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Translokation von Mannitol im Fruchtkérper
von Agaricus bhisporus

Von Dora Rast
Institut fir Allgemeine Botanik der Universitat Ziirich

Manuskript eingegangen am 6. April 1966

Einleitung

Aufgrund von Untersuchungen iiber das Verteilungsmuster von Manni-
tol im Fruchtkorper von Agaricus bisporus wurde die Vermutung aus-
gesprochen, dass es sich bei diesem Zuckeralkohol um ein translozier-
bares Kohlenhydrat handelt (Rast, 1965). Wahrend iiber den Transport
korpereigener organischer Substanzen (wie Trehalose, Mannit, Harnstoff
usw.) in Basidiokarpen bis jetzt keine experimentellen Befunde vorliegen,
zeigten Schiitte (1956) und Kritskii et al. (1965) Translokation von
Farbstoffen bzw. von als Phosphat gefiittertem 3*P im Fruchtkorper von
A. bisporus. Ein Transport von 2P und von Methylenblauv erfolgt auch
im Sporokarp von Lentinus tigrinus (Littlefield et al., 1965).

Dieser Stofftransport ist nach Schiitte in den reifen Fruchtkorpern
der Agaricales auf die der zentralen Hohle des Stieles direkt benachbarte
Zone beschrinkt, deren Hyphen denjenigen der iibrigen Stielpartien ana-
tomisch gleich sind. Der Autor spricht deshalb von einer «physiologi-
schen Verschiedenheity des die Farbstoffe leitenden Plectenchyms. Auch
bei L. tigrinus ist die Translokation von Methylenblau ausschliesslich,
diejenige von 32P vorwiegend im Stielzentrum lokalisiert (L.ittlefield
et al.). Hier lésst sich jedoch im Gegensatz zu den Agaricales eine deut-
liche anatomische Differenzierung der translozierenden Teile feststellen.
Kritskiiet al. fanden zwei Wege der Translokation von 32P im Sporokarp
von A. bisporus, und zwar eine dussere, wichtigere Route, welche von der
Stielbasis durch den Cortex des Stieles und das Velum direkt in die
dussersten Hutpartien fiihrt, und eine innere, weniger Substanz fordernde,
welche sich vom Stielzentrum bis zu dem iiber den Lamellen liegenden
Plectenchym erstreckt.

Farbstoffe scheinen direkt mit dem Transpirationsstrom verfrachtet
zu werden; in wasserdampfgeséittigter Atmosphire findet nach Little-
field et al. keine Translokation von Methylenblau statt (vgl. hingegen
Schiitte). Obschon die Transpiration auch beim Transport von 32P von
Bedeutung ist, miissen hier jedoch neben «passiven» auch «aktive» Vor-
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ginge eine Rolle spielen, da Translokation von 3P selbst bei Fehlen eines
Wasserdampfdefizites festzustellen ist, withrend eine solche in toten Sporo-
karpen praktisch unterbleibt (Littlefield et al.). Als Beweis fiir eine
direkte Beziehung zwischen «aktiven» Transportvorgéingen und damit
verbundenem zusitzlichem Energiebedarf fithren diese Autoren die von
ihnen festgestellte erhchte Atmungsintensitit in den leitenden Zentral-
partien von L. tigrinus an, wihrend Kritskii et al. eine wegen des leich-
ten Zutrittes von Luft geférderte Atmung im Cortex des Stieles und des
Hutes fiir die in diesen Teilen erhéhte Translokation verantwortlich

machen.

Es ist das Ziel der vorliegenden Arbeit zu zeigen, dass Mannitol eine
im Fruchtkdrper von A. bisporus translozierbare Substanz darstellt, die
approximative Translokationsrate in wasserdampfgesittigter Atmo-
sphiire zu bestimmen, den Transportweg innerhalb des Sporokarps zu
lokalisieren und die experimentellen Resultate mit dem Feinbau von
Stiel- und Hutplectenchym in Bezichung zu setzen. Schliesslich sollen
die fiir den Transport von Mannitol méglichen Translokationsmechanis-
men diskutiert werden.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Als Versuchsobjekt dienten frisch gepfliickte Fruchtkorper von Agaricus
bisporus Sing. des ersten Triebes, kurz vor dem Offnen des Velum partiale.
Es kamen ausschliesslich Sporokarpen mit unverletzter Stielbasis und
intakter Pseudorhiza zur Verwendung.

Applikation des Tracers

Die Basidiokarpen wurden einzeln in wisserige Losungen von Manni-
tol-1-14C so eingestellt, dass sie weder Gefiissboden noch -wénde beriibr-
ten. Lediglich die sich an der Pseudorhiza befindenden Mycelbiischel
tauchten in die Futterldsung, welche eine Aktivitit von 1 uC/ml und eine
Konzentration von 1 mg/ml aufwies. Die Exposition erfolgte in wasser-
dampfgesittigter Atmosphére.

Herstellen der Makroautoradiographien

Nach der Fiitterung wusch man die Pilze sorgfiltig ab, teilte sie der
Lénge nach und stellte von einander entsprechenden Hélften Léngs- bzw.
Querschnitte von 1 mm Dicke her. Diese wurden auf grobes Filterpapier
gelegt und wihrend etwa 2 h bei 50 ° unter mehrmaligem Wechseln des
Absorbens angetrocknet, dann auf feines Filterpapier ibertragen und
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2-3 h bei 60° im Trockenschrank gehalten. Da die Pseudorhiza («Wurzel-
stock») nach dem Trocknungsprozess dicker als die andern Teile des
Schnittes ist, so dass die Objekte dann auch unter Anwendung von
Druck dem Rontgenpapier nicht glatt und gleichméssig aufliegen, wurde
diese vor oder nach dem Trocknen ganz oder teilweise entfernt.

Legt man das Rontgenpapier (Agfa) auf die mit den Schnitten belegten
Glasscheiben und hilt es mittels einer zweiten Platte in Position, so erhélt
man in spiegelbildlicher Darstellung die Radioaktivitidtsverteilung inner-
halb der Sporokarpen.

Als Entwickler diente Kodak-D-19b; fixiert wurde mit Kodak «Unifix».

Experimentelle Resultate

Eine erste, nicht unter genau kontrollierten Feuchtigkeitsbedingungen
durchgefiihrte Versuchsserie zeigte, dass alle Teile des Basidiokarps von
dem durch die basalen Mycelbiischel des «Wurzelstocks» aufgenommenen
Mannitol erfasst wurden. Dabei schien der Transport bevorzugt in der
Cortikalpartie des Stieles zu erfolgen. Diese Translokationsroute fiihrt
weiter durch das Velum in das Hutplectenchym und konnte dort nicht
genau lokalisiert werden. Auf einem zweiten Weg wurde der Tracer direkt
durch das Stielzentrum zu dem iiber den Lamellen liegenden Plectenchym
geleitet. Aufgrund der Ergebnisse dieser orientierenden Vorversuche ergab
sich die in Abbildung 1 schematisch dargestellte Hypothese fiir die Loka-
lisation des Transportes von Mannitol im Champignonfruchtkérper.

Abbildung 1

Schematische Darstellung der Translokationswege von Mannitol
im Fruchtkorper von 4. bisporus

— — — — Randtranslokation; zentrale Translokation
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Dass dieses Translokationsschema den tatséchlichen Verhiltnissen ent-
spricht, zeigen die Ergebnisse einer zweiten, unter genau kontrollierten
Bedingungen durchgefiihrten Versuchsserie. Hierbei wurden Sporokarpen
wéhrend verschieden langer Zeitdauer (1, 3, 6, 12 und 24 h) mit radio-
aktivem Mannitol gefiittert und nachher Serienschnitte der Fruchtkérper
hergestellt. Aus Abbildung 2 ist ersichtlich, dass die Translokation in der
ersten Zeit nach Aufnahme des Tracers vorwiegend in den peripheren
Teilen des Stieles erfolgt. Nach 60 min kann man jedoch auch schon ge-
ringe Radioaktivitét im Pileus feststellen, was an der leichten Schwirzung
des Hutplectenchyms zu erkennen ist. Die Translokationsrate von Manni-
tol im Fruchtkérper von A. bisporus betrigt demnach 2-3 cm/h in

Abbildung 2

Makroautoradiographien -+ zentraler Langsschnitte einer Halfte eines mit 4C-Mannitol
gefiitterten Fruchtkérpers. Versuchsdauer: 1 h :

wasserdampfgesittigter Atmosphire. (Mit inaktiver Losung gefiitterte
und nach dem Standardverfahren exponierte Schnitte rufen auf dem
Réntgenpapier keine Artefakte hervor.)

Verarbeitet man die Fruchtksrper nach dreistiindiger Versuchsdauer,
so erhilt man mit Ausnahme einer hohern Schwirzungsintensitit im
Pileus im Prinzip gleiche Autoradiographien wie nach einstiindiger Appli-
kation des Tracers. Nach einer Fiitterungszeit von 6 h hingegen sind
Stiel, Schleier, Hut und Lamellen auf dem Roéntgenpapier photographisch
genau dargestellt, wobei die grésste Schwirzung in der basalen Hilfte
des Stieles, die geringste in den Lamellen festzustellen ist.

Betrachtet man Autoradiographien aufeinanderfolgender Querschnitte
von Sporophoren, deren Pseudorhiza wihrend 12 h in die Tracerlésung
eingetaucht war (vgl. Abb. 3), so sieht man an der Stielbasis noch
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deutlich den cortikalen und den zentralen Translokationsweg. Obschon
letzterer, wie ein Vergleich mit Abbildung 2 zeigt, im Verhéltnis zur
Randtranslokation zeitlich verzogert auftritt, scheint er aufgrund der
Schwirzungsintensitit in bezug auf die translozierte Substanzmenge
keineswegs von geringerer Bedeutung zu sein. Ein Lateraltransport zwi-
schen den beiden Translokationswegen im apikalen Drittel des Stieles ist
zudem nicht auszuschliessen. Bei der weissen, rundlichen Stelle in den
Autoradiographien von Querschnitten aus den beiden obern Dritteln des
Stieles handelt es sich um einen der in diesem Entwicklungsstadium héu-
fig auftretenden Hohlrdume. Obschon die Schwiirzung des Schleiers auf
der Autoradiographie relativ gering ist, diirfte die sich im Velum befin-
dende Radioaktivitit bedeutend hoher sein. Der Schleier ist ja diinner
als die gewiihlte Schnittdicke (1 mm im frischen Zustand), so dass er
wihrend des Trocknungsvorganges nicht richtig gepresst wird, unregel-
missig zusammenschrumpft und dann dem Réntgenpapier nicht so
gleichmissig aufliegt wie Stiel- und Hutplectenchym. Da das Velum nicht
ganz horizontal verldutt, ist es ferner kaum moglich, Schnitte herzustellen,
die den ganzen Schleier enthalten. Neben der Akkumulation radioaktiver
Substanzen im Stiel ist auf den Querschnitten auch eine solche in den
Lamellen festzustellen, wihrend sich im Huttrama eine diffuse Verteilung
der Radioaktivitit ohne Akkumulationseffekt ergibt.

Abbildung 4

Autoradiographien aufeinanderfolgender Langsschnitte einer Halfte eines mit 4C-Mannitol
gefiitterten Sporophors. Versuchsdauer: 12 h

Bei den Autoradiographien der entsprechenden Léngsschnitte (Abb. 4)
lasst sich an der Grenze zwischen Stiel- und Hutplectenchym eine starke
Abnahme der Schwirzungsintensitit feststellen. Es scheint, dass der
Ubergang vom Stiel in den Pileus fiir den Translokationsstrom ein Hin-
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dernis darstellt. Die in den Autoradiographien der dazugehdrigen Quer-
schnitte festgestellte starke Akkumulation von Radioaktivitit in den
Lamellen ist hier jedoch nicht sichtbar. Dies ist darauf zuriickzvfiihren,
dass sie wegen ihrer geringen Dicke, dihnlich wie das Velum auf Quer-
schnitten, hier nicht so glatt aufliegen kénnen wie Stiel- und Hutplect-
enchym.

Nach 24 h Fiitterungsdauer erhiilt man keine weiteren Verinderungen
der Radioaktivititsverteilung innerhalb des Sporokarps. Wie im Versuch,
welcher Abbildung 3 und Abbildung 4 zugrunde liegt, ergibt sich eine
starke Akkumulation radioaktiver Substanz im Stiel und eine im Ver-
héltnis zum &ussern Huttrama erhéhte Schwirzungsintensitidt in dem
direkt iiber den Lamellen liegenden Raum. Die Anhdufung von 4C in
den Lamellen ist jetzt jedoch so gross, dass sie selbst auf den Autoradio-
graphien der Lidngsschnitte zu erkennen ist.

Diskussion

Die experimentellen Resultate zeigen das Vorhandensein zweier Wege
fiir die Translokation von Mannitol im Sporokarp von A. bisporus. Diese
sind im wesentlichen mit denjenigen identisch, welche Kritskii et al.
fir den Transport von 32P im Champignonfruchtkorper postulierten.
Wihrend diese Autoren jedoch den 4ussern Translokationsweg als von
der Stielbasis via Stielcortex und Velum in die « Haut» des Pileus fithrend
beschreiben, war eine solche Lokalisation des Mannittransportes im Hat
nicht moglich. Dass Schiitte bei den Agaricales Translokation von Farb-
stoffen lediglich im zentralen Teil des Stieles nachweisen konnte, stellt
keinen Widerspruch zu unsern Resultaten dar; dort lagen ja, abgesehen
von der Verschiedenheit des verwendeten Tracers, wesentlich andere Auf-
nahme- und Transportbedingungen vor.

Die nach langer Inkubationszeit feststellbare Akkumulation von
14C-Mannitol im Stiel (vgl. Abb. 4) ist wahrscheinlich auf die verschie-
dene anatomische Feinstruktur von Stiel- und Hutplectenchym zuriick-
zufiihren. Wie Manocha (1965) zeigte, besteht das Scheingewebe des
Stieles von A. campestris aus lose angeordneten, linglichen Hyphen von
rundlichem Querschnitt, in welchen sich grosse Mengen granulirer Par-
tikel (wahrscheinlich Reservestoffe) befinden. Zwischen diese Fundamen-
talhyphen sind sehr lange fadeniihnliche Zellen eingebettet. Diese fehlen
in dem sonst dhnlich dem Stielgewebe aufgebauten Pileusplectenchym.
Wegen der in beiden Zelltypen vorhandenen septalen Porenapparate,
welche potentielle Transportwiderstinde der Querwinde auf jeden Fall
reduzieren, wire vertikale Translokation prinzipiell in beiden Hyphen-
typen moglich. Nimmt man jedoch an, dass der Transport des gefiitterten
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Mannitols vorwiegend in den langen, grossen Interzellularriumen benach-
barter Fadenzellen erfolgt, so ldsst sich die Stauung radioaktiver Sub-
stanz beim Ubergang vom Stiel in den Hut, wo die erwihnten Faden-
hyphen ja ihr Ende finden, leicht erkliren.

Die hier festgestellte Translokationsrate von Mannitol (2-3 cm/h) ist
um die Hilfte kleiner als die Durchschnittswerte fiir die Translokation
von Farbstoffen bei den Agaricales. Bei den letztern Angaben handelt es
sich jedoch um Transportgeschwindigkeiten in nicht wasserdampfgesiittig-
ter Atmosphire, so dass die von Schiitte angegebenen Werte nur bedingt
mit den unsrigen verglichen werden kénnen.

Kritskii et al. halten es fiir wahrscheinlich, dass als Phosphat ge-
fiittertes 32P in den beiden erwihnten Transportrouten in Form chemisch
verschiedener Substanzen vorhanden ist. Analoge Verhiltnisse sind bei
dem in den hier beschriebenen Experimenten verwendeten Tracer nicht
anzunehmen, da Mannitol, wie Bidwell und Ghosh (1962) bei Fucus
vesiculosus nachwiesen, metabolisch relativ inert ist. Dies gilt nach unsern
Versuchen mit “C-markiertem Mannitol auch fiir den Stoffwechsel des
Hexits im Fruchtkorperplectenchym von A. bisporus (Rast, 1965; un-
verdffentlicht).

Buller (1958) sieht im stromenden Protoplasma das Translokations-
medium fiir Nahrstoffe, wihrend Schiitte (1956) eine kausale Beziehung
zwischen Protoplasmastromung und Translokation als nicht gegeben be-
trachtet. Da alle die Transpiration beeinflussenden Faktoren gleichsinnig
auf den Transport von Farbstoffen einwirken, nimmt letzterer Autor an,
dass diese mit dem Translokationsstrom verfrachtet werden. Transpira-
tion soll ebenso wie der damit im Zusammenhang stehende Transport von
Fluoreszein selbst in wasserdampfgesittigter Atmosphéire erfolgen, wor-
aus Schiitte den Schluss zieht, dass die Transpiration bei den Agaricales
mehr als einen bloss physikalischen Prozess darstelle. Littlefield et al.
konnten in L. tigrinus jedoch bei Wasserdampfsiittigung der die Sporokar-
pen umgebenden Luft keine Translokation von Methylviolett feststellen.
Ob Mannitol mit der Plasmastrémung oder im Transpirationsstrom trans-
portiert wird, kann aufgrund der vorliegenden Versuche nicht entschieden
werden. Auf jeden Fall muss es sich sowohl bei der Aufnahme als auch
bei der Translokation des Tracers um aktive, d. h. metabolische Vorgiinge
handeln, da sich die Sporokarpen in H,0-geséttigter Atmosphére befan-
den und nur mit den sich an der Stielbasis befindenden Mycelfiden in die
Mannitollésung eintauchten, so dass bloss physikalische Phinomene der
Translokation, wie z. B. Kapillaritit usw., als allein den Transport be-
wirkende Faktoren nicht in Betracht kommen.
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Zusammenfassung

Es wird gezeigt, dass Mannitol eine im Fruchtkorper von Agaricus
bisporus translozierbare Substanz darstellt. Der Transport des Hexits
geht auf zwei rdumlich getrennten Bahnen mit einer Geschwindigkeit
von 2-3 cm/h (in wasserdampfgesittigter Atmosphire) vor sich. Die ex-
perimentellen Resultate werden mit der Feinstruktur von Stiel- und Hut-
plectenchym in Beziehung gesetzt und mdogliche Translokationsmecha-
nismen diskutiert. '

Summary

It is shown that mannitol can be translocated in the fruiting body of
Agaricus bisporus. This transport proceeds through two distinct routes
within the sporophore, at a rate of approximately 3 cm per hour in water-
saturated atmosphere. The experimental results are brought in connection
with the fine structure of the fruiting body and possible translocation
mechanisms are discussed.

Dem Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der wissenschaft-
lichen Forschung und dem E.-Hauser-Champignonlaboratorium, Gossau
ZH, sei fiir finanzielle Beitrige an diese Arbeit bestens gedankt. Ferner
méchte ich Friulein E. Szdnyi fir gewissenhafte technische Assistenz
und Frau J. Kalmar fiir die Ubersetzung russischer Originalarbeiten
meinen herzlichen Dank aussprechen.
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