert
und ergaben eindeutige Chitindiagramme. Nach Auflosung der gerei-
nigten Zellwandmassen in 24prozentiger Salzsiure blieb kein zellulose-
haltiger Riickstand. ‘

3. Ein merkwiirdiger kristalliner Zellstoff bei Pilzen und Algen

In den beiden vorstehenden Kapiteln wurde geschildert, wie von
gewissen Zellmembranen oder deren Riickstéinden in Losungsmitteln an
Stelle eines Chitin- oder Zellulosediagramms wiederholt ein ganz ande-
res, linienreiches Interferenzensystem erzeugt wurde. Die Linien dieses
Diagrammes traten immer wieder in genau gleicher Kombination auf, so
daB angenommen werden muBte, daB sie alle von ein und derselben
kristallinen Substanz stammen. SchlieBlich stellte sich heraus, daf das
fragliche Diagramm sehr gut mit dem Diagramm von Baryt (Barium-
sulfat) tibereinstimmt. In der nachstehenden Tabelle sollen die Zahlen-
werte der den einzelnen Interferenzen entsprechenden Netzebenenab-
stinde in AE mit den zugehorigen relativen Intensititen fiir beide
Diagramme zum Vergleich aufgefiihrt werden (vgl. auch Tafel 111, Dia-
gramme III und IV).

Da zwischen den beiden Diagrammen trotz der Ubereinstimmung
noch geringe Unterschiede bestehen und fiir die Erzeugung eines solchen
Diagramms grundsitzlich auch noch andere im Baryttypus kristallisie-
rende Substanzen in Frage kommen, soll hier die Frage noch offen gelas-
sen werden, ob es sich bei dem Zellstoff tatsichlich um Baryt handelt.
Leider war es bis jetzt nicht moglich, dies auf Grund von mit anderen
Methoden durchgefiihrten Untersuchungen zu entscheiden. :

DaB dieser Stoff wirklich in den Zellen oder Zellwinden verschie-
dener Pilze und Algen vorkommt und nicht blof eine durch die Pripa-
ration entstandene Verunreinigung ist, geht aus folgenden Beobachtun-
gen hervor :

1. Bei genau gleicher Priiparationsart wurde vom Zellmaterial der
einen Organismen ein reines Chitin- oder Zellulosediagramm er-
zeugt, von demjenigen anderer aber ein reines «Baryt»-Diagramm.

Das gleiche Zellwandmaterial, auf verschiedene Arten pripariert,
ergab immer wieder das « Baryt »-Diagramm.

3. Unbehandelte, nur getrocknete Zellen der Alge Spirogyra erzeug-
- ten ebenfalls die stiirksten « Baryt »-Linien. E. Nicolai®* (zur-
zeit in Leeds) erhielt bei Untersuchungen iiber die Zellwandstruktur
von Spirogyra von lebensfrischem Material ein Faserdiagramm,
das neben Interferenzpunkten der Zellulose auch noch weitere
Interferenzen enthielt, welche nach den daraus berechneten Netz- .

o

1 Miindliche Mitteilung.
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ebenenabstinden sehr gut mit den « Baryt »-Interferenzen iiberein-
stimmen. Die aus dem Faserdiagramm abzuleitende Orientierung
der « Baryt »-Kristallite 18t eine Einlagerung in die Zellwand als
moglich erscheinen.

Tabelle 3
Baryt: Zellstoff 2

Int, 3 d in AE Int.® d in AE
8 4,35 g 4,34
8 3,89 8 3,90
88 - 3,57 8 3,56
st 3,44 st 3,44
m 3.31 m 8,31
st 3,10 st 3,10
m 2,83 m 2,82
m 272 m 2,72
8 - 247 88 2,46
88 253 S8 2,32
2 88 2.27
8 2,20 8 2,20
sst 2,10 sst 2,10
S8 2,04 8 2,05
88 1.92 88 1,94
8 1,85 8 1,85
88 1,74 88 1,75
8 1,67 8 1,67

88 - 1,68 88 1,63
88 1,58 88 1,59
8 1,52 s 1,53
88 1,465 8s : 1,471
s 1,420 8 1,421
88 1,400

88 1,380

88 1,317

88 1,295

8 1,255 8 1,257
88 1,217

8s 1,190 88 1,195
88 1,144

88 1,122

88 1,093 88 1,093
S 1,028 S8 1,028

*Nach dem « Alphabetical Index of X-Ray Diffraction Patterns» (2).

® Schizosaccharomyces liquefaciens, nach Scholl gereinigt.

?Intensitit: 8 = schwach; ss = sehr schwach; m = mittel; st = stark;
sst = sehr stark. '

*Die unter Baryt nicht aufgefiihrten Linien sind in unserem Vergleichsdia-
gramm von Baryt ebenfalls enthalten (siehe Tafel III: Diagramm IIT und IV).
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Die Doppelbrechung, die sich an Oomyceten-Zellwandriickstinden
erkennen lieB, konnte zum Teil von diesem anorganischen Wandstoff
stammen. Anderseits enthielt das nach Scholl gereinigte Hefezellma-
terial, welches « Baryt »-Diagramme erzeugte, im Zellinneren gelegene,
im Mikroskop gerade noch erkennbare kornige Korperchen, die sich, im
Gegensatz zum iibrigen Zellinhalt, nicht aufgelost hatten und vielleicht
als Erzeuger der « Baryt »-Interferenzen in Frage kommen.

III. Vergleich der rontgenanalytischen Ergebnisse
mit mikrochemischen Reaktionen

Da sowohl Nabel (34) als auch Thomas (48, 49, 50) ein Neben-
einander von Chitin und Zellulose in der gleichen Zellwand mit der
mikrochemischen Reaktion nach van Wisselingh (57, 58) nach-
gewiesen haben, wurde mit simtlichen réntgenanalytisch untersuchten
Pilzen und Algen auch die mikrochemische -Jodfirbungsreaktion der
Zellwinde nach dem Verfahren van Wisselinghs ausgefiihrt (siehe
I, 2), um die Zuverliissigkeit dieser Methode iiberpriifen zu konnen.

In den meisten I'illen zeigte sich Ubereinstimmung zwischen den
Ergebnissen der mikrochemischen und der rontgenanalytischen Unter-
suchungen Es kamen jedoch auch wesentliche Abwelchungen vor, die
im folgenden dargestellt werden.

1. Oomyceten

Die in Schweizers Reagens unlislichen Zellwandriickstinde von
Pythium und Phytophthora, die Th om a s erhalten hatte, zeigten nach
seinen Angaben Chitosanreaktion, nachdem er sie 30 Minuten in gesit-
tigter Kalilauge gekocht hatte.

Bei meinen eigenen Untersuchungen an Pythium de Baryanum
konnte ich jedoch auf mikrochemischem Wege Chitin nicht nachweisen.
Der in Schweizers Reagens unldsliche Myzelriickstand dieses Pilzes 19ste
sich beim Erhitzen in 50prozentiger Kalilauge in der zugeschmolzenen
Ampulle auf 160 bis 180° C wihrend 20 Minuten vollstindig auf. Aller-
dings hatte er vor dieser Behandlung beim Zusatz von Jodjodkalilosung
und verdiinnter Schwefelsdure (1 %) eine schwache rotviolette Farbe
angenommen, die sich in Gegenwart von konzentrierter Sdure (70 %) in
ein tiefes Blau umwandelte. Der unbehandelte Riickstand zeigte also die
Farbreaktionen von Chitosan und Zellulose. Diese beiden Membranstoffe
hitten aber das Erhitzen in konzentrierter Kalilauge nach van Wis -
selingh gut iiberstehen miissen. Auch die Rontgenanalyse dieses
Riickstandes ergab, wie bereits angegeben, weder ein Chitin- oder Chi-
tosan- noch ein Zellulosediagramm. Der Riickstand lief sich auch nicht
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in 24prozentiger Salzsiure auflosen, muBl also von Chitin und Zellulose
verschieden sein.

Noch deutlicher zeigte der Riickstand von Phytophthora cambivora,
der sich in Schweizers Reagens nicht geldst hatte, sowohl Chitosan- als
auch Zellulosefirbung. Nach der erwihnten fiir die Chitosanreaktion
notwendigen Vorbehandlung firbte er sich bei Zusatz von Jodjodkalium
mit verdiinnter Schwefelsiure intensiv rotviolett, um dann mit konzen-
~ trierter Sdure tiefblau zu werden. Doch auch dieser Membranriickstand
ergab kein Chitindiagramm, sondern lediglich einige Linien, die mit
denjenigen der Zellulose II iibereinstimmen.

Zur Kontrolle wurden Zellulosefasern aus Filterpapier ebenfalls
nach van Wisselingh behandelt. Diese zeigten aber mit verdiinn-
ter Sdure und Jodjodkalilssung noch keinerlei Reaktion, sondern erga-
ben erst mit konzentrierter Siiure die typische Zellulosefirbung.

Nicht extrahierte Myzelstiickchen von Achlya caroliniana, die nach
van Wisselingh vorbereitet worden waren, nahmen mit Jodjod-
kalium und verdiinnter Schwefelséure ebenfalls dle typische rotviolette
Chitosanfirbung an. Nach Zugabe von konzentrierter Siure firbten sich
die Hyphen blau, zeigten also auch Zellulosereaktion. Rontgenanalytisch
konnte auch bei Achlya kein Chitin, sondern nur Zellulose nachgewiesen

werden. Das nach Scholl gereinigte Myzel loste sich in Schweizers
Reagens vollstindig auf.

2. Sprossende Pilze

Die Saccharomycetaceen erwiesen sich in ihren mikrochemischen
Reaktionen als uneinheitlich : |

Saccharomyces mikroellipsoideus, Schizosaccharomyces mellacei,
Zygosaccharomyces wvini und Pichia membranaefaciens zeigten nicht
ganz eindeutige, Saccharomyces tubiformis aber deutliche und alle an-
dern Arten keine Chitosanreaktion.

Gleich lagen die Verhéltnisse bei den imperfekten Hefen. Hier erga-
ben Torula wtilis und Rhodotorule rubra eindeutige Chitosanreaktion,
wihrend diese bei Torula pulcherrima und Mycoderma wvini ausblieb.
Makrochemisch-rontgenanalytisch konnte bei keiner der untersuchten
SproBhefen Chitin nachgewiesen werden.

Der in 24prozentiger Salzsiure ungelost gebliebene Zellwandriick-
stand von Endomycops’s capsularis, der keine Rontgeninterferenzen
erzeugte und auf Grund der Loslichkeitsverhiltnisse nicht als Chitin
angesehen werden kann, zeigte eine sehr schéne Chitosanreaktion.

Ein klarer Beweis fiir die Unzuverlissigkeit der mikrochemischen
- Chitosanreaktion nach van Wisselingh ergibt sich aus dem Ver-
gleich der Reaktionen und rontgenanalytischen Ergebnisse bei den bei- .
den sprossenden Pilzen Ustilago wviolacea und Sporobolomyces roseus.
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Beide SproBpilze zeigten in allen Wiederholungen immer wieder
eindeutig positive Chitosanreaktion. (Auch fiir Ustilago zeae gibt N a -
bel auf Grund der mikrochemischen Reaktion Chitin an.) Bei der
Rontgenanalyse konnte aber von Ustilago wviolacee kein Chitin- (und
auch kein Zellulose-) Diagramm, sondern nur immer wieder das schon
oft erwihnte « Baryt »-Diagramm erhalten werden. Es konnte nun der
Einwand vorgebracht werden, daf in den Sprofzellmembranen von
Ustilago wiolacea wohl Chitin vorhanden sei, rontgenanalytisch aber
nicht nachgewiesen werden konne, weil es nicht in kristalliner Form
vorliege. Doch auch mit 24prozentiger Salzsidure lief sich aus dem nach
Scholl gereinigten SproBmyzel kein Chitin herauslosen. Demgegen-
iiber erzeugten die nach Scholl gereinigten SproBzellen von Sporo-
bolomyces roseus bei der Rontgenanalyse ein eindeutiges Chitindia-
gramm. Auch liel sich mit 24prozentiger Salzsdure das gereinigte Zell-
wandmaterial ohne weiteres zum griofiten Teil auflosen. Aus der Losung
konnte durch Verdiinnen ein Niederschlag ausgefiillt werden, welcher
durch ein Rontgendiagramm als Chitin identifiziert wurde.

Chitin ist also bei Sporobolomyces roseus in den SproBzellmembra-
nen vorhanden, bei Ustilago violacea nicht, und doch ergeben beide |
SproBpilze die gleiche positive Chitosanreaktion nach van Wisse-
lingh.

3. Heterokonten

DaB auch die Blaufdrbung von Zellwinden als Reaktion auf Zusatz
von Jodjodkalilssung und konzentrierter Schwefelsiiure nicht eindeutig
Zellulose nachweist, zeigen einige Beobachtungen iiber mikrochemische
Reaktionen von Heterokonten.

Bei frischen Zellen von (‘ystococcus 1501 Beyerinck konnte nach
Zugabe von Jodjodkalilosung und konzentrierter Schwefelsdure eine
Blaufirbung der Membranen beobachtet werden, die aueh an extrahier-
ten Zellen auftrat, nachdem diese je sechs Stunden in 0,1-n-Salzsiure
und 0,1-n-Natronlauge gekocht worden waren. Nachdem die Zellen
jedoch der Vorbehandlung fiir die Chitosanreaktion nach van Wisse-
lin g h unterworfen worden waren, konnte keine Reaktion mehr beob-
achtet werden. Das Rontwendlamamm sowohl der unbehandelten wie
der extrahierten Zellen enthielt keine Zelluloselinien.

Cystococcus isol. Vischer ergab im frischen Zustand keine Reaktion
der Membranen mit Jodlosung und konzentrierter Schwefelsdure. Nach
der van Wisselingh-Behandlung konnte jedoch eine deutliche
Zellulosereaktion beobachtet werden, indem sich die Zellmembranen mit
Jodjodkali und konzentrierter Schwefelsdure blau firbten. Blof mit ver-
diinnter Sdure und Jodlosung behandelt, zeigten sie noch keine Reaktion.
Doch auch von diesem Material wurden keine Rontgeninterferenzen der
Zellulose erzeugt.
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Tribonema cf. bombycinum zeigte die gleichen Reaktionen wie
Cystococcus isol. Vischer. Eine Zellulosefirbung konnte auch hier erst
nach der Behandlung nach van Wisselingh erhalten werden. Diese
Alge erzeugte aber bei der Rontgenanalyse eindeutige Zelluloseinter-
ferenzen. :

Auch von der einzelligen Alge Chlorochytridion tuberculatum (53)
erhielten Brandenberger und Frey-Wydling (5) deutliche
Zelluloseinterferenzen, obwohl hier Zellulose mikrochemisch nicht hatte
nachgewiesen werden konnen.

Wiire in den Membranen der untersuchten Cystococcusarten Zellu-
lose vorhanden, so hitte sie sich sicherlich auch bei diesen Einzellern
rontgenanalytisch nachweisen lassen. Obwohl also bei ihnen Zellulose
fehlt, zeigten ihre Membranen unter bestimmten Bedingungen Zellulose-
reaktion.

IV. Besprechung der Ergebnisse

Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist wohl, daB kein
Organismus gefunden werden konnte, der sowohl Chitin als auch Zellu-
lose als Membransfoff besitzt.

Rhizidiomyces bivellatus Nabel, der die Grundlage fiir Harders
und Nabels Einwendungen gegen Wettsteins Annahme einer
stammesgeschichtlichen Bedeutung des Zellwandchemismus bildete, weil
er sowohl Chitin- als auch Zellulosereaktion zeigte, konnte allerdings
leider nicht rontgenanalytisch untersucht werden. Nachdem jedoch bei
allen anderen Pilzen und Algen, fiir die auf Grund #hnlicher Beobach-
tungen ebenfalls ein Nebeneinander der beiden Zellwandsubstanzen an-
gegeben wurde, dieses nicht bestitigt werden konnte, wire Rhizidiomyces
bivellatus der einzige bekannte Organismus mit beiden Membranstoffen.
Es konnte nun aber durch den Vergleich der mikrochemischen Reaktio-
nen nach van Wisselingh mit rontgenanalytischen Ergebnissen
gezeigt werden, daf} die mikrochemische Nachweismethode fiir Chitin
und Zellulose, die auch bei Rhizidiomyces bivellatus angewendet worden
ist, nicht absolut zuverlissig ist. Nabels Beobachtungen an RhAizidio-
myces kann daher kein Gewicht mehr beigemessen werden, und der ge-
wichtigste Einwand gegen die Theorie F. von Wettsteins fillt
dahin. Auf Grund dieser rontgenanalytischen Untersuchungsergebnisse
darf der Membranchemismus wohl — ohne iiberbetont zu werden — bei
der Diskussion verwandtschaftlicher Beziehungen unter den Pilzen mit
beriicksichtigt werden.

Die strenge Trennung des Vorkommens von Chitin und Zellulose
nach systematischen Einheiten in der Klasse der Phycomycetes, auf die
F.von Wettstein seine stammesgeschichtlichen Erwigungen auf-

gebaut hatte, konnte rontgenanalytisch ebenfalls bestitigt werden (vgl.
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Tabelle 1). Der Verteilung der beiden Membransubstanzen im System
der Pilze darf daher wohl systematische und stammesgeschichtliche Be-
deutung zugesprochen werden.

Was nun diese Verteilung im einzelnen betrifft, verdient folgendes
hervorgehoben zu werden :

Chitin konnte bei verschiedenen (autotrophen) Algen nicht nach-
gewiesen werden; es ist der charakteristische Membranstoff der hetero-
trophen Pilze.

Zellulose wurde unter den Pllzen nur bei Oomyceten gefunden (ab-
gesehen von den Monoblepharidales, welche nicht untersucht werden
konnten). Vom membranchemischen Standpunkt aus gesehen nehmen
daher die OQomyceten eine absolute Sonderstellung gegeniiber allen
anderen Pilzgruppen ein. Ihre vollstindige Loslosung vom iibrigen Pilz-
system und die Annahme einer selbstindigen, von anderen Reihen ganz
unabhingigen Entwicklung der Reihe der Oomyceten aus autotrophen
Algen, wie sie Gdumann darstellt (14), wird also auch durch den
Zellwandchemismus gestiitzt.

Falls es moglich werden sollte, in den Membranen von Monoblepha-
ridales Zellulose rontgenanalytiseh nachzuweisen, miifite wohl die syste-
matische Stellung dieser Reihe einer erneuten Uberpriifung unterzogen
werden. Jedenfalls diirfte sie dann -— membranchemisch betrachtet —
nicht mit den chitinfiihrenden Blastocladiales vereinigt werden.

N abel stiitzte seine Ablehnung einer systematischen Bedeutung
des Zellwandchemismus auch auf die uneinheitlichen Reaktionen, die er
bei niederen Ascomyceten — vor allem Hefen — beobachtet hatte. Nun
hat aber die Rontgenanalyse dieser Pilzgruppen gezeigt, daf auch hier
das Auftreten von Chitin innerhalb einzelner Familien konstant, der
Membranchemismus somit einheitlich ist. In der Reihe der Endomyce-
tales wurde Chitin bei allen untersuchten Vertretern der Familie Endo-
mycetaceae gefunden. Es fehlte aber simtlichen Vertretern der aus ihr
abgeleiteten Familie der Saccharomycetaceae. Die Vermutung M.
Schmidts (42), wonach Myzelhefen Chitin bilden, SproBhefen hin-
gegen nicht, wird dadurch bestitigt. Allerdings scheint das Fehlen von
Chitin nicht direkt mit der SproBzellbildung zusammenzuhingen, da
auch bei hyphenbildenden Spermophthoraceen Chitin nicht gefunden
wurde, dieses anderseits aber in den Membranen der SproBzellen von
Sporobolomyces roseus vorhanden ist. Chitin fehlt zwar auch bei den
imperfekten SproBhefen und im SproBmyzel von Ustilago viclacea.

Vielleicht konnte das Iehlen von Chitin in verschiedenen Familien
im Sinne Wettsteins durch eine im System mehrmals auftretende
Verlustmutation erklidrt werden, die besonders hiufig, aber nicht immer,
zusammen mit dem Ubergang zur SproBmyzelbildung vorkommt. Inter-
essant scheint mir jedenfalls, daf die Familien, welche diesen Verlust
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der Féhigkeit zur Chitinbildung zeigen, stets Endformen umfassen, von
denen aus die Entwicklung nicht mehr weitergeht (vgl. 14). Ob in der
Familie der Ustilaginaceae Chitin vollstindig oder nur in den SproB-
myzelien fehlt, miiBte wohl an umfassenderem Material noch genauer
untersucht werden. Vielleicht konnten auch noch andere Endformen ge-
funden werden, bei denen Chitin fehlt.

Ob an Stelle von Chitin bei diesen verschiedenen Pilzgruppen meh-
rere verschiedene Zellwandstoffe treten, oder ob es sich meist um den
gleichen handelt, konnte mit den verwendeten Methoden nicht abgeklirt
werden. Nach der Reinigung nach Scholl bleiben bei den Saccharo-
mycetaceen sowie den imperfekten Hefen und bei Ustilago violacea zu-
sammenhdngende Membranen zuriick, wihrend die Zellwiinde der Sper-
mophthoraceen aufgelost wurden.

Méoglicherweise riihrt die Interferenzlinie von 7,7 AE, die stets

zusammen mit « Baryt »-Linien auftrat, von einem dieser unbekannten
Wandstoffe her. '

Gesamthaft spricht die Verteilung von Chitin und Zellulose im
Pilzsystem also fiir einen polyphyletischen Ursprung der Pilze. Die
monophyletische Entwicklungsreihe in der Klasse der Phycomyceten,
die von K niep aufgestellt und von Harder und N ab el unterstiitzt
wurde, muB vom zellwandchemischen Standpunkt aus — abgesehen
von morphologisch-entwicklungsgeschichtlichen Einwinden — abgelehnt

- werden.

V. Zusammenfassung

1. Mit der Rontgenanalyse als heute zuverlissigster Nachweismethode
fiir Chitin und Zellulose in Zellwinden wurde das Vorkommen
dieser beiden Membranstoffe bei den Pilzen im Hinblick auf seine
mogliche, von F. von Wettstein hervorgehobene stammes-
geschichtliche Bedeutung untersucht.

2. Gleichzeitig wurde die von fritheren Autoren meist verwendete
- mikrochemische Nachweismethode nach van Wisselingh durch
Vergleich mit den rontgenanalytischen Ergebnissen auf ihre Zu-
verlissigkeit gepriift.
3. Es ergab sich aus diesem Vergleich, daB aus den mikrochemischen
Reaktionen einer Zellwand nicht mit absoluter Sicherheit geschlos-
- sen werden kann, ob sie Chitin und/oder Zellulose enthiilt.

4. Rontgenanalytisch wurde — in Verbindung mit makrochemischen
Methoden — in keinem der untersuchten Organismen ein Neben-
-einander von Chitin und Zellulose gefunden, auch da nicht, wo es
frithere Autoren mikrochemisch (und zum Teil makrochemisch)
nachgewiesen haben.
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Entsprechend den Feststellungen F. von Wettsteins schei-
nen sich also die beiden Membransubstanzen tatséichlich gegen-
seitig auszuschliefen.

5. Die scharfe Trennung der Phycomycetes in Chitin- und Zellulose-
pilze, die F. von Wettstein fand, wird durch die Rontgen-
analyse bestétigt, indem Zellulose nur bei Oomycetes, Chitin bei
Blastocladiales und Zygomycetes nachweisbar ist (Chytridiales
und Monoblepharidales konnten nicht untersucht werden).

6. Bei den niederen Ascomycetes ist das Auftreten oder Fehlen von
Chitin innerhalb einzelner Familien einheitlich. Chitin ist vorhan-
den bei den Endomycetaceae, fehlt aber allen untersuchten Sac-
charomycetaceae und Spermophthoraceae. Zellulose tritt hier
jedoch nicht an die Stelle von Chitin.

7. Aus den Ergebnissen der rontgenanalytischen Untersuchungen
wird daher der Schluf gezogen, daB dem Auftreten von Chitin und
Zellulose bei den Pilzen stammesgeschichtliche Bedeutung zu-
komme. Diese Bedeutung, vor allem fiir die systematische Stellung
der Oomyecetes, wird diskutiert.

8. Verschiedene Algen und Pilze enthalten in ihren Zellen oder deren
Membranen eine anorganische Substanz, deren Réntgendiagramm
mit dem von Bariumsulfat (Baryt) iibereinstimmt.
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