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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitidt Géttingen.)

Uber die Verbreitung von Aspergillus niger,
insbesondere in Deutschland’.

Von
August Rippel.

(Eingegangen am 1. Dezember 1939.)

Uber die Verbreitung von niederen Pilzen und von Bakterien im
Boden, als Grundlage einer Okologie der Mikroorganismen, ist noch
recht wenig bekannt, namentlich, wenn man nach quantitativen Angaben
fragt. Unter den Bakterien hat man einige landwirtschaftlich -wichtige
Formen in dieser Hinsicht etwas gerrauer untersucht, und zwar solche,
die sich durch einen Spezialstoffwechsel auszeichnen: denn durch diese
Eigenschaft ist die Moglichkeit gegeben, einen Elektivnahrboden zu
verwenden, auf dem das Vorhandensein der betreffenden Form oder der
betreffenden Formen leicht erkannt und mit Hilfe des Verdiinnungs-
verfahrens auch einigermaflen quantitativ festgestellt werden kann,
wobei vornehmlich die Bedeutung der Aciditdt fir das Vorkommen
untersucht wurde. Es handelt sich um Stickstoffbinder, Nitrifikanten,
Schwefelbakterien, Cellulosezersetzer u. a., somit zumeist um physiologische
Gruppen, nicht immer um Einzelformen, wie es z. B. fiir Azotobacter
chroococcum zutrifft. Hier liegen auch eingehende Untersuchungen von
Niemeyer und von Wenzl vor, die vor allem deshalb von Interesse sind,
weil sie sich nicht allein auf landwirtschaftlich oder forstlich genutzte
Flichen erstrecken, sondern systematisch die Verbreitung in Natur-
und Kulturbdden eines bestimmten Gebietes zu erforschen suchen.
Dabei ergab sich u. a., daB nicht nur die Aciditdt sondern auch z. B.
die Durchliiftung fiir die Verbreitung dieses Bakteriums wichtig sind.
Nach van Niel und Bortels ist auch das Vorhandensein von Molybdin
fiir das Vorkommen von Azotobacter wesentlich. Damit sind also schon
eine Reihe von 6kologischen Faktoren bekannt, die auf die Verbreitung
von Mikroorganismen einwirken, wobei jedoch nicht auf weitere Einzel-
heiten eingegangen sei.

Von heterotrophen Bakterien ohne Spezialstoffwechsel hat man
wohl nur bei Bacillus mycoides die Verbreitung, auch auf kleinstem
Raum und ebenfalls auf Natur- und Kulturbdden, untersucht (Grund-

! Fiir mannigfache Hilfe bin ich Fraulein E. Loebeling und Herrn Dr.

K. Nabel zu besonderem Dank verpflichtet. ebenso Fraulein Dr. K. Pietsch-
mann fiir die Herstellung der S. 24 erwihnten Einsporkulturen.
Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 1



2 A. Rippel:

mann). Bei diesem Organismus liegen die Verhiltnisse infolge der
morphologischen Eigenart des Organismus, der auf Platten leicht
erkannt werden kann, besonders giinstig. Auch auf die Untersuchungen
von Janke und Wozak sei noch hingewiesen, in denen das Gebiet um
den Lunzer See in seinen verschiedenen Hohenlagen nach Bakterien-
arten untersucht wurde, sowie auf die von Fehér nach regionalen Gesichts-
punkten gegebene Pilz- und Bakterienliste von Waldbdden. Im iibrigen
sei auf die zahlreichen sonstigen Einzelangaben von bestimmten Stand-
orten nicht eingegangen.

Fiir die mikroskopischen Pilze (von den Basidiomyceten, insbeson-
dere den Hymenomyceten, ebenso von den parasitiren Pilzen sei hier
abgesehen) liegen zwar ebenfalls eine Fiille von Einzelbeobachtungen
vor, wie sie z. B. bei Niethammer (2) und Rippel zusammengestellt sind,
aber es fehlen systematische Untersuchungen iiber gréBere oder kleinere
Gebiete, wenn man die Forderung stellt, daB diese Untersuchungen so
vorgenommen sind, daB bestimmte Formen auch unter allen Um-
stinden erkannt und wenigstens annihernd quantitativ vergleichbare An-
gaben gemacht werden kénnen. Zweifellos liegen die Verhaltnisse nicht
einfach: Die Art und Weise der Isolierung bzw. Anreicherung bedingt,
daBl man mit der ganzen Fiille der vorkommenden Pilze zu rechnen hat.
Je nach der Menge der sonstigen Formen oder auch Bedingungen wird
eine bestimmte Form leicht der Beobachtung entgehen konnen, falls
nicht mit einem solchen Arbeitsaufwand gearbeitet wird, wie er technisch
meist gar nicht moglich sein diirfte. So fehlt z. B. in den sonst ein-
gehenden Angaben von Fehér iiber Waldboden Aspergillus niger, das
Untersuchungsobjekt der vorliegenden Mitteilung, in der Liste der Pilze
vollig, trotz der Zahl von 21 untersuchten Boden von Ungarn bis Nor-
wegen. Dabei ist der Pilz, wie meine Untersuchungen zeigten, in den
ungarischen Waldboden sehr hiufig und kommt auch in Norwegen vor.
Auf weitere Literaturangaben wird unten (8. 27) zuriickzukommen sein.

Methodik.

Fir die Kenntnis von der &kologischen Bedingtheit des Vor-
kommens der Bodenpilze wire es also sehr erwiinscht, eine Methode
zu besitzen, die es erlaubt, eine bestimmte Form unter allen Umsténden,
auch bei seltenem Vorkommen, zu erkennen. Diese Moglichkeit besteht
offenbar bei Aspergillus niger, da fiir diesen Pilz eine Elektivnahrlésung
— hochprozentige Tanninnahrlésung — bekannt ist, vermittelst deren
das méglich ist. Man konnte also erwarten, daB man mit einer darauf
aufgebauten Methode quantitative Zahlen iiber das Vorkommen des
Pilzes erhalten konnte, die naturgemiB auch von allgemeimerem boden-
6kologischen Interesse sein wiirden. Diese Erwartung hat sich denn
auch erfiillt, wenn allerdings auch hier schon hervorgehoben sei, daB
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«die verwendete Methodik noch recht roh ist und nur erste Anbhalts-
' punkte fiir unsere Frage ergibt. Aber die Ergebnisse lassen unzweifel-
haft erkennen, daB man in dieser Richtung weiterkommen wird, wenn
die hier gemachten mehr summarisch zu bewertenden Beobachtungen
im einzelnen weiterverfolgt werden. Die spateren Ausfiihrungen diirften
zeigen, daB sich das lohnen wiirde. lch befinde mich hier in einer
dhnlichen Lage wie Leischner-Siska (bzw. Héfler) hinsichtlich der
Basidiomyceten, namlich zundchst die grundsitzliche Brauchbarkeit
einer Methode zu zeigen. Nur handelt es sich hier um die regionale
Verbreitung, nicht um die Verbreitung auf einem beschrankten Standort.

Von Aspergillus niger ist. seit van Tieghem bekannt, daB dieser Pilz
besonders starke Konzentrationen von Tannin vertrigt und diesen Stoff
als einzige Kohlenstoffquelle verwerten kann, und weitere Untersuchungen
von Knudson, Koch und Oelsner, Rippel und Keseling sowie von Stapp und
Bortels bestatigten, dafl der Pilz bedeutend héhere Tanninkonzentrationen
vertrigt als andere Pilze. Man braucht also lediglich eine Nahrlisung
herzustellen, die als einzige Kohlenstoffquelle Tannin in hoher Konzentration
enthilt und kann dann erwarten., dafl darin allein Aspergillus niger zur
Entwicklung gelangt, was schon Koch und Oeclsner mitteilten, die indessen
nicht weiter gingen als lediglich bis zur Tsolierung des Pilzes. Vorversuche
mit einer Reinkultur ergaben als giinstigste Konzentration 209, Tannin.

Héhere Konzentrationen sind naturlich ebenfalls brauchbar; doch
verzigert sich die Entwicklung stark, was fiir Massenuntersuchungen, wie
sie bei einer Fragestellung wie der vorliegenden nétig sind, von wesentlichem
Nachteil ist. Sehr niitzlich erwies sich noch ein Zusatz von 0,59, Rohr-
zucker, wodurch die Entwicklung erheblich beschleunigt wurde. So ver-
wendete ich schliellich folgende Néhrlosung: MgSO, 0,125°%, KH,PO,
0,25¢,, (NH,), 80, 1,09, ZnSO, 0,005 9,, Rohrzucker 0,59,. Zur fertigen
Losung wurden 20°, Tannin gegeben. In dieser Lésung wichst der Pilz
anfinglich meist schwammig-untergetaucht; spiter bricht dus Mycel nach
der Oberfliche der Losung durch und bildet dann eine Decke.

Stets wurden 50 cem Nihrlosung in 200er Kolbchen aus Jenaer 20er
Glas verwendet. Nach einmaliger Sterilisation im Dampftopf wurde mit
Erde geimpft. Die Kolben wurden im Brutzimmer bei etwa 30°C auf-
gestollt. Fine genaue Innchaltung der Temperatur war hier nicht méglich;
ein Aufstellen im Thermostaten kam aber wegen der Massenuntersuchungen
nicht in Frage. Immerhin handelt es sich hier nur um die Feststellung des
tatsichlichen Vorhandenseins des Pilzes, so dal gewisse Temperatur-
schwankungen in Kauf genommen werden konnten. Wo die Schnelligkeit
der Entwicklung verglichen wurde (8. 17), sind nur gleichzeitig erhaltene
Ergebnisse verwertet.

Die Entnahme der Bodenproben gestaltete sich so, daf anfinglich an
den verschiedensten Ortlichkeiten je eine Bodenprobe entnommen wurde,
spiter zwei an der gleichen Stelle im Abstand von 5 m; die Ergebnisse dieser
Proben finden sich in Tabelle II. SchlieSlich wurden an der gleichen Ortlich-
keit fiinf oder zehn Proben im Abstand von je 5 m entnommen, wobei die
einzelnen Prgben in einer geraden Linie lagen; die Ergebnisse dieser Proben
finden sich in Tabelle I. Aus jeder Probe wurden zwei Kolben geimpft,
so daB die Zahlen in Tabelle I die Ergebnisse von 10 oder 20 Proben der
gleichen Ortlichkeit sind, wenn jede Probe doppelt gezahlt wird, entsprechend

1*



4 A. Rippel:

der Impfung von je zwei Kolben. Da@ dies zuliissig ist, geht daraus hervor,
da bei Vorhandensein des Pilzes in einer Probe die beiden Impfungen
durchaus nicht immer den Pilz ergaben. So entwickelte sich z. B. bei Nr. 13a
(Tabelle I) der Pilz in 3 von 20 Kolben, und zwar in je einem Kolhen der
ersten, dritten und fiinften Probe, bei Nr. 12h (Tabelle I) einmal in zwei
Parallelkolben und sechsmal in nur je einem Kolben usw. Diese Erscheinung
zeigte sich fast immer, wenn der Pilz nicht zu 100 9, vorhanden war, und
zeigt jedenfalls, daB der Pilz, teilweise wenigstens, eine recht geringe Aus-
dehnung im Boden hat. Sie zeigt aber weiterhin, da bei der gleich zu
schildernden Tmpfung auch keine einheitliche Verseuchung der Probe mit
Sporen vorhanden war, falls diese ausgebildet wurden. Weiter unten
(S. 26) wird noch einmal auf diese Erscheinung zuriickzukommen sein.

Die Proben, die meist ein Trockengewicht von 15 bis 30 g besaBen,
kamen in kleine Papierbeutel, diese wiederum in gréSere Beutel, die mit
einer Klammer verschlossen und méglichst bald seitlich hochkant gestellt
wurden, damit sie schneller trockneten (vgl. die Bemerkung S. 15 zu den
norwegischen Proben). Bei Laubwaldbéden wurde mit einem an Ort und
Stelle liegenden Holzchen das grobe Laub und Reisig beiseite gebracht und
dann die Probe mit diesem Holzchen in die Beutelchen gescharrt. Bei
Fichtenwaldbsden wurde die Nadelstreu zum Teil mit der darunterliegenden
Erde entnommen; hier wiirden weitere Untersuchungen natiirlich noch eine
Trennung vorzunehmen haben. Bei anderen oder festen Béden wurde die
Probe mit einem Messer entnommen, das vorher dicht neben der Stelle der
Probeentnahme ein paarmal durch Einstechen in den Boden gereinigt war.
Bei Wiesenbéden wurde dabei das Gras dicht an der Erdoberflache ab-
geschnitten. Alle Proben stammten aus 1 bis 5 cm Tiefe.

Die Beimpfung der Kolben wurde so vorgenommen, dal aus dem vor-
sichtig gesfineten Beutelchen mit einem abgeflammten Loffelchen eine etwa
dem Volumen eines kleinen Teeloffels entsprechende Menge Boden?!, und
zwar nach Méglichkeit ganze Bodenbrockchen (um zu groBle Zerteilung mit
moglicher Sporeninfektion zu verhindern) herausgenommen und in den
Kolben mit der Nahriérung gebracht wurde, der selbstverstandlich sofort
wieder mit dem Wattepfropf verschlossen wurde. Diese Art der Beimpfung
ist natiirlich in quantitativer Hinsicht nur sehr grob. Ein Abwiegen empfahl
sich aber nicht, einmal wegen der Infektionsgefahr, sodann aber vor allem
deswegen, weil das Gewicht des Bodens einen schlechten Vergleich ergeben
wiirde; einen besseren erlaubt das Volumen. Auf die geschilderte Weise
war das besser zu erreichen, wenn, wie gesagt, vorerst auch nur gauz grob.
Ein Ausschiitteln des Bodens mit Wasser empfahl sich nicht, einmal des-
wegen, weil dabei grobere Bodenteilchen, an denen der Pilz sitzen konnte,
nicht in den Impfkolben gelangt wiiren. Sodann aber hitten Verdiinnungen
nach Art des Verdiinnungsvertahrens einen Zeitaufwand erfordert, der bei
den orientierend gedachten Tintersuchungen und der Menge des unter-
sichten Materials nicht méglich gewesen ware. Die nachfolgend zu
schildernden Ergebnisse zeigen ja auch, daB die verwendete Methodik
einen ersten Einblick gestattet. Auch hier mii8ten fernere Untersuchungen
eine Verfeinerung der Methodik bringen.

Die Infektionsgefahr ist allerdings nicht so groB8, wie man vermuten
kénnte. Es kommt vor allem Infektion aus der Luft durch die in unserem

L 4
1 Das sind etwa 1 bis 2 g, je nach dem spezifischen Gewicht des Bodens.
Eine absolute Genauigkeit im Abmessen war nicht zu erreichen, weil doch
in vielen Féllen die natiirliche Struktur des Bodens nicht erhalten war.
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Institut zahlreich vorhandenen Aspergillus-Sporen in Frage. Es zeigte sich
nimlich, daB in Kolben mit Tannin-Nahrlésung, die tagelang offen standen,
keine Entwicklung eintrat, offenbar weil vereinzelt hineingelangte Sporen
sich nicht entwickelten. Auflerdem tritt durch Verdunstung der Niahr-
16sung im Brutzimmer bald eine Konzentrationserhéhung ein, die die
Entwicklung weiter erschwert. Sie ist vielleicht auch mit der Grund dafiir,
daB sich kein anderer Pilz entwickelte. Tannin-Néhrloésung, die bei Zimmer-
temperatur stand, ergab gelegentlich nach lingerer Zeit Decken von
anderen Pilzen. Jedenfalls ist die Gefahr einer Luftinfektion nur sehr
gering. Die Kolben wurden dann, wie beschrieben, aufgestellt.

Die Beobachtungszeit betrug etwa 15 Tage. Linger andauernde Beob-
achtungen zeigten, dafl dann die Entwicklung abgeschlossen war. Sehr
verschieden ist nun das Bild der sich entwickelnden Decken. Vereinzelt kam
es zu einer solchen iiberhaupt nicht, sondern das Mycel bliel» schwammig-
untergetaucht, was bei Abbruch des Versuchs durch vorsichtiges Ausgief3en
stets festgestellt werden mufite, da das erfolgte Wachstum sonst der Beob-
achtung entging. Abimpfungen von solchem Mycel zeigten, dafl es sich in
der Tat um Aspergillus niger handelte. Die Decken selbst sahen sehr ver-
schieden aus. Im giinstigeten Falle zeigte sich die normalé Decke vollig
mit Sporen hesit, die teils tiefschwarz, teils dunkler oder heller braun,
bisweilen auch schmutzig gelblich-braunlich waren. In vielen anderen
Fallen jedoch fiihrte die Decke keine oder nur sehr wenig Sporen, die dann
entweder zerstrent waren oder zu Inseln gehduft standen. Die Decke selbst
war dabei gekriseartig oder es entwickelte sich auch Luftmyecel, das alles
wattig iberwucherte. In zwei Fillen kam es zur Ausbildung von Borsten
oder Zotten auf dem Mycel; auch hier handelte es sich um Aspergillus, der
mit Mucorineen verunreinigt war.

Wenn dabei Aspergillus nicht an u. U. vorhandenen Sporen zu er-
kennen war, wurde an zahlreichen Stichproben durch Abimpfung auf
Wiirzeschragagar festgestellt, daf8 es sich tatsdchlich um diesen Pilz
handelte. Allerdings waren es dann Mischkulturen: vornehmlich war
Aspergillus dann von Mucorineen begleitet. Rippel und Keseling hatten
frither schon gefunden, dafl Bacillus megaterium sich zwar in Tannin-
Nahrlésung nicht entwickelt, aber auch nicht abgettet wird, was also auch
fiir Pilze gilt. Folgende Beobachtung zeigt das noch besonders deutlich:
Von einer bei Abimpfung aus dem Versuchskolben auf Wiirzeschrigagar
erhaltenen Aspergillus- Rhizopus-Mischkultur wurde wieder in Tannin-
nihrlésung zariickgeimpft, in der Erwartung, daB bei dieser Passage
Rhizopus verschwinden wiirde. Das war jedoch nicht der Fall. Solche
Begleitpilze (auBer Mucorineen auch namentlich Penicilliun.-Arten: selbst
Bakterien erscheinen hin und wieder auf dem Aspergillus-Myvcel) kamen
dann sekundar zur starkeren Entwicklung, indem sie Aspergillus iiber-
wucherten. Auf einige dieser mit den geschilderten Erscheinungen zu-
sammenhéangenden Fragen wird spiter (S. 18f) noch zuriickzukomruen sein.

Von zahlreichen Kolben wurden Abimpfungen gemacht und der
isolierte Aspergillus-Stamm auf Bildung von Sklerotien und auf andere
Erscheinungen gepriift. Eine eingehende Untersuchung der auf diese
Weise isolierten etwa 350 Stimme war natiirlich nicht moglich. Auf
einige dieser*Fragen wird noch zuriickzukommen sein.

Niemals entwickelten sich auf den Tannin-Néhrlosungen andere
Pilze allein, also ohne daB Aspergillus zugegen war, in einem MaBe,
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da man von einer wirklichen Entwicklung sprechen konnte. Es kam
allerdings vereinzelt vor, daB sich kleine Inselchen von Penicillium oder
auch von Aspergillus glaucus bildeten; aber diese bleiben winzig und
erreichten im besten Falle die GriBe einer kleinen Erbse, woran ver-
mutlich insbesondere die obenerwihnte Konzentrationserhéhung der
Niihrlésung Schuld gewesen sein diirfte. Sie entwickelten sich namentlich
auf Blatt-, Nadel- oder Holzresten, die auf der Oberfliche der Nihr-
lésung schwammen. Dagegen entwickelten sich, wie erwihnt, andere
Pilze zusammen mit Aspergillus oder sekundir.

Regionale Standortsangaben.

Tabelle I zeigt zunichst das Ergebnis der an fiinf bzw. zehn Einzel-
stellen je Ortlichkeit entnommenen Proben. Deren Anzahl ist jeweils
in der dritten Spalte angegeben. AuBerdem ist in der ersten Spalte
hinter der Gebietsbezeichnung in Klammern angegeben, wer die
Proben einsammelte. Fiir die liebenswiirdige Unterstiitzung sei auch
an dieser Stelle allen Herren bestens gedankt.

Ein Blick auf diese Zusammenstellung der Tabelle I zeigt nun.
trotz mannigfacher Verschiedenheiten im einzelnen, dafl die Haufigkeit
des Pilzes offenbar von Norden nach Siiden zunimmt, daB der Pilz an
sich aber véllig bodenvag ist. Er fand sich, um zunichst diesen zweiten
Punkt zu behandeln, in allen Proben, also zu 100 %, nach der hier gehand-
habten Darstellung, des alpinen Rasens auf dem Nebelhorn im Allgin
(Nr. 7a), des Krummbholzes ebenda *(Nr. 7¢), der Talwiese am Fulle
des Berges (Nr. 7g), ferner des Trockenrasens und des Weinberges des
Kaiserstuhls bei Freiburg (Nr. 3a, 3c), der Sanddiine des Griesheimer
Sandes bei Darmstadt (Nr. 1d), des Ackers der Garchinger Heide
(Nr. 8c), des Fichtenwaldes von Neustadt im Schwarzwald (Nr. 5a:
95 9,), des Heidelbeerhestandes des groBen Arbers im bayrischen Wald
unmittelbar unterhalb des Krummbholzes (Nr. 9e), der anmoorigen
Wiese im bayrischen Wald (Nr. 9b), um nur einige Gegensitze zu
nennen. Alle weiteren derartigen Gegeniiberstellungen kénnen aus der
Tabelle I abgelesen werden. Schon daraus geht hervor, daB offenbar
die Konzentration der Wasserstoffionen nur eine sekundire Rolle als
Verbreitungsfaktor spielen kann. An Hand einiger pu-Bestimmungen
wird unten (S.20) darauf noch einmal zuriickzukommen sein.

Hierzu ist allerdings noch folgendes zu bemerken: Es wurde ein-
gangs schon betont, daB die angewendete Methodik noch recht roh ist.
100 9%, brauchen in einem Falle nicht das gleiche zu bedeuten wie in
einem anderen. Bei Verwendung kleinerer Impfmengen oder auch der
Anlegung eines Untersuchungsnetzes hitten sich sicherlith noch Ab-
stufungen ergeben. Doch handelt es sich hier erst um einen vorléufigen
Einblick in unser Gebiet.
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TabelleI. Verbreitung von Aspergillusniger;fiint biszehn Proben
je Ort der Entnahme.

Lage und Charakterisierunyg des Standortes
(8ammler)

Datum der
Probenahme

Anzahl
d

er
Proben

Aspergillus
vorhanden in
9/, der Fille

1. Griesheimer Sand bei Darmstadt ( Rippel).

a) Acker dicht nérdlich Bahnhof Griesheim
b) Kiefernwald, alt; etwas Eichenbuschwerk;
vollig vergrast. 2 km nérdlich Bahnhof . .
c) Eichenwald, alt, mit dichtem Buchen-
jungwuchs; kein Gras. 1km westlich
VOTIZEIM ..t it eeennnn
d) Kleine Sanddiine zwischen den beiden
vorigen; vorwiegend Helianthemum; am
Rande einige kleine Buschkiefern........

2. Neustadt in der Plalz (Rippel).

a) Kiefernwald auf Gipfel des Kalmit; Siid-
hang dicht unter Gipfel. AuBerdem wenige
buschige Eichen und Sorbius aria; Vacci-
nium Myrtillus .......................

b) Kiefernwald auf Gipfel des Kalmit: Nord-
hang dicht unter Gipfel. Mehr Eichen als
bei vorigem; auch Buchen; V. Myrtillus .

¢) Kiefernwald am Hang des Kalmit, etwa
100 m unter Gipfel; Nordhang. V. Myr-
tillus, ab und zu Calluna ...............

d) Kiefernwald, etwa 150 m unter Gipfel des
Kalmit; Siidhang. Etwas buschige Eichen,
V.Myrtillus ..............ccoiuvoun.

e) Buchenwald, etwa 300 m unter Gipfel des
Kalmit; Osthang. Beginn der Buche,
etwas vergrast .......................

f) Eichen-Kiefernmischwald unmittelbar iiber
Kastaniengrenze oberhalb Schontal. Siid-
hang ........ i

g) Castanea  vesca -Wialdchen unmittelbar
unterhalb Schontal. Siidosthang.........

h) Weinberg bei Neustadt, terrassierter
Siidhang des Wolfberges ...............

8. Burkheim am Kaiserstuhl (Rippel).

a) Trockenrasen auf steilem Siidhang gegen
Rheinaue. Boden stellenweise nackt. Aster
linosyris, Alyssum montanum, Artemisia
campestris, Dianthus carthusianorum, Li-
num tenuifolium, Teucrium chamaedrys,
Stachys recta, Anthericum liliago, Allium,
Eryngium usw. ............... ...,

b) Rheinaue vor diesem Hang: sehr vergrast,
buschig, viel Liguster .................

¢) Weinberg bei SchloB; Sidhang..........

d) Buchenwgld auf Gipfel des Kaiserstuhls;
Nordhang. Asperula, Convallaria .......

e) Eichenniederwald ebenda; Siidhang. He-
dera, Vinca, Convallaria, Polygonatum. . ..

30.IX. 1937
30. IX. 1937

30. IX. 1937

30. IX. 1937

1. X. 1937

1. X. 1937

1. X. 1937

1. X. 1937

1. X. 1937

1. X. 1937
1. X. 1937
1. X. 1937

. 1937

1937
. 1937

[\
M

o
>

1937

g
»

. 1937

Ot

o

o ov O

90
70

70

100

80

80

80

90

90

90
100
100

100

100
90

100
100
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Tabelle I (Fortsetzung).

=

Lage und Charakterislerung des Standortes Datum der | Ansahl | Aeporgillus
(Sammler) Probenahme | o3 ",?I?‘g‘;'r“;?w‘g
4. Feldberg-Schauinsland im Schwarzwald
( Rippel).
a) Subalpiner Rasen etwas unterhalb Feld-
berggipfel; Siidhang. Calluna, V. Vilis
idaea, Meum ........................ 3. X. 1937 b 100
b) Subalpiner Rasen von gleichem Ort;
Nordhang ...........ccoviiiiiinns 3. X. 1937 b 40
c) Fichten mit V. Myrtillus auf kleiner
felsiger Kuppe nahe Baumgrenze unter-
halb Feldberggipfel ................... 3. X. 1937 b 90
d) Moor (kleines) zwischen Feldberg und
Stilbenwasen ................ooll 3. X. 1937 ) 10
e) Fichtenwald bei Stiibenwasen, alter, viel
V. Myrtillus; vollig vermoost........... 3. X. 1937 b 90
f) Fichtenwald, slt, zwischen Stiibenwasen
und Notschrei. Noch Buchen, V. Myr-
tillus, Blechnum, Lycopodium. ........... 3. X. 1937 [ 80
g) Fichtenwald, alt; Abhang des Schauins-
land ... .. e 3. X. 1937 b 80
h) WeiBtanne und Buche; WeiBtannengrenze
am Hang des Schauinsland; viel Farne ... {{ 3. X. 1937 5 100
i) WeiBtanne mit Buche, sehr dichter Be-
stand; mitten im WeiBtannengebiet am
Abhang des Schauinsland; Sidhang..... 3. X. 1937 5 90
5. Neustadt im Schwarzwald (Rippel).
a) Fichtenwald, alter, oberhalb Neustadt.
Schwach nach Sid geneigt ............ 4.X.1937 | 10 956
b) Wiese vor diesem Fichtenwald. Am
Rande Meum, sonst Kulturwiese....... 4. X. 1937 10 96
6. Schwiibische Alb bei Beuron (Rippel).
a) Wiese unmittelbar oberhalb Irrendorf. )
Schwach nach Ost geneigt ............ b. X. 1937 b 100
b) Wiese unterhalb Irrendorf; Siidhang.
Felsig. Dianthus carthusianorum, An-
thyllis, Hippocrepis ........ ........... b. X. 1937 b 60
c) Wegrain auf rauhem Stein; eben. Sehr )
viel Brunellu grandiflora................ b. X. 1937 b 100
d) Fichtenwald, jiinger, auf rauhem Stein.
Boden nackt. Siidostlage............... 5. X. 1937 b 90
e) Buchenwald in Mitte des Hanges gegen-
iiber Beuron; Siidosthang.............. 5. X. 1937 b %0
f) Fichtenwald bei Ba.hnho[ Beuron; Nord-
hang. Viel Ozalis ..................... 6. X. 1937 b 80
7. Oberstdor! im Allgiu (Rippel).
a) Alpiner Rasen auf Nebelhorn, etwa .
1950 m. Steiler Siidhang, alpine Matte mit
Calluna, Vaccintum, Campanula, Rhodo-
dendron, Pinguscula. 8 m unter Grat.. 6. X. 1987 b 100
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Tabelle 1 (Fortsetzung)
Lage und Charakterisierung des Standortes Datum der | A?::tm vgrﬁ;sgll:ul‘n
(Sammler) Probenahme : Proben l 0/ der Fille
b) Alpiner Rasen auf Nordseite des Grates, |

von voriger Stelle etwa 30 m Luftlinie i

entfernt. Flora etwas anders........... | 6.X.1937 5 | 90
¢) Krummholz am Nebelhorn; Siidsiidwest- |

lage. Saliz, Dryas, Gentiana lutea, Rhodo- |; |

dendrom ............ ... ...l i 6. X.1937 5 | 100
d) Fichtenbestand beim Beginn geschlossener || X

Bestiande bei Weg Nebelhorn-Vorder See- | ;

alp. Lockerer Bestand ................. i 6. X.1937 5 | 100
e) Fichten, alt, ferner Buchen und Ahorn. | [

Sehr viel Erica carnea, vergrast, etwas ,

V. Vitis idaca. Steiler Sidhang. . ....... lex.1937 | 6 | 100
f) Fichten- und Laubwald. Erica fehlt. Viel | | )

Moos. Kein Gras. Etwas V. Muyrtillus, ! i

Senecio Fuchsii, Premanthes. Sehr steiler | | !

Nordhang, durch Grat vom vorigen ge- @ f '

trennt; nur etwa 15 m Luftlinie entfernt ‘: 6.X.1937 | b i 90
g) Wiese an der Trettach, stark kultiviert, ! I

DEWEIdet . ..o eeeet e 6.x.1997 | 10| 100
8. Garchinger Heide bei Miinchen ( Rippel ). f
a) Fichtenwald in Isaraue ................ i 7.X. 1937 5 100
b) Auwald der Isar, Ligusterunterholz. ... .. i 7.X.1937 l 5 100
c)Acker ... ... e 7.X.1937 ° 5 100
d) Heide, unberiihrt, ohne Kiefern......... 7. X. 1937 5 ! 80

9. Bayrischer Wald (Rippel). i
a) Fichtenwald bei Bodenmais, etwas Buche, - !

viele Abies-Samlinge. Schwacher Nord- - !

hang ... o 9.X.1937 « 5 90
b) Wiese zwischen Bodenmais und Zwiesel. . ;

Moorig, aber in Proben kein Sphagnum . 9, X, 1937 + 5 100
c) Fichten am Arbersee, dicht bei (:asthaus. )

Buchen. junge dbtes .................. 9.X.1937 . 5 B0
d) Fichten, sehr alt, ziemlich oben am Arber- . I

hang: vermoost, Farne. Bei einer Probe

Sphagnum . ..... ... .. .. o 9. X. 1937 5 | 60
e) V. Myrtillus-Bestand unmittelbar unter !

Krummbholz des Arbergipfels ............ . 9.X. 1937 b | 100
f) Krummholz des Arbergipfels............ 9 X, 1937 5 70
g) Fichten-Buchenmischwald am Arbersec.. 9. X, 1937 b | 80
h) Heide bei Zwicsel; Sidlage. 17. Myrtillus, | .

Vitis idaea, Calluna, Juniperus, Birke. ... | 9, X. 1937 6 90

10. Thiiringer Wald ( Rippcl). : I I
a) Bergwiese bei Aussichtsturm Masserberg: | :
schwach nach Siidden. Meum, Calluna, , )

V.Myrtilbus .........oooiiiiiiiinnnn.s I 12, X. 1937 b 90
b) Bergwiese boi Neustadt: eben. Sehr wenig ;

Meum ...« i ji 12, X. 1937 6 | 90
¢) Bergwiese. eben. bei Masserberg......... il 12. X. 1937 b ‘ 70
d) Fichten an Siidosthang unterhalb Masser- | !

berg; Streudecke gering, kaum Graswuchs ; 12. X. 1937 5 | 100
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Tabelle I (Fortsetzung).

. Anzahl Amcrgdhu
sierung des Standortes Datum der
4 Lage und Cmml;lnmlﬂ)ﬂ Probenahme Pr?)%ren voc;:h;:l"i%‘lil‘l:
— S U e
e) Buchen, ebenda, unterhalb anschlieBSend | 12. X. 1937 b | 60
f) Fichten auf Gipfel des Schneekopfes;
Nordseite. Boden ziemlich nackt ........ 12. X. 1937 5 90
g) Fichten am Rennstieg, schwach nach Siid. |
Sehr wenig vergrast ................... 12. X. 1937 ) 70
h) Fichten, alt, am Rennstieg; Moos, Gras, ! !
V. Myrtillus. Eben.................... 12. X. 1937 5 ! 30
i) Fichten. dlter, am Rennstieg; Boden etwas |;
VETZIa8t .. vtviirinnneneneenenannnn | 12. X. 1937 b 60
k) Buchen, Nihe von Masserberg am Renn- |
stieg. Nordostlage .................... | 12. X. 1937 b 70
11. Birkenfeld a. d. Nahe (Rippel). ’ |
a) Eichenniederwald (Lohhecke), dazwischen | ;
Corylus usw. Centaurea montana, Digi- | X
talis lutea usw. MaiBig steiler Siidhang. | :
Finsterkammer. A4nemone bliht ........ | 12.X.1937 | 10 | 8
b) Eichenniederwald, stirker vergrast und | |
humoser als voriger. Nordhang gegeniiber. |, .
Etwa 25 m Luftlinie. Anemone blitht noch '
nicht...... ... ..o i 1 12.X.1937 | 10 90
c) Wiese in Igelshorn; ganz schwach nach |
Siden ...l 12.X. 1937 ; 10 | 66

12. Gottingen (Rippel).

a) Eibenbestand und Buchen in Forst Bo- |
venden; Siidhang. Vincetoxicum, Hepatica,
Polygonatum, Convallaria, Lithospermum
purpureo-coeruleum .................... |20.IX. 1937 | 10 bb

b) Buchenwald und wenig Eiben. Nordhang ,
an gleicher Stelle. Vorgenannte Flora |

fehlt ... ... 20.IX. 1937 | 10 40
c) Buchenwald im Gottinger Wald......... 13.1X. 1937 10 40
d) Fichtenwald an gleicher Stelle, etwa 100 m

entfernt .................. ... ..., 13.IX. 1937} 10 40
e) Buchenwald im Gottinger Wald zwischen

vorigen und folgenden ................. 6. VIL. 1937 | 10 45
f) Hainbuchenwald auf Westerberg; West-

hang ........... .. ... il 6. VII. 1937 | 10 86

)Ha.mbuchenwa.ld auf Spitze des Wester-
berges, meist Sidhang. Ausgesprochen
pontische Flora; Lithospermum purpureo-

coeruleum usw......................... 6.VII.1937 | 10 70
h) Acker unterhalb Rohns; schwach nach

Westen ............ccoiiiiiiiinnennnnn 21.1. 1938 10 26
i) Wiese bei Hoffmannshof .............. 21.1.1938 | 10 16

k) Wald gegeniiber Nikolausberg; Nord-
westhang; typische Buchenwaldflora mit

Cephalanthera, Hepatica, Actaea usw..... || 21.1.1938 10 25
1) Grashang im Lauttertal; Siiden. Etwas
oberhalb: Standort von Linum tenusfolium || 21.1. 1938 10 3b

m) Grashang gegeniiber im Tal; Norden....| 21.1.1938 10 16
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Lage und Charakterisicrung des Standortes
(Sammler)

1
|

Datum der
Probenahme

Aspergillus
vorhanden in

0/, der Fille

18. Harz (Rippel).

a) Buchenwald auf Hohe des Sachsensteins
b) Gipsfelsenhang am Sachsenstein, steil nach
Siidsiidwest.  Standort von Gypsophila
TEPEMS . oot
c) Fichtenwald zwischen Braunlage und
Elend. Ziemlich licht; stark vergrast.
Trientalis
d) Wiese bei Elend. Meum athamanticum. ..
e) Buchenwald oberhalb Wieda. Steil nach
Sidsiiddwest. Vereinzelt FKiche, wenig
V. Myrtillus. Luzula albida.............

14. Magdeburger Birde (Herr Dr. Nabel).

a) Acker (Riibenfeld) bei Biere
b) Acker (abgeernteter Weizenacker) bei Biere

15. Elbgebiet bei Schonebeck
(Herr Dr. Nabhel).

a) Wiese im Uberflutungsgelande
b) Auenwald. Eiche, Ulme. Esche

16. Fliming (Herr Dr. Nabel).
a) Trockener Hiigel bhei Plotzky. Sparlicher
Graswuchs, Flechten, steppenartig......
b) Kiefernwald, alt, bei Plotzky. Boden
nackt
c) Birken bei Plotzky auf Steinbruchschotter
d) Acker (abgeerntete Kartoffeln) bei Plotzky

17. WestpreuBen (Herr (orbing).
a) Wiese, stark humos-sandig bei Zamarte-
Dusterbruch
b) Acker, sandiger Lehm.

18. Liineburger Heide (Herr Dr. R. Meyer).

a) Heide, hoher Mechtlin bei Liibow (6stliche
Heide). Eben
b) Heide, ebenda.
hang
c) Heide, Wilseder Berg (westlich Heide).
Ebene Hochfliche
d) Heide, ebenda. Sadhang...............

Ziemlich geneigter Sid-

19, Friesland (Herr Kluge).
a) Acker auf Figgsand, durch Plaggendiin-
gung vom Menschen aufgetragen. West-

rand der Geest. Schirumer Gegend bei
Aurich ....... ... i

7.VI. 1938
7. VI. 1938

7. V1. 1938
7.VI. 1938

7.VI. 1938

30.
30.

IX.
IX.

1937
1937

1937
1937

30.
30.

IX.
IX.

20.1X.
JIX.
X

1937
1937

1937
1937

29

¢ . 1937
4. XI. 1937

15.1X.
15. IX.

23.1X.
23.IX.

1937
1937

1937
1937

15.- 25. X. 1937

10

10
10

10

AR,

U S

h
H

15

45

20
10

50
40

30
30

40

30
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Tabelle I (Fortsetzung).

Lage und Charakterlslerung des Standortes | um der | Anzahl| Aspergillus
e (Smnmler)g ! IPr:{;enahme h(cl)%;n :&%ﬁd%’l’;
ez a e Tz A
b) Niederungsmoor, jetzt Wiesen. Riepster-
bammrich bei Aurich........ ......... 15.-26.X.1937] 5 30
c) Weide, abgetorftes Hochmoor-Flachmoor
Dietrichsfeld bei Aurich ............... 16.-256.X.1937 b 40
d) Kiefernwald auf Heidesand bei Aurich... |j15.-25.X.1937] & 20
¢) Heidetorf-Rohhumus auf Diinensand bei
Aurich .......... .. ... .. .ol 15.-26.X.1937] b 60
f) Jungforst auf Diinensand (Eiche, Fichte,
wenig Kiefer) ........................ 16.-25.X.1937 b 50
g) Acker, durch Plaggendiingung iiber Ort-
stein aufgetragen. Erpelt bei Aurich.... ||15.-25.X.1937 b 50
h) Fichtenwald, alter, auf Heide-Rohhumus
bei Aurich ..................... ..... 15.-256.X.1937 b 50
20. Ungarn (Herr Dr. Manninger).
a) Acker, Komitat Tolna, Furged.......... i III. 1938 5 100
b) Weide, ebenda........................ i II1. 1938 ) 90

DaB der Pilz an sich bodenvag ist, geht noch aus folgenden Beob-
achtungen hervor: Ich habe ihn zwar nie im eigentlichen bewachsenen
Hochmoor gefunden, aber an gleicher Stelle unmittelbar daneben,
wenn z. B. kein Sphagnum mehr vorhanden war. So fehlte der Pilz in
dem kleinen Moor beim Feldberg im Schwarzwald (Tabelle I. Nr. 4d)
in den ersten vier Proben, die reinen Sphagnum-Bestand hatten, voéllig,
war aber 5 m von der vierten Probe, wo das Moor in wiesendhnlichen
Bestand iibergegangen war, in beiden Kolben dieser fiinften Probe
vorhanden. Bei den Fichten am Hang des groBen Arbers (Tabelle I,
Nr. 9d) fand sich der Pilz in allen Proben (wenn auch bei zwei Proben
nur in je einem Kolben), fehlte aber beiden Kolben der zweiten Probe,
die gerade aus einem Sphagnum-Polster entnommen war. Ferner fand
ich den Pilz bei Birkenfeld (in Nr. 10 der Tabelle II enthalten) nicht
in zwei geschlossenen Mooren, aber in den gleichen Mooren in der
nackten Moorerde am Rande von Abzugsgriben. Auch in Salzerde bei
Artern an der Unstrut (in Nr. 18 der Tabelle II enthalten) sowie in
zwei Salsola-Pfannen Deutsch-Siidwestafrikas (in Nr. 3 der Tabelle II
enthalten) fand sich der Pilz. Als Kuriosum sei noch erwahnt, dafl er
sich auch in einem der beiden Kolben entwickelte, die mit einer Probe
aus dem vollig sterilen (nicht in bakteriologischem Sinne!) Sand der
Namib (in Nr. 3 der Tabelle II enthalten) geimpft waren.

Was nun die nach Norden hin abnehmende Haufigkeit betrifft, so
sei hier vor allem auf folgende Gegeniiberstellungen.aus Tabelle I
hingewiesen: Auenwald des Rheines am Kaiserstuhl (Nr.3b) und an
der Isar nérdlich von Miinchen (Nr. 8b) in 100 9,, der Auenwald an der



Verbreitung von Aspergillus niger. 13

Elbe in der Gegend von Magdeburg (Nr. 15b) dagegen nur in 10 9, der
untersuchten Fille. Der Fichtenwald im Harz (Nr. 13¢) enthilt den
Pilz nur in 59, der Fichtenwald im Feldberggebiet (Schwarzwald)
(Nr.4c, 4e bis 4g) in 80 bis 1009, vom bayrischen Wald (Nr.9a,
9¢, 9d) in 50 bis 90 %,, vom Thiiringer Wald (Nr. 10d, 10f bis 10i) in
30 bis 100 9, der untersuchten Fille. Die Meum athamanticum-Wiese
von Neustadt im Schwarzwald (Nr. 5b) enthielt den Pilz in 959, die
gleiche Wiese im Thiiringer Wald (Nr. 10a bis 10c¢) in 70 bis 90 9, im
Harz (Nr. 13d) nur in 5 9, der untersuchten Fille. Oder man vergleiche
den Trockenrasen des Kaiserstuhls (Nr.3a) sowie die Sanddiine von
Griesheim bei Darmstadt (Nr. 1d) mit 100 %, und den trockenenMuschel-
kalkhang bei Gottingen1 (Nr.121) sowie den trockenen Hiigel im
Flaming (Nr. 16a) mit 35 bzw. 20 %, ferner den Weinberg bei Neustadt
(Nr. 2h) und am Kaiserstuhl (Nr. 3¢), den Acker bei Griesheim (Nr. 1a)
und auf der Garchinger Heide (Nr.8c) mit fast stets 1009, mit den
Ackern bei Gottingen (Nr. 12h), der Magdeburger Borde (Nr. 14a, 14b),
dem Flaming (Nr. 16d), von WestpreuBien (Nr. 17b) und von Friesland
(Nr. 19a, 19g) mit Zahlen von 10 bis 50 9 der untersuchten Fille. Auf
die niedrigen Zahlen im Harz (Nr.13) sei auch noch besonders hin-
gewiesen Endlich kann man feststellen, dafl von Siiden nach Norden
die 100 %jigen Zahlen immer weniger héiufig werden, schlieBlich ganz
verschwinden. Und im nérdlichen Deutschland finden wir nur ganz
vereinzelt noch Zahlen iiber 50 9. Auch ist unverkennbar, daB z. B. die
Zahlen des Bayrischen und Thiiringer Waldes (Nr. 9 und 10) eine Neigung
zum Absinken zeigen gegeniiber der Gegend um Neustadt in der Pfalz,
dem Feldberg-Schauinsland-Gebiet im Schwarzwald und dem Nebel-
horn-Gebiet im Allgau (Nr.2, 4, 7), wobei natiirlich von dem Feldberg-
Moor aus den oben S.12 erwihnten Griinden abgesehen werden muB.
Dag die Konzentration der Wasserstoffionen hierbei primér nicht ent-
scheidend ist, wird noch gezeigt werden.

Auf einen Punkt muf3 hier noch hingewiesen werden, niamlich das Alter
der Proben. Diese wurden nach Maglichkeit sofort untersucht. Da aber
auf einer gréBeren Exkursion die Proben Nr. 1 bis Nr. 10 der Tabelle T in der
angegebenen Reihenfolge eingesammelt und spéater auch in ungefiahr dieser
Reihenfolge untersucht wurden, so kénnte man den Einwand machen, dag
die in diesen Fillen beobachtete Abnahme nach Norden dadurch vor-

getduscht wiirde. daB in den zuletzt untersuchten Proben der Pilz bereits
teilweise abgestorben gewesen war, da immerhin 2 Munate zwischen Ent-

' Wie Tabelle I zeigt, waren diese Prohen im Januar nach voraus-
gegangener Frostperiode entnommen. Man kénnte auf eine geringe Haufig-
keit des Pilzas infolge des Winters schlieBen. Indessen zeigte eine am
19. August 1939 entnommene weitere Probe sogar eine noch geringere
Haufigkeit, wobei allerdings die Unterlegenheit der Nordlage wiederum
hervortrat (vgl. unten S. 17).
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nahme und Impfung lagen. Aber dies trifft nicht zu: In Voraussicht dieses
Einwandes wurden z. B. die Thiiringer Proben (Nr. 10) vor denen der Gar-
chinger Heide (Nr. 8) und der schwibischen Alb (Nr. 6) untersucht. AuBer-
dem wurden nach Beendigung der Untersuchung dieser Proben die zu
Beginn untersuchten Proben von Nr.2g und von Nr, la noch einmal
untersucht, mit dem gleichen Ergebnis wie zu Beginn. Dagegen entwickelte
sich der Pilz in Probe Nr. 4b bei Impfung 2 Jahre und 1 Monat nach der
Probenahme nur mehr in 10 9%, (gegen 40 9, vorher), war also offenbar teil-
weise abgestorben. Auch diese Erscheinung bedart noch der niheren Unter-
suchung.

Tabelle II gibt eine Erginzung hierzu: es handelt sich also um die

zu nur je ein oder zwei fiir die jeweilige Ortlichkeit entnommenen

Tabelle II. Verbreitung von Aspergillusniger; ein bis zwei Prohen
je Ort der Entnahme.

Anzahl | Aspergillus

8 Datum der
Lage (g:n?nt?el;?om En'(':‘llmhme I’r‘ti)eJen v&’,?::;‘%’.&ﬁg
1. Deutsch-Ostafrika (Herr Plathe)......... 1937 6 92
2. Siidafrika (Herr Gorbing)............... 1937 8 81
3. Deutsch-Siidwestafrika................. 1937 22 86
4. Mittelamerika (Herr Prof. Harder)....... Mai 1937 16 97
5. Dalmatien (Herr Dr. Nabel)............ Juli 1937 6 100
6. Centralalpen (Herr Dr. Nabel). .......... Juli 1937 4 88
7. Ungarn (Herr Prof. Fehér)............. Herbst 1937 | 11 100
8. Polen, ehemaliges (Siidosten) (Herr Prof.
Firbas) ......ovivinit i, Juli 1937 13 92
9. Tiibingen (Herr Dr. Uhl)............... August 1937 | 16 100
10. Birkenfeld a. d. Nahe (Rippel).......... Mirz,Juli 1937 78 58
11. Réhn (Herr Dr. Nabel)................ April 1937 4 38
12. Kassel (Herr Dr. Behr)................ April —Juni 8 56
1937
13. Werragebiet um Soden-Allendorf (Herr
Dr. R.Meyer) ......c..coviviiiinann.. Februar - Mai| 19 29
1937
14. Gottingen (Rippel) ................... Mirz —Juli 26 48
1937
15. Weser und Solling (Rippel). Solling allein
5 Proben mit 109, Entwicklung......... Mai 1937 10 40 *
16. Hils (Herr Forstmeister Volger)......... Juni 1937 21 17
17. Harz (Herr Geheimrat Behrens)........ Juni und 10 16
[INovember 1937
18. Kyffhauser (Herr Dr. Nabel)........... Mai 1937 7 50
19. Berlin (Herr Dr. Bortels).............. Juni 1937 9 28
20. Pommern (Herr Gorbing)............... August 1937 | 11 18
21. Liineburger Heide (Herr Dr. Rud. Meyer) ||April-Oktober| 14 46
1937
22. Danemark und Jitland (Herr Dr. Behr) | September 19 16
1937
23. Norwegen, Gjoévik (Herr Lehrer Nyasen) Juli 1937 14 36
24. Breslau (Herr Gorbing)................. September <9 72
1937
265. Karvathen (Herr Prof. Firbas)......... Juli 1937 b 30

* Solling allein 5 Proben mit 10 °/, Entwicklung.
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Proben. Wir finden also das gleiche Bild, so daf8 wir mit Sicherheit
sagen konnen, daB die Siid-Nordabnahme des Pilzes eine Tatsache ist.
Hier sei insbesondere auf die gleich niedrigen Zahlen (Tabelle II, Nr. 15
bis 17) von Solling (10 %,; vgl. die Bemerkung unter Tabelle II), Hils
(17 %) und Harz (15 %,) hingewiesen. Auch hier ergibt sich alles Weitere
aus der Tabelle. Auffillig kénnten die verhialtnismafig hohen Zahlen
von Norwegen mit 36 9, (Nr. 23) erscheinen. Doch waren diese Proben
feucht in Pergamentpapier eingewickelt und nachtriglich verschimmelt,
so daB eine sekundire Vermehrung des Pilzes angenommen werden kann.

Es standen mir noch zahlreiche Proben von Spitzbergen (ge-
sammelt von Herrn Prof. Blanck) zur Verfiigung, bei denen aber in
keinem Fall eine Entwicklung des Pilzes eintrat. Doch waren diese
Proben bereits eine Reihe von Jahren alt, so daB dieser Befund nicht
beriicksichtigt werden kann. Ungefihr gleichaltrige Proben aus Chile
(gesammelt von Herrn Prof. Mortensen) ergaben némlich ebenfalls
keine Entwicklung mehr, was sicherlich nur auf das Absterben des
Pilzes zuriickgefiihrt werden kann. Ferner trat in Proben aus Siam
(iiberlassen von Herrn Prof. Blanck) nur in sehr wenigen Fillen eine
Entwicklung ein, ebenso bei solchen aus Java (von Herrn Prof. Hardon
freundlichst iibersandt). In diesem Falle fehlte der Pilz in drei Proben,
die vor langerer Zeit entnommen waren, vollig, wihrend er bei drei
anderen, frisch entnommenen Proben in allen geimpften Kolben vor-
handen war. In den Tropen ist der Pilz also, wie man weiter aus Ta-
belle I1, Nr. 1 bis 4, ersieht, fast 100 %,ig vorhanden, ebenso in Dalmatien
(Tabelle II, Nr.5) und Ungarn (Tabelle II, Nr. 7); fir Ungarn geht
das auch aus Tabelle I, Nr. 20, hervor. Im Falle der Tabelle II, Nr. 7.
handelt es sich um fiinf Waldbiéden (unter elf Proben), in denen der
Pilz also sehr hiufig ist, worauf oben (8. 2) schon hingewiesen wurde.

Die groBte Hohe, von der das Vorkommen des Pilzes untersucht
und festgestellt wurde, war 2600 m : zwischen altem und neuem Hannover-
haus in den Zentralalpen, kahle Erde mit zerstreuten Polstern. etwa
15m vom Schneefeld entfernt (unter Nr.6 in Tabelle II enthalten).
Er fand sich hier in den beiden Kolben, die aus der einen entnommenen
Probe geimpft waren. Ob die Haufigkeit mit der Hohe geringer wird.
kann hier nicht entschieden werden, da zur Entscheidung dieser Frage
vieles beriicksichtigt werden miifite (Bodenverhiltnisse, Pflanzen-
formation, geringere Impfmenge usw.), was hier nicht geschehen konnte.
Allerdings hatte ich anfinglich an diese Méglichkeit geglaubt und
deshalb Proben im siidlichen Deutschland von der Ebene bis zur alpinen
Stufe gesammelt. Am ehesten konnte man aus der allmihlichen Zu-
nahme der Haufigkeitszahlen des Pilzes im Gebiet von Neustadt in der
Pfalz (Tabelle I, Nr.2) vom Gipfel des Kalmit (680 m Meereshéhe)
herunter bis zur Stadt (142 m Meereshdhe) einen Einflu der Hohenlage
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erkennen wollen, welcher SchluB aber aus den angegebenen Griinden
noch nicht moéglich ist. Auf dem Nebelhorn im Allgiu (Tabelle I,
Nr. 7a) fand sich der Pilz jedenfalls bei 1950 m Meereshhe in 100 9,
der Fille.

Zum SchluB dieses Abschnittes seien noch die Zahlen der Tabellen I
und II iibersichtlich zusammengestellt. Es wurde dabei so verfahren,
daB Gruppen der Haufigkeitszahlen gebildet wurden, indem in Tabelle I
jede Ortlichkeit (also z. B. 1a, 3d usw.) jeweils der betreffenden Hiufig-
keitsgruppe zugewiesen wurde, und ebenso in Tabelle II jedes Gebiet
(z. B. 1, 6 usw.). So ergab sich (Tabelle III):

Tabelle III.

0/sige Huufigkeit des Pilzes %ifﬁf
100 | 95—70 | 65—50 | unter 50| keiten
Tabelle 1.
Siidliches Deutschland (Nr.1—8)....[ 19 23 1 2 46
Mittleres Deutschland (Nr.9—11) ... 3 12 b 1 21
Nérdliches Deutschland (Nr.12—19). 0 2 10 27 39
Tabelle II.
Stiden (Nr.1—10, 24, 25)........... 3 7 1 1 12
Norden (Nr.11—23) ............... 0 0 2 11 13

Es geht daraus also einwandfrei hervor, wie schon an Hand der
Einzelbeispiele gezeigt wurde, daB der Pilz von Norden nach Siiden
héufiger wird. Insbesondere ergibt sich das daraus, daB im Norden
die Haufigkeit 1009, ganz, die von 95 bis 709, fast ganz fehlt, wihrend
sich die geringere Haufigkeit (65 bis 50 und unter 509%,) genau um-
gekehrt verhilt. Die Zahlen sind so eindeutig, daf} sie keiner weiteren
Erlauterung bediirfen. Man findet sogar eine Andeutung dafiir, daB
das mittlere Deutschland in der Héufigkeit zwischen dem siidlichen
und nérdlichen Deutschland steht, wenn hier auch groéBeres Material
erwiinscht wire.

Man kann also in den an Hand der beiden Tabellen I bis III ge-
machten Feststellungen — zunichst nur im groBen gesehen — eine
Wirkung der Temperatur sehen, ebenso in folgender Beobachtung,
wobei auf Weiteres noch zuriickzukommen sein wird:

Besondere Standortsverhiiltnisse.

Es ist namlich weiterhin von Interesse, daB der Pilz auf gleichem
Standort auf der Siidlage hdufiger ist als auf der Nordlage, wie die
nachfolgende Ubersicht zeigt (Tabelle IV, die Bezeichnungen ent-
sprechen denen der Tabelle I). Das ist besonders deutlich bei Nr. 4a
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und 4b (Feldberg), Nr.121 und 12m (Géttinger Muschelkalk) und
Nr.13b und 13a (Sachsenstein im Harz). In Tabelle IV ist noch die
Entwicklungszeit angegeben, d.h. die Durchschnittszeit je Kolben,
nach der die Entwicklung des Pilzes sichtbar wurde. Von der Gleich-
heit der Zahlen bei Nr.4a und 4b und von den beiden Ausnahmen
(Nr. 3d, 3e und 1la, 11b) abgesehen, auf die gleich zuriickzukommen
sein wird, zeigt sich einmal, dafl der Pilz in der Siidlage haufiger ist
als in der Nordlage und daB andererseits in der Siidlage die Entwicklungs-
zeit kiirzer ist, was nur mit einer kriftigeren Entwicklung des Pilzes
im Boden erklirt werden kann und demgemiB ebenfalls als groBere
Hiufigkeit zu werten ist. Diese Erscheinung zeigt sich z. B. aueh
bei Nr.12g verglichen mit Nr. 12f (Gottinger Wald), obwohl hier
die Hiufigkeitszahl der Westlage groBer zu sein scheint als die der
Siidlage, was nicht erklart werden kann. Beide Stellen liegen indessen
dicht beieinander auf dem vom Géottinger Wald vorspringenden Wester-
berg, der an der Stelle der Probe Nr. 12¢g, als typischen Vertreter einer
wirmeliebenden Makroflora, einen Bestand von Lithospermum purpureo-
coeruleum tragt; beide unterscheiden sich aber deutlich von denen des
Bodens riickwirts inmitten des Goéttinger Waldes (Nr. 12e). Es sei
noch ausdriicklich erwahnt, dafl die jeweilige Siid-Nordlage zu gleicher
Zeit entnommen und untersucht wurde, so dafl Temperaturschwan-
kungen das Ergebnis nicht vortauschen kénnen.

Tabelle IV.

Nummer O -V(_vrkommeu - lii.th‘ N um;ne:r .Vorkommcn Ent-
der Lage in % wicklungs- der Lage in % wicklungs.
Tabelle 1 der Fille zeit Tabelle 1 der Fille zeit
3d Siid 100 7.0 121 Sad 36 9,9
3e Nord 100 4,9 12m Nord 16 15,6
4a Sid 100 5,3 12g Sid 70 5,3
4b Nord 40 5,0 12f West 90 6,2
7a Siid 100 41 12e Eben 45 6,4
b Nord 90 b,1 13b Sid 45 8,0
70 Std 100 3,0 13a Eben 15 9,9
1 Nord 90 4,0 18b Siid 30 5,2
11a | Sad 86 7,9 18a || Eben | 30 6,7
11b Nord N 6,7 18d Siid 40 7,0
128 Siid 55 6.6 18¢ Eben 20 9,0
12b Nord 40 8,6

Worauf diese , kriftigere Entwicklung beruht, kann nicht gesagt
werden, ob alo die Mycelausbreitung groBer ist, ob sie mit der Bildung
van Sklerotien (S. 26ff.) zusammenhiingt oder auch mit einer iippigeren
Entwicklung von Sporen; der letztgenannte Fall wire vielleicht bei

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 9
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weiteren Untersuchungen durch das Verdiinnungsverfahren zu kliren
oder auch durch mikroskopische Untersuchungen des Bodens, obwohl
diese nicht ganz einfach sein diirfte.

Eine wesentliche Ausnahme bildet jedoch Nr.3d, 3e (Gipfel des
Kaiserstuhls), wo die Siidlage eine deutlich langsamere Entwicklung
zeigt als die Nordlage, bei gleicher, 100 %,ger, Haufigkeit. Die Er-
klarung ist hier aber hochst einfach: Die Nordlage fiihrte namlich viel
Buchenlaub, das bei der Impfung auf der Nahrlésung schwamm und
auch spiter nicht untersank. So konnte sich der Pilz schneller auf der
Oberflache der Nahrlosung entwickeln als bei der Siidlage Nr. 3d, wo der
Boden kaum Laub fiihrte (lockerer Eichenwald), auf der Oberfliche der
Niéhrloésung also keine Blattreste schwammen. Auf diese Weise wurde
der Pilz bei Nr. 3a friiher sichtbar.

Die zweite Ausnahme ist Nr. 11a und 11b (Birkenfeld), wo der Pilz
in der Siidlage weniger héiufig ist und eine langsamere Entwicklung zeigt
als in der Nordlage. Hier zeigte sich nun folgende Erscheinung: Von den
17 Kolben mit Pilzentwicklung der Siidlage Nr. 11a zeigte keiner eine
geschlossene Sporendecke, von den 18 der Nordlage Nr. 11b hatten 4
eine solche, von den 13 Kolben mit Pilzentwicklung bei Nr. 11c¢ (Ta-
belle I, in Tabelle IV nicht mit aufgefiihrt) sogar 7. Wie oben schon
erwahnt wurde, zeigt die Ausbildung einer geschlossenen Sporendecke
einen reinen Aspergillus-Bestand an, so dafl man hier auf der Siidseite
vielleicht irgendeine Stoérung durch andere Pilze annehmen kann,
bedingt wohl durch Verschiedenheiten des Bodens bzw. des Pflanzen-
bestandes, die aus Tabelle I hervorgeht. Diese Probe Nr. 11a ist auch
nach Tabelle V (S.20) weniger sauer als Nr.11b, was jedenfalls die
andersartige Beschaffenheit anzeigt.

Derartige Beobachtungen wie dic zuletzt geschilderte ergaben nun
noch einige weitere Aufschliisse iiber das Verhalten von Aspergillus.
So zeigte sich beim Vergleich von Nr. 5a mit 5b (Tabelle I) bei den
5b-Kolben (Wiese) eine erheblich stirkere Entwicklung zur geschlossenen
Sporendecke (16 von 19 Kolben mit Pilzentwicklung) gegeniiber den
5a-Kolben (Fichtenwald; nur 6 von 19 Kolben mit geschlossener
Sporendecke). Bei Nr. 1d (Tabelle I, Sanddiine) war eine geschlossene
Sporendecke bei 10 von 10 Kolben mit Pilzentwicklung, also bei allen
vorhanden, bei Nr. 1a bis 1¢ (Acker und Wald) nur bei 2 bis 3 von
7 bis 9 Kolben mit Pilzentwicklung, bei Nr. 3a bis 3¢ (Trockenrasen,
Rheinaue, Weinberg) ebenfalls bei allen Kolben. wihrend bei Nr.3d
und 3e (Wald) nur je 4 von 10 Kolben mit Pilzentwicklung eine solche
aufwiesen. Ferner fiihrten Nr.7a und 7b (Tabelle I, alpiner Rasen) nur
wenig Pilzdecken geschlossene Sporen, wihrend bei Nr.&7 g (Talwiese)
alle 20 Kolben Decken mit dichtem Sporenbesatz aufwiesen. Endlich
sei noch erwihnt, daBl auch bei Nr. 8 (Tabelle I, Garchinger Heide) und
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bei Nr. 20 (Tabelle I, Ungarn) ebenfalls alle Decken vollig mit Sporen
bedeckt waren. Bei den Proben aus der Umgebung von Tiibingen
(Tabelle II, Nr. 9) war die Sporendecke bei Acker, Wiese, Steppenheide
besonders ausgeprigt. Wie gesagt, ist die Ausbildung einer geschlossenen
Sporendecke ein Zeichen fiir die Reinheit des Aspergillus-Bestandes 1,
im anderen Falle finden sich daneben Mucorineen und andere Pilze in
groferer Zahl.

Diese Beobachtungen, die durch zahlreiche weiterc ergéinzt werden
konnten, zeigen, daB die Ausbildung geschlossener Sporendecken ins-
besondere fiir ,,offene’* Formationen (Trockenrasen, Weinberg, Acker,
Wiese u. d.) charakteristisch ist, die Unreinheit der Kultur aber fiir
Wald- und Rohhumusbéden. Es wurde schon gesagt, da hier die
Konkurrenz anderer Pilze, namentlich von Mucorineen, eine ent-
scheidende Rolle spielt. Man wird diese Konkurrenz, das bessere Ge-
deihen anderer Pilze, also auch als Erklarung fiir die Verbreitung von
Aspergillus heranzuziehen haben. Hierbei kann neben der niedrigeren
Temperatur, die sicherlich das Gedeihen anderer Pilze stirker fordert
als das von Aspergillus, z. B. auch die Menge der organischen Substanz
entscheidend sein. Man weiB ja (Literatur bei Rippel), dal Mucorineen
namentlich die wasserloslichen Stoffe von komplexem Pflanzenmaterial
verzehren, sich also als erste Pilze in der Sukzessionsfolge darauf ent-
wickeln. Weiterhin ist die Feuchtigkeit zu beriicksichtigen. Die Unter-
suchungen von Walter und seiner Schiilerin Heintzeler haben ja gezeigt,
daBl Aspergillus- (und Penicillium-) Arten xerophil sind, Mucorineen
dagegen mesophil: und C'oleman gibt fiir Aspergillus trocknere Néahr-
biéden als besonders geeignet an. In der Natur werden aber vielfach
Temperatur und Feuchtigkeit in dem Sinne zusammenwirken, daB
hoherer Temperatur ein niedrigerer Feuchtigkeitsgrad entspricht. Auch
das von Killian und Fehér beobachtete Vorherrschen der Gattungen
Aspergillus und Penicillium in der nordafrikanischen Wiiste konnte
mit ihren xerophilen Eigenschaften zusammenhingen.

Man darf also das Problem der 4spergillus-Verbreitung nicht als
zu einfach ansehen. Und jedenfalls kénnen orientierende Versuche, wie
die geschilderten. die Frage noch keineswegs lésen, sondern nur den
Weg zu eingehenderer Beobachtung aufzeigen, vor allem, wenn die
Methodik, wie oben S. 2f bereits angedeutet wurde, wesentlich ver-
bessert wird.

Hier muB nun noch erortert werden, welche Bedeutung der Kon-
zentration der Wasserstoffionen bei der Verbreitung von Aspergillus niger

! Es sei apsdriicklich hervorgehoben, dafl die Bezeichnung ,,Reinheit‘
natiirlich nur fiir die Ausbildung auf den Tannin-Nihrlésungen gilt, nicht
etwa fiir den Boden allgemein. In dieser Hinsicht wire vielleicht von einer
»relativen Reinheit* zu sprechen.

2%
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Tubelle V. Konzentration der Wasserstoffionen und Haufigkeit
von Aspergillus niger.

Nr. der || Pa- |com 010 NaOH | Fpoi® | Nr.der | pu- | com n0 Naom | HEUE
Tabelle || Wert | je 10 com o, |Tsbellel |l Wert je 10 com o,
2d | 3,6 0,30 90 bb 4,8 0,06 95
10d 3,6 0,95 100 9b 5,7 0,06 100
ba 3,7 0,30 95 168 5,8 0,06 20N
4c 3,7 0,96 90 11e 6,9 0,06 66
4b || 3,9 0,86 40 3d 6,1 0,06 100
13¢c 3,9 0,66 6N| 1la 6,1 0,05 86
4a || 4,0 0,80 100 13b 6,1 0 46N
13e 4,0 0,50 10N 3e 6,2 0,06 100
2b | 4.2 0,16 80 17b 6,2 0,06 40N
e 4,2 0,40 100 19a 6,2 0,06 30N
16b || 4,2 0,30 10N| 13a 6.3 0,06 16N
9h | 43 0,30 90 1d 6,6 0 100
10a || 4,3 0,20 90 8b 6,7 0 100
13d | 4,3 ,2b 5N g 6,7 0 100
11b || 44 0,26 90 14a 6,7 0 60 N
16¢c 44 0,16 20 N 3a ||CaCOz* 0 100
7a 4,7 0,05 100 121 ||CaCOg* 0 3BN

Die hinter den Hiiufigkeitszahlen stehenden Buchstaben N bedeuten nordliches Deutschland.
* Carbonatboden, in der Tannin-N&hrlosung aufbrausend.

zukommt. In Tabelle V sind einige Bestimmungen von pu-Werten 1
(Ausschiittelung mit n KCl; Messung ausgefiihrt mit Lyphan-
streifen) zusammengestellt, wobei solche Boden ausgesucht wurden, die
sich einerseits in der Aspergilius-Haufigkeit stark unterschieden, anderer-
seits solche, die extreme pua-Werte erwarten lieBen. Bei der Haufigkeits-
zahl in der vierten Spalte ist fiir die Proben aus dem nérdlichen Deutsch-

Tabelle VI. Vergleich des Vorkommens von Aspergillus in gleich-
artigen Pflanzengenossenschaften.

Planzengenossenschaft py-Wert gg Planzengenossenschaft Ppu-Wert ‘i
=
Avuenwilder Fichtenwald
Rheinaue (Nr.3b).... 6,7 |100] Schwarzwald (Nr.5a) 3,7 95
Isaraue (Nr.8b)...... CaCO;[100| Thiringen (Nr.10d) 3,6 |100
Elbaue (Nr.16b)..... 4,2 10] Harz (Nr.13¢) ...... 39 b
Meum-Wiesen Trockenrasen
Schwarzwald (Nr.5b) 48 | 95] Kaiserstuhl (Nr.3a) | CaCOg4|100
Thiiringen (Nr.10a) .. 4,3 90] Gottingen (Nr.12b).. || CaCOz| 36
Harz (Nr.13d)....... 43 b

1 Auch die Titrationsaziditit ist angegeben. Sie geht nur teilweise
den pg-Werten parallel. Besondere Gesichtspunkte ergaben sich nicht
daraus.
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land ein N hinzugefiigt. Es geht daraus eindeutig hervor, daB die
Konzentration der Wasserstoffionen fiir die Verbreitung des Pilzes
zum mindesten keine primire Rolle spielt. Wenn man auch im Falle
der drei Auenwilder (vgl. die vorstehende Tabelle VI) in der stark
sauren Reaktion des Elbauenwaldes (pu 4,2) die Ursache der geringen
Haufigkeit von Aspergillus sehen wollte, so zeigt sich bei den drei
Meum-Wiesen von gleichem pu-Wert die gleiche Unterlegenheit der
nordlichen Probe aus dem Harz, ebenso bei den drei Fichtenwildern.
Und umgekehrt zeigen die beiden Carbonatbiden mit Trockenrasen
ebenfalls die erhebliche Unterlegenheit der nordlichen Probe von
Gottingen. Es sei dabei noch darauf aufmerksam gemacht, daB es sich
bei Gottingen um einen Muschelkalkhang handelt, auf dem in etwa 200 m
Entfernung der nordlichste Standort in Deutschland von Linum tenui-
folium ist, also von einer mediterran-pontischen Pflanze, die ja auch im
Trockenrasen des Kaiserstuhl vorkommt, dort allerdings in Gesellschaft
mit zahlreichen weiteren Vertretern dieser Genossenschaft (vgl. Ta-
belle I, Nr. 3a).

Auch fir die Reinheit des Aspergillus-Bestandes, von der oben
gesprochen wurde, kann die Hohe der Konzentration der Wasserstoff-
ionen allein micht mafBigebend sein: Denn die beiden Proben vom Gipfel
des Kaiserstuhls (Nr. 3d und 3e) mit einem py-Wert von 6,1 bzw. 6.2
wiesen einen villig unrcinen, die Probe von der Schwarzwaldwiese bei
Neustadt (Nr.5b) mit einem py-Wert von 4,8 dagegen einen voéllig
reinen Aspergillus-Bestand auf. Hier sind also, wie oben N.19 schon
hervorgehoben wurde, noch anderc Erklirungen heranzuziehen.

Die Betrachtung der pu-Werte hat also gezeigt. dall Aspergillus
niger sowohl auf sauersten wie auf Ca COg-Biéden maximale Haufigkeit
erreichen kann. Dal} er auf sauren Béden vorkommt, kann an sich
nicht iiberraschen in Anbetracht der starken Saurebildung des Pilzes und
seines niedrigen pu-Optimums, das Sekamura bei pu 2 angibt. Er-
staunlicher ist demzufolge sein Vorkommen auf CaCO;-Boden und vor
allem die Tatsache, daB er auf weniger sauren, auch auf CaCO;-Boden
(vgl. z. B. den Trockenrasen des Kaiserstuhl. Nr.3a der Tabelle I)
gerade seinen reinsten Bestand zeigt. Das kann nicht iibersehen werden,
unheschadet der oben gemachten Feststellung, daB fiir diesen Reinheits-
grad der pu-Wert nicht unbedingt ausschlaggebend ist. Jedenfalls
entzieht er sich hier, wie ausgefithrt wurde, offenbar in erheblichem
MaBe der Konkurrenz anderer Mikroorganismen.

Auch dieser Pilz folgt also durchaus nicht der oft aufgesteliten
Regel, daB8 Pilze auf sauren Biden iiberwiegen. Wenn das auch im
allgemeinen %utrifft (Literatur siehe bei Rippel), so bedeutet es eben
keineswegs, daB bestimmte Pilze neutrale Reaktion etwa meiden: daB
dies nicht der Fall ist, geht ja aus der zahlreichen Pilzliteratur zur Gentige
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hervor. Es zeigt sich aber weiter, daB man mit der ('bertragung einer
in kiinstlicher Kultur festgestellten Eigenschaft auf die natiirlichen
Verhiltnisse im Boden sehr vorsichtig sein muB8. Man wiirde im Gegen-
teil annehmen kénnen, da der Pilz auf sauren Boéden stirker zuriicktritt.
Denn wenn auch auf sauersten Béden des siidlichen Deutschlands eine
maximale Haufigkeit festgestellt wurde, so wurde oben S. 6 schon
betont, daB eine verbesserte Methodik, etwa die Verwendung kleinerer
Impfmengen usw., Abstufungen zeigen kénnte. Die Unreinheit dieser
Kulturen legt einen solchen Schlufl fast nahe. Es kommt noch hinzu,
daB auf sauren Béden im nordlichen Deutschland (vgl. z. B. den Harz,
Nr. 13 der Tabellen I und V) eine besonders niedrige Hiufigkeit fest-
gestellt wurde. Wenn also auch der oben S. 20 gezogene Schluf} be-
stehen bleibt, daBl saure Reaktion keine primdre Ursache fiir das Zuriick-
treten von Aspergillus niger im Boden sei, so bleibt doch die Moglichkeit
bestehen, daB sie sekunddr einwirkt. Auch hieriiber wiirden weitere
Untersuchungen Aufschlufl bringen konnen.

SchlieBlich ist noch auf eine bemerkenswerte Erscheinung einzu-
gehen, némlich die Bildung von Sklerotien, die bei Aspergillus niger
selten beobachtet wurden (vgl. Thom). Es fiel auf, dafl bei den zahl-
reichen von mir vorgenommenen Isolierungen auf Wiirze-Schrigagar
héufig Sklerotien erschienen. Nur selten traten sie bereits auf den
Decken in der fliissigen Tannin-Nihrlésung auf, némlich in einem
Kolben von Nr. 5a (Tabelle I, Neustadt im Schwarzwald) und eigen-
artigerweise auf drei Kolben von Nr. 9 (Tabelle II, Tiibingen). Beim
Uberimpfen auf Wiirze-Schrigagar traten dagegen Sklerotien sehr hiufig
auf, und zwar bei etwa 1/3 der 350 vorgenommenen Isolierungen.
Man kann die Bildung von Sklerotien bei Aspergillus niger also durchaus
nicht als seltene Erscheinung bezeichnen. Die Sklerotien erschienen
in den Rohrchen stets am Grunde, falls sie in geringer Zahl vorhanden
waren; nur bei zahlreichem Vorhandensein drangen sie bis zur Mitte
vor oder etwas dariiber hinaus. Die Zahl war auBerordentlich schwankend,
von wenigen (2 bis 3) bis zu 2 bis 3 Dutzend. Sie erreichten im giinstigsten
Falle die GréBe eines Hanfkorns.

Im allgemeinen war die Fihigkeit zur Bildung von Sklerotien bei
den einzelnen Stimmen konstant, selbst nach Uberimpfung aus etwas
iiber 1 Jahr alten Kulturen auf Wiirze-Schrigagar, deren Inhalt natiirlich
lingst vollig eingetrocknet war. Die obenerwihnten Stémme mit
Sklerotien auf der Fliissigkeitskultur zeichneten sich iibrigens auf Wiirze-
Schrigagar keineswegs durch besonders starke Sklerotienbildung aus.
DaB hin und wieder Schwankungen in der Stirke der Sklerotienbildung
auftraten, kann nicht iiberraschen, wenn man die Wirkung von AuBen-
bedingungen und auch die innerer Bedingungen bedenkt, von denen
unten auf die Bedeutung der Temperatur etwas eingegangen werden
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soll. Ob die Tannin-Passage, der meine Stiémme vor der Isolierung
ja unterworfen waren, eine Rolle spielte, kann nicht gesagt werden;
jedenfalls aber beobachtete Schwartz einen giinstigen EinfluB von Tannin
auf die Bildung von Sklerotien bei unserem Pilz.

Ein besonders iiberraschendes Bild bot nun eine aus dunkler Erde
von La Union (Salvador, unter Nr. 4 der Tabelle II) isolierter Stamm.
Bei 300 C erschien niamlich auf den Wiirze-Schrigrohrchen ein weiBes
Mycel, das sich bereits nach 2 Tagen mit unzihligen Knétchen bedeckte,
die nach weiteren 1 bis 2 Tagen sich als Sklerotien bis zur GréBe eines
Senfkorns erwiesen. Sporen wurden zuerst iiberhaupt nicht gebildet;
erst nach einigen Tagen erschienen sie an der duBlersten Spitze des
Schragréhrchens (also oben), auf welchen kleinen Raum sie auch spiter-
hin beschrinkt blieben. Bei Zimmertemperatur dagegen trat kein
einziges Sklerotium auf; das Mycel war wie ein normaler Stamm véllig
von schwarzen Sporen bedeckt. Es mag noch erwahnt werden, daf
dieser tropische Sklerotienstamm in seinen mikroskopischen Merkmalen
vollig den von Thom fir Aspergillus niger van Tieghem gegebenen
MafBen entsprach. Eine ganz dhnliche Erscheinung teilt van Beyma
thoe Kingma fir Penicillium sclerotiorum mit.

Ein derartiger Stamm wurde nun noch aus Bachsand von La Liber-
tad (Sa,lvador? unter Nr. 4 der Tabelle II), aus einer anderen dunklen
Erde von La Union (Salvador, unter Nr. 4, Tabelle II) und aus einem
dunkelbraunen Boden von Siam (in den Tabellen nicht erwihnt, da
nur wenige Proben Entwicklung ergaben; vgl. S.15) isoliert. Bei
keinem der europiischen Stimme wurde ein gleiches beobachtet. Hier
konnte auch nicht festgestellt werden, ob die Haufigkeit der Sklerotien
etwa nach Gegenden verschieden sei. Stimme mit guter Sklerotien-
bildung wurden sowohl aus dem Mittelmeergebiet wie auch aus danischen
bzw. jiitlindischen und aus norwegischen Béden isoliert. Ein Fall
muB hierbei noch erwiahnt werden: Aus dunkler Erde von der Boma
Ilimbi, Deutsch-Ostafrika (unter Nr. 1, Tabelle II), wurde ein Stamm
isoliert, der deutlich eine Mittelstellung einnahm: erheblich mehr
Sklerotien als bei den europiischen Stimmen, aber keine geschlossene
Sklerotiendecke wie bei dem obenerwiahnten. Die Ausbildung solcher
geschlossener Sklerotiendecken mufl demnach als eine Eigenschaft ge-
wisser tropischer Stamme angesprochen werden, wobei sich alle Uber-
ginge finden. Es ist dabei zu beachten, daB die Isolierungen europii-
scher Stimme unverhiltnismiBig zahlreicher (fast zehnmal so groB)
waren als die tropischer, die Wahrscheinlichkeit des Auffindens also
erheblich grofler war.

In troptschen Boden (Mittel-Amerika, Java, Siam, Deutsch-
Ostafrika) waren die starken Sklerotienbildner in grofler Minderheit,
nimlich 5 von 35 Isolierungen (einschlieflich der ostafrikanischen
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Ubergangsform). Zehn aus Béden von Deutsch-Siidwestafrika (unter
Nr. 3, Tabelle II) gezogene Stimme ergaben neun reine Sporenbildner
und einen Stamm mit sehr geringer Sklerotienbildung. Im iibrigen
fanden sich in den tropischen Béden durchaus nicht mehr schwache
Sklerotienbildner als in den europiischen, es iiberwogen sogar stark
die reinen Sporenbildner. Leider sind die vorliegenden Versuche
nicht zahlreich genug, um Endgiiltiges dariiber auszusagen.

Wenn die starken' tropischen Sklerotienbildner bei niederer Tem-
peratur keine Sklerotien bilden, so kénnte man vermuten, daB eine
Mischkultur vorlige und bei niederer Temperatur ein Sporenstamm
die Oberhand gewinne. Indessen zeigten sieben von dem oben zuerst
erwihnten Sklerotienstamm von La Union gezogene Einsporkulturen
alle das gleiche Bild, wie es geschildert wurde. Im iibrigen konnen aus
einem Kolben verschiedene Stdmme isoliert werden. So fand sich in
dem gleichen Kolben, aus dem der eben erwihnte Stamm gezogen
wurde, ein anderer, der bei 30° C Sporen bildete wie die europiischen
Stdmme und dazu unten im Rohrchen wenig Sklerotien aufwies wie die
Sklerotienbildner unter diesen. Aus dem gleichen Kolben, aus dem der
obenerwihnte starke Sklerotienbildner von La Libertad gezogen wurde,
wurde ein anderer Stamm isoliert, der nur Sporen fiithrte, niemals
Sklerotien. Ferner wurde aus europiischen Boden menrfach aus dem
gleichen Kolben ein Stamm mit und ein solcher ohne Sklerotienbildung
isoliert. Es kann hier natiirlich nicht entschieden werden, ob die ver-
schiedenen Stimme eines Kolbens von gleichem Mycel im Boden her-
stammen.

Abgesehen von dieser Sklerotienbildung wurden auch in sonstigen
Eigenschaften wverschiedenartige Stdmme isoliert: So fanden sich
Stimme mit mehr oder weniger gelb gefirbtem Mycel, ferner solche
mit mehr oder weniger faltigen Decken. In dieser letzten Hinsicht
ist z. B. bemerkenswert, daf3 aus den Tiibinger Proben (Nr. 9, Tabelle II)
Stamme isoliert wurden, deren Decke duflerst diinnfaltig war ; die Sporen
iiberzogen, als ob sie abgeschleudert wiren, die Glaswand des Wiirzeagar-
Réhrchens mit einem dunklen Schleier. Ein gleiches Bild zeigten die
aus Java (in den Tabellen nicht aufgefithrt, da nur einige Proben zur
Entwicklung gelangten; vgl. S.15) isolierten Stimme, wihrend das
Myecel sonst im allgemeinen grobfaltig war, und die Sporen an der Decke
festhaftcten. Natiirlich ist es nicht unbedingt sicher, ob es sich tatsich-
lich in allen Fillen um den eigentlichen Aspergillus niger van Tieghem
handelt, ocbwohl nach dem &uBeren Bild nicht daran zu zweifeln ist und
jedenfalls der erwidhnte tropische starke Sklerotienbildner, dessen
néihere Beschreibung iibrigens von anderer Seite erfolgen *wird, sich als
zur engsten Art zugehorig erwies, wie oben S. 23 schon gesagt wurde.
Jedenfalls trat bei allen 350 Isolierungen niemals ein Bild auf, das nicht
in die Erscheinungsform des normalen Aspergillus niger gehéren wiirde.
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Zweifellos aber wiire es ein 6kologisch duBerst interessantes Problem,
wenn nachgewiesen werden konnte, ob solche Unterschiede (wozu
natiirlich noch rein physiologische, wie Form der Siurebildung usw.
kommen wiirden) irgendwie okologisch bedingt seien, eine Frage, die
hier natiirlich nicht gelost werden konnte. Ob die vereinzelte Angabe
von Scaramella zutrifft, wonach alpine Stimme von .Aspergillus niger
und Rhizopus nigricans einen schnelleren Stoffwechsel besitzen als
solche aus der Ebene, wire an ausgedehnterem Material nachzupriifen.
Ebenso wire zu priifen, ob siidlichere Stimme ¢in hoheres Temperatur-
optimum besitzen [vgl. die weiter unten (S.26) folgenden Aus-
fithrungen].

Nun wére noch ein Wort iiber die Abhangigkeit der Sklerotien-
bildung von der Temperatur zu sagen. Die schwachen Sklerotien-
bildner bildeten bei etwa 200 C keine Sklerotien aus, auch nicht nach
Wochen, so daB es sich nicht etwa nur um eine Verzégerung handeln
kann. Auch die fiinf tropischen starken Sklerotienbildner zeigten dann
im allgemeinen keine Sklerotien. Diesen zahlreichen Versuchen steht
allerdings einer gegeniiber, in dem auch bei dieser Temperatur drei von
den fiinf Sklerotien ausbildeten: doch handelt es sich offensichtlich um
eine Ausnahme, die das allgemeine Bild nicht beriihrt. Bei 30° C war
iiberall die Sklerotienbildung gut, d. h. in dem fiir den jeweiligen Stamm
charakterisitischen Umfange und soweit die Stdmme iiberhaupt
Sklerotien bildeten, was auch bei dieser Temperatur bei den reinen
Sporenstimmen niemals eintrat. 37° C brachten in fast allen Fillen,
am ausgeprigtesten bei den starken tropischen Sklerotienbildnern,
wieder einen Riickgang in der Ausbildung der Sklerotien. Auch Schwartz
gibt firr Aspergillus niger und van Beyma thoe Kingma fir Penicillium
sclerotiorum die fiir die Sklerotienbildung giinstige Wirkung héherer
Temperatur an.

Daraus geht jedenfalls hervor, daB eine optimale Temperatur
der Sklerotienbildung besteht, und zwar bei einer Hohe der Temperatur,
wie sie auch in gemiBigten Breiten erreicht werden kann. Der Pilz
hat ja im Vergleich zur hoheren Pflanze eine sehr kurze Entwicklungs-
zeit, so daB gegebenenfalls wenige Tage iiber den Gang der Entwicklung
entscheiden konnen. Auch die Losung dieser Frage wiirde von 6ko-
logischen Gesichtspunkten aus wertvolle Aufechliisse versprechen, wenn
es gelinge, nachzuweisen, ob sich auch in der Natur eine Bildung von
Sklerotien vollzieht!, ob diese als Dauerorgane in Frage kommen oder
vielleicht sogar gelegentlich zur sexuellen Fruktifikation schreiten,
wie sie bishe.r bei Aspergillus niger allerdings noch nicht beobachtet

! Beziiglich einiger Literaturangaben iiber den Einflul der Jahreszeit
auf die Bildung von Sklerotien und Perithecien, die noch recht problematisch
erscheinen (vgl. Schwartz, S. 391).
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wurde (vgl. Thom und Church, S.170), wie sich demgegeniiber die
Sporenbildung verhélt usw.

Wenn oben 8. 4 festgestellt wurde, dal der Pilz im Boden teil-
weise wenigstens ecine geringe Ausbreitung besitzt, so wiirde hier die
Frage auftauchen, ob er nicht unter Umstéinden gleich zur Bildung
von Sklerotien als Dauerorganen schreitet. Die Tatsache, daf3 Sklerotien
bei den von mir isolierten Stimmen recht hiufig waren, wiirde, in
Verbindung mit der von Schwartz mitgeteilten Steigerung der Fahigkeit
zur Sklerotienbildung durch Abimpfen von sklerotienbildenden Teilen,
die Vermutung nahelegen, daB diese Gebilde in der Natur eine gewisse
Rolle spielen. Weiterhin wurde oben S.17 schon erwihnt, daB sich
z. B. Nord- und Siidlagen nicht nur in der Haufigkeit des Pilzes, sondern
auch in der Schnelligkeit seiner Entwicklung unterscheiden. Ein gleiches
scheint der Fall zu sein beim Vergleich siidlicher und nérdlicher Lander ;
z. B. war die Entwicklungszeit der mittelamerikanischen Proben (Nr. 4,
Tabelle II) 3,3 Tage gegen 6,3 Tage bei den Gottinger Proben (Nr. 14,
Tabelle II)!. Das konnte mit einer Wirkung der Temperatur auf den
Gang der ‘Entwicklung zusammenhéngen, wobei aber ungewifl bleibt,
ob es sich um vermehrte Mycel-, Sklerotien- oder Sporenentwicklung
handelt. Auch wire mit der Méglichkeit zu rechnen, daB die siidlicheren
Stimme ein hoheres Wirmeoptimum besitzen als die nérdlicheren,
das ihnen wihrend der in der Kultur herrschenden Temperatur eine
schnellere Entwicklung erméglichte. Leider fehlen gerade auf diesem
Gebiete noch fast jegliche Grundlagen. Es ist aber nicht daran zu
zweifeln, daB eingehendere Untersuchungen im Freien in Verbindung
mit Laboratoriumsversuchen iiber die Entwicklungsphysiologie des
Pilzes, wie sie etwa von Schwartz begonnen wurden, wertvolle Auf-
schliisse bringen kénnten.

Einige allgemeine Betrachtungen.

Es scheint allerdings fast zweifelhaft, ob sich alle Fragen der Ver-
breitung unseres Pilzes durch die 6kologische Bedingtheit werden 16sen
lassen. Wenn selbst aus norwegischen Boden sklerotienbildende Stamme
isoliert werden konnten, so deutet das, in Anbetracht der nur bei hdherer
Temperatur stattfindenden Sklerotienbildung (wihrend niedrigere
Temperatur noch iippige Sporenbildung zuldBt, ohne daB Sklerotien
gebildet werden) doch darauf hin, da3 der Pilz sich bis zu einem gewissen

1 Auf diese Verhiltnisse sei hier nicht nidher eingegangen, da die zu
verschiedenen Zeiten vorgenommene Kultivierung bei der nicht vélligen
GleichmiBigkeit der Temperatur keine unbedingte Sicherheit gewihrt.
An und fiir sich kann aber an der geschilderten Erscheinung in qualitativer
Hinsicht nicht gezweifelt werden.
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Grade auch in Norwegen wohl fiihlt und dort auch in der Natur wahr-
scheinlich Sklerotien bildet, wie die oben S. 26 gemachten Ausfiihrungen
vermuten lassen ; ein gleiches gilt fiir das nérdliche Deutschland. Warum
ist er hier aber nicht so héufig wie im siidlichen ? Es hilt schwer, die
Temperatur allein dafiir verantwortlich zu machen. Denn man wird
kaum annehmen kénnen, dafl diese etwa im Fichtenwald des Schwarz-
waldes héher liegt als an den sonnigen Kalkhidngen Géttingens. Diese
Uberlegung zeigt aber weiterhin, was schon geniigend hervorgehoben
wurde, da8 man auch nicht zunehmende Versiduerung der Béden des
nordlichen Deutschlands primir oder sekundir iiber die Konkurrenz
durch andere Pilze fiir den Riickgang von Aspergillus verantwortlich
machen kann, in Anbetracht des hdufigen Vorkommens in den alpinen
und subalpinen Rohhumusbiden des siidlichen Deutschlands. Man
kann sich des Eindrucks nicht erwehren, daB hier noch ganz andere
Griinde vorliegen miissen als die bereits besprochenen. Fiir das siidliche
Deutschland koénnte man annehmen, daf die Rohhumusbéden dort
in nicht zu weiter Entfernung von Infektionsgebieten umgeben sind,
von wo aus sie leicht besiedelt werden kénnen. Will man aber mit dieser
Moglichkeit rechnen, so liegt der weitere SchluB nahe, daBl Aspergillus
niger von Siiden her auch die nérdlich gelegenen Gegenden infiziert, d. h.
aber, daB er in nacheiszeitlichem Vordringen gegen Norden sei. Auch
von diesem Gesichtspunkt aus wire es sehr erwiinscht, wenn weitere
Kenntnis von der Verbreitung dieses Pilzes, namentlich auch in den
nordischen Landern gewonnen werden konnte. Die mir zur Verfiigung
stehenden Proben aus Spitzbergen waren leider, wie oben S. 15 er-
wahnt wurde nicht mehr brauchbar, und auch das Ergebnis der norwegi-
schen Proben war mit einer Unsicherheit behaftet (S. 15).

Es sei nun eine Zusammenstellung der mir aus der Literatur be-
kannt gewordenen Fundorte von Aspergillus niger gegeben.

Van Tieghem gibt fiir sein Vorkommen an: Tannin-, Zucker- usw.
Lésungen, sauren Urin, feuchtes Brot, in Zersetzung begriffene Blitter.
Boedijn isolierte thn von (Gambir, Fischer aus erkrankten Bienenmaden.
Nach Wilson und Daub bildet er Flecken auf Leder. Ir wurde weiterhin
vielfach auf lebenden und toten Pflanzenteilen festgestellt, ferner als Tier-
und Menschenparasit. Diese Angaben seien hier nicht im einzelnen an-
gefiihrt; ich verweise auf die Bibliographie von Tamija sowie auf Thom
und Church.

Es folgen nun Angaben iiber das Vorkommen in Boden: Abgesehen
von dem schon S.2 erwihnten negativen Ergebnis von Fehér konnten
z. B. auch folgende Autoren Aspergillus niger nicht feststellen; wobei
allerdings nicht eigens auf diesen Pilz gefahndet wurde, ebensowenig natiir-
lich bei den spiter folgenden positiven Angaben: Adametz (2 Leipziger
Ackerbéden), Diron (australische Boden), Goddard (Ackerboden Englands),
C. N. Jensen (15 USA.-Béden des Ostens), Kubiena (4 deutsche Boden
Osterreichs), Niethammer [(1) 17 hohmische Béden], Oudemans usw. (Wald-
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boden Hollands), ». Szilviny: (Toba-Heide auf Sumatra), Verona (Moor-
boden der Poebene). Das Fehlen ist aber teilweise sicherlich auf die oben
8. 2 geschilderte Unvollkommenheit der Methodik zuriickzufiihren.

Als selten erwies sich Aspergillus niger bei: H. L. Jensen (unter
100 déinischen Béden nur im (ewichshaus), Le Clerc (in 1 von 27 USA.-
Coloradobéden), Raillo (1 von 3 russischen Boden: er fand sich hier merk-
wiirdigerweise nur in der nérdlichsten Probe, unweit Murmansk) und
Traen (in 1 unter 70 norwegischen Béden). Auch diese Angaben diirften
das Vorkommen als zu gering erscheinen lassen. Unter den nordischen
Aspergillus-Arten fithrt Sopp auch niger auf.

Etwas hiufiger erschien der Pilz hei: Dale (in 1 von 5 englischen Béden),
Janke usw. (in 2 von 5 deutschen Boden Osterreichs), Negroni (in 5 von
25 Béden der U'mgebung von Buenos Aires), Stapp und Bortels (in Waldstreu
aus verschiedenen Gegenden von Deutschland; seltener als Penicillium),
Waksman 1 (in 3 von 8 USA.-Béden) und Waksman 2 (in 9 von 25 USA.-
Béden, einschlief3lich Porto Rico).

Endlich fanden ihn vorherrschend Chawdhuri und Sacchar (in den
4 untersuchten indischen Béden), Gischitzkaja (russische Waldbéden),
Subet (in 11 von 12 untersuchten igyptischen Bioden als zweithiaufigsten
Pilz) und Werkenthin (haufigster Pilz in Texasbiden). Auch gehért der
Pilz nach Killian und Fehér zu den in Wiistenbiden (Sahara) vorherrschen-
den Arten, wie dort iiberhaupt die Gattungen Aspergillus und Penicillium
vorherrschend sind.

Einzelne Angaben iiber das Vorkommen finden sich bei .4bbot (USA.-
Jowa- und Louisianabéden), Koch und Oelsner (verschiedene Bdden um
Gottingen), Niethammer [(2) Italien, Jugoslavien], Rathbun {USA.-Rhode-
Islandbéden), Scaramella (Kleiner St. Bernhard in 2314 m Hoéhe), T'akahashi
(Japan) und Verona (Italien).

Man kann in diesen wenigen Angaben eine Bestdatigung des hier
gemachten Befundes sehen, dafl Aspergillus niger nach Siidden haufiger
wird. Verschiedene Autoren heben auch das aus der kiinstlichen Kultur
bekannte groBere Wirmebediirfnis der Aspergillus-Arten, auch von
niger, zur Erklirung der Verbreitung hervor (H. L. Jensen, Niethammer,
Stapp und Bortels, Werkenthin). Indessen diirfte Aspergillus niger nach
den vorliegenden Untersuchungen auch in kilter gemaBigten Breiten
héufiger sein als das nach den erwihnten Angaben anzunehmen war,
wenn er auch verhéltnismafig stirker zuriicktreten diirfte als in wirmeren
Breiten. Sicherlich kommt er z. B. in dénischen Béden nicht nur in
Gewichshausern vor, wie H. L. Jensen fand, woriiber man Nr. 22 der
Tabelle II in vorliegender Abhandlung vergleichen mége.

Es liegt natiirlich nahe, auch in der geschilderten Verbreitung des
Pilzes die Temperatur als die unmittelbare Ursache zu sehen, zumal
der Pilz in den vorliegenden Untersuchungen in Siidlagen auch héufiger
festgestellt wurde als in Nordlagen. Indessen wird die Temperatur
wohl nur der Grundfaktor der Verbreitung sein, der zunéchst die regionale
Verbreitung bestimmt. Ahnlich nun, wie sich bei den héheren Pflanzen
die wirmeliebenden Formen teilweise nach Norden vortasten, scheint
sich Aspergillus nmiger zu verhalten. Natiirlich liegen dabei die Ver-
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hiltnisse fiir einen Pilz wesentlich giinstiger. Eine typische Tropen-
pflanze wird niemals jhr Gedeihen in nérdlich gemiBigten Breiten
finden. Die kurze Entwicklungszeit gestattet einem Pilz jedoch zweifellos
eine weitaus groBere regionale Lebensspanne.

Wenn also niedere Pflanzen im Vergleich zu hdheren Pflanzen
in weitaus stdrkerem MaBe als Kosmopoliten erscheinen, so diirfte das
durchaus verstindlich sein, zumal weiterhin auch die Verbreitungs-
moglichkeit fiir jene giinstiger sein diirfte als fiir diese. Aber es ist
dabei die quantitative Seite zu beachten, daf} also eine wirmeliebende
Form doch eine quantitative Abnahme gegen Norden ergeben konnte,
wie es nach den vorliegenden Untersuchungen bei Aspergillus niger
der Fall ist. Man wird also bei niederen Pflanzen keine so strengen
Vegetationsgrenzen erwarten diirfen wie bei vielen hoheren, sondern
bei wirmeliebenden Formen mehr ein quantitatives Abklingen nach
Norden, das natiirlich bei den einzelnen Formen verschieden stark sein
kann, wobei es natiirlich schlieSlich doch noch zu einem vélligen Fehlen
kommen kann, was im vorliegenden Falle noch nicht entschieden
werden konnte. Auch erscheint es natiirlich durchaus mdoglich, daB
gewisse wiirmeliebenden Formen nicht mehr in die kilter gemaBigten
Breiten vordringen. Umgekehrt aber wird sich fiir Mikroorganismen
auch die Verbreitungsspanne nach den Tropen zu weiter ausdehnen
konnen als bei den meisten hoheren Pflanzen, namentlich wenn man die
quantitativen Verhaltnisse beriicksichtigt. Auch hierfiir diirfte, nach
den vorliegenden Untersuchungen, Aspergillus niger ein Beispiel sein.
Fiir andere Mikroorganismen sind solche quantitativen Untersuchungen
noch nicht durchgefiihrt; sie wiirden aber fiir die Frage nach der Be-
wertung kosmopolitischer Formen der Mikroorganismen zweifellos neue
Gesichtspunkte ergeben.

Wie die aus wirmeren Gegenden stammende hohere Pflanze etwa
in Deutschland an besonders warme, sonnige Standorte gebunden ist,
80 scheint es auch mit Aspergillus niger der Fall zu sein. Die groBere
Hiufigkeit auf Siidhingen zeigt dies. Im Géttinger Wald (Nr. 12a bis g
der Tabelle I) hebt sich der sonnige Standort a, f, g, gekennzeichnet
durch Lithospermum purpureo-coeruleum, aus der Umgebung durch
groBere Aspergillus-Haufigkeit hervor. Ein gleiches ist bei dem sonnigen
Kalkhang des Luttertales (Nr. 121 der Tabelle I) gegeniiber der Um-
gebung (Nr.h, i, k, m ebenda) der Fall, gekennzeichnet durch das
Vorkommen von Linum tenuifolium. Endlich zeigt der sonnige Hang
des Sachsensteines im Harz (Nr.13b der Tabelle I), gekennzeichnet
durch Gypsophila repens, die gleiche Erscheinung der Umgebung gegen-
iiber (Nr. 138 ebenda). Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB weitere
Untersuchungen weitere Bestdtigungen erbringen wiirden. KEs wire
aber, nach den oben gemachten Ausfilhrungen, natiirlich verfehlt,



30 A. Rippel:

Aspergillus niger etwa als eine mediterran-pontische Form analog den
genannten hoheren Pflanzen zu bezeichnen. Hier sprengt eben die
Verbreitungsspanne der Mikroorganismen die fiir héhere Pflanzen teil-
weise giiltige Grenze.

Der Vergleich mit hoheren Pflanzen kann aber noch weiter gefiihrt
werden: Man nimmt etwa fiir die ,,pontischen Formen an, daB sie
an ihrem Standort deshalb gedeihen, weil sie dort nicht der Konkurrenz
durch anderc Arten unterliegen, die sie anderwirts unterdriicken
wiirden. Die vorliegenden Untersuchungen fiihrten fiir Aspergillus niger
zu dem gleichen Schluf, wobei es unbestimmt bleibt, ob die durch andere
Pilze, wie namentlich auch Mucorineen, ausgeiibte Konkurrenz auf
Aciditat, reichliches Vorhandensein organischer Stoffe, niedrigere
Temperatur, héhere Feuchtigkeit oder noch andere Ursachen zuriick-
zufithren ist. DaB dabei, wie oben erwihnt wurde, der Schluf auf eine
nacheiszeitliche Einwanderung des Pilzes innerhalb Deutschlands nach
Norden naheliegt, rundet das geschilderte Bild ab.

In ihrer Gesamtheit zeigen die vorliegenden Untersuchungen,
daB auch bei Beschrinkung auf ein Objekt eingehendere, quantitative
Untersuchungen an Mikroorganismen, soweit sie durchfiihrbar sind,
wertvolle Einblicke in die Verbreitungsbedingungen der Mikroorganismen
erwarten lassen. Dariiber hinaus ergeben sich, wie oben S.25 aus-
gefiihrt wurde, noch die mannigfaltigsten Ausblicke auf die Ausbildung
von Standortsformen bzw. die 6kologische Bedingtheit entwicklungs-
physiologischer Erscheinungen im Lebenslauf des Organismus. Wenn
auch manches noch recht problematisch erscheinen mag, so zwingt
doch die immer mehr in den Vordergrund riickende Forderung einer
wahrhaft 6kologischen Betrachtung der Mikroflora, wie sie z. B. von
Romell und Winogradsky, wenn auch in erster Linie fiir den Mikro-
standort, erhoben wurde, zunichst einmal die Probleme zu stellen,
die sich aufdringen. Eine Sichtung des zahllosen Einzelmaterials,
das bisher fiir andere Mikroorganismen vorliegt, hier aber nicht vor-
genommen werden kann, wiirde sicherlich schon Gesichtspunkte er-
geben, auf denen weiter aufgebaut werden konnte.

Zusammenfassung.

Hohe Tannin-Konzentration ermoglicht eine Elektivkultur von
Aspergillus niger, vermittels deren das Vorhandensein dieses Pilzes
im Boden leicht festgestellt werden kann und das bis zu einem gewissen
Grade einen quantitativen Vergleich verschiedener Bdden erlaubt,
wenn auch vorerst nur sehr anndherungsweise.

Es konnte festgestellt werden, daB der Pilz vom nérdlichen zum
siidlichen Deutschland an Hiufigkeit zunimmt. Auch in noch siid-
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licheren Gegenden, einschlieflich der Tropen, ist der Pilz stark ver-
breitet und ist auch in Norwegen nicht ganz selten. Wenn der Pilz also
auch qualitativ als Kosmopolit erscheinen koénnte, so zeigt er doch
quantitative Abstufungen in seinem Vorkommen.

Er ist in Deutschland auf Siidhangen haufiger als auf Nordhidngen
des gleichen Standorts. Er verhilt sich innerhalb Deutschlands &hnlich
wie eine mediterran-pontische Form unter den héheren Pflanzen.
Jedoch erlaubt die fiir Mikroorganismen offenbar groBere regionale
Verbreitungsspanne nach Norden und Siiden, bedingt durch die bessere
Verbreitungsméglichkeit und die kurze Entwicklungszeit, wenigstens in
diesem Falle nicht die Anwendung derartiger Begriffe.

Offenbar ist jedoch die Temperatur fiir die Verbreitung nur der
Grundfaktor; im iibrigen scheint der Pilz sekundir weitgehend durch
die Kcnkurrenz anderer Pilze, wie namentlich Mucorineen, beeinfluBt
zu werden ; dabei diirften vermutungsweise Aciditit, Menge der organi-
schen Stoffe, niedere Temperatur, hqhe Feuchtigkeit usw. als muco-
rineenbeférdernd mitwirken.

In dieser Konkurrenz diirfte der Grund dafiir vorliegen, daB der
Pilz in Trockenrasen, Wiesen-, Weinberg- und Ackerbéden im allge-
meinen reinere Bestdnde bildet als in Wald- und Rohhumusbéden.

Die Konzentration der Wasserstoffionen ist jedenfalls primir
fiir die Verbreitung des Pilzes nicht entscheidend: dieser findet sich
im siidlichen Deutschland sowohl auf sauersten wie auf Carbonatbdden
in, mit der verwendeten Methode feststellbarer, maximaler Haufigkeit.

Es besteht Grund zu der Vermutung. daB der Pilz in Deutschland
in nacheiszeitlichem Vordringen nach Norden ist.

Etwa !/, der zahlreichen isolierten Stimme des Pilzes bildete
auf Wiirze-Schrigagar Sklerotien, auch Stimme aus Norwegen. Aus
tropischen Bdden wurden Stimme isoliert, die bei 30° C ein von Skle-
rotien iibersites, véllig sporenloses Mycel bildeten, bei 200 C dagegen
nur Sporen ohne jede Andeutung von Sklerotien. Auch die einheimischen
sklerotienbildenden Stimme bildeten bei 200 C keine Sklerotien aus.

Auf die Bedeutung derartiger Untersuchungen fiir die noch so
mangelhafte Kenntnis von der (Jkologie der Mikroorganismen wird
hingewiesen.
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.)

Beitriige zur Kenntnis der Morphologie
und Physiologie der Actinomyceten.
Von
0. v. Plotho.

Mit 2 Textabbildungen.

(Eingegangen am 1. Dezember 1939.)

Material und Methodik.

Die in folgendem beschriebenen Untersuchungen wurden an 15 von
mir isolierten 4ctinomyces-Staimmen durchgefithrt. Eine genaue Identi-
fizierung nach einem der vorhandenen Systeme (Krainsky, Waksman,
Lehmann-Neumann, Bergey) wurde nicht vorgenommen wegen der vor
der Hand noch bestehenden Schwierigkeiten der Einordnung in ein
festes System. Die Stémme werden daher mit fortlaufenden Nummern,
1, 2, 3, ... 15, bezeichnet. Die Stamme I bis 9 (einschlieBlich) wurden
von der Oberfliche von Alnus incana und aus Waldboden des Hain-
berges bei Gottingen isoliert. Reinkulturen wurden durch das Platten-
verdiinnungsverfahren erzielt. Die Stimme 70 bis 75 stammen aus dem
Knoéllcheninneren von Alnus incana des gleichen Standorts. Sie stimmen
in den wichtigeren morpholagischen und physiologischen Eigenschaften
iiberein, als Typus dieser Stdmme ist in den meisten Fillen Stamm 10
untersucht.

Alle Stimme sind nach Orskow (60), der fast ausschlieSlich morpho-
logische Merkmale zur Systematisierung heranzieht, in die von ihm
aufgestellte Gruppe 1 einzureihen. Sie gehdoren den langfidigen aeroben
Arten an und besitzen ein einzelliges, echt verzweigtes Mycel ohne
Querwinde. Im Luftmycel teilt sich das Plasma durch ,,Konstriktion*
der Fadenmembran. Der Durchmesser der Hyphen ist bei den einzelnen
Formen verschieden, er schwankt zwischen 1,5 und 0,5 p. Die Sporen
sind zylindrisch oder kugelig, ihre Grofe betrdgt 1,5 bis 0,7u. Diese
Merkmale blieben wihrend der ganzen Untersuchungszeit konstant.
Die physiologischen Eigenschaften erwiesen sich als abhingig von der
Zusammensetzung der benutzten Nihrmedien, der Temperatur, der
Reaktion, der Belichtung usw., eine Abhéngigkeit, die von allen Autoren
festgestellt wurde. Die Abinderungen sind einfache Modifikationen
und nicht erblich. Uber eine spontan auftretende erbliche Verinderung
wird spiter ausfiihrlich berichtet werden.

Die Pilze wurden auf zahlreichen Nahrmedien kultiviert, die im Auto-
klaven einige Minuten bei 1,56 Atm. Druck sterilisiert wurden. Zu ihrer
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Herstellung wurden Salze und Priparate der Firmen Merck oder Kahlbaum
verwendet, die meisten mit der Bezeichnung ,,pro analysi‘‘ oder ,,purissi-
mum*. Samtliche VersuchsgefaBe bestanden aus Jenaer Geriteglas,
sofern nicht fiir die Versuche im ultravioletten Licht Kolben aus Quarzglas
verwendet wurden. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit den
Sorensenschen Farbindikatoren und, wenn gefiarbte Losungen vurlagen,
elektrometrisch (Platinelektrode) ermittelt. Bei allen Versuchen wurden
zur Sicherheit und Kontrolle mehrere Kulturen gleichzeitig angelegt.

Morphologisches und kulturelles Verhalten.
Auswahl der Nihrboden.

In neuerer Zeit wurde von Jensen (1928) aus Heide- und Waldboden ein
Strahlenpilz isoliert, der ausgesprochen siureliebend war. Auch Waksman
(1922) fand die Grenzwerte fiir die Entwicklung verschiedener sapro-
phytischer Actinomyces-Stamme im sauren Bereich. Da die Wasserstoff-
ionenkonzentration einen bedeutenden Faktor fiir das optimale Wachstum
der Organismen darstellt, schien es geboten, sowohl die Reaktion des Wald-
bodens festzustellen, als auch die Aciditatsverhiltnisse derjenigen Zone der
Erlenwurzeln, in der der Actinomycet sich ausbreitet. Im Kalkboden des
Hainberges war allerdings eine saure Reaktion nicht wahrscheinlich, die
Aciditdat der Erlenwurzelrindenschicht war jedoch nicht vorauszusehen.

Die ,,aktuelle‘‘ oder ,,wahre* Aciditit des Waldbodens, die durch
wasserlsliche saure Bodensalze bedingt wird, wurde mit pr 7,2 ermittelt,
die durch Umsetzung von Aluminium- oder Eisensilikaten mit Neutral-
salzen bei Gegenwart von Wasser im Boden entstehende ,,Austausch-
aciditat* mit pw 6,5.

Zur Feststellung der in den Erlenknéllchen herrschenden Wasser-
stoffionenkonzentration wurde das von Pietz (62) bei B. radicicola
angewandte Verfahren herangezogen. Gefrierschnitte gut entwickelter
Erlenknollchen wurden in die Farbindikatoren nach Sérensen gelegt
und nach spitestens 30 Minuten untersucht. Die Farbstoffe zeigten
dann innerbalb des Schnittes unter gegebenen Umstinden je nach
ihrem Umschlagspunkt eine charakteristische Verfarbung. Die Unter-
suchungen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Vegetations-
periode wiederholt und fithrten stets zum gleichen Ergebnis.

Die Aciditit der Wurzelrindenschicht, in der der Actinomycet
lebt, liegt bei einem pu unter 5,2. Die Zellen jedoch, in die der Pilz
eingedrungen ist, sowie die Hyphen und Involutionsformen selbst,
sind weniger sauer. Sie entsprechen einem px von etwa 6,0. Es war also
anzunehmen, daB die Medien zur Kultur der Strahlenpilze auf einen
pr-Wert einzustellen seien, der dem Neutralpunkt nahe liegt.

Beim Aufsuchen der giinstigsten Kulturbedingungen muBten
weiterhin die den Pilzen am besten zusagenden Kohlénstoffquellen
gefunden werden. Es wurden daher zunichst Flissigkeits- und Agar-
kulturen auf den gebriuchlichen Fleischextrakt-Peptonnihrbiden
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(1,2 % Pepton, 0,8 % Fleischextrakt, 0,2% NaCl, 1,8% Agar) mit
verschiedenen C-Quellen angelegt.

Aus der Tabelle I geht hervor, daB unter den Zuckern Glucose
eine recht gute morphologische Entwicklung zuliBt. Von den meisten
Pilzen wird Maltose der Saccharose vorgezogen, Dextrin ist aber ent-
schieden die beste Kohlenstoffquelle. Von den héheren Alkoholen
nimmt Glycerin vor Mannit die erste Stelle ein, das iiberhaupt als beste
C-Quelle angesprochen werden muB. Neben der morphologischen
Entwicklung 148t auch die Farbstoffbildung auf die Brauchbarkeit
der Kohlenstoffversorgung schlicBen. Der Farbton vertieft sich, je
nach der Verwertbarkeit der Energiequelle. Auch in dieser Beziehung
erweisen sich Dextrin und Glycerin als das beste Versorgungsmaterial.

Fiir die spiteren Untersuchungen war es jedoch notwendig, einen
zusagenden Nihrboden von genau bekannter Zusammensetzung zu
haben. Braunund Mitarbeiter (11) gaben fiir Actinomyceten eine Grund-
l6sung an, die sich nach einigen Modifikationen als recht brauchbar
erwies. Sie wird im folgenden als ,,Stamml6sung‘‘ bezeichnet und
bestand nun aus: 0,1 % K,HPO,, 0,2% NaCl, 0,005% MgSO,,
0,001 % FeSO,, 0,001% CaCOg (prazip.). Als C-Quelle wurden
stets 2%, Glycerin hinzugefiigt. Mit dieser Zusammensetzung wurde
dann die Wirksamkeit verschiedener Stickstoffquellen gepriift. Zu
diesen Versuchen diente als Ausgangssubstrat eine Losung, die 1°/, KN O,
enthijelt, die iibrigen Losungen wurden mit dquivalenten Mengen von
NaNOz, NH, Cl und (NH,),SO, hergestellt (Tabelle II).

Unter den vier Nahrlosungen, deren Ergebnisse Tabelle II zeigt,
gestatten die Ammoniumsulfat- und die Ammoniumchloridlésung keine
befriedigende Entwicklung. Die geringe Entfaltung in beiden kann
zuriickgefithrt werden auf die wihrend des Kulturverlaufs eintretende
starke Verschiebung der pu-Werte in den sauren Bereich infolge Auf-
spaltung der N-Quelle. Bei den Ammoniumchloridversuchen macht
sich auBerdem die schidigende Wirkung des Chlorions geltend. Die
Ammoniumsulfatlésung stellt fiir Stamm 6 und 7 kein ungiinstiges
Substrat dar, denn beide vertragen verhéltnismaBig hohe Aciditits-
grade, alle anderen Stimme kommen in ihr aber nur maBig oder sogar
schlecht zur Entfaltung. In den beiden Nitratlésungen war das End-pn
dem Ausgangsstadium gegeniiber nur unbedeutend verschoben, sie
erwiesen sich im groBen und ganzen als gleichwertig, doch ist die Kalium-
nitratlésung etwas iiberlegen. Es wurde daher fiir die spiteren Versuche
in den meisten Fillen Kaliumnitrat als N- Quelle verwandt.

o Charakterisierung der einzelnen Stimme.

Die Stdmme I bis 4 sind die kriftigsten der untersuchten Formen.
Ibr Myceldurchmesser betrigt 1,2 bis 1,5 ., sie bilden auf allen festen
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Tabelle I. Auswahl der
Alter der Kulturen: 27 Tage.

Kohlen- Glucose Maltose Saccharose
stotf- -
Form u. Form u. Form u.
quelle figy, o X;:_‘r-,‘}'. Parbed. | Ger.t |Wa.| VoL 9| “Farbe | Gor. |Wa| ViIL 0| rarbe | Ger.
Stamm Sp. s 8 d. Sp. 8 d. 8p.

1 3 | gelb oval, |erdig| 8| gelb | zylindr., |erdigi 8 | schw. | zylindr., |erdig
gelblich schw. gelb gelb |schw. gelb

2 3 ” ” 2” 3 ”» ”» ”» 3 ”» ” ”
3 3 »  |rund, gelb! , 3 » |rund,gelb| ,, I3 ,» |rund, gelb| ,,

4 2 | nicht [rund,graul ,, 3 " schw. » | 3| nicht | kugelig, | ,,

ver- braun ver- | weilgrau
farbt firbt

5 3 | hell- » » 3 | schw. | kugelig, | ,, || 3 | schw. . .
braun braun | grau braun

6 3 grau- ”» » 2 grau ” » 2 grau- » ”»
braun braun

4 3 | nicht |oval, grau|schw.|| 2 | nicht —_ — || 3 | braun- — —
ver- erdig ver- rot
farbt farbt

8 2 » oval, — |2 » - — || 3 | braun - -

gelblich
10 | 2 » - — || 2 |gelblich - — || 2 | nicht - -
verf.

0 = kein, 1 = gering, 2 = miBig,
* Wa. = Wachstum. — ** Verf. d. Agars = Verfirbung des

Tabelle II. Auswahl
Alter der Kulturen: = 11 Tage.

10/, KNO;, 0,85 9o NaN O,
N-Quelle
Stamm || Yo+ | Sporenbildung I{l;‘;:rrlﬁsgzz End-py | Wa. | Sporenbildun: tfm& End-pg
1 3 3 gelb 7,9 3 3 gelb 7,2
3 ] 3 " 7,6 3 3 » 3
4 3 3 » 7,9 3 3 » 7.3
5 2 2 farblos 6,9 2 2 farblos 70
6 2 1 . 6,7 2 1 » 70
7 2 0 schw. gelb 6,8 2 0 schw. gelb (Al
8 3 0 ” ” 7)0 2 0 (] »” ” 7I3
10 2 0 farblos 6,9 1 0 farblos 6,8
11 1 0 gelb 6,9 1 0 ”» 6,9

0 = kein, 1 = gering, 2 = m#Big,
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Kohlenstoffquellen.
Temp. 22°C. Anfangs-py 6,8.
T Dextrin | Glycerin Mannit
! Form u. Form u. Form u.
.| Verf. d. Verf. d. Verf. d.
Wa. Farbe Ger. || Wa. Farbe Ger. || Wa. Farbe Ger.
| Agars d. 8p. Agars d. 8p. Agans d. Sp.

4 igelbbraun| zylindr., lerdig|| 4 | braun | zylindr., lerdig|| 2 |schw.gelb| zylindr., lerdig
sohw. gelb schw. gelb schw. gelb

i 2 »” ” 4 ” ” ”» 2 ” ” ” ”»

1 » rund, gelb| ,, || 4 » 'rund, gelb| , || 2 | » , |rund,gelb, ,,

|
3 schw. gelb| kugelig, | ,, | 4 » braun | , || 2 | nicht | kugelig, | ,,
gelb verfarbt | grau
{
2 ‘ dunkel- | kugelig, | ,, 3 | dunkel- ' dunkel- | ,, 3 braun » ”
braun grau braun braun !
4 » ” » || 4 | braun- foval,grau| ,, | 3 » v
1 sehwarz |
3 rotbraun — — || 4 |braunrot| ,, ,, |schw.| 2 nicht [oval, graulschw.
erdig verfarbt -erdig
2 ” - - 3 duunkel- _— —_ 2 ” — ’ —
braun ;
| 3 schw.gelbl — — || 3 | gelblich | — — || 3 |schw.gelby — | —

’ " H
3 = gut, 4 = sehr gut.
Agars. — **¢ Form und Farbe der Luftsporen. — t Geruch.

der Stickstoffquellen.
Temp. 220C. Anfangs-py 7,0.

' 0,65 9y (NH,); 80, | 0,58 9/ NH,Cl

“ Wn-_ Sporenbildung gﬂ“m End-pg || Wa. | Sporenbildung gﬁr‘&:;" End-py
2 1 gelb 6,6 1 1 gelb 49
2 1 v 5,6 1 1 ” 6,0
2 2 farblos 6,3 1 1 farblos 5,6
2 2 schw. braun 5,6 2 2 schw. braun 5,6
3 2 farblos 5,9 2 0 farblos 6,7
3 1 " 5,1 1 1 ” 5,0
2 0 . » 59 | 2 1 ” 5,5
1 0 ” 5,6 2 0 schw. gelb b4
1 0 " 6,5 2 0 »oom 53

3 = gut, 4 = gehr gut.
3‘
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Nihrboden reichlich Sporen (Tabelle I), auf Nahrlésungen entwickeln
sich zusammenhéngende weifigelbe Sporendecken von unregelméBiger
Oberfliche, die denen der Schimmelpilze dhneln.

Die Stéimme 5 und 6 besitzen zarteres Mycel. Die Sporenbildung
ist bei beiden auf allen festen Nihrbioden stets reichlich, in Losungen
entwickelt Stamm 6 oft nur spirlich oder gar keine Sporen (Tabelle II).
An jhm wurde eine besondere Art der Entwicklung beobachtet, auf
die néher eingegangen werden muf.

In friithen Wachstumsstadien finden sich namlich in Fliissigkeits-
und auf Agarkulturen reichlich stark verdickte, zylindrische, stark gram-

positive Stabchen mit abgerundeten Ecken.

ey Ihre Breite betrigt bis zu 2,3 p, das ist

‘(:’ s mehr als das Doppelte der normalen Pilz-
fiden, ihre Lénge ist nicht konstant, es

kommen Stdbchen bis zu 7 y Linge, oft

‘ t aber auch kiirzere vor. Ein Auskeimen
t : ’Q findet nie aus der Mitte heraus, sondern

= 1 * gtets nur von den Ecken aus statt. Der

i N Keimschlauch ist diinner als das Mutter-
stibchen, er besitzt etwa die Breite der

‘ ‘ t normalen Hyphen. Manchmal erfolgt das
« ! }) Auskeimen nur an einer Ecke, meistens
,’ 4\ * keimen a'ber zwei F.Jcken z?lglelch. aus,

< seltener siecht man Bilder, die drei oder
Abb.1. Stamm 6: Kelmstibchen.  glle vier Ecken mit jungen Keimschlauchen
m{}:::rg. 'e::f:hf feﬁ'f&“ ) zeigen (Abb. 1). Nach und nach ver-
schmdlert sich das ,, Keimstdbchen* und ist

als solches nicht mehr zu erkennen. Die Keimstabchen fanden sich auch
in Nahrmedien, die der normalen Entwicklung des Organismus abtréig-
lich sind, z. B. in einer Kultur in ,,Stammlosung™* + 2 %, Glycerin + 5 %
NH,Cl. Die Mycelbildung war durch die hohe Salzkonzentration (44)
und die geringe Eignung des Ammoniumchlorids weitgehend unter-
driickt, eine Luftsporenentwicklung hatte nicht stattgefunden, die
verdickten , Keimstibchen fanden sich jedoch reichlich in normaler
Ausbildung. Nach Firbung lsbender Stdbchen mit verdiinntem
Methylenblau lassen sich oft dunkle Kérper an beiden Polen, die etwas
aufgetrieben erscheinen, erkennen. Sie bestehen nicht aus Volutin und
nicht aus Fett. Hervorgehoben muB noch werden, dal das Auskeimen
immer auf dem gleichen Nahrboden, auf dem die Stibchen entstanden,
erfolgt, und nicht erst nachdem sie auf neues Substrat: gebracht
worden sind. Die auswachsenden Hyphen verzweigen Sich bald und
bilden ein dichtes Fadengeflecht, aus dem die normalen kugeligen bis
ovalen Luftsporen auf die typische Weise entstehen. Aus ihnen gehen

E
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auf dem gleichen Niahrboden nie wieder neue Mycelteile hervor, werden
gie aber auf neues Substrat gebracht, so entsteht an einer oder an
mehreren Stellen ein Keimschlauch.

Die Gestalt und die Keimung der beschriebenen Stiébchen gleicht
genau den von Lieske (1921, S. 85ff.) als ,,Vierhyphensporen‘‘ beschriebenen
und abgebildeten. Er fand sie ausschlieBlich bei aeroben Stdémmen. In der
spiiteren Literatur sind sie, soweit ich sehe, nur einmal wieder beschrieben (43),
und zwar bei einem anaeroben, pathogenen Actinomyceten. Sonst werden
sie nicht erwihnt, offenbar wurden sie nicht wieder gefunden. Fiir ihre
Entstehung mé6chte Lieske eine Kernverschmelzung und damit einen
sexuellen Vorgang annehmen, die von ihm beschriebene Entstehungsweise
konnte aber nicht beobachtet werden.
Zweifellos sind jedoch die beschriebenen
Formen héchst auffallig und biologisch
sicher keineswegs bedeutungslos.

Die Oberflichenkulturen der mit
den Nummern 7, 8 und 9 bezeichneten
Stimme sind weich, von teigiger Kon-
sistenz und nicht fest mit dem Substrat
verwachsen. Die Bildung von Luft-
sporen erfolgte nicht unter allen Ge-
gebenheiten (Tabelle I), die geringere
Neigung zur Sporenbildung trat wihrend
der ganzen Untersuchungszeit hervor,

Noch weit groBere UnregelmaBig-
keiten zeigten in dieser Beziehung die
Stamme 10 bis 15. Sie bilden alle auf
Agarnihrbéden ein sehr fest zusammen-
héingendes, glinzendes, fest mit dem
Substrat verwachsenes Mycel von knor-
peliger Beschaffenheit. In Lésungen,
die sie vollkommen klar lassen, formen
sie kleine fest zusammenhingende Mycel-
kiigelchen von verschiedener GréBe.
Lange Zeit hindurch bildeten diese
Stdmme auf fliissigen und festen Nihr-
béden in vielen Generationen keine ~ADD.Z. Stamm 10 u. I2: Versporung
Sporen. Dann stellte sich bet allen fast versporten Kultur.
gleichzeitig ohne erkennbare Verdnde-
rung der AuBenbedingungen Sporulation ein, und zwar auf den
verschiedensten Nahrbéden. Tn einer 4 Wochen alten Kultur von
Stamm 10 auf°®Fleischextrakt-Pepton-Dextroseagar (Kulturtemperatur
220 C) z. B. zeigten sich einige versporte Kolonien, die iiber die ganze
Kultur verstreut waren. In einer Kultur von Stamm 14 auf Fleisch-
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extrakt-Pepton-Glycerinagar waren nach 18 Tagen Kulturdauer in
der Mitte Sporen erschienen, oberhalb und unterhalb dieser versporten
Zone waren die Kolonien gut entwickelt, aber vollstindig unversport
(Abb. 2). Es sei noch ausdriicklich bemerkt, daf die sporenbildenden
Stimme im iibrigen morphologisch und kulturell véllig der sporenlosen
Ausgangsform entsprachen. Die anderen Stamme 11, 12, 13, 15 zeigten
ganz dhnliche Erscheinungen. Beim spateren Wachstum breitete sich
die Versporung nicht mehr aus, die unversporten Kolonien blieben
auch fernerhin unversport.

In zahlreichen Versuchen wurde das weitere Verhalten der ver-
sporten und unversporten Kolonien gepriift. Von allen sporulierenden
Stimmen wurden je zehn Schrigagarréhrchen von Fleischextrakt-
Peptonagar + Dextrose und Glycerin mit einer versporten und einer
unversparten Kolonie beimpft. Hierdurch sollte einerseits festgestellt
werden, ob die Zusammensetzung des Nahrbodens einen EinfluB auf
die Versporung auszuiiben vermochte, denn gewisse Beobachtungen
schienen die Annahme zu rechtfertigen, dall die Versporungsneigung
auf Dextroseagar besonders ausgeprigt sei. Andererseits sollte die
,,Erblichkeit’“ der sprungweise aufgetretenen Versporung gepriift
werden.

Ein Unterschied in der Versporungshaufigkeit zwischen Dextrose-
und Glycerinagar konnte nicht festgestellt werden. In allen Versuchen
blieb auf beiden Agararten das versporte Material durch viele Gene-
rationen wihrend der ganzen Untersuchungszeit versport. Bei den
mit unversporten Kolonien beimpften Kulturen zeigte sich nach der
ersten Uberimpfung eine Aufspaltung. Ein Teil der Kulturen blieb
vollstindig unversport, ein anderer Teil wies zwischen vielen unver-
sporten einige versporte Kolonien auf, andere Kulturen waren voll-
stindig versport. Wurde von den versporten Kolonien bzw. Kulturen
weiter geimpft, so entstanden nur versporte Kolonien, wiahrend die
in der ersten Generation unversport gebliebenen auch weiterhin nicht
versporten. In den élteren, reichlich sporulierenden Kolonien entstanden
oft ZerreiBungen an der Oberfliche infolge der beim Wachstum aus-
gelosten Spannungen.

Es handelte sich also um plétzlich auftretende Anderung gewisser
Eigenschaften, die bei der Weiterzucht konstant bleiben. Lieske (1921) hat
diese Erscheinung bei Actinomyceten ausfiihrlich besprochen. Er betont
immer wieder ihre iiberaus groBe Variabilitit ,,in fast allen morphologischen
und physiologischen Eigenschaften*. In #dhnlichem BSinne &ulern sich
Conn (15) und Waksman (1927). Auch Jensen (1931) berichtet von einem
Bodenactinomyceten, bei dem in Einzellkulturen spontan ¢in neuer Typ
entstand. Ebenso beobachteten Rippel und Witter (71) das spontane Auf-
treten von sporenlosen Sektoren in einer sonst sporenfithrenden Kolonie.
Tempel (80) dagegen konnte an fiinf Stammen von Actinomyceten ,,unter
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konstanten AufBlenbedingungen keine sprungweisen Verianderungen irgend-
welcher morphologischer oder physiologischer Eigenschaften* feststellen.
Auch Duché (21) beobachtete keinerlei Variation. Orskow nimmt wenigstens
fiir einige morphologische Figenschaften (darunter nicht die Sporenbildung)
Kounstanz an.

Dampfspannungsbereich und Versporung.

Die Erfahrungen an den Stdmmen 10 bis 15 bestdtigen aufs neue,
daB die Sporenbildung keine unverinderliche Eigenschaft darstellt.
Im folgenden wurde versucht, den Dampfspannungsbereich, in dem
Actinomyceten zu leben vermédgen, sowie Anhaltspunkte fiir ein von
AuBenbedingungen gesetzmiBig abhingiges Einsetzen der Sporen-
bildung innerhalb dieses Bereichs aufzufinden. Hierzu miissen einige
kurze Erlduterungen vorangeschickt werden.

In einer Arbheit von Walter (90) findet sich eine Literaturzusammen-
fassung, aus der hervorgeht, dal} eine bestimmte Abhiingigkeit des Wachs-
tums vom Plasmaquellungszustand besteht. Walter stellte dann fest. daf3
die Voraussetzung fiir Wachstum iiberhaupt ein ganz bestimmter Quellungs-
sustand ist und daB unter sonst gleichen Bedingungen das Wachstum um
so intensiver ausfallt, je starker das Plasma gequollen ist. Unterhalb eines
bestimmten Grenzwertes des Quellungszustandes, der fiir bestimmte Arten
verschieden hoch liegt, hért Wachstum auf. Um zu diesen Ergebnissen zu
kommen, mu3te Waltcr imstande sein, eine Anderung des Plasmaquellangs-
zustandes willkiirlich herbeizufithren. Er wihlte hierzu nicht das Mittel,
gewisse Stoffe den Kulturen hinzuzufiigen, — ein Mittel, das eine Anderung
der Plasmaquellung wohl herbeizufiihren verméochte, das aber auch chemische
Veranderungen auslésen nnd daher friiher oder spiiter das Plasma schéadigen
kénnte —-, sondern ging gleichsam mechanisch vor, indemn er die Tatsache
benutzte, daB jedem Quellungszustand eine ganz bestimmte Saugkraft
und dieser wieder eine relative Dampfspannung von ganz bestimmter GroBe
entspricht. Er dnderte daher die Plasmaquellung durch Anderung der
relativen Dampfspannung. Das Variieren dieser relativen Dampfspannung
wurde in einem abgegrenzten Luftraum mit Hilfe von mehr oder weniger
stark konzentrierter Schwefelsidure erreicht. Dicse Methode wurde grund-
sétzlich bereits von Renner (68) und Walderdorf (89) angewendet, doch
fiigte Walter ihr einige Verbesserungen hinzu.

Mit der im folgenden beschriebenen Versuchsanordnung wurden
eine Reihe von Untersuchungen durchgefiihrt, dic die Verfolgung des
Wachstums und der Sporenbildung bei den Strahlenpilzen unter ver-
schiedenen Dampfspannungen gestatteten:

Runde Glasschilchen von 4 em Durchmesser und 1,5 em Héhe wurden
mit Schwefelsiure bestimmter Konzentration bis 1 cm hoch gefiillt und mit
aufgeschliffenem Glasdeckel luftdicht verschlossen. Daf ein luftdichtes
AbschlieBen wirklich erreicht wurde, geht daraus hervor, dag i{iber reinem
Wasser der Deckel stets beschlagen war, wihrend er bei Herabsetzen der
Dampfspannusg nie feucht erschien. Vor dem VerschlieBen war der Glas-
deckel mit drei moglichst gleichmaBig aufgetragenen Agartropfen (Fleisch-
extrakt-Pepton-Dextrose) versehen, die nach vélligem Eintrocknen beimpft
wurden. Die Kulturen standen bei Zimmertemperatur.
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Tabelle III.
Alter der Kulturen 15 Tage. Zimmertemperatur. Ausgangs-pg 6,8.

Relative |

Dampfspannung 1009/, 990/, || 980/y || 870/, || 960/, || 960y i 980/, || 800/,

Hy80,. ..... 00/, 20/ || 405 || 89 || 89/y || 100 || 120], [ 16,320),
Stamm Wa.s [V.**[Wa.] V.|[Wa.| V.[Wa.] V.|Wa.| V.|Wa| V. Wa V.| Wa. V.
1 33332212#12—--'-—-—---
s 22832 2l1/2|——/|—|—f—|—j—i-
4 313331838332 |83]1]2}|—|—1l—i—
5 3/3)3/3(3[3|3/82|3|2[2]1|2{—~,~
6 222-2—2—1.__-:-.._'_
7 I I e T e I L o e Bl e
8 3 —l3l=l2|=j1|=l—|=]=|=l-|-|-1—-
9 2 | —ll2|—l2|ejle!8i—|—|—|—=l|—|=|—|—
10 2—2—2—2—1———-———[—
11 2 | --fei—ye|—jel—l1 | ——|=i=|=l~|-
14 e | —lel--lel=lel-l1l=|-|=]-1-]-I=

— = keln, 1 = gering, 2 — miBig, 3 = gut.
* Wa. = Wachstum. ** V. = Versporung.

Tabelle IITzeigt die Ergebnisse. Alle Stamme keimten am schnellsten
und entwickelten sich am kriftigsten bei einer relativen Dampf-
spannung von 100 % mit der einzigen Ausnahme von Stamm 3, bei dem
das Wachstum bei 99 9, etwas intensiver war. Dies konnte méglicher-
weise hervorgerufen sein durch etwas ungleiche Dicke des Agartropfens
oder nicht ganz gleichmiBige Beimpfung. Eine Nachpriifung hatte
in einem Falle das gleiche Ergebnis, im zweiten war das Wachstum
bei 100 9, besser, so daB fiir diesen Stamm keine sichere Aussage fiir
das Optimum des Feuchtigkeitsgrades gemacht werden kann. Im
allgemeinen scheint der Dampfspannungsbereich, in dem Actinomyceten
zu leben vermégen, nicht allzu groB zu sein. Immerhin geht er iiber den
der Bakterien hinaus und die Grenzwerte liegen zum Teil betrichtlich
tiefer. Das stimmt gut mit den Untersuchungen von Jensen (1934)
iiberein, der aus Zahlungen von Mikroarganismen in 50 verschiedenen
Béden den Schlufl ableitete, daB die relative Héufigkeit der Actino-
myceten zu den Bakterien mit abnehmender Feuchtigkeit wachse.

Was das Einsetzen der Sporenbildung betrifft, so zeigte Stamm 9
ein bemerkenswertes Ergebnis. Er bildete bei Dampfspannungen
von 100 % und 99 % keine Sporen, die Versporung setzte aber bei 989,
lebhaft ein und, steigerte sich noch bei 97 %,. Dieses Ergebnis 18t den
SchluB auf die Abhiingigkeit der Sporenbildung von dem Feuchtigkeits-
grad der Luft bzw. des Nihrbodens zu, ein Schlul, den zahlreiche
Beobachtungen in anderem Zusammenhang bereits nahelegten. So
beginnt z. B. in Schrigagarrohrchen die Versporung in ‘vielen Fillen,
wenn auch nicht regelmiBig, am oberen Ende des Rohrchens, also dort,
wo der Feuchtigkeitsgrad des Nihrbodens am geringsten ist. Und bei
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Kultur auf Kartoffeln im Reagensglas setzt die Sporulation fast immer
am oberen Teil des Kartoffelstiickchens, das am stiarksten ausgetrocknet
ist, ein, worauf bereits Kiefling (40) aufmerksam machte. Allerdings
trat bei den iibrigen Stdmmen ein Zusammenhang zwischen Feuchtig-
keitsgrad und Einsetzen der Sporulation nicht so eindeutig hervor.

Untersuchungen mit verschiedenen Energiequellen.

Aus einer groBen Anzahl von Kulturversuchen in ,,Stammlésung*
+ 19, Kaliumnitrat und verschiedenen Salzen der niederen organischen
Sduren (0,59%,)! sei nur erwihnt, dal das Wachstum aller Stamme
auf diesen Néhrboden &uBerst spérlich war. Auf Natriumformiat
trat iiberhaupt niemals Entwicklung ein, Essigsdure erwies sich als
etwas verwendbarer, Bernsteinsidure und Apfelsiure waren sehr wenig
geeignet Diese Ergebnisse stehen im allgemeinen im Einklang mit
denen anderer Autoren (Waksman 1927). Ebenso wurden Versuche
gemacht mit Phenol und Toluol als C- Quelle, da nach neueren Angaben
[Gray und Thornton (31), Sihngen (78)] Mycobakterien (agrestis) diese Ver-
bindungen zersetzen. Das Ergebnis war ebenfalls recht unbefriedigend.
Auf Phenol trat nur in einem Falle (Stamm §) ein sehr geringes Wachs-
tum ein, auf Toluol zeigten die anspruchslosen Staémme 3 und 5 geringe
Mycelentwicklung und geringe Versporung, alle anderen wuchsen nicht.
Bierwiirze ist fiir alle ein ungiinstiger, Hefekochsaft ein vorziiglicher
Néhrboden. In ihm finden sich neben leicht zersetzlichen Stickstoff-
verbindungen wahrscheinlich irgendwelche Wuchskatalysatoren, die
giinstig auf die Entwicklung wirken. Ebenso gedeihen alle Stimme
gut auf Kartoffeln. Stamm 6 und 7 fiarben sie hraunschwarz, bei den
anderen Stimmen bleibt der Farbton heller. Stamm 1, 2 und 3 scheiden
auf der Sporenschicht grofle, gelbe, glinzende Fliissigkeitstropfen aus,
auf deren Inhalt sogleich eingegangen werden wird.

Eine Versuchsreihe in ,,Stammlésung” + 29, Glycerin und
1,3 %, Asparagin (die 1 %, KN O3 dquivalente Menge) verdient besonders
erwihnt zu werden (Tabelle TV). Asparagin scheint nach Wachstum
und Farbstoffbildung fiir alle Stimme eine ausgezeichnete Stickstoff-
quelle zu sein, was auch oft angegeben wird (67). Die kriftigen Stamme 1
bis 4 bildeten dicke, zusammenhéngende Oberflichendecken mit zahl-
reichen Sporen und auch die zarteren Stamme hatten bis auf Stamm 70
und 11 reichlich Sporen entwickelt.

Die mikroskopische Untersuchung des Mycels wies jedoch bei
Stamm 10 und 11 Bilder auf, die moglicherweise als Mangelerscheinung
gedeutet werd.en miissen. Beide Stimme bilden bei normalem Wachs-

! Die Néhrlosungen waren stets mit Natronlauge oder Natriumcarbonat
auf py 6,8 bis 7,0 eingestellt.
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Tabelle IV.

Alter der Kulturen: 11 Tage, Temperatur 22°C, Ausgangs-pu 7,0.
dor ommet Wachstum Sporenblldung |  NELeerng End-pg

1 4 4 dunkelbraun 8,2

3 4 4 » 70

4 4 3 ” 7,9

5 4 4 braun 8,3

6 4 4 dunkelbraun 8,0

7 4 3 braun 7,2

8 ' 4 4 ” 7’3

10 4 0 » 8,0

11 | 4 0 " 81

tum auf allen Nahrboden ein fest zusammenhingendes, mit fett- und
wachsartigen Stoffen reichlich inkrustiertes Mycel (vgl. weiter S. 50.)
Auf Zusatz von Sudan III und o-Naphthol lassen sich in den Hyphen
zahlreiche kleine Fetttropfchen nachweisen, und auch auBerhalb der
Fiaden liegen kleine, rund und buchtig begrenzte Fettplattchen. Gegen-
iiber anderen Niahrboden traten diese Fetttropfchen reichlicher auf und
waren groBer, wenn Asparagin als Stickstoffquelle benutzt wurde.
In anderen, makroskopisch vollkommen gesund aussehenden Kulturen,
in denen Asparagin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
wirkte, trat die vermehrte Fettspeicherung nicht so auffillig zutage,
aber auch hier war sie deutlich bemerkbar. Die Ursache fiir die gréBere
Verfettung bei Vorhandensein einer besonderen Kohlenstoffquelle diirfte
in einem relativen Stickstoffmangel bei Versorgung mit Asparagin liegen.

Eine Analogie zu diesen Befunden liegt in den Ergebnissen, die Heide (33)
vor einigen Monaten fiir Endomyces vernalis verdffentlichte. Schon vor
langerer Zeit wurde weiterhin fiir M. tuberculosis nachgewiesen, daB die Auf-
speicherung betrichtlicher Mengen stickstofffreier Reserven in Form von
Fett und Wachs im Zusammenhang mit der Zusammensetzung der Nahr-
béden (29) steht; es scheint auch in unserem Falle eine Beeinflussung der
Fettspeicherung durch den Nahrboden vorzuliegen.

Ferner mul auf die Tropfchenbildung in den Asparaginkulturen,
die bereits beim Wachstum auf Kartoffeln erwiahnt wurde, eingegangen
werden. Auf der Oberflichendecke von Stamm 1 traten in élteren
Kulturen, iiber die ganze Decke verstreut, groBe, hellgelbe, zahfliissige
Tropfen auf, wie sie bei Schimmelpilzen nicht selten vorkommen. Sie
besaBen ein pm von 8,0, mit Neflers Reagens erfolgte eine starke
Ammoniakreaktion und nach Ansiuern mit Essigsiure entstand auf
Zusatz von Calciumchlorid ein feiner Niederschlag, der das Vorkommen
von Oxalsiure wahrscheinlich machte. Es darf daher auf eine wisserige
Losung von Ammoniumoxalat als Stoffwechselprodukt einer weit-
gehenden EiweiBzersetzung in den Tropfchen geschlossen werden.
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Nitrit als Stickstoffquelle.

Uber die Verwertbarkeit von Nitriten durch Actinomyceten lauten
die Angahen der Autoren sehr widersprechend. Schon Beijerinck (6) macht
im Jahre 1900 die Feststellung, daBl der von ihm untersuchte Organismus
Nitrite in groB8er Verdiinnung auszunutzen vermochte. Bei Krainsky,
Waksman und GQuitionneau (32) finden sich dhnliche Angaben. Fousek (26)
dagegen konnte in Nitritlosungen nie Wachstum erzielen. Tempel (80)
verwendete Natriumnitrit und berichtet von méiBigem hzw. geringem
Wachstum bei drei von vier untersuchten Stdémmen.

Tempel duBert aber selber Zweifel daran, da8 ihre Stimme tat-
sichlich das dargebotene Nitrit verwertet hatten und nicht vielmehr
die Ammoniakverbindungen der Laboratoriumsluft ausnutzten. Von
keinem Forscher wurde bisher versucht, diese Verbindungen auszu-
schlieBen und auf diese Weise zu einem sicheren Urteil zu kommen.

Zu diesem Zwecke wurde die Niahrlésung (50 cem Stammlésung + 2 9,
Glycerin + 0,019, KNOQO,) in 100 cem Erlenmeyerkolben gefiillt und
simtliche Kolben nach Sterilisation in eine grofle Glasschale gestellt, die
mit aufgeschliffonem, jedoch in der Mttte durchbohrtem Deckel luftdicht
verschlossen wurde. Die Durchhohrung des Deckels wurde mit durch
Schwefelsiaure hefeuchtetem Kieselgur verschlossen. Kulturen und Schale
wurden zu Beginn des Versuchs an der Wasserstrahlpumpe evakuiert.
Darauf wurde durch Lauge und Saure von den Ammoniakverbindungen
der Laboratoriumsluft befreite ,,reine‘‘ Luft neu eingeleitet. Evakuierung
und Neubeliiftung wurden mehrere Male wiederholt. Wahrend der Wachs-
tumszeit wurde in Abstinden von je 3 Tagen die Luft in der Glasschale
(stets nach Durchleiten durch TLauge, Sidure und destilliertes Wasser)
erneuert.

Tabelle V.
Alter der Kulturen 30 Tage. Temperatur 18 bis 20° C. Ausgangs-pu 6,5.
Stamm ‘ Wachstum Farbe der Losung Geruch Luftsporen | End-py
|
1 1 hellgelb stark erdig | 2 | 72
3 2 ” " 2 111
4 2 wasserhell ' 3 12
] 1 ” ” 2 ‘ 7,6
6 1 gelbgriin » 2 ;8
7 2 dunkelgelb ' 2 L 6,6
9 2 wasserhell - — [0l
10 1 » — — P2
11 2 . - - YA |
13 2 » — — | 71
15 2 » — - i1

Alle Staimme hatten, wie Tabelle V zeigt, das Kaliumnitrit als Stick-
stoffquelle angenommen, doch war das Wachstum iiberall sparlich.
Makroskopisch fiel auf, daB die Mycelkiigelchen bei den Stimmen 10
bis 15 durchweg bedeutend gréder waren als in zutriglichem Nihr-
substrat und gleichsam aufgelockert, fast flockig erschienen. Die mikro-
skopische Untersuchung des Mycels ergab bei allen Stémmen unnormale
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Bilder. Es kamen diinne, wellenférmig gewachsene Fiden vor, neben
verdickten, die ovale bis runde Auftreibungen im Hyphenverlauf auf-
wiesen. Diese erreichten das Drei- und Vierfache des reguliren Faden-
durchmessers. Hiufig fanden sich Deformationen an den Verzweigungs-
stellen und das Ende des Fadens war oft blasenférmig aufgebliht.
Nach diesem durchaus krankhaft erscheinenden Mycelbefund ist an-
zunehmen, daf3 das kiimmerliche Wachstum nicht allein auf die Art
und Spirlichkeit (0,019,) der Stickstoffquelle zuriickzufiihren ist,
sondern seinen Grund mindestens teilweise in einer vom KNO, aus-
geiibten Giftwirkung hat.

Bindung des Luftstickstoffs.

Mit Hilfe der gleichen Versuchsanordnung wurde das Vermogen
der Pilze gepriift, den elementaren Luftstickstoff zu assimilieren. Als
Nahrlésung wurde ,,Stammlésung -+ 29, Glycerin -+ 0,0005 %,
Na, MoO, verwandt. Stamm 17 ist imstande, den Stickstoff der Luft
zu verwerten. Auf 100 cem Néahrlésung wurden in 28 Tagen bei Zimmer-
temperatur bis zu 5mg N gebunden. Uber diese Versuche wird in
anderem Zusammenhang ausfithrlich berichtet werden.

Wachstumskurven der verschiedenen Stdmme.

Die in der nachstehenden Tabelle VI zusammengefaBten Ergebnisse
stammen aus zwei parallelen Versuchsreihen.

Tabelle VI.

Mycelgewicht in mg Zucker im Substrat in mg
Stamm nach Kulturtagen nach Kulturtagen
7 ] 15 20 , 30 l 70 7 15 I 20 30 70
_ — s = | e NN e E LSS -
5 | o l 198 | 212 I 210 | 186 | 309 1131 0| o o
4 67 | 179 | 202 | 190 | 160 | 164 | 107 0 0 0
5 91 | 120 | 138 | 110 ’ 77 | 243 | 98 0 0 0
6 23 o5 | 26 | 27 | 29| 304 | 224 | 211 | 17 | 79
7 18 23 | 24 | 26 | 28| 806 | 221 | 220 | 181 | 89
8 19 | 23 | 24 | 27 | 29| 295 | 235 | 221 | 167 | 78
10 14, 18| 18| 23 | 18 | 306 } 242 | 240 | 189 | 99
T o Py nach Kulturtagen
Si
ST T [ e [ w [ | e
3 1 689 | 814 l 829 | 839 | — -
4 | 628 | 829 | 830 | 832 - —
5 || 698 | 821 | 854 | 820 - 7,2
6 | 562 | 515 | 483 | 489 | 536 d
7 | 543 | 4,88 | 433 | 441 | 463 | —
8 | 526 | 4,83 | 4,44 | 4,42 | 48] -
10 605 | 582 | 517 | 4,80 | 495 -

Je 60 ccm Fleischextrakt-Pepton-Dextrose-Losung (19,). Kultur-
temperatur 22°C. Ausgangs-pg 6,8.



Morphologie und Physiologie der Actinomyceten. 47

Auf Grund dieser Versuche zerfallen die Actinomyceten in der
benutzten Néhrldsung in zwei Gruppen: in solche, die die Lésung
wihrend ihres Wachstums alkalischer machen, und in solche, die die
Aciditit des Substrats ziemlich betrichtlich erh6hen. Die erste Gruppe
umfaft die Stimme 3, 4 und 5. Alle wachsen schnell und kriftig und
sporulieren reichlich ; Stamm 4 entwickelt sich am schnellsten, Stamm 3
am langsamsten. Nach Art der Aspergillaceen bilden sie eine zusammen-
héingende Myceldecke auf der Substratoberfliche. Schon zwischen
dem 15. und 20. Kulturtag ist der gesamte Zucker verschwunden.
Das Mycelgewicht erreicht dann seinen hichsten Betrag. Die H-Ionen-
konzentration fallt bei Stamm 3 und 4 bis zum Versuchsende ab. Diese
Erscheinung diirfte auf autolytische Vorginge zuriickzufiihren sein.
Behr (5) hat in quantitativen Untersuchungen an fiinf 4spergillus niger-
Stdmmen nachgewiesen, daB als Autolyseprodukt der organischen
Stickstoffverbindungen neben Aminoséuren immer Ammoniak auftritt,
und auf das Auftreten von Ammoniakverbindungen darf auch hier
das Ansteigen der Alkalitit zuriickgefiihrt werden, denn in Kulturen
dieser Stimme und dieses Altersstadiums war Ammoniak immer nach-
weisbar.

Es ist wahrscheinlich — was auch Behr betont —, daB schon in
verhiltnisméBig frithem Stadium autolytische Vorginge einsetzen. Zu
Beginn der Kultur iiberwiegen aber die Wachstumserscheinungen und
ihre Auswirkungen, zur Zeit des héchsten Mycelgewichtsstandes halten
sich Autolyse und Wachstum in ihren Auswirkungen die Waage und
gegen das Ende des Vegetationsablaufs iiberwiegen die Autolyseprodukte.
Der Riickgang der Alkalitit bei Stamm 4, der schon nach 30 Tagen
angedeutet, nach schr langer Kulturdauer (90 Tage) aber erheblich ist,
konnte aus einer ungewdhnlich groBen Vermehrung saurer organischer
Zwischenprodukte des EiweiBzerfalls erklirt werden, die im Zusammen-
hang steht mit dem schon zwischen dem 20. und 30. Kulturtage ein-
setzenden intensiven Mycelschwund, der bei diesem Stamm auBer-
ordentlich schnell eintrat und am Ende der Untersuchungszeit bereits
449, des Hochstgewichtsstandes betrug. Bei den beiden anderen
Stémmen verlief dagegen der Mycelverfall weit langsamer: ihr Mycel-
schwund betrug beim Abschlul der Beobachtungen nur 13 bzw. 22,7 9.
Wihrend des Kulturverlaufs nahm die Lésung der drei Pilze einen
immer tiefer werdenden braunen Farbton an und war beim SchluB
der Untersuchung tiefdunkelbraun gefirbt. Auch dies stimmt mit den
Beobachtungen an Aspergillaceen iiberein; es darf zuriickgefiihrt werden
auf die Bildung stickstoffhaltiger Huminstoffe, denn beim Ansiuern
fielen derbe ebraune Flocken dieser Substanzen aus den Kultur-
l6sungen aus. .

Ganz anders verhielten sich die Stimme der zweiten Gruppe, die
feinfidigeren, keine Oberflichendecken bildenden Organismen. Ihr Mycel.
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gewicht bleibt ganz erheblich hinter dem der 1. Gruppe zuriick. Mycel-
gewicht und Zuckerverbrauch stiegen zu Beginn des Versuchs verhiltnis-
mafBig schnell an, wobei sofort die H-Ionenkonzentration erheblich
erh6ht wurde. Spiter war Zucker im Substrat noch reichlich vorhanden,
aber bei einer so hohen Aciditéit vermochten die Pilze nur miBig zu
wachsen, so daB die Mycelgewichtserhohung geringfiigig blieb. Dennoch
nahm der Zuckergehalt stirker ab, als entsprechand der Mycelgewichts-
erhdhung zu erwarten gewesen wire; es ist ja bekannt, daB im Alter
die Veratmung des Zuckers stirker hervortritt als die Neubildung von
Mycel. Es kann also angenommen werden, daB auch hier autolytische
Vorginge die Mycelgewichtskurve beeinfluBten, denn auch in saurer
Losung setzt Autolyse ein. Die verhiltnismiBig geringe Mycelgewichts-
erhohung 1a8t sich dann so erkléren, daB wihrend des langsamen Wachs-
tums neuen Mycels die Autolyse die élteren Mycelteile schon stark
angreift. Gegen den SchluB der Versuchsreihe (70 Tage), wenn das
Wachstum neuen Mycels die Reaktion immer weniger beeinfluflt,
fiel die H-lonenkonzentration deutlich, ‘weil jetzt die Autolyseprodukte
iiberwogen und die Reaktion des Substrats bestimmten.

Die Unterschiede in der vegetativen Entwicklung der beiden
Gruppen, sowie der Einflufl der autolytischen Vorginge kommen eben-
falls sehr deutlich zum Ausdruck durch einen in Tabelle VII gegebenen
Uberblick iiber den &konomischen Koeffizienten der untersuchten
Stamme, d. h. der Menge des auf 100 Teile verbrauchten Zuckers ge-
bildeten Mycels nach verschieden langer Kulturdauer.

Tabelle VII.

Okonomischer Koeffizient nach Kulturtagen
Stamm
7 15 20 30 70
3 27,2 40,8 36,3 35,0 30.8
4 16,4 36,3 371 31,7 26,0
b 26,6 23,9 23,0 18,3 12,8
6 8 6,8 6,7 6,3 5,6
K 6,1 6,1 6,0 6,2 5,6
8 6,2 6,3 6,3 6,2 5,6
10 4,8 5,0 5,0 5,6 3,8

Es sei noch einmal betont, daB diese charakteristischen Wachstums-
kurven nur fiir bastimmte Néhrlosungen gelten.

Inhaltsstoffe.

Uber die Inhaltsstoffe der Actinomyceten liegen verhiltnismiBig
wenige Untersuchungen vor. Rippel und Witter (71) beschéftigten sich
eingehend mit den Inhaltsstoffen Volutin, Fett und Chitin. Reserve-
eiweiB in Form von Volutin fand sich bei den hier besprochenen Formen
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in allen Stimmen, jedoch in ver-
schiedenen Medien verschieden
haufig. Es wurde auBer mit den
gebriuchlichen Firbungen und
Reaktionen noch nachgewiesen
mit der von Heucke und Henne-
berg (35) fiir Hefen angegebenen
Lebendfirbung durch  eine
0,001 %jige wiisserige Neutral-
rotlosung (die Ergebnisse finden
sich in Tabelle VIII).

In Nihrbouillon mit 1 %igem
Lithiumchloridzusatz, der das
Wachstum beeintriachtigt und
Fadenverdickungen und Auf-
treibungen (Involutionsformen)
veranlaBt, lieB sich nur bei zwei
Stdémmen miBig viel Volutin
nachweisen. Witter (92) fand bei
fiinf Strahlenpilzstamm.en in syn-
thetischer Nihrlésung mit stei-
gendem LiCl-Zusatz abnehmen-
den Volutingehalt, bei Zusatz
von 0,569, LiCl ,fast kein Vo-
lutin“.  In Hefekochsaft war
Wachstum und Speicherung des
Reservestoffs schr gut, einige
Zerfallsteile waren ganz mit Vo-
lutin  angefiillt, nach fiinf-
wochentlicher Kulturdauer lie
s sich immer noch nachweisen.
Bei den reichlich sporulierenden
Formen fand es sich auch in den
Sporen. Die Volutinkugeln sind
ungleich groB und in den Fiden
ungleichmiBig verteilt, oft lagen
sie nicht in der Mitte des Fadens,
sondern seitlich. In den beiden
Bodenausziigen war das Wachs-
tum kiimmerlich, die Hyphen
blieben diifn und wuchsen
wellenfi)'rmig, in alten Kulturen
fanden sich Involutionsformen.

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11.

Temp. 22°C. Ausgangs-py 6.8.

Tabelle VIII. Untersuchung auf Volutin.

sl 11 HHE
T+
R
ala LR
R
[11 1 H+H
|
gl +"'iii
<« +
sl 11T +HH
+++
) L
EEEERE
+ 100 A4HE
T
'+‘|+++++
N
Lyl + 1 H
4
G+
Pl
+1 411
+
R
NN
g kg
§| Bofd i
gl d| ASg= ;o
g1 8 &:.,\"f‘l:
B Ll e g w
) o o'l a
+—|‘-¢N8=?
g . tH+5228
£ Adeded's
2 zzzzmgi
4

'S
<

mit Nap, COj auf Py 6,8 gebracht, 20 Min. bel 1200 C sterilisiert.

*s = Bodenauszug: 20 g Walderde + 100 ccm aq., 20 Min. bei 1200 C sterilislert, daraut filtriert, am niichsten Tag nochmals sterilisiert.

— = kein, *+ = gering, + = miBig, + + = gub, + ++ = reichlich.

* = Nihrbouillon.
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Die Volutineinlagerung aber war teilweise sehr reichlich, in élteren
Kulturen ging sie wie bei allen Stdémmen zuriick zugunsten einer
zunehmenden Fettspeicherung.

Der Fettnachweis wurde mikroskopisch durch Fiarbung mit o.-Naph-
thol und Sudan IIT und Verseifung mit Alkalien nach Molisch (54)
gefiihrt. Die meist kugeligen Einschliisse lagen sowohl in den Fiden,
als auch in den Involutionsformen. (Siehe Tabelle IX.)

Tabelle IX. Untersuchung auf Fett.
Alter der Kulturen 29 Tage. Temperatur 22° C. Anfangs-py 6,8.

Fetteinlagerung | NB.+10/o| NB.+19/, | NB.+2%5 INB. +109/,| Hefe- Bdausz. Bdausz.
in Stamm Glucose Lic Dextrin |Saccharose| kochsaft 1 2

++
T+
!

~ .
VS 002 Oo

+++ 111+ 1

+++1 0+

++1 010

++ .
TTrrrrnn
o+
e
4, +
HEC S

NB. = Nihrbouillon.

Bezeichnung wie bei Tabelle VI1I.

Bei Stamm 6 wurde in keiner Nahrlosung Fett gefunden. auch
nicht in 3 Monate alten Kulturen. Auffillig ist weiterhin das nahezu
vollstindige Fehlen der Fetteinschliisse bei den Stdmmen I bis § in
Hefekochsaft und in Nahrbouillon mit Dextrin und Glucose, wahrend
sie in anderem Material hdufig und teilweise reichlich Fett ablagerten.
Gerade diese Losungen gestatten die iippigste Entwicklung der Pilze,
und Volutineinlagerung ist in ihnen stets reichlich vorhanden. Das
Fehlen der Fetteinschliisse deutet die verschiedenen Faktoren bei der
Entstehung beider Inhaltsstoffean : Volutinbildung stellt die Speicherung
eines wichtigen Reservestoffs dar, solange der Organismus noch zu
intensivem Wachstum fihig ist. Verfettung aber bedeutet eine De-
generationserscheinung bei abnehmender Lebensintensitit.

Allerdings sind die Stimme 10 und 12 von dieser Regel aus-
genommen. Es wurde bereits erwiahnt, dal beide auf allen Néhrbéden
ein fest zusampaenhﬁngendes, hartes und sprédes Mycel bilden, das sich
wie eine Wachsschuppe von der Unterlage loslésen lieB. Es enthilt
schon in fritlhen Wachstumsstadien reichlich fett- und wachsartige
Stoffe, bei ihnen kann also die Ablagerung dieser Stoffe nicht als eine
degenerative Verfallserscheinung angesehen werden. Ein Teil der
Einlagerungen besteht aus Fett, das sich mit Sudan rétet. Nach Zusatz
von Ather werden gewisse Bestandteile herausgelost, doch werden die
Einlagerungen auch nach tagelangem Liegen nicht vollstindig geldst.
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Zur Verseifung wurden Mycelteile auf einen Objekttrager gebracht,
mit einem Deckglas bedeckt und mehrere Tage in der feuchten Kammer
der Einwirkung von gleichen Teilen wisseriger konzentrierter Kalilauge
und ebensolcher Ammoniaklosung iiberlassen. Nach 5 Tagen ergab
die mikroskopische Untersuchung, daB} eine Verseifung des Fettes erfolgt
war. Es hatten sich kristallinischc Massen und zahlreiche Kristall-
nadeln der entsprechenden Seifen gebildet.

Will man Glykogen neben Fett- und Wachsstoffen mikroskopisch
auffinden, so muf} die Jodlésung sehr stark verdiinnt sein. Anscheinend
kann dieser Reservestoff unter dem EinfluB gewisser ungiinstiger
Bedingungen in der _ictinomyces-Zelle abgelagert werden (59), solche
Bedingungen scheinen aber im allgemeinen nur selten vorzuliegen.
Glykogen konnte bei keinem der Stimme nachgewiesen werden.

Auf Chitin und Cellulosc wurden die Stimme 1, 4, 5, 6, 7, S, 10
und 72 nach der von van Wisselingh (42) angegebenen Methode unter-
sucht, wobei der Chitinnachweis durch Erhitzen des Mycels in Glyeerin
auf 3000 verscharft wurde. In allen untersuchten Formen liel sich
weder Chitin noch (e 'ulose nachweisen, cin Ergebnis, das auch Rippel
und Witter (71) auf m::kroskopischen Nachweis hin erhielten,

Verhalten 2u Farbstoffen.

Das Verhalten der Strahlenpilze gegeniiber den gebriauchlichen
Farbstoffen ergab keine Besonderheiten. Lebenskriftiges Myeel und
intakte Sporen waren bei der Gramschen Fiarbung noch nach einer
Entfirbungszeit von 90 Sekunden grampositiv, iltere Fiden ent-
farbten sich nach Gram, dic Sporen hielten den Farbstoff am lingsten
fest. Dagegen wurde bei Priifung der vielumstrittenen Siurefestigkeit
cin erwidhnenswertes Frgebnis crhalten.

2 bis 3 Wochen altes Material wurde wie iithlich auf Objekttragern aus-
gostrichen und nach Lufttrocknung iiber der Flamme fixiert. Ter ganze
Objekttrager wurde sodann mit konzentriertern (arboifuchsm ubergossen
und bis zum Sieden iier Farblosung erhitzt. Nach Abepiilen mit Wasser
erfolgte die Entfarbung durch 5 jige Schwefelsaure oder 1 ¢, igen Salzsiure-
Alkohol, bis mit bloBem Auge das ganze Priparat entfiarbt schien. Nodann
griindliches Abspiilen mit Wasser. Haufig wurde eine Gegenfarbung mit.
verdiinutem wiisserigem Methylenblau gemacht.

Lufthyphen und Sporen der Stémme I bis 9 waren nicht gleich-
miBig widerstandsfihig gegen die Entfarbung, doch konnen alle nicht
als siurefest bezeichnet werden.

Das ist anders bei den aus Erlenknéllchen isolierten Stammen.
Stamm 70 his 15 miissen zweifellos als siurefest beiden Entfirbungs-
verfahren gegeniiber gekennzeichnet werden. Fir ihre Saurefestigkeit
war die Beschaffenheit der gebriuchlichen Nahrboden im allgemeinen
ohne EinfluB, es erwies sich auch als gleichgiiltig, ob die Hyphen auf

4*
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festem Substrat oder innerhalb einer Lésung gewachsen waren. Aller-
dings war die Saurefestigkeit in diesem Falle etwas geringer, auch
hielten die Fiden den Farbstoff nicht gleichmiBig stark fest, neben
tiefroten lagen schwach gefirbte Fadenstiicke. Durch Kultivieren
auf bestimmten Nihrboden (Butter- und Rindertalgagar) wurde die
Séurefestigkeit deutlich erhoht.

In der Literatur findet sich eine Reihe von Angaben iiber einzelne,
meist pathogene, sdurefeste Actinomyceten [Fritsche (27), Davis (19)], auch
Lieske (1921) fand unter seinen 112 Formen 7 Stidmme, die sich als siduretest
erwiesen, darunter einen aus ,,Erlenwurzeln kultivierten“. Der wichtigste
und weitaus bekannteste sidurefeste Organismus unter den nahen Ver-
wandten der Actinomyceten ist der Tuberkelbacillus. Sein Mycel ist in
gleicher Weise mit Fett- und Wachssubstanzen inkrustiert wie das der hier
besprochenen sdurefesten Strahlenpilze. Es darf daher angenommen
werden, dafl die Eigenschaft der Saurefestigkeit mit diesen S Hstanzen
zusammenhéngt.

Physiologische Einzelheiten.
Die Natur der gebildeten Sdure.

Es wurde bereits ausfiithrlich dargelegt (S. 46), dal in bestimmten
Nahrlosungen ein Teil der Pilze wihrend des Kulturverlaufs die H-Ionen-
konzentration des Substrats betrichtlich erhéht. Dieses Saurebildungs-
vermdgen wurde auch auf andere Weise nachgewiesen.

Beim Wachstum auf Natriumsulfit-Lactose-Agar nach Endo waren
am 4. Tage nach der Impfung (Temperatur 299) bei Stamm 6 die Kolonien
selbst und ihre Umgebung rot gefirbt. Das gleiche Ergebnis trat bei
Stamm 7 und § ein, doch war die Verfarbung wegen des beigemischten
Eigenfarbstoffs nicht so eindeutig. Alle Sdurebildner zeigten weiter
diese Fihigkeit deutlich auf Plattenkulturen von Fleischextrakt-
Pepton-Dextrose-Agar, dem Calciummalat zugesetzt wurde (44). Auf
dem undurchsichtigen, weiBlich getriibten Nihrboden bildete sich
um die Kolonien herum eine aufgehellte Zone infolge der Losung des
Kalks durch die vom Pilz erzeugte Siure. Uber die Natur der Siure
wurden uns keinerlei Angaben aus der Literatur bekannt, doch wies
der in den Kulturen auftretende ausgesprochene Geruch nach Milch-
siure darauf hin, Untersuchungen in dieser Richtung anzustellen.

(Tabelle X.)

Fs wurde 1cem der filtrierten Kulturfliissigkeit nach Anséduern mit
einigen Tropfen.H, SO, mit 10 ccm Ather griindlich ausgeschiittelt und nach
Verdampfen des Athers der Riickstand in 2 cem Aqua dest. aufgenommen.
Zn 0,2 cem dieses wisserigen Riickstandes wurden 2cem konzentrierte
H, 8 O, hinzugefiigt und die Lésung nach kraftigem Durchschiitteln 2 Minuten
im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Erkalten wurden 2 Trogfen Guajakol-
l6sung hinzugefiigt (41). Bei Vorhandensein von Milchsaure tritt nach
Zusatz des Guajakols Rotfirbung ein. Die Reaktion ist aullerordentlich
empfindlich, der Ausfall ist bereits bei Bruchteilen von Milligrammen
Milchséure positiv.
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Die Kulturfliissigkeiten der Stamme 6, 7, § und 10 firbten sich
tiefrot, sie enthielten also Milchsiure, die von den Pilzen als Zwischen-
produkt des Kohlenhydratstoffwechsels gebildet worden war. Die
Natur der Sdure wurde auBlerdem noch auf folgende Weise fest-
gestellt (75):

5 cem filtrierte Kulturlésung wurde mit 25 ccm Ather in einem kleinen
Scheidetrichter gut durchgeschiittelt. Bei Vorhandensein von Milchsiure
wird diese vom Ather aufgenommen. Nach Abscheiden der Atherschicht
wurde die Lésung abgelassen und zum Ather 5 ccm Aqua dest. hinzugefiigt,
dem 2 Tropfen einer verdiinnten Eisenchloridlésung (1: 9 Aqua dest.) zu-
gesetzt waren. Nach kriftigem Schiitteln firbt sich hei Anwesenheit von
Milchsiure das Wasser gelbgriin durch Bildung von milchsaurem FEisen.

Tabelle X. Sdurebildung in Fleischextrakt-Pepton-
Dextroseléosung.
Ausgangs-py 5,84.

Stamm Alter der Kultur End-py ")  Farbe der Losung M;l:c';?:‘e’i':'

3 26 Tage 8,39 braun —
4 2 8,66 braungelb —
5 26 ,, 8,63 braun —
6 2 4,86 dunkelbraun +
7 2 4,74 dunkel braunrot + 4+
8 25 4,83 dunkelbraun +

10 2% , 5,17 » ++

Die Reaktion fiel, wie Tabelle X zeigt, bei allen vier Stimmen
deutlich positiv aus. Endlich wurde die Milchsidure noch durch Aus-
kristallisation des Calciumlactats nach der von Bernhauer (8) an-
gegebenen Methode nachgewiesen.

Dic Kulturfliissigkeit. wurde mit Calciumhydroxyd bis zur schwach
alkalischen Reaktion versetzt, aufgekocht, filtriert, ausgewaschen und im
Vakuum auf ein Drittel ihres Volumens eingedampft. Nach einigen Tagen
Stehens im Kisschrank hatten sich nadelférmige Kristalle von Calcium-
lactat gebildet.

Anderson, Peterson und Fred (1) haben als Oxydationsprodukt von
Dextrose und Lactose bei Kndllchenbakterien Brenziraubensiure nach-
gewiesen. Da diese mit Milchsiiure ein reversibles Oxydationssystem bildet,
so wire es méglich, daf3 bei ihnen auch Milchsiure entstehen kénnte, wie
andererseits bei Actinomyceten Brenztraubensiure vorkommen diirfte. Auf
diese Uberlegungen hin wurden an Kulturlosungen der Stimme 6 bis 9
wiederholt auch Untersuchungen auf Brenztraubensiure angestellt, jedoch
konnte diese Saure nie nachgewiesen werden.

Die wichtigeren Enzyme.

Die Strallenpilze kénnen, wie wohl alle Organismen, an natiirlichen
Standorten und in Kultureu Stoffe abscheiden, die — auch unabhingig
von der lebenden Zelle — chemische, fiir ihr Wachstum bedeutsame, Um-
setzungen verursachen (Enzyme im weitesten Sinne). Schon Jensen (39)
priifte 1902 mit steriler Butter das Fettspaltungsvermogen von Actin.
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chromogenes, Waksman und Skinner (88) beobachteten an einer Reihe von
Strahlenpilzen die Fihigkeit Cellulose zu zersetzen, Chatterjee (14) stellte
bei nahen Verwandten (Diphtheriebacillus) Labenzym fest. Die meisten
Untersuchungen liegen zur Amylasebildung vor [Caminiti (12), Krainsky,
1914, Licske, 1921, Waksman, 1918 und 1919] und Ndslund und Dernby (58)
schlossen aus den Reaktionen von 18 Actinomyces-Stiammen sowohl auf
extra- als auch auf intracelluldre proteolytische Enzyme. Auch mit den
hier beschriebenen Actinomyceten wurden Versuche durchgefiihrt, um das
Vorhandensein der wichtigeren Enzyme nachzupriifen.

Es sei nur kurz erwidhnt, daB keiner der Stamme Cellulose zersetzte.

Bei der Einwirkung aufGelatine ist die Aciditat fiir die enzymatische
Wirksamkeit von besonders grofler Bedeutung. Da die meisten neueren
Untersuchungen iiber peptonisierende Fermente niederer Organismen
das Optimum fiir die Spaltung im neutralen Gebiet angeben (K. Meyer,
Moycho, Gorbach), wurde die Reaktion des Nahrsubstrats (Nihr-
bouillon + 109, Gelatine) auf ein pw von genau 7,0 eingestellt. Die
Kulturen wuchsen bei Zimmertemperatur, teils im Licht, teils im
Dunkeln, denn altere Autoren (24) fanden bei einzelnen Bakterienarten
eine Schiadigung der Fermente durch das Tageslicht.

Die Stamme 7 bis 9 sowie Stamm 72 zeigten bald eine starke
Wirkung auf den Nahrboden. Seine Verfliissigung machte sich in weitem
Umkreis um die einzelnen Kolonien herum bemerkbar, woraus die enzy-
matische Natur der ausgeschiedenen Stoffe hervorging. Nach einer
Kulturdauer von 9 Tagen war das Substrat (9 ccm) vollstindig ver-
fliissigt. Bei den Stimmen 70, 13, 1{ und 15 geht die Verflissigung
langsamer. Nach 9 Kulturtagen lagen Einzelkolonien am Grunde
einer trichterformigen Vertiefung, zusammenhiangende bildeten ein-
gesunkene Krusten auf dem Substrat. Die Geruchsbildung war bei
allen Stimmen sehr stark ein Unterschied zwischen den im Dunkeln
und den im Tageslicht gewachsenen Kulturen war nicht feststellbar.
Das End-px lag bei allen Kulturen im alkalischen Bereich, eine Farb-
stoffbildung war nirgends eingetreten.

In den Filtraten der verflissigten Niahrboden verliefen die Biuret-
reaktion und die Farbreaktion mit Millons Reagensnegativ, mit Salpeter-
sdure und Essigsédure entstand weder in der Kilte noch in der Warme
ein Niederschlag, dagegen waren die letzten Endprodukte der Eiweil-
zersetzung, Kohlensiure und Ammoniak, immer vorhanden. Die Enzyme
der verfliissigenden Stimme waren also sehr wirksam, es diirfte sich
bei ihnen um eine Mischung von Proteasen und Peptidasen handeln.

Zur Priffung auf Fettspaltung wurde folgendermafien verfahren:

Nach der Methode von Eijkmann (23) wurden sterile Pefri-Schalen
mit einer diinnen Schicht von sterilem Rindertalg ausgegossen. Nach
seinem FErkalten wurde eine diinne Schicht von gewohnlichem Nahragar

(pu 6,8) dariiber gegossen und mit den Stiémmen 10 und 14 beimpft. Ferner
wurde zu synthetischem Nahragar (Stammlosung + 19, KNO; 4 29,
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Glycerin) ein Zusatz von 1 9%, Butter hinzugefiigt und kraftig durchgeschiittelt,
so daB eine weiBliche Emulsion entstand, die in Petrischalen ausgegossen
wurde (pu 7,0). Endlich wurden 1 Teil Vollmilch und 2 Teile der syntheti-
schen Nahrlosung ohne Agar gemischt, sterilisiert und nach Beimpfen als
hingende Tropfen in der feuchten Kammer hei Zimmertemperatur gehalten.
Geimpft wurde mit Stamm 10, 11 und I12.

Am 11. und 12. Tage nach der Impfung (Temperatur 220) trat
in allen Platten ein stark ranziger Geruch auf. In den Rindertalgplatten
hatte unter den groBlen, verhaltnismagig tief in die Agarschicht hinein-
gewachsenen Kolonien die Fettschicht eine Verdnderung erfahren:
sie war triiber und undurchsichtiger geworden, lieB sich leicht von der
Glasunterlage entfernen und war etwas feucht und briichig. Diese
Verianderungen beruhen auf der Wirkung eines vom Pilz ausgeschiedenen
Enzyms, das Fett war verseift. Das bei der Verseifung entstehende
Glycerir wird vom Organismus zuerst aufgezehrt, freie Fettsduren
haufen sich an und verursachen den ranzigen Geruch.

Auf den Butteragarplatten lie sich bei schwacher VergréBerung
um die Kolonien herum eine schmale getriibte Zone erkennen. Wurden
Agarteilchen aus unmittelbarer Nihe der Kolonien unter dem Mikroskop
untersucht, so fanden sich kleine Kristalldrusen mit sehr feinen kurzen
Nadeln. Weit besser gelang jedoch das Studium der Verinderungen
an den Fetttropfchen mit den Kulturen in den hingenden Tropfen.
In unbeimpften Tropfen lagen neben kleinen runden, gut begrenzten,
viele groBe, rundlicheckige Fetttropfen, die durch Zusammenflielen
von kleineren entstanden waren. Einige Tage nach der Impfung konnte
beobachtet werden, wie die groBen. zusammengeflossenen Fetttropfen
in kleinere aufgeteilt wurden, die zunichst noch rund waren, dann aber
eckig und vielgestaltig und gleichsam zernagt erschienen. Auch im
Inneren der Trépfchen entstanden Korrosionen, und die Umgrenzungen
wurden immer unregelmiBiger. Schlieflich erschienen feine Kristall-
nadeln, die zum Teil einzeln, zum Teil in drusenférmigen Haufchen
beieinander lagen. Es darf als sicher gelten, dal diese Nadeln Kristalle
fettsaurer Salze darstellten.

Das Wachstum war auf Butter- und Rindertalgagar sparlich, das
Mycel blieb fein, zeigte aber keinc krankhaften Verinderungen, Sporen
wurden nie entwickelt. Die Saurefestigkeit des Mycels erfuhr, wie
erwihnt, nach Kultur auf den Fettnihrbéden eine deutliche Erh6hung,
was auf eine Verdichtung der Fettschichten des Fadengeflechts hindeutet.

Bevor an die Untersuchung der Staimme in Milch herangegangen
wurde, schien es nétig, einen Vorversuch auszufithren, um die Aus-
nutzungsméglichkeit der Lactose als C- Quelle festzustellen. Die Staimme
wurden daher auf Fleischextrakt-Pepton-Agar mit 19, Lactose ge-
impft (Tabelle XI).



56 O. v. Plotho:

Tabelle XI.
Alter der Kulturen 28 Tage. Anfangs-py 6,8. Temperatur 22°C.
Stamm || Wa. Form und Farbe der Luftsporen Geruch End-py

3 2 kugelig, gelb, maBige Sporenbildung erdig 7,2
4 2 kugelig, grauweiB, gute Sporenbildung » 7,3
5 2 | kugelig, grauweiB, reichlich Sporenbildung | stark erdig | 7,0
6 2 grau, kugelig, maBige Sporenbildung erdig 6,5
7 1 | kugelig, oval, grau, schwache Sporenbildung — 6,1

8 1 — - 6.0
10 ” 1 — — 6,0

Alle Stémme hatten die Lactose als C- Quelle gut verwertet, wenn
auch das Wachstum nicht sehr kriftig ausfiel. Immerhin war jetzt
anzunehmen, dafl Kulturversuche in Milch zu einem Ergebnis fiihren
wiirden.

Die Gerinnung der Milch kann einfach hervorgerufen werden durch die
reine Saurewirkung nach Vergirung des Milchzuckers. Viele Organismen
besitzen aber die Fahigkeit, Milch zu koagulieren, ohne den Milchzucker zu
vergiren, o dafl bei ihnen ein spezifisches Enzym vorliegen muf} (34), und
Lieske gibt. ausdriicklich an (1921, S. 157), daf} seine durch Strahlenpilze
koagulierten Milechkulturen ,,meist keine saure, sondern neutrale oder
alkalische Reaktion‘ zeigten, so dafl also auch bei Actinomyceten ein he-
sonderes Ferment zur Koagulierung der Milch vorhanden sein kann.

Die Milch wurde zu je 56cem in Reagensgliaser gefiillt und einmal
kurze Zeil im Aatoklaven auf 120° erhitzt. Sie blieb dabei vollig unver-
dndert, braunte sich nicht und rahmte hinterher normal auf.

Aus der Tabelle XIT geht hervor, dafl bei der angegebenen Tem-
peratur (vgl. Lieske, 1921, S. 157) kein Stamm die Milch zum Koagu-
lieren gebracht hatte. Die Milch erschien in allen Kulturen peptonisiert,
ohne vorher geronnen zu sein. Unter der Rahmschicht befand sich eine
homogene durchscheinende graugelbe bis briaunliche Fliissigkeit. Das
Wachstum der Actinomyceten verlief in der Milch langsam, eine wahr-
nehmbare Anderung des Mediums trat erst nach 8 bis 10 Tagen ein
[vgl. Chalmers (13)]. Das Mycel zeigte teilweise Involutionsformen,
im Plasma fanden sich zahlreiche kérnige Einschliisse, die sich als
Volutin erwiesen, daneben traten im. Hyphenverlauf kugelige Ver-
dickungen auf, die reichlich Fett enthielten.

Schlieflich wurden mehrere Versuche durchgefiihrt, um aus dem
Pilzmycel einen Auszug herzustellen, der eine mit Tyrosin versetzte
wasserige Losung dunkel farbt, der also die T'yrosinase enthilt, jenes
Ferment, dem man die fiir viele Actinomyceten auf bestimmten Medien
so charakteristische Farbianderung zuschreibt. .

Nahezu ein Drittel der nach Hunderten zdhlenden Stimme, die von

Skinner (77) in den letzten 10 Jahren isoliert wurden, und fast der gleiche
Prozentsatz der von Waksman beschriebenen, bhilden das stickstoffhaltige,
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Tabelle XI1I.
Alter der Kulturen 22 Tage. Temperatur 22°C. Ausgangs-py 6,2.
Stamm Wa. | Luftsporen | End-pg Berchaffenheit der Milch
3 3 + 7,2 Nicht koaguliert, Rahmschicht nicht

aufgewélbt., nicht blasendurchsetzt,
hellgelb. Darunter braunliche, wasse-
rige Fliissigkeit

4 3 ++ 7,2 Nicht koaguliert, Rahmschicht wie bei 3.
Unter ihr graugelbe Fliissigkeit
5 3 | +++ 6,9 Nicht koaguliert, Rahmschicht &uBer-
| lich unveréndert, Fliissigkeit wie bei 3
6 2 -+ 6,6 Nicht koaguliert, Rahmschicht &uBer-
s lich unverandert, Flissigkeit wie bei 3
7 P2 + 6,2 Nicht koaguliert, Rahmschicht wie bei 3,
\ ; Fliissigkeit wie bei 4

8 |l 21 — 6,2  Nicht koaguliert, Rahmschicht wie bei 3,
) Fliissigkeit wie bei 3
|

— 6,3 Milch ist #uBerlich nicht verandert, nur

! |

g f

10 | | !

5 ! ¢ leicht braunlich. Normale Rahm-
| f i schicht, nicht fadenziehend

— = keln, + = miBig, ++ = gut, + + + = sehr gut.

amorphe, braune bis schwarze Pigment, dem Beyjerinck (6) den Namen
Melanin gab. Es ist im ganzen Organismenreich bei Eiweiflabbauvorgingen
verbreitet, pflanzliche Tyrosinaselésungen aus Kartoffelknollen, aus
Riiben, aus Pilzen bilden es auBerhalb der lebenden Substanz, bei Acti-
nomyceten aber ist es bisher nicht gelungen, solche aktiven Lésungen
herzustellen.

Raper und Wormall (66) gaben die Grenzen der H-Tonenkonzentration,
innerhalb derer die Tyrosinaxe wirksam ist, mit py 5 bis 10 an. Das Optimum
der Wirksamkeit. liegt nach ihnen zwischen py 6 bis 8. Auch Wyss (93) fand
maximale Wirksamkeit bei py 6,2. In Anlehnung an die Methode, die
Abderhalden (nach Klein, Handb. d. Pflanzenanalyse I1I, 1933, S. 977) fiir
Russula emetica angab, wurde Mycel von Stamm 6, der die ,,Tyrosinase-
reaktion‘ am ausgesprochensten zeigte, 6 Stunden lang hei — 17° gefroren,
um es briichig zii machen und auf diese Weise bei nachfolgendem Verreiben
eine bersere ZerreiBung der Zellen za erreichen. Bei der Kleinheit des
Materials muBite befiirchtet werden, daB ohne dieses Briichigmachen die
Zellen einer mechanischen Zerreibung widerstehen wiirden, so daB das
intracellulare Enzym nicht aus den Zellen herausgelost wiirde. Nach dem
Einfrieren wurde das Mycel mit sehr feinem Sand und Glycerin griindlich
verrieben, 24 Stunden bei 22°C stehengelassen und dann abgenutscht.
Das Filtrat wurde einer 0,1 %igen wésserigen Tyrosinlésung vom py 6,81
zugesetzt und mehrere Tage hei Brutschranktemperatur gehalten.

Beim Voshandensein von wirksamer Tyrosinase mufite die klare
Lésung orangegelb bis braunschwarz verfirbt werden, entsprechend
der Menge und Aktivitit des vorhandenen Ferments. Die Testlésung
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zeigte einen hellgraubraunen Farbton, der eine sichere Entscheidung
iiber den positiven Ausfall des Versuchs nicht gestattete.

Bei einer zweiten Versuchsreihe wurden dem Mycelauszug Kata-
lysatoren zugesetzt, um eine eventuelle Tyrosinasewirkung zu be-
schleunigen. Nach Rona (72) dienten als Katalysatoren Ferrosulfat,
Mangansulfat und Wasserstoffsuperoxyd. AuBerdem wurde Chloroform
benutzt, das von Stapp (79) beim Tyrosinasenachweis von Kunéllchen-
bakterien verwendet wurde. (Methode zur Gewinnung des Mycelauszugs
und Zusammensetzung der Testlésung wie oben angegeben.)

Die Testlosung zeigte die gleiche Verfarbung wie die der ersten
Versuchsreihe, das Vorhandensein der Tyrosinase konnte also nicht
nachgewiesen werden.

Worauf das Millingen dieser Versuche zwriickzufiihren ist, kann nicht
entschieden werden. Nach dem Stand der Untersuchungen nimmt man
heute an, daf} beim Ablaut der Tyrosin-Melaninreaktion von der Ausgangs-
substanz bis zur Entstehung eines Zwischenproduktes, Rapers (65) ,,roter
Substanz*, zwei Fermente wirksam sind und daf3 die weiteren Stadien der
Reaktion dann ohne Fermentwirkung ablaufen. Es wire moglich, da3 bei
der Herstellung aktiver Lésungen die Art des Abtotens der Mycelzellen
von wesentlicher Bedeutung ist fiir die Erhaltung der Enzymaktivitdt und
dafl durch das lange Einfrieren des Mycels eines dieser Fermente eine

Schadigung erlitten hiitte, so dal hierin der Grund firr das MiBlingen der
Versuche lige.

Farbstoffbildung.

Die Farbstoffbildung war wihrend der Untersuchungszeit auf den
gleichen Nahrbdden und unter sonst gleichen Verhaltnissen konstant.

Alle Stamme scheiden Pigmente in das umgebende Néahrsubstrat
aus, ohne meist selbst gefiarbt zu sein. Die Ausscheidung eines braun-
schwarzen Farbstoffs bei Stamm 6 auf allen, organische Stickstoff-
verbindungen enthaltenden Medien wurde bereits erwéihnt. Stamm 7
bildet ebenfalls tiefdunkles Pigment, doch geht sein Ton mehr ins
Braunrote. Bei allen anderen Stimmen erreicht der ausgeschiedene
Farbstoff nicht die gleiche Intensitit (Tabelle I). Auch die Art der
C- Quelle ist nicht ohne Bedeutung: die Zuckerarten sind der Pigment-
ausscheidung nicht sehr férderlich, gute Farbstoffentwicklung tritt
mit Dextrin auf, die intensivste Firbung war in den meisten Fillen
mit Glycerinals C- Quelle zu beobachten. Insynthetischen Néhrlésungen
(Stammlésung + 29, Glycerin) findet Pigmentbildung ebenfalls statt,
sofern stickstoffhaltige organische Verbindungen zugesetzt werden,
doch ist ihre Eignung auch nicht gleichwertig. Asparagin z. B. be-
eintrichtigt die Pigmentbildung, was schon von Krainsky (47) beob-
achtet wurde. Sehr stark behindert wird die Farbstoffuildung durch
anorganische N-Quellen, auch wenn diese ein gutes Wachstum er-
moglichen. Diese Erscheinung ist besonders auffallend bei Stamm 6
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(Tabelle VI). Die Stdmme & und 9 scheiden auf den erwihnten Medien
ebenfalls mehr oder weniger intensiven Farbstoff aus, doch besitzen
sie auch eine hellgelbe Eigenfarbe. An solchen Stimmen machte
Krainsky die Beobachtung, daB diese Eigenfarbe mit sehr kleinen
Asparagindosen am besten zur Entfaltung kam. Bei Zusatz von 0,02 %,
Asparagin erhielt er schon am 5. Kulturtag intensiv gefirbtes Mycel.

Zur Entscheidung iiber die Eigenfarbe der beiden Stamme wurden
diese daher auf einen Agarnidhrboden geimpft, der ,,Stammlésung‘
+ 19, Dextrose und 0,029, Asparagin enthielt. Gleichzeitig sollte
gepriift werden, ob die Intensitit der Pigmentbildung beim Zutritt
des Tageslichts verandert wiirde gegeniiber der Kultur unter Licht-

abschluB.
Tabelle XTII.

Alter der Kulturen 8 Tage. Ausgangs-py 6,8.

Wachstum “ Farbe des Mycels Farbe des Agars
Stamm im Licht -
und im Dunkeln " belichtet ‘ unbelichtet belichtet unbelichtet
8 2 tiefgelb hellgelb hellgelb gelb
9 3 ’ gelb . “

Die Zusammenstellung in Tabelle XIII zeigt, dall das Wachstum
der beiden Stimme unter Lichtabschlufl genau so kriftig ausfiel wie
bei Lichtzutritt. Die Intensitét der Eigenfarbe wurde auf dem stickstoff-
armen Nahrboden erhoht, doch anderte sich nur der Farbton. Ob
das Tageslicht einen EKinfluf ausiibte, lie§ sich nach dem Ausfall der
Kulturen nicht entscheiden.

Durch eine andere Kulturreihe wurde versucht, hieriiber Auf-
schluB zu erhalten. Die Kulturen wuchsen bei Zimmertemperatur
in Stammlésung + 29, Glycerin + (.19, Tyrosin. Ausgangs-ps 6,8.
Die belichteten standen vor einem Nordfenster, waren also direktem
Sonnenlicht nicht ausgesetzt (Tabelle XIV).

Auch diese Zusammenstellung liBt keinen merklichen EinfluBl
des Lichts auf die Farbstoffbildung erkennen. Das Auftreten einer
Farbung erfolgte in Tageslichtkulturen nicht einheitlich frither als in
unbelichteten. Bei Stamm 4, /7, 12 trat der Farbstoff im Licht friiher,
bei Stamm 7, 8, 13, 14 gleichzeitig auf, bei Stamm 3, 5, 6, 10 war die
Ténung am 5. Kulturtage bei unbelichteten Kulturen sogar tiefer
als bei belichteten. Beim AbschluB der Versuchsreihe wiesen einige
Tageslichtkulturen eine tiefere, andere die gleiche Ténung auf wie die
unbelichteten, wihrend noch andere im Dunkeln einen tieferen Farbton
angenommem hatten als die gleichaltrigen Tageslichtkulturen.

Ein éhnliches Ergebnis erhielt Doebelt (20) bei Untersuchungen
an Penicillium africanum, wihrend Danilow (18), der die Einwirkung



Farbstoffbildung.

Tabelle XIV.

der Sonnenstrahlen bestimmter
Wellenlinge  priifte, seine
Untersuchungen dahin zu-
sammenfaBte, daB bei Isaria
virescens unter vollkommenem
LichtabschluB keinerlei Pig-
ment, im Tageslicht dagegen
ein orangeroter Farbstoff ge-
bildet wurde. Auch Ebeling (22)
beobachtete an  Penicillium
funicolusum Thom bei unbe-
lichteten Kulturen eine Ver-
zogerung und nach ldngerem
Kultivieren im Dunkelzimmer
sogar ein vollstindiges Aus-
bleiben der Pigmentbildung. Er
schreibt dem Licht einen star-
ken Einflu8 auf die Pigment-
bildung zu. Die vorliegenden
Untersuchungen bestitigen
diese Erfahrung nicht als All
gemeinerscheinung; jedenfalls
diirften verschiedene Versuchs-
objekte sich unter #hnlichen
Kulturbedingungen gegeniiber
der Einwirkung des Tageslichts
recht abweichend voneinander
verhalten.

Einen merklichen Einflufl
auf das Auftreten und die In-
tensitit der Farbstoffbildung
hat dagegen die Reaktion der
Nihrlésung.

Um ihre Einwirkung zu
priifen, wurde die gleiche Néhr-
l6sung benutzt (Stammlésung
+ 29, Glycerin, + 0,19, Ty-
rosin). Die Kulturen standen im
Dunkelzimmer, das py wurde mit
Na OH nach der Sterilisation ein-
gestellt, da die H-Tonenkonzen-
tration, wie schon'won Foster und
Randall (25) eingehend bespro-

chen, sich in den meisten Fallen
wihrend des Sterilisierens éndert.
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Tabelle XV. Wirkung der Reaktion der Nahrlésung auf die
Pigmenthildung.

Alter der Kulturen 11 Tage. Temperatur 22° C.

Stamm Ausgangs-pn Wa. Farbe der Losung Ausgangs-ﬂﬂ Wa Farbe der Lisung
1 6,7 3 braungelb 8,6 3 dunkel rotbraun
2 6.7 3 o 8,5 3 » v
3 6,2 2 schwach gelb 8,2 3 mittelbraun
4 6,2 2 ” 8,2 3 gelb
5 6,2 2 gelb 8,2 3 braunschwarz
6 6,2 2 " 8,2 3 .
7 6,2 2 » 82 3 braunrot
8 6,2 2 » 8,2 2 .
10 6,2 2 ’ 8,2 3 »»

Bezeichnungen wie bei Tabhelle I.

Aus der Tabelle XV geht deutlich hervor, dafl der Farbton in
allen Fillen in dem alkalischen Medium schon am 11. Kulturtage be-
trachtlich tiefer war als in dem schwach sauren. Die Farbung trat
in der alkalischen Losung auch frither auf. Bei Stamm 5, der am
schnellsten wéchst, war die Losung vom pu 8,2 schon am 4. Tage nach
der Impfung dunkelrot gefarbt, wihrend sie in der Kultur vom pu 6,2
noch véllig farblos erschien. Am 6. Tage nach der Impfung zeigten
alle Losungen vom pu 8,2 die beginnende Verfirbung, wihrend die-
jenigen vom pu 6,2 noch ungefirbt waren.

Zur niheren Orientierung iiber die in die Lésungen ausgeschiedenen
Farbstoffe wurden die Kulturfliissigkeiten organismenfrei filtriert und
darauf mit einer Reihe von Lésungsmitteln kriftig ausgeschiittelt.
Dabei zeigte es sich, daB aus den Nihrlésungen der Staimme 1, 2, 3
und 7 durch einige bzw. alle angewandten Losungsmittel sich ein
gelber Farbstoff ausschiitteln lieB. Die gefirbten Substanzen der
iibrigen Losungen waren nicht in den Losungsmitteln aufnehmbar
(Tabelle XVI).

Tabelte XVI. Extraktion der Farhstoffe.

Losungsmittel || Stamm | Stamm | Stamm | Stamm Sts;nm Sta;nm Stamm Stn;nm Stamm
1 2 3 4 7

~
)

Alkohol ..... +
Ather....... +
Chloroform .. || -+
Benzol ...... +
+
+
+

Fongd
P
Ut |

BN
N

A

!

Xylol.......

Schwefel-
kohlenstoff |

Tetrachlor-
kohlenstoff

+ 188t sich, — = 188t sich nicht.

+ o+

+ + o+

4
T
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Die Kulturfliissigkeiten der Stimme I, 2, 3 und ? wurden auch
nach mehrmaligem Ausschiitteln nicht vollstindig entfarbt. Bei den
drei ersten blieb eine braungelbe, bei Stamam 7 eine dunkle, braunrote
Substanz zuriick, die sich nicht extrahieren lieB. Alle vier Farbstoffe
waren in den Losungsmitteln von intensiv gelber Farbe. Auf dem
Wasserbad eingedampft, erwiesen sie sich als hitzebestindig, der Ver-
dampfungsriickstand war bei allen in Wasser mit gelber Farbe 16slich.
Wurde die Farblosung angesiauert, so blieb die gelbe Farbe bestehen.
Beim vorsichtigen Eindampfen der sauren Farbstofflésung von Stamm 7
fielen lange, nadelférmige Kristalle aus. Wird die wisserige Losung
der Farbstoffe der drei ersten Stimme mit Alkali versetzt, so erfolgt
kein Farbumschlag. Macht man dagegen die wisserige Farbstofflésung
von Stamm 7 alkalisch, so schligt die gelbe Farbe in einen schén violetten
Farbton um. Dieser violette Farbstoff 16st sich nicht in Chloroform
und nicht in Ather.

Die filtrierten Kulturfliissigkeiten wurden weiter gepriift auf eine
Verschiebung ihres Farbtons. Zu diesem Zwecke wurden sie in der Kélte
mit, verdiinnter und konzentrierter Schwefelsdure, Salzsiure, Salpetersiue
und Essigsdure versetzt und mit diesen Siuren auch zum Kochen erhitzt.
Ebenso wurden Natrium-Kalium- und Ammoniumhydroxyd mn der Kilte
zugesetzt und die Lésungen mit ihnen gekocht. Bei keiner Losung trat
nach Behandlung mit verdiinnter oder konzentrierter Sdure eine Ver-
schiebung des Farbtons in der Kilte ein. Ebensowenig konnte der Farbton
in der Kilte oder beim Kochen verschoben werden durch die genannten
Basen. Mit Ausnahme der konzentrierten Salpetersiure und der konzen-
trierten Schwefelsdure vermochten auch die konzentrierten Siuren beim
Kochen auf den Farbton keinen EinfluR auszuiiben. Beim Kochen mit
konzentrierter Salpetersiure hellte sich der Farbhton aller Kulturfliissigkeiten
auf und nahm einen gelblichgriinen Ton an, wihrend gleichzeitig reichlich
N O,-Dampfe entwichen. Beim Kochen mit konzentrierter Schwefelsaure
nahm der Farbton aller Lisungen cine dunklere Nuance an, die auch nach
dem Erkalten nicht verschwand.

Ein Pilzfarbstoff von den gleichen Eigenschaften wie der des
Stammes 7 wurde von Bortels (10) aus der Nahrlosung von Aspergillus
niger isoliert. Er fand ihn begleitet von braunroten Substanzen, aus
denen mit Salzsiure voluminése braunschwarze Massen ausgeflockt
werden konnten, die aus nichts anderem bestanden, als aus , jenen
noch nicht nédher bekannten Stoffen, die man Humussiuren nennt‘.
Es fanden sich also bei Aspergillus neben dem Farbstoff huminartige
Verbindungen und das Auftreten beider Bestandteile stand nach den
Versuchen von Bortels in gewissen Beziehungen zur Autolyse.

Bei Actinomyceten liegen anscheinend ganz analoge Verhiltnisse
vor. Aus alten, infolge von autolytischen Vorgiangen®alkalisch ge-
wordenen Losungen verschiedener Zusammensetzung fallen beim
Ansiduern reichlich braune, mehr oder weniger derbe Flocken aus.
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Tabelle XVII. Bildung von Huminsubstanzen.

Stamm der lA(l:l':uren Anfangs-pg End-py B":i'.'frf fﬁ%ﬁm

3 40 Tage 6,8 7,2 +
4 40 ,, 6,8 .9 —
9 40 6,8 8,3 ++
6 0 6,8 8,0 ++
7 40 6,8 7,2 + 4
8 40 ,, 6,8 73 +

10 40 6,8 8,0 +

Die in der Tabelle XVII zusammengefafiten Ergebnisse wurden erhalten
aus Kulturen in ,,Stammlésung‘ 4 29, Glycerin + 1,39, Asparagin.

Die gleiche Ausflockung wird erhalten aus alten Kulturen in Fleisch-
extrakt-Peptonldsung mit 1 9%, Dextrose. So konnten bei den Stdmmen 3
und 7 in tief dunkelbraunen, 105 Tage alten Kulturen dieser Zusammen-
setzung solche Niederschldge reichlich beobachtet werden, wihrend
sie aus Losungen jiingerer, 29 Tage alten Kulturen unter sonst gleichen
Verhiltnissen nicht zu erzielen waren. Es liegt also auch bei Actino-
myceten ein Gemenge der Farbstoffe mit Huminen vor, das je nach
dem Humingehalt und der Reaktion der Losung gelb bis dunkelbraun
aussieht. In Losungen mit verhéltnisméaBig hoher H-Ionenkonzentration
ist die Farbung schwach und wird fast nur hervorgerufen durch gelbe
bis braungelbe Humine, in alkalischen Loésungen dagegen treten tief
dunkle Farbténungen auf, sie enthalten neben Huminen reichlich den
unzersetzten Farbstoff. Moglicherweise erfolgt die Bildung der Farb-
stoffe analog der der Humine im Verlauf der EiweiBspaltung infolge
der Autolyse unter Kondensation und gleichzeitiger Oxydation der
beim EiweiBabbau entstehenden cyclischen Stoffe. So koénnte, wie
Rippel (69) bereits betonte, die teilweise Erforschung der Huminstoffe
vielleicht ermoglicht werden iiber die die Humine begleitenden Farb-
stoffe.

Aus dem Vorstehenden geht die groBe Bedeutung der Actinomyceten
fiir die Humusbildung hervor, insbesondere wenn man sich den Anteil
der Strahlenpilze an der gesamten Pilzmikroflora des Bodens vergegen-
wirtigt. Waksman und Curtis (87) fanden in drei amerikanischen
Boden verschiedener Herkunft unter allen untersuchten Pilzen in einer
Tiefe von 20 inches (= 51 cm) im Jahresdurchschnitt einen Actino-
mycetenanteil von 48,7 9, in einer Tiefe von 76 cm sogar einen solchen
von 65,6 9,. Als ganz besonders wichtig muBl fiir halbtrockene Bé&den
der Beitrag der Strahlenpilze zur Entstehung der Humussubstanzen
bezeichnet werden, weil sie in diesen relativ viel reichlicher vorkommen
als in ausgesprochen feuchten, da der Anteil der Bakterien in trockneren
Bdden sehr schnell zuriickgeht.
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Die Versuche im ultravioletten Licht.

Die Untersuchungen im ultravioletten Licht stehen insofern mit
den soeben beschriebenen in engem Zusammenhang, als an ihnen eben-
falls die Wirkung auf die Pigmentausscheidung der Pilze beobachtet
wurde. AuBerdem aber sollten sie Aufschlufl dariiber geben, von welcher
Art die Einwirkung der ultravioletten Strahlen auf die morphologische
Entwicklung der Actinomyceten war.

Bei den Versuchen zur Beobachtung der Pigmentbildung wurden
Kulturkolben aus Quarzglas verwendet von der Form und GréBe der
100-ccm-Erlenmeyerkolben. Die Versuche zur Feststellung der Wirkung
auf Mycel- und Sporenbildung wurden in Petrischalen von gewshnlichem
Jenaer Glas angesetzt, die wihrend der Bestrahlung unverschlossen blieben.

Als Lichtquelle diente eine Quecksilberquarzlampe ,,Alpina A 150
der Quecksilbergesellschaft m. b. H. in Hanau. Die stabférmige Lampe
ist fiir Laboratoriumsversuche sehr geeignet, da sie an einem Gestell montiert
und in horizontaler und vertikaler Lage benatzt werden kann. Die wichti-
geren Linien ihres Spektrums, die gewohnliches Glas durchdringen, sind:
578 (gelh), 546, 492 (griin), 334 (blau), 405, 408 (violett) myu. Die biologisch
wirksamen Linien des Alpina-Spektrums, die nur Quarzglas durchdringen,
sind: 297, 280, 270, 265, 254, 248 my. Es kam also bei den Untersuchungen
mit der Lampe der EinfluB eines groBeren Ausschnitts des Ultraviolett-
spektrums zur Wirkung, in dem monochromatische Wellen liegen, die nach
den Mitteilungen vieler Autoren auf Mikroorganismen maximale hakterizide
Wirkung ausiiben. So fanden Coblentz und Fulton (16) fiir verschiedene
Bakterien die grofite bakterizide Wirkung zwischen 2 170 bis 280 muy.
Gates (29) beohachtete an Staphylococcus aureus und B. coli eine maxirnale
keimtstende Beeinflussung bei 2 260 bis 270 my. KreBling und Stern (46)
machten ihre Versuche an 4spergillus niger mit einer Quecksilberquarzlampe,
deren Wellenbereich ebenfalls in den der Alpinalampe hineinreichte, und
Scheitz (74) arbeitete mit einer Ultraviolettgliihlampe und einer Queck-
silberquarzlampe, die Strahlen von 5000 bis 254 mp Wellenldnge aus-
sandten. Bei unverinderter Spannung kann die Strahlungsintensitit der
Alpinalampe als konstant bezeichnet werden. Ihre Wirmewirkung ist
gering, so daB3 sich das Einschalten von Kiihlkiivetten eriibrigte. Licht-
filter wurden nicht benutzt.

In der Literatur finden sich Angaben, nach denen ultraviolette Strahlen
bei gewisser Dosierung eine stimulierende Wirkung auf Mikroorganismen,
darunter auch Schimmelpilze, auszuiiben vermégen. Nadson und Philip-
pow (56) haben an Schimmelpilzen nach Behandlung mit ultravioletten
Strahlen Zonen besseren Wachstums und erhohter sexueller und geschlechts-
loser Vermehrung beobachtet. Weit zahlreicher sind jedoch die Mitteilungen
iiber eine entwicklungshemmende Wirkung ultravioletter Strahlen, die,
abhiingig von der Zeit und der Intensitit der Einstrahlung, entweder so
weitgehend sein kann, daB die Organismen abgetstet werden, oder die sich
beschrankt auf Verdnderungen der inneren Struktur der Zelle und auf
Anderungen im Reaktionsausfall der Proteine. So beobachteten Curran
und Ewvans (17) an Bakteriensporen, daB diese durch Bestrahlung mit
ultraviolettem Licht, besonders dem der Schumann-Region, hitzeempfind-
licher wurden.

Uber die Wirkung des ultravioletten Lichts auf Actinomyoceten
wurden uns keine Untersuchungen bekannt. Zu diesen Versuchen
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wurde Stamm 3 herangezogen, weil er sich wiahrend der ganzen Beob-
achtungszeit als sehr kriftig und widerstandsfihig erwiesen hatte
und einer der besten Sporenbildner war. Eine Platindse Sporen wurde
in 9 cem fliissig gemachten Fleischextrakt-Peptonagar mit 29, Glycerin
geimpft, Verdiinnungen von 1:10000 hergestellt und diese in Petri-
schalen ausgegossen. Die Agarschicht hatte eine Dicke von 0,3 bis
0,4 cm. Von den Schalen wurden zwei Kontrollplatten 1 Stunde lang
im gleichen Raum, in dem die Bestrahlung erfolgte, unbedeckt stehen-
gelassen, wihrend je zwei Platten 1, 2 und 4 Stunden unverschlossen
der Einstrahlung der Quecksilberlampe ausgesetzt wurden. Die Schalen
standen in 24 cm Entfernung unter der waagerecht montierten,stab-
formigen Lichtquelle und dieser parallel in zwei Reihen, so daB auf
die der Lichtquelle zugewandte Schalenhiilfte jeder Petrischale die
Strahlen senkrecht, oder doch nahezu senkrecht auffielen, auf die der
Lichtquelle abgewandte Schalenhilfte jedoch in einem #uBersten
Einfallswinkel von 20°33’ (Durchmesser der Petrischale = 9 cm).
Die Platten wurden nach der Bestrahlung bei 220 C im Dunkelzimmer
gehalten und nach 4 Tagen untersucht. Die angegebenen Zahlen sind
die Mittelwerte aus den Parallelkulturen.

Auf den unbestrahlten Platten waren 43 Kolonien/qem gewachsen.

In den eine Stunde lang bestrahlten Platten waren auf der der
Lichtquelle zugewandten Hilfte der Agarschicht 11 Kolonien ge-
wachsen. Dieses Ergebnis 1iBt die auBerordentlich hohe keimtétende
Wirkung der senkrecht auffallenden ultravioletten Strahlen erkennen,
rund 99 9%, der Sporen wurden abgetotet. Auf der der Lampe abge-
wandten Schalenhélfte war am Schalenrande eine sichelformige Kolonien-
zone gewachsen, die an der Stelle ihrer grofiten Breite 1,2 cm breit
war. Hier waren 39 Kolonien/qem gewachsen. Diese Zone verschmilerte
sich rasch nach beiden Seiten, sie war ganz verschwunden, bevor sie den
der Lampe parallelen Schalendurchmesser erreicht hatte. Auf dem
iibrigen Teil der schrig bestrahlten Schalenhilfte waren noch 21 Kolonien
gewachsen.

Auf den 2 Stunden bestrahlten Platten hatten sich auf der senkrecht-
bestrahlten Schalenhilfte noch zwei Kolonien entwickelt. Die senkrecht
auffallenden Strahlen waren in der zweiten Stunde also nicht von gleich
starker bakterizider Wirkung wie in der ersten, ein Ergebnis, das auch
von Scheitz (74) gefunden wurde. Es waren nur rund 82 %, der nach
einstiindiger Einstrahlung noch lebensfahigen Sporen abgetitet worden.
Auf der schrig bestrahlten Hilfte war die sichelformige Zone wieder
gewachsen, doch betrug die Stelle ihrer groften Breite nur mehr 0,9 cm
und die Fligel verschmilerten sich rascher. Immerhin wuchsen an
der breitesten Stelle noch 29 Kolonien/qem. Auf dem iibrigen Teil
der schrig bestrahlten Schalenhilfte hatten sich noch fiinf Kolonien
entwickelt.

Archiv tir Mikrobiologie. Bd. 11. b
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Auf den 4 Stunden lang bestrahlten Platten waren keine Kolonien
mehr gewachsen.

Um dieses zunichst erstaunliche Ergebnis zu erklaren, mu8 man sich
vergegenwértigen, dall eine Reihe von Faktoren zusammenwirkten, um die
bakterizide Kraft der schrag auffallenden Strahlen in verhaltnismiBig
hohem Grade herabzusetzen. Zundchst kommt die groBere Wegstrecke in
Betracht, die die Strahlen zu durchlaufen hatten, um den duBeren Schalen-
rand zu erreichen. Die Wegstrecke: Lichtquelle —duBerer Schalenrand
(= LS8.) hetrigt 26,84 cm. Mit der groBeren Wegstrecke sinkt die Intensitit
der Strahlen umgekehrt proportional dem Quadrat der Entfernung. Wird
die Bestrahlungsintensitit (I) in 24 cm Entfernung gleich 1 angenommen,

I.
so ergibt sich fiir LS. eine Bestrahlungsintensitat (I;) von: I, = - f%:—-a

(& == der vom senkrechten und schriigen Lichtstrahl eingeschlossene Winkel).
Ferner wirkt der verinderte Einfallswinkel der Strahlen intensitéts-
schwiichend. Wahrend dieser auf der der I.ampe zugewandten Schalenhilfte
gleich Null bzw. von Null nur wenig abweichend ist, betrigt er an der von
ihr am weitesten entfernten Schalenrandstelle 20° 33’. Endlich mu3 beriick-
sichtigt werden, daf3 die schrig einfallenden Strahlen, bevor sie die in der
Agarschicht bzw. die an ihrem Grunde liegenden Sporen treffen, eine
dickere Agarschicht zu durchdringen haben als die senkrecht auffallenden,
wenn auch der Brechungswinkel im Agar, als dem dichteren Medium,
kleiner ist als der Einfallswinkel der Strahlen in Luft. Wenn wir auch iiber
die Absorptionsfiahigkeit des Agars den ultravioletten Strahlen gegeniiber
nichts wissen, so ist doch anzunehmen, daB3 Strahlen absorbiert werden
und daB eine dickere Schicht stdrker absorbiert als eine weniger dicke, und
méglicherweise kénnte hier der wichtigste Faktor der Schwiéchung der
bakteriziden Kraft liegen. Leider fehlen in der Literatur Mitteilungen
dariiber, wie sehr und durch welche Medien am wirkungsvollsten ultra-
violette Strahlen zuriickgehalten werden.

Im allgemeinen geht aus den Versuchen die keimtétende Wirkung
der ultravioletten Strahlen auf die sonst recht widerstandsfihigen
Actinomycessporen unmifiverstandlich hervor. Die Lebenskraft der
widerstehenden Sporen wird auBerdem durch die Bestrahlung stark
geschwicht, denn schon nach einstiindiger Einstrahlung waren nur
wenige Kolonien fihig, die Agarschicht zu durchbrechen und Luft-
sporen zu bilden. Das Mycel besteht aus zahlreichen kurzen, verdickten
Zellen, neben feinfidigen, sehr diinnen Hyphen. Eine Farbstoff-
entwicklung wurde in diesen Fallen nie beobachtet.

Die Versuche zeigten aber besonders klar, wie wenig derartige
Laboratoriumsversuche imstande sind, die Wirkung der parallel auf-
fallenden Sonnenstrahlen bei zahllos verinderten Einfallswinkeln, den
Faktor des wechselnden Feuchtigkeitsgrades, der ungleichen Temperatur,
des verschiedenen Bodeneinflusses, der unbekannten * Absorptions-
verhiiltnisse, kurz der ganzen Mannigfaltigkeit der natiirlichen Lebens-
verhaltnisse in Rechnung zu stellen oder gar nachzuahmen und welche
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Vorsicht notwendig ist, Ergeb-
nisse solcher Versuche auf die
Gegebenheiten in der Natur zu
iibertragen.

Es bleiben noch die Ergeb-
nisse zu besprechen, die in bezug
auf die Farbstoffbildung bei Be-
handlung im ultravioletten Licht
erhalten wurden.

Wihrend die im Dunkel-
zimmer und die im Tageslicht
gewachsenen  Parallelkulturen

keinen merklichen EinfluB des
Lichts auf die Pigmentbildung
erkennen lieen, war an den
mit ultravioletten Strahlen be-
handelten Versuchsreihen sehr
wohl eine Beeinflussung durch
die Bestrahlung festzustellen.
Die Versuchskulturen (,,Stamm-
losung + 2/ Glycerin, + 0,19,
Tyrosin) wurden téaglich 5 Mi-
nuten lang in 24 cm Entfernung
von der waagerechten, stab-
formigen Lichtquelle den ultra-
violetten Strahlen ausgesetzt,
wobei durch regelmiBige Dre-
hung der Quarzkolben dafiir ge-
sorgt wurde, daB alle Teile der
Losung gleichméBig von den
senkrecht auffallenden Strahlen
getroffen wurden. Die bestrahlten
wuchsen mit den unbestrahlten
Vergleichskulturen im Dunkel-
zimmer bei 220C. Die Ergeb-
nisge finden sich in Tab. XVIII.

Es ist deutlich zu erkennen,
daB bei allen Stammen die Farb-
stoffbildung bei den Ultraviolett-
kulturen frither einsetzte und
zu tiefere® Nuancen fiihrte als
bei den nicht bestrahlten. Die
Unterschiede in den Farbténen

Tabelle XVIII. Farbstoffbildung im ultravioletten Licht.
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traten schon friih sehr deutlich hervor, verwischten sich spiter
etwas, waren aber gegen Ende des Versuchs wieder sehr deutlich
zu erkennen. In den meisten Fillen ging die Skala von rétlichen bis
ausgesprochen roten Ténen in dunkelrotbraune bis dunkelbraune iiber.
Ferner fiel auf, daB die Sporenbildung in den bestrahlten Kulturen
verzogert eintrat und daB die Sporen — sofern sie iiberhaupt ent-
standen — in geringerer Menge vorhanden waren als in den nicht be-
strahlten, wie die Ubersicht in Tabelle XIX zeigt. Dieses Ergebnis
stimmt ganz mit dem von Ebeling (29) berichteten iiberein, auch

Tabelle XIX. Sporenbildung im ultravioletten Licht.
Alter der Kulturen 30 Tage. Temperatur 22°C.

Stamm Sporenbildung unbestrahlt Sporenbildung bestrahlt

3 Zusammenhingende Decke Wenige Sporenhaufchen
4 " 1 ” ”»
5 ’ ’ Decke nicht zusammenhéngend
7 Wenige Sporenhaufchen Wenige Sporenhaufchen
8 Reichlich 8poren Keine Sporen
9 Zusammenhiangende Decke ” v

10 Keine Sporen ” "

11 ” ” ” ”»

12 ” 2 E) 9.

1 3 ”»” ” ” iid

14 Reichlich Sporen Wenige Sporenhiaufchen

Baker (3) kam bei Versuchen mit zwei sidurefesten Bakterien zu éhn-
lichen Feststellungen.

Bei der mikroskopischen Untersuchung des Mycels wurden ver-
héltnisméBig wenige morphologische Verdnderungen gefunden. Die
Hyphen blieben zwar fein, zeigten aber nicht allzuviele Involutions-
formen. Eine Ausnahme bildet Stamm 73, der in bestrahlten und un-
bestrahlten Kulturen zahlreiche Involutionsformen aufwies. DafB die
Struktur des Plasmas trotzdem angegriffen war, zeigten Priparate,
die nach Qram gefirbt wurden. Nach einer Entfarbungszeit von
70 Sekunden fanden sich in allen unbestrahlten Kulturen zahlreiche
zusammenhéngende grampositive Fiaden neben stdbchenférmigen bis
kugeligen grampositiven Zerfallsteilen. In den bestrahlten aber lagen
sehr viele Hyphen und Zerfallsteile, die nach Gram nicht farbbar waren.
Sie enthielten kurze firbbare Bezirke und ‘viele runde bis ovale gram-
positive Einschliisse, waren aber als Ganzes nicht farbbar. Wurde
auf Fleischextrakt-Peptonagar iiberimpft, so ergaben alle Kulturen
Wachstum. Dieses entwickelte sich aber aus bestrahlttn Losungen
spirlicher und langsamer als aus unbestrahlten und die Versporung
setzte bei den ersteren regelmiBig spiter ein oder blieb ganz aus. Kbenso
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setzte die Farbstoffbildung bei bestrahltem Impfmaterial verzogert
ein. Bei der zweiten Generation waren diese Erscheinungen nicht mehr
festzustellen.

Es liegt nahe, die Frage nach der biologischen Bedeutung der
Farbstoffe zu stellen. Eine Reihe neuerer Autoren, die sich mit ihr
beschiiftigen, kommen zu dem SchluB}, dafl das Pigment als Schutz
der Hyphen gegen intensives Licht diene. Ebeling fiihrt fiir diese These
eine Anzahl von Begriindungen an. Weinmann und Stihrke (91) er-
reichten in Mosten, die durch Hefen und Schimmelpilze gefirbt waren,
nach Entfirbung des Mostes eine Erhéhung der Abtétungsprozente
der Organismen von 54 %, bei Hefen und 48 9, bei Schimmelpilzen auf
iiber 99 9,. Auch bei Actinomyceten kénnte man nach den Erfahrungen
mit ultravioletten Strahlen geneigt sein, die Schutztheorie fir die inten-
sivere Pigmentbildung in Anspruch zu nehmen.

Trotz der moglicherweise verschiedenen chemischen Zusammen-
setzung der Pigmente konnte die biolegische Wirkung die gleiche sein,
denn ihre Farbwerte kommen einander sehr nahe. Aber es muf} beriick-
sichtigt werden, da die Annahme von der erh6hten Farbstoffbildung als
Auslosung gegen Lichtschiadigung nur fir Umstinde Geltung bean-
spruchen kann, die als durchaus kiinstlich angesprochen werden miissen
und die bei im Boden lebenden Strahlenpilzen — und um solche handelt
es sich hier — an ihren natiirlichen Standorten so gut wie nie vorliegen
werden. Daher scheint es sehr gewagt, anzunehmen, daB die Orga-
nismen Substanzen bilden sollten, die rein chemisch auf eine Beein-
flussung durch das Licht reagieren. Zudem wurde durch die vorliegenden
Untersuchungen der Zusammenhang zwischen Pigmentbildung und
Lebensablauf der Pilze aufgezeigt. DaB der Ablauf der Lebensvorginge
von ultravioletten Strahlen aufs stirkste beeinfluBt werden kann, ist
sehr wahrscheinlich. Es wiiren eingehende Untersuchungen nétig, um
liber die Richtung dieser Beeinflussung und damit vielleicht auch iber
die Ursache der erhohten Pigmentbildung einigermaBen gesicherte
Angaben machen zu kénnen.

Zusammenfassung.

Fiir 15 Actinomyces-Stimme wurden die giinstigsten Kultur-
bedingungen aufgesucht.

Nach ihren morphologischen Merkmalen gehoren die Stimme zu
der von Orskow aufgestellten Gruppe 1. Die Luftsporenbildung war
ungleichmiBig und blieb bei einigen wihrend vieler Generationen aus,
bis sie als erbliche Eigenschaft spontan erschien.

Durch Amderung der relativen Dampfspannung wurde die Grenze
des Wachstums der untersuchten Actinomyceten-Stimme bei 93 %,
relativer Dampfspannung ermittelt. Das Einsetzen der Versporung
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wurde als gesetzmiflig abhidngig vom abnehmenden Feuchtigkeits-
gehalt der Luft bzw. des Nidhrbodens wahrscheinlich gemacht; bei
Stamm 9 setzte die Versporung bei 98 9, relativer Dampfspannung ein.

Die Brauchbarkeit von Nitriten als N-Quelle wurde erwiesen
und die Assimilierbarkeit des elementaren Luftstickstoffs durch einen
Stamm nachgewiesen.

In bestimmten Losungen wurden zwei verschiedene Wachstums-
typen festgestellt, die entweder die Losung alkalischer machen oder
die Aciditdt des Substrats ziemlich betrichtlich erhéhen.

Von Inhaltsstoffen fand sich Volutin in allen Stimmen, an dessen
Stelle in alten Kulturen fast immer Fett vorkam. Einige Stimme
lagerten schon im jungen Mycel reichlich Fett- und Wachsstoffe ab.
Glykogen, Chitin und Cellulose konnten nicht nachgewiesen werden.

Das fett- und wachshaltige Mycel ist siurefest, was wahrscheinlich
mit den Einlagerungen zusammenhéngt.

Die in bestimmten Losungen gebildete Saure wurde als Milchsidure
identifiziert.

Die Actinomyceten zersetzen Cellulose nicht, sie verfliissigen
Gelatine, einige haben die Fihigkeit, Fette zu spalten. Ein Ferment
zum Koagulieren der Milch wurde nicht nachgewiesen. Die Isolierung
der Tyrosinase miBlang.

Das Tageslicht iibte keinen merklichen, die Reaktion der Néhr-
lésung dagegen einen ausschlaggebenden EinfluB auf das Auftreten
und die Intensitit der Pigmentbildung aus.

Aus einigen Stimmen konnte ein hitzebestindiger, in saurer,
wisseriger Losung gelber Farbstoff extrahiert werden. Bei einem
dieser Farbstoffe schligt in alkalischer Losung die Farbe in Violett um.
Die Bildung der Farbstoffe steht in Verbindung mit der von Humin-
stoffen.

Ultraviolettes Licht iibte bei senkrechter Einstrahlung eine starke
bakterizide Wirkung aus. Die Farbstoffbildung wurde durch ultra-
violettes Licht stark geférdert, doch scheint die Annahme, dafl sie
als Schutz gegen Lichtschidigung ausgelost wiirde, wenig wahrschein-
lich. Die Pigmentbildung diirfte vielmehr zusammenhingen mit den
gesamten Lebensvorgingen der Organismen.

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Reichsforschungs-
rates am mikrobiologischen Institut der Universitat Gottingen durch-
gefilhrt. Herrn Professor Dr. Rippel bin ich fiir seine liebenswiirdige
Forderung und fiir viele Anregungen zu groem Danke verpflichtet.
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(Lehrkanzel fiir Botanik, Warenkunde und technische Mikroskopie der
Deutschen technischen Hochschule in Prag.)

Verhalten mikroskopischer Bodenpilze gegeniiber
in der Natur verbreiteten Wuchsstoffen.
Von
Anneliese Niethammer.
(Eingegangen am 29. Dezember 1939.)

Bereits in friiheren Arbeiten wurde mitgeteilt, dafl typische mikro-
skopische Bodenpilze nicht nur im Erdreich, sondern auch in ver-
schiedenen Samen und Friichten verbreitet sind [Niethammer (3)].
Bei diesem Vorkommen handelt es sich sowohl um Mycelien, als auch
um Konidien, Sporen sowie Sklerotien. Typische Formen sind Peni-
cillium expansum, Penicillium bicolor, Rhizopus nigricans, Mucor
hiemalis, Trichoderma Koningi, Cladosporium herbarum, Macrosporium
commune. Verticillium albo-atrum, Botrytis cinerea, Fusarium oxy-
sporum. Allen diesen Pilzen ist cigentiimlich, daB sie im Kulturversuch
in gereinigten Zuckerlésungen mangelhaft gedeihen. UTberfithrt man sie
auf die Erde des Heimatbodens oder auf die Friichte bzw. Samen,
denen sie entstammen, so tritt gutes Wachstum ein.

Nach den Untersuchungen von Boas ist das Erdreich und nach den
Erfahrungen von Dagys, K. Rippel, Veh sowie Soeding sind Friichte
und Samen in ihren verschiedenen Teilen reich an Wuchsstoffen. Es
lag nun nahe zu priifen, ob der Zusatz derartiger Wuchsstoffe die Mangel-
erscheinungen bei dem Wachstum in den gereinigten Zuckerlésungen
bessern oder beseitigen kann.

Fiir die meisten Versuche diente eine 5 9jige Saccharoselosung, der
1% Ammonsulfat sowie je 0,1 ¢, saures Kaliumphosphat und Magnesium-
sulfat zugefiigt wurde. Diese Losung wurde nach der Vorschrift von Bortels
iiber Tierkohle gereinigt, und danach wurde 0,0005 9 reines Eisenchlorid
hinzugesetzt. Wir bezeichnen sie als normale Nihriosung. Um den natiir-
lichen Wachstumsbedingungen auf den fleischigen Friichten nahezukommen,
withlten wir in einzelnen Fillen statt Saccharose auch Glucose, Fructose
oder Mannose. Festzuhalten ist, da3 in den gereinigten Lésungen stets ein
schwaches oder unzureichendes Wachstum eintritt.

Zur Besserung des Wachstums werden nun verschiedene Zusétze
ausgesucht, vor allem geringe Mengen an frischem Material aus Samen
und Friichtefl. K. Rippel sowie Soeding und Veh berichten beispiels-
weise, daB viele fleischige Friichte, so Pflaumen, Apfel und Quitten,
in allen Teilen der Frucht, besonders den Kernen, reich an Wuchsstoffen
sind. An den Samen bzw. Friichten von Leguminosen und Gramineen
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Tabelle I. Penicillium expansum: Wirkung verschiedener Zusitze.
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sammelte K. Rippel und Dagys
dhnliche Erfahrungen. Unser
Arbeitsgang war nun der, daB
wir von Fruchtfleisch (F1), Frucht-
schale (Fs), Steinschale (St), Sa-
menschale (Sa), Embryo (E) und
Nahrgewebe (N) verschiedener
Friichte und Samen stecknadel-
kopfgroBe Stiicke nehmen und je
vier der normalen Niahrlsung zu-
setzten. In zweiter Linie priiften
wir den Einfluf organischer
Séuren, an denen viele Friichte
und auch Samen reich sind.
Hier wurden Originalpriparate
der Firmen Merck und Kahl-
bawm in 0,0001 %igen Lésungen
verwendet. Zum SchluB priiften
wir noch den EinfluB geringer
Mengen von seltenen Elementen,
die in Friichten sowie im Erd-
reich vorhanden sein kdonnen.
Wir erwihnen Mangan, Kobalt
und Bor, die in 0,0001 %,igen L&-
sungen benutzt wurden.

Die Versuche wurden in Erlen-
meyerkolben aus neuem boéhmi-
schen Kavalierglas ausgefiihrt.
Jeder Kolben wurde mit 20 cem
der normalen Nahrlésung be-
schickt; je vier Kolben blieben
immer ohne Zusatz, je drei weitere
wurden mit den verschiedensten
Zusitzen versehen. Gemeinsam
wurden sie 15 Minuten im strémen-
den Dampf sterilisiert. Nach dem
Beimpfen mit den Pilzkonidien
oder Sporen fanden sie in einem
Dunkelzimmer . des Instituts bei
18 bis 249 C Aufstellung. Die Ver-
suchsdauer betrug je nach der Art
10 bis 28 Tage. Wir geben hier
eine allgemeine Beschreibung der
Wachstumsbilder, «die bei den ein-
zelnen Stémmen einer Art zu-
sammengefat werden kann. Viel-
fach sind die Erntegewichte der
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Pilze nach Trocknen bei 80° C angefiihrt. Fiir viele Pilzstamme ist nach
den Erfahrungen Bernhauers bekannt, da8 sie in den Kulturlésungen Saure,
oft Citronensiure, bilden. Wir priifen mit n/10 Natronlauge unter Benutzung
von Phenolphthalein als Indikator auf die Séuremenge und geben sie in ccm
dieser Lauge an. Die verbrauchte Kulturfliissigkeit wird zu diesem Zwecke
in einem MaBkolbchen auf 100 aufgegossen und davon stets 10 cem fiir die
Titration benutzt. Auf Citronensiure wurde qualitativ mit dem Reagens
von Denigés (Rosenthaler) gepriift.

Wir teilen nun die Ergebnisse mit.

Reihe A. Auf der normalen Nihrlésung priiften wir den EinfluB
der kleinen Partikelchen von verschiedenen Samen und Friichten:
in den Tabellen sind die oben gewihlten Zeichen zu beachten. Allgemein
merken wir an, daB die Pilze stets Zusiitze aus der Frucht bzw. dem
Samen empfangen, denen sie entstammen.

Penicillium expunsum ist in Friichten sowie in Samen sehr verbreitet,
s0 dafl wir Gelegenheit hatten viele Stdmme zu priifen. Das ermittelte
Ergebnis ist recht ahnlich und wird hier in Tabelle I zusammengefaf3t.
Die Versuchsdauer betrug stets 21 Tage.

In der normnalen Nahrlosung ist bei allen Stammen die Ausbildung
briichiger, leichter Decken mit einem blaugriinen. glatten Konidienrasen
zu verzeichnen. Fliissigkeit sowie Unterseite der Knlturen bleiben ungefarbt.
Die Zusatze begiinstigen, von einzelnen Ai-<nahmen abgesehen, die Ent-
wicklung der Pilzdecken. welche nun fest sind und den typisch in Biindel
und Ringe aufgelosten Konidienrasen haben [vgl. Niethammer (2)]. Die
TUnterseite der Decken ist gelb, mit gelegentlich eingestreuten roten Punkten;
die Kulturfliissigkeit ist hellgelh Bet den Stdmmen 5, 6 und 8 sind unter E
auch gelbe Sklerotien zu beobachten. Die Beigabe von Schalenteilchen
setzt bei den Stammen 2 und 8 den Ernteertrag herab; hier ist an die An-
wesenheit von Hemmungsstoffen zu denken (vgl. Soeding und Veh). Im
Einklange mit dhnlichen Erfahrungen von Bernhauer ist auch hier fest-
zustellen, daf die Sdurebildung der einzelnen Stimme nicht gleich ist und
dal auch hier den Zusitzen Bedeutung zukommen kann. Ebenso war
aus praktischen Versuchen bereits bekannt, daB nur manche Stimme
zur Bildung der Citronensiure befihigt sind. Die von uns gewihlte Angabe +
bedeutet, daB der positive Ausfall der Reaktion auf die Anwesenheit dieser
Séure hinweist; + + bzw. + +  .fibt an, daB die Reaktion kriftig bzw.
sehr kraftig war.

Aus den Friichten von Triticum sativum und den Samen von Soja
1ispida 1solierten wir Penicillium bicolor. Tabelle II zeigt einen Versuch
mit diesem Pilz. Die Kulturdauer betrug 21 Tage.

Tabelle I1. Penicillium bicolor.

Herkuntt "——'--Er-;;;;v]chm in mg l Verbrauch ccm n/10 NaOH

S8a | E X | o | s E | XN 0

Weizen .. ..... ol — | 190 | 210 | 90 | —~ | 26 | 29 | 18
Sojabohne . ... 220 | 280 | — | 98 I 28 | 31 | = | 2o

Citronenséaure kann nicht nachgewiesen werden.
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In der normalen Nahrlésung werden helle Decken mit einem schwach
gelben Rand gebildet. Die gewihlten Zusitze verdndern das Wachstums-
bild; wir erkennen die typischen sitzenden griingelben Koremien [vgl.
Niethammer (1)]. Die Unterseite der Kultur hat rote Punkte, die Fliissigkeit
ist gelb.

Trichoderma Koningi konnte nur einmal von dem Steinkerne eines
Pfirsich isoliert werden. Daselbst wurden die typischen runden, griinen
Kolonien geformt. Aus fritheren Versuchen war bereits bekannt, dafl dieser
Pilz in Nahrlésung sehr schwer zu ziehen ist. Die gleiche Erfahrung wurde
hier gesammelt. Die Zusitze Sa und E erméglichten die Ausbildung der
typischen Decken, mit den griinen, ringférmig wachsenden Konidienrasen.
Nach 28 Versuchstagen reagierte die Kulturfliissigkeit durchweg neutral.

Rhizopus nigricans gewannen wir aus dem Fruchtfleisch des Pfirsichs
sowie des Apfels. Bei dieser rasch wachsenden Art konnte der Versuch,
der in Tabelle ITI dargestellt ist, nach 10 Tagen abgebrochen werden.

Tabelle III. Rhizopus nigricans.

Erntegewichte in mg Verbrauch an ccm NaOH
Herkunft -
Fl E | 8 | o Bl | E st | o
Pfirsich ....... 120 | — 131 | 8 | 36 | — | 25 i 1,9
Avfel ......... 124 132 . — 81 29 | 3.1 - 1.8

Citronensiure konnte nicht festgestellt werden.

Ohne Zusatz entstanden leichte Lager mit kurzen Sporangientrégern.
Die Zusatze begiinstigten die Mycelentwicklung sowie das Wachstum der
dunklen, bogenférmigen Sporangientriger. Mucor hiemalis, der aus Birnen
und Apfeln isoliert wurde, zeigte das gleiche Verhalten.

Cladosporium herbarum isolierten wir aus dem Fruchtfleisch des Apfels,
der Birne, der Kirsche sowie der Tomate. Wachstum sowie Saurebildung
sind so tibereinstimmend, daB wir nur ein Protokoll (26 Tage Kulturdauer)
iber einen Stamm aus der Tomate wiedergeben (Tabelle IV).

Tabelle IV. Cladosporium herbarum.

| | m | E | 0
Erntegewichte in mg ......... 180 150 201 ‘ 60
Verbrauch an ccm NaOH .... 3,2 3,6 24 2,1

Citronenséure war nicht zu ermitteln.

Die Zusiitze begiinstigten das Wachstum recht erheblich ; die Konidien-
bildung wurde erméglicht.

Macrosperium commune aus dem Fruchtfleisch der Erdbeere, des
Pfirsichs sowie der Schale der Orange gedeiht in der normalen Néhrlésung
sehr schlecht, es kommt nur zur Bildung weiBer Flocken, die allméhlich
zusammenflieBen. Die Zusiitze Fs, Fl, Sa und E blieben jhier meist ohne
EinfluB; nur Fs der Orange regte das Wachstum stark an und erméglichte
die Bildung der typischen Konidien. Die S&urebildung war stets schwach,
Citronensiure konnte nicht festgestellt werden. Ohne Einflu blieben die
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Zusitzé Fs, Fl, E und Sa bei Verticillium alboatrum aus der Tomate, welches
auf der normalen Nihrlosung fast keine Entwicklung zeigte.

Botrytis cinerea aus den Friichten des Apfels, der Kirsche sowie des
Pfirsichs lehnt die normale Nihrlosung ab. Zusitze von Fl, E, Sa bzw. St
lassen desgleichen nur die Ausbildung heller Flocken zu, die nach etwa
20 Tagen zu eciner leichten Decke zusammenflieBen. Konidienbildung ist
nicht zu verzeichnen. Auf die mangelhafte Entwicklung vieler Fusarium.-
Arten in reinen Nihrlésungen ist schon aufmerksam gemacht worden
[vgl. Niethammer (4)]. An Fusarium lycopersici sowie Fusarium discolor
aus Roggenkérnern wurden diese Erfahrungen hier bestiatigt. Nun geben
wir Bericht iiber Fusarium discolor nach 28 Versuchstagen (Tabelle V).

Tabelle V. Fusarium discolor.

Fs E ' N 0
Erntegewichte in mg ......... 204 206 i 188 a9
Verbrauch an ccm n /10 NaOH 0,8 0,95 0,9 0,8
Citronenséure ................ 0 ] | 0

Die mikroskopische Kontrolle lehrte hier, dafl der Zusatz E die Aus-
bildung einzelner typischer Konidien erméglicht. Die Deckenbildung zeigte
stets Foérderung durch alle Zusitze.

Die hier mitgeteilten Versuche wurden alle mehrmals wiederholt :
ihnen ist zu entnehmen, dafl durch geringfiigige Zusiitze von Pflanzen-
material, das nach den Erfahrungen in der Literatur Wuchsstoffe ent-
hilt, das Wachstum mancher mikroskopischer Pilze in gereinigten
Zuckerlosungen geférdert werden kann.

Die gleichen Versuchsreihen wurden nun noch mit 5 %igen. ebenfalls
gereinigten Losungen von Glucose, Fructose, einem Gemenge der
beiden, ferner Mannose durchgefiilhrt. Grundsitzliche Unterschiede
gegeniiber Saccharose waren nicht festzustellen, so daBl eine Wieder-
gabe der Ergebnisse wegfallen kann.

In Reihe B wurde gepriift, ob den kleinen Mengen an organischen
Sauren, die in Friichten und Samen sehr verbreitet sind, bei dem Wachs-
tum der Pilze in Nahrlosungen eine Bedeutung zukommen kann.

Penicillium expansum. Citronen- (1), Bernstein- (2), Oxal (3)-, Wein- (4),
Salicyl- (5) und Apfelsiure (6) begiinstigten, in 0,0001 9 iger Lésung ge-
reicht, stets die Entwicklung der verschiedenen Stamme. Wir greifen nur

ein Beispiel, den Stamm aus der Orange nach einer Kulturdauer von 21 Tagen
heraus (Tabelle VI).

Tabelle V1. Penicillium expansum.

REEEEEEEEEEEE
Frntegewichte in mg ......... | 201 [ 204 [ 208 | 201 | 180 | 233 | 116
Verbrauch an cem n/10NaOH | 3,0 | 33 , 50 ! 4,0 l 39 | 26 . 28
Citronenséure ................ I S E I e Al b o B S S
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Die Forderungen sind allgemein etwas geringer als in der Reihe Aj;
Deckenbildung und Konidienbildung werden aber stets geférdert.

Die verschiedenen Stdmme von Botrytis cinerea wurden durch
0,0001 %jige Losungen der Citronen- (1) und Weinsdure (4) nicht nur zu
stirkerem Wachstum, sondern auch zur Bildung von Konidien angeregt.
Wir berichten iiber unsere Erfahrungen an dem Stamm aus der Kirsche
nach 24 Versuchstagen (Tabelle VII).

Tabelle VII. Botrytis cinerea.

Verbrauch an cem n/l10NaOH ......
Citronensadure nach Denigés .........

Erntegewichte in mg «.............. u 81 94 22

Bei T'richoderma Koningi bedingten 0,0001 %ige Lésungen von Citronen-
sowie Weinsaure die Ausbildung der typischen wolligen Decken. Konidien-
bildung konnte nicht erzielt werden. Bei Cladosporium herbarum priiften
wir an mehreren Stdmmen ohne nennenswerten Erfolg die sechs Sauren.

Fettsduren, denen im Stoffwechsel Bedeutung zukommen kann, wurden
in 0,0001 %igen Losungen an den Stammen des Penicillium expansum
gepriift. Stearin-, Caprin- sowie Laurins#éure begiinstigten stets die Decken-
bildung und erhshten die Konidienbildung sowie die Erntegewichte. Die
Versuchsdauer erstreckte sich wieder iiber 21 Tage. Die gleiche Dosis
von Caprylsiure hemmte die Entwicklung.

Die Serie B lehrt uns, daB auch der Zusatz kleiner Mengen an
organischen Sauren, die in der Natur recht verbreitet sind, die Ent-
wicklung mancher Pilzdecken férdern kann.

In der nun folgenden Reihe C haben wir noch iiber den EinfluB
seltener Elemente, welche in Boden sowie Frucht verbreitet sein kénnen,
zu berichten. Wir priiften Manganchlorid (Mn), Kobaltsulfat (Co) und
Kobaltchlorid (CoCly) sowie Borsdure (B).

Penicillium expansum. Wir berichten nach einer Versuchsdauer von
21 Tagen iiber einen Stamm aus dem Apfel (Tabelle VIII).

Tabelle VIII. Penicillium expansum.

Mo | o | B [}
Erntegewichte in mg ......... 250 268 290 126
Verbrauch an cem NaOH .... 4,6 5,0 4,6 2,2
Citronensiure nach Denigés ... + ++4 +4 +

Alle Zusitze besserten die Deckenbildung und erhohten die Bildung
von Konidien. Der giinstige EinfluB der Borsdure ist hervorzuheben, da
Kpfel stets etwas Bor enthalten.

Trichoderma koningi zeigte nach 28 Tagen Kulturdauer folgendes Er-
gebnis.
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Tabelle IX. Trichoderma koningi.

Mo | o cocl, B 0
Erntegewichte in mg ........... 298 348 380 300 110
Verbrauch an cem NaOH ...... 2,0 0,7 2,1 2,3 0,1

Citronensidure wurde nicht gefaSt.

Alle die hier gewiahlten Zusitze ermdéglichten die Konidienbildung.
Eine eigentiimliche Rotfiirbung der Unterseite der Decken war zu verzeichnen.

Unsere Versuche liefern folgende Ergebnisse. Viele mikroskopische
Bodenpilze aus Friichten und Samen gedeihen in gereinigten Zucker-
lésungen schlecht. Fiigt man der Nahrlosung kleine Stiickchen aus
unterschiedlichen Teilen von Frucht und Samen hinzu, so kann bei
manchen, aber micht allen Arten Mycelwachstum und Fruktifikation
gefordert werden. Moglicherweise ist diese Anregung durch die in
Samen und Friichten stark verbreitecen Wuchsstoffe bedingt, deren
Wirksamkeit schon bei sehr geringen Mengen gegeben ist. Organische
Scuren, sowie seltene Elemente, die in Frucht und Samen desgleichen
vorhanden sein kénnen, entfalten in manchen Fillen eine dhnliche
Wirkung. Diese Beobachtung konnte dafiir sprechen, daB es sich um
gewisse Reize handelt, die durch unterschiedliche chemische Ver-
bindungen, zu denen auch die Wuchsstoffe gehoéren, ausgelost wird.
Unsere Versuche zeigen wieder, dafl es wichtig ist, bei der Kultur der
Pilze in synthetischen Losungen auf die natiirlichen Verhiltnisse, denen
die Formen entstammen, Riicksicht zu nehmen. Alle hier angefiihrten
Arten sind befiahigt im Erdreich zu wachsen und zu fruktifizieren.
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(Aus dem Botanischen Institut der kgl. ung. Universitit fiir technische und
Wirtschaftswissenschaften, Sopron.)

Ergiinzende Bemerkungen zu unseren Arbeiten
iiber die Lichtokologie der Bodenalgen.
Von
D. Fehér und M. Frank.

Mit 1 Textabbildung.

(Eingegangen am 16. Januar 1940.)

Ineiner im Bd.10 dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit hat Baatz (1)
zu unseren diesbeziiglichen Forschungen Stellung genommen (2).
Da die SchluBfolgerungen dieser Arbeit von unseren Ergebnissen
bzw. von den daran gekniipften Folgerungen wesentlich abweichen
und nach unserer Ansicht auch einen Teil unserer dort gemachten Fest-
stellungen auBer acht lassen, sehen wir uns veranlaB8t, hierzu in aller
Kiirze folgendes zu bemerken,

Die erwihnte Arbeit gliedert sich im wesentlichen in zwei Teile.
In dem ersten Teil werden die Versuche des Verfassers besprochen,
die er mit Bodenalgen im kurzwelligen Ultrarot gemacht hat. In dem
zweiten Teil, der mehr spekulativer Natur ist, befaBt er sich dann mit
den SchluBfolgerungen unserer zweiten Arbeit, ohne dafl er dazu durch
entsprechende Versuche das nétige Beweismaterial herbeigeschafft
hiitte.

Die Feststellungen des Verfassers, dal das kurzwellige Ultrarot fiir das
autotrophe Wachstum der Bodenalgen wirkungslos ist, stimmen mit den
Ergebnissen. iiberein, die wir in dem zweiten Teil unserer Arbeit bereits
mitteilten ; sie bestitigen daher vollauf unrere E1gebnisse iiber die Wirkungs-
losigkeit des infraroten Lichtes bei der Dunkelassimilation der Bodenalgen.
In unserer ersten Arbeit haben wir mit Riicksicht darauf, daB auch wir die
Energiequelle des autotrophen Algenwachstums zunichst in der Strahlungs-
energie der Sonne suchten, als vermutliche Ursache bzw. Energiequelle
die infraroten Strahlen angenommen, da, wie auch unsere Messungen
gezeigt haben, die Strahlungsenergie der Sonne, durch die obersten Boden-
schichten umgeformt, nur in diesen Formen die unterirdischen Lebens-
rdume der Bodenalgen erreichen kann. Die Tatsache jedoch, da8 das auto-
trophe Algenwachstum ohne den sichtbaren Lichtanteil stattfinden kann,
war natiirlich vollkommen unabhéngig davon, welche Formen der strahlen-
den Energie hierfiir verantwortlich gemacht werden kénnen. Im Laufe der
weiteren Untersuchungen stellte sich dann deutlich heraus, da fiir das
autotrophe Dunkelwachstum der Bodenalgen Wellenbezirke der strah-
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lenden Energie, die zwischen 30000 und 3000 A liegen, wirkungslos sind.
Die von Baatz verwendete infrarote Strahlung befindet sich innerhalb
dieses Bereiches. Die neueren Untersuchungen, die mit Bodenarten ver-
schiedener Strahlungsaktivitat durchgefiihrt wurden, haben dann gezeigt,
daf die gesuchte Energiequelle aller Wahrscheinlichkeit nach in den unter-
halb von 3000 A liegenden Wellenbezirken der unsichtbaren strahlenden
Energie zu suchen sind. Ob diese Strahlen irdischen oder kosmischen
Ursprungs sind, bedarf weiterer eingehender Untersuchungen.

Unsere diesbeziiglichen Untersuchungen sind bereits in vollem
Gange. D. Fehér hat in dieser Richtung in einer kiirzlich erschienenen
Arbeit hieriiber eine kurze Mitteilung gemacht (3). Es gelang ihm nédm-
lich durch die Verwendung von schwach strahlungsaktiver Erde bei
Versuchen, die 2 Jahre lang liefen, das Algenwachstum zu unterbinden
und in den Parallelkulturen, die in aktive Erde eingebettet waren,
simtliche Phasen der von uns beschriebenen autotrophen Algenwachs-
tums experimentell hervorzurufen.

Wir miissen jedoch bemerken, dafl die Ergebnisse derart umfassender
Versuche, wie wir sie durchgefiihrt haben, auf Grund von Einzelversuchen,
wie sie Baatz versffentlichte und die kaum mehr als 3 Monate dauerten,
nicht beurteilt werden kénnen. Das eigentliche autotrophe Algenwachstum
kam bei uns erst nach 4 Monaten zum Vorschein. AuBlerdem bietet die
F¥adenalge Oscillatoria, die in unseren Kulturen in verschwindend kleinem
Anteile vorgekommen ist, kein dankbares Objekt dafiir, um von seinem
Verhalten auf unsere Ergebnisse, die auf Grund eines vielseitigen und
umfassenden Beobachtungsmaterials abgeleitet worden sind, derartige weit-
gehende Schliisse zu ziehen, wie das von Baatz gemacht wurde.

Die Bemerkung, daB das Flichenwachstum in unseren Kulturen nur
geringfiigig war, ist ebenfalls nicht zutreffend. Wenn man zunichst die
in Frage kommenden ganz geringen Energiemengen und den komplizierten
inneren Aufbau des gesamten Adaptationsvorganges in Betracht zieht, so
wird man bei den Versuchen 2b und 3, wo Flichenzunahmen von beinahe
2009, wvorgekommen sind, von einem ganz deutlichen Fliachenzuwachs
reden koénnen.

DaB wir Mischkulturen verwendeten, wird dadurch gerechtfertigt, da3
zunichst die Arten herausgefunden werden miiSten, die durch ihre indivi-
duelle Anpassungs- und Reaktionsfdhigkeit spater dann zur Herstellung
von Reinkulturen herangezogen werden kénnen. Wir haben jedesmal ein
Stiick der natiirlichen Lebensgemeinschaft der Algen auf unser Kultur-
substrat gebracht. Als solches haben wir ausgegliihten Meeressand ver-
wendet, der von allen seinen organischen Bestandteilen befreit war und mit
einer anorganischen Nahrlésung gesattigt wurde.

Mit dem Thallusstiick wurde ein Stiick der aktiven Lebensgemein-
schaft der Algen mitgenommen. DaB dieser auBer Algen auch ihre hetero-
trophische Begleiter: die Bakterien und Pilze angehéren, ist natiirlich. Es
vergeht dann,eine geraume Zeit, bis das biologische Gleichgewicht dieses
kleinen Lebensraumes hergestellt ist. Dabei werden alle Individuen, die
sich den neuen veranderten Verhiltnissen nicht anpassen kénnen, absterben
und durch die heterotrophen Mikroorganismen verarbeitet. Es beginnt aber

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 6
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inzwischen die neue Aufbauarbeit, deren Arbeitsleistung nach den Energie-
mengen der neuen unsichtbaren Strahlung abgestimmt wird. Es wird
inzwischen auch ein Teil der Algen auf dem normalen Wege ihrer Lebens-
entwicklung absterben. Sie werden von den hegleitenden Bakterien und
Pilzen ebenfalls verarbeitet. Um die Lebensméglichkeiten der verbleibenden
anpassungs- und adaptationsfahigen Algen zu sichern, muB sich also zwischen
Abbau und Aufbau ein gewisses biologisches Gleichgewicht einstellen,
dessen Schwerpunkt je nach der Auf- oder nach der Abbauseite verschoben
werden kann.

Dies wird in Anbetracht der Tatsache, dal Néhrstoffe, Wasser
und Wirme im Optimum geboten werden, hauptsichlich von der Energie-
menge abhéngen, die zur Aufbauarbeit zur Verfiigung steht. In unseren
Versuchen, die mit schwach strahlungsaktivem Sand durchgefiihrt
wurden, kénnen wir jetzt, nach dem Zeitraum von 2 Jahren, wiahrend-
dessen die Kulturen zwar am Leben blieben, aber weder nennenswertes
Wachstum noch Bewegungen zeigten, feststellen, da8 hier sich Aufbau
und Abbau wahrscheinlich gleichmaBig die Waage halten. Wird jedoch
die strahlungsaktivere Tonerde als Einbettungsmaterial verwendet,
80 kommt es bald zu den Erscheinungen des autotrophen Algen-
wachstums, die wir bereits ausfiihrlich beschrieben haben.

Sollte daher die auch von Baatz hetonte heterotrophe Lebensweise der
Algen, eine Eigenschaft, die ihnen der Theorie zufolge bei Abschluff des
sichtbaren Lichtanteils zukommt, auch hier auftreten, so miiite diese, da
wir einen von allen organischen Beimengungen befreiten Nahrboden ver-
wendeten, innerhalb von einigen Monaten zur vollstandigen Vernichtung
der lebendigen Masse der Algen fiihren, so daf3 schlieBlich nur die Dauer-
formen bzw. Sporen von Pilzen und Bakterien und von den wenigen diesen
heterotrophischen Vernichtungsproze8 durchlebenden Algen iibrigbleiben.
DaB dabei nach 4 bis 6 Monaten kein oft 150 bis 200 9, betragendes Flachen-
wachstum und nach 6 bis 8 Monaten keine neue taktischen Wachstums-
bewegungen méglich sein kénnten, glauben wir einem jeden, der sich je
einmal mit der Fortziichtung von Dunkelkulturen von Mikroorganismen
beschiftigt hat, nicht naher erkliaren zu miissen.

Die von uns angegebenen Zeitspannen diirfen natiirlich nicht als fest-
stehend betrachtet werden. Die biologischen Bedingungen, darunter vor
allem die Temperatur und die individuellen Eigenschaften der Algen,
spielen dabei eine wohl zu beachtende Rolle. Bei der Entscheidung diesex
Problems kommt auch dem Zeitfaktor eine ausschlaggebende Bedeutung
zu, dessen Nichtbeachtung zu Fehlschliissen fiihren kann. Daf} das auto-
trophe Wachstum beim AbschluB der michtigen Energiequelle der sicht-
baren strahlenden Energie, in Anbetracht der ganz geringen Energien der
zur Verfiigung stehenden Strablungsquellen, nicht in das Unbegrenzte
iibergehen kann, ist selbstverstiandlich. Es geht nur so lange vonstatten,
bis das Gleichgewicht zwischen Abbau und Aufbau erreicht wird. Dann
erreicht es einen stationidren Zustand, der jahrelang erhalte.a bleiben kann.
Die GréBe der zur Verfiigung stehenden Energiemengen bildet daher den
begrenzenden Faktor, der neben dem Zeitfaktor den Verlauf des gesamten
Vorganges entscheidend beeinflufit.
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DaB bei der Beurteilung dieses Fragenkomplexes die Erhaltung der
wrspriinglichen Chlorophylifarbe nicht das Entscheidende ist, geben wir
auch gerne zu. Sie gehort aber zu den Eigenschaften der autotrophen
Pflanzenzelle, die nicht nur auf die Stérungen der Licht-, oder besser gesagt
der Strahlungsenergie, sondern auch auf die geringsten Stérungen des Stoff-
haushaltes der Pflanzen sofort reagiert.

Wir machen uns natiirlich keine iibertriebenen Vorstellungen von dem
Zweckmafigkeitsgesetz der Natur. Die Annahme jedoch, daf3 heterotroph
lebende Algen auch nach 2 Jahren die urspriingliche frische Farbe ihres
angeblich aufler Gebrauch gesetzten Chlorophyllapparats unverdndert

Abb. 1. Phaseolus vulgaris. Strahlungsaktive Substanz 6g U,; O, in einer Glasdose
(3- und y-Strahlen). Versuchsdauer 17 Tage.

crhalten, sogar bei ihren Lebenserscheinungen, wozu auch ihre fortgesetzten
Teilungen gehéren, diese trotz des Umstandes, da8 dafiir keine Notwendig-
keit bestehen sollte, nochmals und wiederholt ausbilden, gehort zu Vor-
stellungen, in deren weiteren Diskussion uns einzulassen wir nicht fir
notwendig halten.

Dafl Beriihrungs- und chemische Reize bei Phase III auch eine
gewisse Rolle spielen kénnen, steht auBler Zweifel. Allein der Umstand,
daB die Phase IITI erst dann auftritt, wenn die Kulturen in aktive Erde
eingebettet werden, beweist es deutlich, daBl hier die Wirkung von
unsichtbaren Strahlen, die von der Erde ausgesendet werden, die ent-
scheidende Rolle spielt.

Diese Feststellung wurde wenigstens mittelbar durch unsere letzten
Versuche, die mit hoheren Pflanzen durchgefithrt worden sind, klar
bestitigt. Es gelang uns nimlich bei Dunkelkulturen von hiheven Pflanzen
durch die umwichtbaren y- und B-Strahlen des Urans tropische Reiz-
bewegungen auszulisen und durch diese Formen der wnsichtbaren strah-
lenden Emergie die Reizwirkung des Lichtes zu ersetzen. Obwohl wir
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iiber diese Untersuchungen noch ausfiihrlich berichten werden, bringen
wir zur vorldufigen Orientierung ein typisches Beispiel (siche Abb. 1,
S. 83).

Aus allen diesen geht deutlich hervor, daf kein Grund dafiir vorliegt,
in Anbetracht der Versuchsergebnisse von Baatz an unseren, durch weit-
gehende und langdauernde Versuche abgeleiteten Schlupfolgerungen vor-
liufig auch nur das Geringste zu dndern.

Wir werden iibrigens auf diesen Gegenstand auf Grund unserer
neueren Untersuchungen demnéchst im Rahmen einer ausfiihrlichen
Arbeit noch zuriickkommen.
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(Aus der Biologischen Versuchsabteilung der Maschinenfabrik
Arthur Vondran, Halle a. d. 8.)

Ein neuer Nihrboden zu Keimversuchen
mit Getreidepilzsporen.

(Ustilago avenae, U. tritici, U. hordei, Tilletia tritici
und Helminthosporium gramineum.)
Von
Josef Keil.

Mit 1 Textabbildung.
(Eingegangen am 23. Januar 1940.)

Im Rahmen der Bekimpfungsmdéglichkeit der Getreidepilze nach
dem Vondran-Verfahren erwies es sich als notwendig, eine einfache
Methode zu finden, mit deren Hilfe sich rasch und sicher in groBerem
Umfang die Pilzsporen auf ihre Lebens- und Keimfihigkeit priifen
lieBen. Hierzu muBte in erster Linie ein Nihrboden in Frage kommen,
der sowohl méglichst schon nach dem 1. oder 2. Tag der Sporenaussaat
den positiven oder negativen Ausgang der Sporenbehandlung als auch
deren anderweitigen Folgen auf die Pilzentwicklung abzulesen gestattete.
Wiihrend die Versuchsergebnisse zur Getreidepilzbekdmpfung nach dem
Vondran-Verfahren, das auch auf diesem Gebiete ungeahnte Méglich-
keiten zu entfalten verspricht, und das neben anderen Vorteilen alle
Nachteile der bisherigen Pilzbekimpfung vermissen lafit, an anderer
Stelle mitgeteilt werden sollen, sei heute zundchst von einem neuen
Pilzndhrboden berichtet.

Die genannten an den Nahrboden zu stellenden Forderungen er-
schopfen sich in der Hauptsache in der allgemeineren Frage der Keim-
begiinstigung. Dieses Problem ist besonders in jiingster Zeit stark
bearbeitet worden. Zu seiner Losung werden immer wieder die zwei
Themen angeschlagen: 1. Keimungsstimulantien, 2. Entfernung von
genuinen keimungshémmenden Stoffen. Setzt man voraus, daB die
Sporenkeimung von den gleichen Faktoren abhingig ist wie die Samen-
keimung, so sind neben den Grundbedingungen der Keimung (Feuchtig-
keit, Temperatur, Sauerstoff) auch mehr oder weniger spezifische
Stimulantien und oft ein hemmstoffadsorbierendes Substrat zu fordern.

In méglichst nahem AnschluB an die natiirlichen Verhaltnisse
miiBten die stimulierenden Stoffe fiir die Sporenkeimung der Getreide-
pilze durch Waasserausziige aus Getreide zu gewinnen sein, und beziiglich
der Entfernung etwa vorhandener genuiner Hemmstoffe hitte man sich
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auf die Ergebnisse der neueren keimungsphysiologischen Forschung
zu stiitzen und die dort benutzten hemmstoffadsorbierenden Substrate
zu verwenden (vgl. Borriss 1936, Laibach und Keil 1937, Keil 1939).
Von diesen Erwiagungen ging ich bei der Anfertigung des neuen Pilz-
niahrbodens aus.

Die Grundsubstanz bildete die iibliche Agarlosung (2,59, Agar-Agar in
dest. Wasser). Fir je 1 Liter Agarlésung bereitete ich einen wisserigen
Extrakt aus 250 g Hafer durch einstiindiges Kochen, und zwar so, daf3 sich
250 cem Extraktfliissigkeit abfiltrieren lieBen (durch Leinentuch). Hierzu
kamen dann 2 9;, Traubenzucker und 19, feinpulverisierte Tierkohle (alles
bezogen auf die Menge Agarlésung). Dieses (lemisch wurde einige Minuten
gekocht und dann in den verfliissigten Agar ge-chiittet. Das Ganze blieh
noch kurze Zeit im kochenden Wasserbad, ehe mit dem Ausgieen in Platten
hegonnen wurde.

Auf solchen Nihrbéden ausgeimpft und in einen Brutschrank
(260 C) gestellt, entwickeln die Flug- und Steinbrandsporen, sowie die
Konidien der Streifenkrankheit der Gerste bald ein gutes aber cigentiini-
liches Wachstum. Allerdings tritt noch gern auf diesen Boden in hohem
MaBe Schimmelbildung auf. lch versuchte daher durch verschiedene
Zusidtze — und diese in verschiedenen Konzentrationen — eine weit-
gehendere Spezifitit des Nahrbodens zu erreichen. Dabei stellte es sich
heraus, daB ein Zusatz von 0,6 9%, KOH?! Keimung und Wachstum der
Brandsporen und Helminthosporium-Konidien auBerordentlich be-
giinstigt, die Schimmelbildung aber nahezu restlos unterdriickt. Spéter-
hin beobachtete ich jedoch, daB durch 0,6 9%, K O H nicht alle Aspergillus-
Arten (oder Aspergillus-Rassen?) in ihrer Entwicklung so stark ge-
hemmt werden. Wihrend aber alle hier untersuchten Schimmelarten
auf einem 0,1 bis 0,2-9, Essigsdure enthaltenden Nihrboden so gut
wie auf neutralem wuchsen, unterblieb auf solchen sauren Boden ginz-
lich die Keimung der Ustilago- und Tilletia-Sporen, was iibrigens mit
verschiedenen diesbeziiglichen Literaturangaben in Einklang steht.

Auf dem kaliumhydroxydhaltigen Néahrboden ist schon nach
24 Stunden die Keimung der Flugbrand- und Tilletia-Sporen deutlich
sichtbar; es handelt sich dabei um ein Hyphenwachstum, wie es bei
Brandpilzkulturen vollig ungewohnt ist. Nach weiteren 24 Stunden
ist die beimpfte Stelle der Agarplatte von einem feinen, braunlich-
weiBen bis grauweilen (je nach Pilzart) Pilzrasen iiberzogen. Unter
dem Mikroskop bei schwacher Vergroflerung offenbart sich dieses
Wachstum zuniichst als dichtstehende aber unregelmiBig an den Hyphen
sitzende, mehr oder weniger kurze Ketten aus runden Gebilden, die am
ehesten Aspergillus-Konidien éhneln (aber deutlich groBer sind).
Im mikroskopischen Priparat sieht man dann das meist im Agar
verlaufende dichte, maBig verzweigte Mycel und runde, konidienartige

! Das KOH-Optimum ist hei den einzelnen Pilzarten etwas verschieden.
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Koérper, die die GroBe von Flugbrandsporen aufweisen (Abb. la).
Dabei ist es so, daB sich die Wachstumsbilder, die die verschiedenen
Flugbrandarten ergeben, nicht ohne besondere Ubung von dem des
Steinbrandes unterscheiden lassen.

Noch iiberraschender ist die Tatsache, dafl auch die Hyphen von
Helminthosporium graminewm auf diesen Nahrboden am 4. bis 5. Tag
nach der Beimpfung zur Bildung von Fortpflanzungskérpern schreiten,
die den Konidien duBerst dhnlich, wenn nicht gar solche sind. Im Gegen-
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am 1, Tage und am 3. Tage nach der Sporensussaat.
Vergr. etwa 400fach. a Vergr. ctwa 800fach.
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Helminthosporium am 4. Tage nach der Kouidienaussaat. Vergr. etwa 400fach.
Abb. 1. Einige auf dem neuen Nihrboden auftretende Wuchsformen (halbschematisch.)

satz zu den Brandpilzen sind diese Gebilde linglichoval und stehen
nicht in Ketten, sondern sitzen zu kleinen Haufen endstidndig an den
Hyphenzweigen (vgl. Abb. 1b).

Die morphologischen und genetischen Zusammenhénge dieser
Erscheinungen sind noch nicht restlos geklirt und werden zur Zeit
untersucht.

Bei der zusammenfassenden Betrachtung der vorliegenden Er-
gebnisse fillt auch noch die Tatsache auf, dafl bei einer Zusammen-
setzung, wie sie der neue Nahrboden aufweist, die Keimung der T'illetia-
Sporen sich {rotz Anwesenheit von 2 9, Traubenzucker so rasch vollzieht.
Wie von Tubeuf (1901), Hollrung (1925), Rabien (1928) u. a. berichten,
unterbleibt nimlich die Keimung der Tilletia-Sporen auf Trauben-
zuckerlésung oder ist stark gehemmt. Auch finden sich in der Literatur
verschiedentlich Angaben, wonach die Hochsttemperatur, bei der keine
Keimung der Brandsporen mehr auftritt — im Gegensatz zu meinen
Beobachtungen —, um 25° C liegt (z. B. Hahne, 1925, fand ein Keimungs-
optimum bei 16 bis 180 C und das Maximum bei 20 bis 219). Allerdings
konnte auch Rabien (1928) durch Zusatz von Kaliumpermanganat
zu seiner Calciumnitrat-Nihrlosung das Maximum nach oben ver-
schieben (iiber 259), welche Tatsache er als Sauerstoffwirkung ansprach.

Mit dieser Erklirung kénnen wir in bezug auf den hier beschriebenen
Nihrboden nichts anfangen. Sein EinfluB auf die Brandpilz- und Hel-
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minthosporium-Entwicklung diirfte vielmehr in der Gesamtwirkung seiner
Bestandteile begriindet sein, wobei sich Tierkohle und KOH in ihrer
Wirkung zu unterstiitzen scheinen. Die Alkalitdt ist offenbar ebenso
notwendig wie das K-Ion, denn bei der Verwendung von Na OH bleibt die
Wirkung ausl. Wie aus den neueren Arbeiten hervorgeht, vermégen so-
wohl Tierkohle als auch Kaliumhydroxyd keimungshemmende Stoffe un-
schidlich zu machen. Da sich nun die Keimung (im engeren Sinne)
der Brandsporen schon in den gewéhnlichen Nahrlésungen leicht voll-
zieht, die Pilze sich aber nicht in der Weise, wie es mit Hilfe des neuen
Nihrbodens gezeigt werden konnte, weiterentwickeln, so miissen wir
annehmen, daB die Wirkung von Tierkohle und KOH hier auch auf
der Adsorption von entwicklungshemmenden Stoffen beruht.

Es ist anzunehmen, daB8 der hier beschriebene Pilznihrboden ge-
eignet ist, dem Mykologen ein wichtiges methodisches Hilfsmittel zu
werden und ihm neue interessante Ausblicke auf morphologischem,
genetischem und physiologischem Gebiet zu gewdhren. Damit ent-
spricht diese Kulturenplatte nicht nur den Forderungen der Praxis,
sondern besitzt auch hohes wissenschaftliches Interesse.

Die Zusammensetzung des neuen Pilzniihrbodens.
(fiir Ustilago avenae, U. hordes, T'. tritici, Helminthosporium gramineum).

1. Agarlésung: 1000 ccm dest. Wasser, 25 g Agar-Agar (wie iiblich
sterilisieren).

II. Zusditze: 250 g Hafer 1 Stunde in etwa 1500 ccm dest. Wasser
kochen; Filtrat soll 250 ccm Extraktfliissigkeit sein; 20 g Traubenzucker
(auf je 1000 ccm Agarlésung) kommt zum Haferextrakt; 10 g pulver. Tier-
kohle (auf je 1000 ccrm Agarlésung) kommt zum Haferextrakt.

I. und II. mischen, 10 Minuten ins kochende Wasserbad, dann auf je
100 ccm dieses Gemisches 0,6 g Kaliumhydrozyd hinzufiigen. Vor dem Gieen
der Platten nochmals 2 Minuten in kochendes Wasser stellen.

Die vorstehenden Versuche wurden in der Zeit vom Juni bis November
1939 im Biologischen Versuchslaboratorium der Maschinenfabrik Arthur
Vondran, Halle a.d. S., Abteilung Desinfektionsgerate, durchgefiihrt. —
Herrn Prof. Dr. Fuchs vom Pflanzenpathologischen Institut, Halle a. d. 8.
danke ich hiermit fiir die Vermittlung des Sporenmaterials und fiir seine
stets freundlichen und bereitwilligen Belehrungen.
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1 D.h. das Pilzwachstum ist stark verzdgert und zeigt Entartungs-
erscheinungen.



(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen Karls-Universitat
in Prag.)

Experimentelle Untersuchungen
iiber den Einflul von Wirkstoffen auf die Vermehrung
einiger mixotropher Algen.
Von
Karl Ondratschek (Prag).
Mit 6 Textabbildungen.
(Eingegangen am 7. Februar 1940).

Die Frage nach dem EinfluB von Wirkstoffen auf die Vermehrungs-
rate bei heterotroph sich erndhrenden Mikroorganismen fand namentlich
im letzten Jahrzehnt stirkere Beachtung. Zahlreiche Autoren, von
denen Kdgl, Schopfer, Nielsen, Hartelius und Lwoff genannt sein mogen,
haben die vorliegende Frage in zahlreichen Arbeiten eingchend unter-
sucht und der Klarung niher gebracht. Die auf dem hier bebhandelten
Gebiete der Wirkstoffrage vorliegenden Arbeiten und Ergebnisse sind
jingst von A.Janke (1939) und W.H. Schopfer (1939) in so iiber-
sichtlicher Weise zusammengestellt und besprochen worden, dafB sich
ein niheres Eingehen an dieser Stelle eriibrigt.

Der EinfluB dieser Stoffe auf die Vermehrung farbstoffiithrender,
vor allem griin gefirbter Mikroorganismen (Algen) ist wenig untersucht
worden, so dafl wir heute nicht einmal die Frage beantworten konnen,
ob diese Organismen iiberhaupt eines Wuchsstoffes bediirfen.

Die mit der vorliegenden Mitteilung begonnenen Untersuchungen
stellen sich zur Aufgabe, die Ernahrung bestimmter Algen und Flagellaten
unter Beriicksichtigung der Wirkstoffrage zu studieren. Es wird mit
der Analyse des Einflusses von Wirkstoffen wie Ascorbinsdure (C-Vita-
min) und Aneurin (Vitamin B,) auf die Vermehrung mixotropher Algen
als der grundsitzlich wichtigsten Frage begonnen. Im AnschluB daran
soll die Untersuchung der Kohlenstoff- und Stickstoffernahrung dieser
Organismen erfolgen. Weitere Arbeiten werden sich mit der Ernahrung
obligat heterotropher und obligat autotropher Algen und Flagellaten
zu beschiftigen haben und endlich soll zwischen diesen beiden Er-
nidhrungsarten ein Vergleich gezogen werden.

In der vorliegenden Mitteilung soll der Begriff ,, mixotrophe Orga-
nismen‘‘ im weitesten Sinne gefaBt sein. Wir wollen darunter alle jene
Formen zusstmmenfassen, die imstande sind, in einer Néhrlgsung mit
organischer C- und N-Quelle im Dunkeln und am Licht, mit CO, und
Nitrat- oder Ammonstickstoff am Licht zu gedeihen.

6*
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Versuchsanstellung.

Die Versuche zwecks Ermittlung des Wuchsstoffeinflusces wurden zum
GroBteil in Réhrchen aus Jenaer Glas Nr. 20 in 10 cem Lésung durch-
gefiihrt, nur die Versuche zur quantitativen Erfassung der Wuchsstoff-
wirkung wurden in 500 ccm Lésung in Erlenmeyer-Kolben aus dem gleichen
Glas angesetzt.

Zur Bereitung der Nihrlosungen, deren Zusammensetzung in den
betreffenden Abschnitten angegeben wird, wurde doppelt — das zweite Mal
durch ein Quarzrohr — destilliertes Wasser verwendet. Die chemischen
Priparate sind pro analysi oder gleichwertige Erzeugnisre der Firmen:
Merck, Kahlbaum, Schuchardt, Frinkel und Landau, die Vitamine und
Organextrakte wurden von Merck, I.G. Farben (,,Bayer)l, Hoffmann-
La Roche und Organon bezogen.

Sterilisation erfolgte in der iiblichen Weise durch kurzes Erhitzen des
vollstindigen Lésungsgemisches einschlieBlich Wuchsstoff auf 120° im
Autoklaven.

Die Beimpfung der Versuchslosungen geschah mit einem Tropfen einer
derart verdiinnten, bakterienfreien Aufschwemmung von Zellgemischen,
daB sich 10 bis 30 Zellen im Tropfen befanden, eine Zahl, die, gemessen am
Ernteertrag, wegen ihrer Kleinheit bei der zahlen- oder gewichtsmaS8igen
Feststellung der Ernteertrage vernachlissigt werden kann.

Die untersuchten Organismen wurden der Kulturensammlung unseres
Instituts entnommen. Zur Beimpfung mufBite nach fritheren Untersuchungen
und grundsitzlichen Uberlegungen (Czurda, 1935) tunlichst Zellgemische
im Normalzustand verwendet weiden (= Zellgemische von gréfSter Einheit-
lichkeit bei intensivster Vermehiung), da nur in diesem Falle eine Gewihr
fiir die Erzielung wiedertholbarer Ergebnisse geboten ist.

Um dieser Forderung nach Mdéglichkeit gerecht zu weirden, ohne erst
eigene, langwierige Untersuchungen iiber die Variabilitat anstellen zu
miissen, wurde folgendermafien vorgegangen. Aus eigener Erfahiung war
bekannt, in welcher Nihrlgsung die verwendeten Organicmen am besten
zu gedeihen vermégen. Diese Losung wurde beimpft und nach einiger Zeit,
wenn reichlich Vermehrung eingetreten war, ein Teil des Zellgemisches
wieder in eine Lésung gleicher Zusammensetzung iibertragen. Nach vier
bis fiinf Wiedertholungen war das Zellgemisch innerhalb der ersten 8 Tage
(von der letzten Uberimpfung an geiechnet) weitgehend morphologisch
homogen und vermehrte sich iippig. Vor der Beimpfung einer Versuchs-
reihe wurde das Impfmaterial, soweit dies die besonderen Versuchsbedin-
gungen erlaubten, mindest eine Passage in der Versuchsldasung, natiirlich
ohne den zu priifenden Wuchsstoffzusatz, ,,angewshnt*‘.

Die beimpften Roéhichen wurden zum Teil an einer ,kiinstlichen
Sonne‘‘ belichtet, zum Teil in einem Thermostaten bei 25° C dunkel gehalten.
Nach Ablauf der meist zehntigigen Versuchsdauer wurde das Zellmaterial
mikroskopiert und der Ernteertrag bestimmt.

Dazu wurden folgende Arbeitsverfahren angewendet. Bei den Ver-
suchen in Réhrchen wurde der Einteertiag bei einzelligen, nicht faden-
bildenden Organismen durch Bestimmung der Zellzahl in cam mittels einer

1 Den I. G. Farbenwerken, bzw. deren Prager wissenschaftlichen Ver-
tretung, danke ich auch an dieser Stelle bestens fiir die mir zur Verfiigung
gestellten Vitamin- und Organpréparate.
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Zeiss-Thoma-Zahlkammer festgestellt. Vor der Ziahlung wurden die Rohr-
chen kraftig durchgeschiittelt, um eine gleichmifBige Verteilung der Orga-
nismen zu erzielen. Von jedem Versuche wurden drei Rohrchen angesetzt,
in jedem Rohrchen zehn Einzelzahlungen durchgefiihrt und aus allen das
arithmetische Mittel gezogen. Bei Verwendung fadenfsrmiger Algen wurde
im Vorversuch der Ernteertrag nur geschatzt.

Nephelometrische Bestimmungen, wie sie von anderen Autoren bei
verschiedenen Organismen héufig angewendet werden, kommen bei stérke-
oder paramylonbildenden Organismen zur Ernteermittlung nicht in Betracht,
da der Triibungsgrad einer Organismenaufschwemmung wesentlich durch
den Reservestoffgehalt der Zellen bestimmt wird und nicht nur von der
Anzshl der Zellen in der Volumeneinheit.

Bei den quantitativen Versuchen in gréB8erer Fliissigkeitsmenge wurde
auBler der genannten Zihlung auch das Trockengewicht bestimmt. Zu
diesem Zwecke wurde die Algenaufschwemmung durch einen Gooch-Tiegel
mit einer feinporigen Glasfilterplatte filtriert, der Tiegel bei 105° C bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen.

In einer Reihe von Versuchen wurde auch das Gesamtvolumen und das
Frischgewicht des Ernteertrages festgestellt; die bekannte Unbrauchbarkeit
dieser Werte hat sich auch hier wiederum*erwiesen, so da im weiteren die
Werte solcher Bestimmungen nicht wiedergegeben werden.

Eigene Untersuchungen und ihre Ergebnisse.
A. Untersuchungen an Haematococcus pluvialis.
1. Priifung verschiedener Nihrlisungen auf thre Eignung zur Ziichtung.

Als Untersuchungsobjekt fiir die einleitenden Versuche wurde
Haematococcw:s pluvialis gewahlt, eine Alge, die hinsichtlich ihrer Er-
nahrung schon ofters untersucht worden ist, u. a. von Pringsheim (1914)
und Lwoff (1932).

Da diese Untersuchungen zu einer Zeit geschahen, in welcher man
das Ernihrungsproblem der Mikroorganismen von einem wesentlich
anderen Standpunkt aus betrachtete, als dies heute geschieht, erschien
es angebracht, die folgenden Versuche durchzufithren. Zur Feststellung,
inwieweit Haematococcus pluvialis den von mir geforderten Bedingungen
entspricht, also die Fahigkeit besitzt, seinen Kohlenstoff- und Stickstoff-
bedarf aus anorganischen oder organischen Substanzen, wie auch aus
beiden zugleich bestreiten zu kénnen, wurde die Zellzunahme in folgenden
Nihrlosungen ermittelt:

I. Mineralsalzlssung: KN O, 0,01%., K,HPO, 0,001%, MgSO, 0,001 %,

CaCl, 0,001 %, FeSO, 0,0001 %; pu = 6,6.

I1. Die gleiche Lésung wie I. Durch Zusatz von NaOH auf pg = 7,2
gebracht.

III. Erdabkochung. 1:5, mit einem py von 6,6.

IV, Flagellatennihrlosung. Pepton Vaillant 0,1%, Na-Acetat 0,2%; mit

Essigsﬁu?e auf py = 6,3 gebracht.

V. Die gleiche Lésung wie IV. Duxch Zusatz von NaOH auf pg = 7,8
eingestellt.
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Sémtliche pu-Bestimmungen wurden kurz vor der Beimpfung durch-
gefiihrt.

Die Versuchsréhrchen kamen teils ans Licht, teils ins Dunkle.
Nach 10 Tagen wurde die Zellenzahl im cmm bestimmt und eine zweite,
nach weiteren 10 Tagen eine dritte Passage durchgefiihrt. Die Ergebnisse
sind in der Tabelle I zusammengestellt.

Tabelle I. Kultur von Haematococcus pluvialis in verschiedenen

Néahrlésungen.
Anzahl der Zellen je cmm
Zitichtung
Nihrlésungen Pu im Licht H im Dunkeln
Passagen
.| 2 [ s RS
i | i |
I. Lésung anorganischer Salze | 6,6 || 400| 650 ' 680 I -- | -
o, ” no | T2 800| 120011400 | - | — | -
I11. Erdabkochung ........... | 6,6 |l 900| 1200 | 1200 -
IV. Flagellatennahrlosung ... .. | 63 | 260| 200 ' 100 l 150 | 50 50
V. - . ! 7.6 |l 1400 1600 : 2400 || 800 ; 1400 | 1200

Damit sind die friitheren Ergebnisse (Pringsheim, 1914, Luwoff, 1932),
daB sich Haematococcus pluvialis sowohl in einer Mineralsalznihrlosung
am Licht, als auch in einer Losung mit organischer C- und N- Quelle im
Licht und im Dunkeln zu vermehren vermag, bestatigt. Ebenso zeigt
sich wieder, daBl eine Niahrlosung aus organischen Stoffen in jedem
Falle eine grofiere Erntemenge liefert als eine reine Mineralsalzlosung.
Im Erddekokt und im Pepton Vaillant sind, wie schon fir Erddekokt
gezeigt (Pringsheim, 1936) und fiir das genannte Pepton auch im hiesigen
Institut wiederholt nachgewiesen wurde, Wuchsstoffe enthalten. Wir
sehen somit aus dem Versuchsergebnis, daBl die im Erddekokt und
Pepton Vaillant enthaltenen Wuchsstoffe wohl auch auf unser Versuchs-
objekt einen giinstigen EinfluB haben, doch ist die Wirkung hier zum
Teil verdeckt. Die obigen Ergebnisse lassen weiter erkennen, daB
Haematococcus eine Reaktion zwischen py 7,2 und 7,6 bevorzugt.
Deshalb mufite bei den folgenden Versuchen bei der Zubereitung der
Nihrlésungen darauf Riicksicht genommen werden. In einer Lésung
organischer Stoffe erweist sich die Reaktion von pyx 6,3 als zu sauer.
In Mineralsalzlosung vermehrt sich das Versuchsobjekt bei dieser
Reaktion zwar, doch ist der Ernteertrag bei einer Anfangsreaktion
von pu 7,2 weit grofer.

2. Feststellung des Einflusses von Wirkstoffen auf die Vermehrung von
Haematococcus pluvialis.

Zunichst war festzustellen, ob die hier zu priifenden Substanzen
(Vitamine, Hormone und Organextrakte) iiberhaupt eine stimulierende
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Wirkung ausiiben. Zu diesem Zwecke wurde ein in reger Vermehrung
stehendes Zellgemisch von Haematococcus pluvialis in die falgenden
Nahrlosungen geimpft und darin durch fiinf Passagen von je 10 Tagen
Dauer gezogen. Als ,,Grundlosung‘ soll stets die folgende Mineralsalz-
16sung bezeichnet werden:

Orundlosung. K,HPO, 0,001%, MgSO, 0,001%, CaCl, 0,001%,
FeS80, 0,0001 %. — Diese wird variiert in:

Lé&sung a, anorganische N- Quelle allein: Grundlésung mit 0,1 %, KN O,
(Tabelle IT);

Lo6sung b, anorganische N-Quelle neben organischer C-Quelle: Grund-
16sung mit 0,1 % KN O, und 0,2 % Na-Acetat (Tabelle I1I);

Loésung c, organische N-Verbindung: Grundlésung mit 0,1 %, Asparagin
(Tabelle IV);

Lésung d, organische N-Verbindung nebst einer organischen C-Quelle:
Grundlésung mit 0,1 % Asparagin und 0,2 %, Na-Acetat (Tabelle V).

Jeder der unter a) bis d) angegebenen Losungen wurde schlieBlich
Vitamin B, (Aneurin) oder Vitamin C (Ascorbinséure) in einer Kon-
zentration von 0,001 9,, bzw. Hormone oder Organextrakte zugesetzt.
Die letztgenannten standen nur in bereits standardisierten Losungen
zur Verfiigung, von denen jeweils 0,001 Vol.-9%, zugesetzt wurden. Jede
der Versuchslosungen wurde auch ohne Wirkstoffzusatz zur Kontrolle
beimpft.

Eine Gruppe von Versuchen kam ans Licht, eine andere, eben-
solche Gruppe, ins Dunkle. Der Ernteertrag der einzelnen Kulturen ist
in den Tabellen II bis V zusammengestellt.

Aus der Tabelle IT ergibt sich folgendes: Bei ausschlieBlich an-
organischer Erndhrung macht sich eine vielleicht nicht erwartete
Wirkung, von Ascorbinsiure bemerkbar. Dieser Stoff férdert die Ver-
mehrung betrachtlich, der Ernteertrag steigt gegeniiber der Kon-
trolle auf das 9,5fache. Die Wirkung von Aneurin bleibt demgegen-
iiber etwas zuriick (6,5fache Erntemenge). Nielsen hatte 1937 in
tierischer Leber Wuchsstoffe, die teilungsanregend auf Hefen wirken,
nachgewiesen. Wir konnen mit Recht vermuten, daB sich in dem von
uns verwendeten Leberextrakt (,,Pernemon‘‘) Whchsstoffe vorfinden
werden ; es war jedoch vollig ungewiB, ob diese Wuchsstoffe auf unseren
Organismus anregend wirken werden. Die vorliegenden Versuche
zeigen, daB sogar bei rein mineralischer Erniahrungsweise die Wuchs-
stoffe des Leberextraktes eine starke Steigerung der Vermehrungs-
intensitit hervorrufen, stirker noch als Aneurin. Die ebenfalls ver-
suchten Hormonpriparate hingegen haben keine fordernde, sondern
eine deutlich®hemmende Wirkung gezeigt.

Haben wir neben den anorganischen Stoffen erginzend noch eine
organische Kohlenstoffquelle (Natriumacetat) geboten (s. Tabelle III),
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Tabelle 1I. Haematococcus pluvialis in Mineralsalzgrundlésung
mit 0,1% KNO,.

Angahl der Zellen je cmm
in einer Konsagtration Py Lichtkulturen | Duskelkutturen
von 0,001 9/, Passagen
NENEEE 5. ]1_ 2 [s[4]s

Ohne Zusatz, Kon-

trolle ........... 6,9 260 | 300| 200| 360 400 || —| — | — | — | —
Aneurin .......... 7,1 600 | 660 8001200/1200 | — | — | — | —
Asocorbinsiure . .... 6,9 | 1800 | 2000 | 1800 !3200:3800 || — | — | — | -
Pernemon ........ 7,111100 | 1200 25600|2000{2600 | —| — | — | — | —
Cortin............ 6,6 400 | 460| 400 250| 350 § - - | —; — | -
Adrenalin......... 6,7] 200 | 300| 200 200| 300 — | - | - | — —
Thyroxin ......... 6,9| 50 70, 60| 100 120 || —| — | — | — | -
Insulin ........... 67 100 | 160! 100| 100| 130 | — | — | — | — | --
Preloban ......... 7,1 260 | 260| 200 260 280 ) —| — | — | —
Prolan ........... 6,9 || 100 701 110| 100| 100 || — | — | —
Testikelhormon ... 169 60 | 50| 30| 70/ 60| —|—|— —
Follikelhormon .... || 6,7| 160 | 200{ 160| 160| 100 || —| - , — | —

Tabelle III. Haematococcus pluvialis in Mineralsalzgrundlésung
mit 0,1% KNO; und 0,2% Na-Acetat.

Anzahl der Zellen je cmm

Wirkstott - Lichtkulturen ” Dunkelkulturen
Passagen
L] 2|3 | «]s|r]e]|s]|4]s

Ohne Zusatz, Kon- :

trolle ........... 6,7\ 100 200| 250| 100| 160| 26; 10| — — —
Aneurin .......... 6,9 400/1000{1200|1000|1500//200| 400| 500| 400| 700
Ascorbinsdure ..... 6,6 900{15600|1800 | 2800 {3400/ 800 | 1600|2000 | 2200 | 2600
Pernemon ........ 6,7 || 2400|2000 | 25600 | 2600 | 2400|700 | 600|1200|1200| 1400
Cortin............ 6,9, 300/ 2560| 400; 250| 300|160 200 300, 2560; 300
Adrenalin ........ 6,6] 100 160| 60| 150| 100 60| 70| 100! 70! 60
Thyroxin ......... 69 — | = | —|—=1=-l1=1=1=1--1 =
Insulin ........... 6,9| b0 50| 80| 20| 20| 80| 60{ 100| 50| 20
Preloban ......... 6,6| 100/ 150( 200| 100| 160}100| 160} 100, 160, 100
Prolan ........... 6,7\ 160/ 200| 100| 160| 160{100| 200( 180| 100| 1560
Testikelhormon ...{[69) — | — | — | — | — || —| = | — | — —
Follikelhormon ....|[7,1| 50| 80| 160 80| 180} — | — | — | — | —

so zeigen die Lichtversuche im grofen und ganzen die gleichen Ernte-
ertrige wie die Mineralsalzlosung allein. Der Acetatzusatz fordert
nicht den, gegebenenfalls in einer Vermehrungssteigerung zum Ausdruck
kommenden, Kohlenstoffgewinn. Die Wirkung von Ascorbinsiure und
Aneurin ist véllig gleich jener in rein anorganischer Salzlésung. Die
hingegen im Dunkeln gehaltenen Versuche zeigen eine Ausnutzung des
Nitratstickstoffs und des Acetatkohlenstoffs, was in einer betricht-
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Tabelle IV. Haematococcus pluvialis in Mineralsalzgrundlésung
mit 0, l% Asparagm

Apzahl der Zellen je cinm
Lichtkulturen | Dunkelkulturen
Wirkstoffe P
Passagen
1|2 | 8 | 4 | 5 fuf2fs4]s
Ohne Zusatz, Kon- | i ’ l 0 ’ D

trolle ........... 16,9] 200 | 400 500’ 400| 300 l» R
Ancurin .......... 67, 700 | 900 700; 700, 900 — | — | | —| -
Ascorbinséure .. ... £7,1 2800 | 3600 : ' 3000 ; 3300 : 3600 , 0- i e e
Pernemon ........ 6,8 ll 2000 {1600 2200 2400’ 2800 i et
Cortin ............ 6,50 100 | 160| 150} 100} 160 § —| - |- ' — | —
Adrenalin ......... 67[ 80 100 50| 100 100 A R
Thyroxin ......... P71 50! 504 ; I _i B S
Insulin ........... P69 100 150 100! 160' 100 N T I B
Preloban ......... i B0 160+ 80} 100! 100; 150 '| e B
Prolan ........... 6,9 100 150 ; 100 150" 150 ' — ' - - = =

Testikelhormon ... [ 7,3 80~ 50' 100' 80' 50! — | — -
Follikelhormon .... { 7,1. 150 180! 120; 160 100 i — ! — | = e | =

Tabelle V. Haematococcus pluvialis in Mineralsalzgrundlosung
mit 0, l"(, Asparagm und 0,29%, Na-Acetat.

l H Anzahl der Lellen je emm
ll

! i Lichtkulturen It Dunkelkulturen

Wirkstoffe ;pu pr———— il
I ‘ Passagen
- 1.["T—.—;4.|5.1L|1.L_2.§:s.i4.:5.
Ohne Zusatz, Kon- J | ! ' | ! i ’
trolle ........... 16,8 6001 7007 500, 700, 600) 80 100! 180! 100l 150
Aneurin .......... 16,9 2800|3600 3200 3900' 4000/:3200 3800 4700/ 49005000
Ascorbinsiiure . . . .. 1’6 5 | 3200|3900 31003900 4500(|1800 | 1600 1900")300 12000
Pernemon ........, 16,9 1260029003600 . 3200 3500 28003200 3600'3500 3700
Cortin............; 71" 300/ 250; 300; 300; 200 1501 260 200: 260
Adrenalin......... 17,3 160/ 150] 100! 900' 000< 150! 100! 150! 100: 100
Thyroxin ......... [6,9 1 200 300 200| 260/ 200, 100; 80i 200| 180! 160
Insulin ........... 6,7 160] 100! 160! 100 150\5 100 1000 100, 150; 100
Preloban ......... '7,1' 100 50. 80 100 100' 80 100| 70' 50 80
Prolan ........... 16,9 100 160 100! 150! 100ii 100 80: 100, 80" 90
Testikelhormon ..." 7,31 100! 100, 160 100. 100|, 80| 100! 80| 1207 100
Follikelbormon ... 7,1 160, 100, 80; 100| 100! 150| 150, 100; 80, 150

iy

lichen Zellvermehrung zum Ausdruck kommt. Namentlich die Ascorbin-
sdure zeigt diese Wirkung.

Haematococcus plurialis ist auch bei Darbietung von organischem
Stickstoff (Asparagin) und Vitamin nicht imstande, sich im Dunkeln
zu vermehren (s. Tabelle IV), obwohl Aneurin, Ascorbinsidure und der
Leberextrakt, im Lichte eine Férderung bewirken.

Wird hingegen das Asparagin mit Acetat zusammen geboten (siehe
Tabelle V), so sind die Vitamine und der Leberextrakt imstande, auch
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im Dunkeln im grofien und ganzen den gleichen Ernteertrag herbei-
zufiihren, wie in den entsprechenden Lichtversuchen.

Aus der ganzen Versuchsreihe ist zu ersehen daB eine zur auto-
trophen wie heterotrophen Ernéhrungsweise befihigte Alge zur hetera-
trophen Ernihrung gezwungen, dhnlich wie ein obligat heterotropher
Organismus auf Aneurin sehr gut anspricht, daB wir aber auch bei auto-
tropher Ziichtung in der Ascorbinsidure ein vermehrungsférderndes
Vitamin besitzen. Etwas verwischt wird dieser einfache Zusammenhang
allerdings dadurch, dal in den Fillen, in denen Ascorbinsiure bei
ausschlieflich organischer und Aneurin bei vollstindig anorganischer
Ernéhrungsweise beigefiigt wurde, ebenfalls eine Ertragssteigerung,
wenn auch in geringerem MafBe, festzustellen war.

Was die Wirkung des Leberextraktes betrifft, sei hier auf Hartelius
und Hjorth-Hansen (1936) verwiesen, die u. a. in Leberextrakten Wuchs-
stoff B nachweisen konnten. Ob nun eine Beziehung zu diesen Ergeb-
nissen besteht oder ob in unserem Falle andere Bestandteile des Leber-
extraktes einen EinfluB nehmen, kann hier nicht entschieden werden.
Eine solche ist auch hier nicht von Bedeutung, da vor allem die Wirkung
der Vitamine untersucht werden soll.

Die ausgebliebenen Erfolge mit Hormonen decken sich mit den Ergeb-
nissen von Lund (1936), der die Wirkung des Follikelhormons auf das

Wachstum einiger Pilze untersuchte und auch bei ihnen keinen Erfolg
feststellen konnte.

3. Watte als mogliche Wuchsstoffquelle.

W. H. Schopfer hat 1937 in einer sehr eingehenden Arbeit mehrere
Wattesorten auf verschiedene Art vorbehandelt und auf ihre Wirkung
als Wuchsstoffquelle hin untersucht. Die Ergebnisse sind von gré8ter
praktischer Bedeutung, denn es zeigte sich, dal z. B. die gewohnliche,
nicht gebleichte Watte, wie sie bei uns und in anderen mikrobiologischen
Laboratorien fiir den GefdaBverschluB oft in Verwendung steht, beim
Sterilisieren erhebliche Mengen von Wuchsstoff an die Losung abgibt,
und zwar so viel, daB nahezu die gleiche Wirkung erzielt wird, wie bei
Zugabe von geringen Mengen B,-Vitamin.

Da wir sicher nicht die gleichen Wattesorten zur Verwendung
haben, wie sie Schopfer zur Verfiigung standen, war es notwendig,
unsere Sorten zu untersuchen. Es wurde hier die Untersuchung auf
zwei Sorten beschrinkt, namlich auf die in unserem Institut verwendete
rohe, nicht entfettete, leicht braune Watte und auf eine entfettete und
gebleichte Sorte, wie sie fiir medizinische Zwecke in Gebrauch steht.
Beides sind Erzeugnisse der Firma Kleining, Hohenelbe, Sudetengau.

Die Versuchsanstellung zur Priifung der Watte auf :inen moglichen
‘Wuchsstoffgehalt war einfach. Réhrchen mit Mineralsalznihrlésung wurden
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teilweise mit Stopsel der beiden Wattesorten versehen, teilweise kamen kleine
Watteflockchen auerdem unmittelbar in die Losung. Die Versuchsanord-
nung entspricht dem, was normalerweise beim Versuch gegeben ist, namlich
Watte als RohrchenverschluB, aus dem bei der Sterilisation durch den
Dampf etwas herausgelost werden kann, und aus dem leicht beim Einsetzen
des Wattestipsels in das Réhrchen kleine Wattefasern ungewollt in die
Losung fallen. -Zur Kontrolle wurden einige Réhrchen mit Glaskappen
bedeckt und alle Réhrchen im Autoklaven bei 120° C sterilisiert. Nach
dem Erkalten wurde die Beimpfung mit der iiblichen Menge einer Auf-
schwemmung von Haematococcus pluvialis vorgenommen.

Nach 10 Tagen bot sich das in Tabelle VI festgehaltene Bild. Die
rohe, nicht entfettete Watte liefert demnach schon bei iiblicher Ver-
wendung, durch den Sterilisationsvorgang soviel vermehrungsanregende
Substanz an die Versuchslésung, daB das Versuchsergebnis beeinfluBt
werden konnte. Die reine, gebleichte Watte fiir medizinische Zwecke
verhdlt sich ganz anders, sie gibt keine, die Vermehrung férdernde
Stoffe ab.

Tabelle VI. Watte als Wuchsstoffquelle fiir Haematococcus

pluvialis.
Anzahl der Zellen je cmm
Rohrchen Nr. |
1 ]2 | 3| 1 hnumhwhnm
! :
Rohe Watte als Stopsel ............. 100()i 1200 | 850 ! 950 1000
Rohe Watte, 1 Flocke in der Losung.. | 1800 | 1600 | 2000 | 900 1575
Medizinisache Watte als Stépsel ....... 660 | 350 ! 400 | 450 437
Medizinische Watte, 1 Flocke in der
Losung . ...t 350! 400 . 300 | 450 375

Glaskappe als VerschluB ............. 4560 3560 | 400 | 50O |i 426
Dasselbe + 0,001 %, Ascorbinséure .. .. || 2000 | 2800 | 2400 | 3000 || 25650

Fiir die weiteren Versuche konnte daher die rohe, nicht entfettete
Watte als Rohrchenverschlu8 nicht in Betracht kommen. Da sich in
den obigen Versuchen ein VerschluB mit medizinischer Watte ebenso
brauchbar erwies wie ein solcher mittels iibergreifender Glaskappe, soll
in allen folgenden Versuchen ausschlieBlich diese reine, medizinische
Watte verwendet werden, da ihr Gebrauch griofiere Sicherheit beziiglich
Sterilitit bedingt als ein GlaskappenverschluB.

4. Untersuchung der Hitzebestindighkeit wasseriger Vitaminlosungen.

Im Zuge der Vorversuche muBte auch die Hitzebestindigkeit
wisseriger Vitaminlosungen einer niheren Untersuchung unterworfen
werden.

Die Sterifisation mittels des Autoklaven, wie sie bei mikrobiologi-
schen Arbeiten gebrauchlich ist, darf nicht ohne Vorbehalt fiir Losungen

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 7
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mit Vitaminzusédtzen verwendet werden, da diese nicht absolut tem-
peraturbestindig sind. Die Bestindigkeit wird dabei von verschiedenen
Faktoren, wie Wasserstoffionenkonzentration, Sauerstoffgegenwart
u. a. m. beeinfluBt. Niaher soll auf diesen Punkt nicht eingegangen
werden, Angaben sind aus der einschligigen Literatur zu entnehmen,
in welcher allerdings fast immer Verhiltnisse wiedergegeben werden,
die sich auf den Tiertest beziehen. DaB diese Angaben nicht ohne
weiteres auf unsere Mikroorganismen iibertragen werden diirfen, wiesen
Schopfer und Blumer (1938) u.a. nach. Das Wirkungsvermogen von
Aneurin gegeniiber Pilzen geht nicht in der gleichen Weise beim Er-
hitzen verloren, wie gegeniiber von Tieren. Es bedurfte daher eigener
Versuche, um fiir unseren Zweck zu priifen, wie weit die Sterilisation
(kurzes Erhitzen auf 1200) die Wirksamkeit der Wuchsstoffe be-
einflufit.

Man kénnte auch daran denken, durch Filtration durch ein Seitz-
Filter die Losungen keimfrei zu machen, jedoch mufl diese Methode von
vornherein abgelehnt werden, da bekannt ist, daB diese Filter durch emn
hohes Adsorptionsvermégen, namentlich gegeniiber Vitaminen, aus-
gezeichnet sind.

In einer Zusammenstellung von W.Grabe (1937) findet sich die
Angabe, dal Vitamin B, in saurer Lésung hitzebestandig ist, durch
Alkalien rasch zersetzt wird. Vitamin C ist kochbesténdig, nur wihrend
lingerem Stehenlassen in wiisseriger Losung gegen Sauerstoff emp-
findlich. Diese Angaben geniigen fiir die vorliegenden Untersuchungen
nicht. Es wurden daher folgende Versuche angestellt.

Die Grundlésung mit 0,1 % KN O, bzw. 0,19, Asparagin, zum Teil auch
mit 0,2 %, Natriumacetat, wurde einmal fiir sich sterilisiert, dann mit Vita-
minen gemeinsam. Zum ersteren Teil wurden nach der Sterilisation der
Grundlésung sterile Vitaminlosung zugesetzt. Aullerdem blieben von
jeder Losung einige Rohrchen ohne Vitaminzusatz; sie stellen die Kon-
trollen dar.

Die veischiedenen Kombinationen von anorganischer und organischer
Stickstoffquelle mit und ohne Acetatzusatz wurden deshalb gewihlt, weil
moglicherweise die Bestindigkeit der Vitamine in verschieden zusammen-
gesetzten Losungen verschieden sein kénnte. Die Beurteilung erfolgte
wiederum durch Bestimmung der Zellzah] in cmm nach zehntégiger Versuchs-
dauer.

Nach Beendigung der Versuchsreihe zeigte sich folgendes Bild
(Tabelle VII). Es ist demnach kein Unterschied in der Vermehrung
festzustellen, gleichgiiltig, ob das Vitamin mit der Losung zusammen
sterilisiert, oder nachtriglich zugesetzt wurde. In den folgenden Versuchs-
reihen wird der Einfachheit halber das Vitamin stets mit der Losung zu-
sammen sterilisiert.



EinfluB von Wirkstoffen auf Algen. 99

Tabelle VII. Einfluf der Sterilisation auf die Wirksamkeit der
Vitamine bei Haematococcus pluvialis.

! - Anzahl der Zellen je -c.lnm
KNO, Asparagin
ohne Acetat mit Acetat ohne Acetat mit Acetat
| im Im im im
! i i R
L‘lg;ltj Dun- Licht Dun- | Licht | Dun- | Licht | Dun-
Ohne Vitaminzusatz.... | 3601 — 1 250| 20| 300| — || 500 100
Dl AT o b 0 T o e @y TP )
mit der | ! [ | I
Losung } 700 — | 1560, 800 | 1000! — i 3800 | 3900
B,-Vitamin | sterilisiert i i | il
getrennt ||| R P o
sterilisiert || 85OI i 1500= 700 | 900 - I:A 3600 | 4000
mit der | i , ! l
Loésung 2800 | — i 3400 - 1700 || 4000 ! — | 4200 2100
C-Vitamin sterilisiert ] i : i f , !
getrennt B i ) | ! . i
Rt }} 37001 860011600 | 4000 — ;4000 {1700
—— e . :
mibder ) 10 L
| Losung 20000 — | 240011600 | 2800 -. . 2900 3200
Leberextrakt | sterilisiert [ | f | !' | ' I
| getrennt |\ oo i i 3 | : '
' steritisiert :,} 2200 — ! 2600|1300 | 2800 — | 3400 3800

3. Feststellung der am stirksten wirkenden und der eben noch wirksamen
Vitaminkonzentration.

Ausgehend von den in den Versuchsreihen IT bis IV gemachten
Erfahrungen wurden nun folgende Kombinationen der Nihrlésung
gepriift. Zur Grundlésung kamen:

a) 0,19, KNO, und C-Vitamin; Kultur am Licht.

b) 0,19, Asparagin und 0,29, Natriumacetat mit B,- bzw. C-Vitamin;
Ziichtung im Licht.

c¢) Die gleiche Lisung wie b) mit B;-Vitamin bei Ziichtung im Dunkeln.

Die Vitamine wurden in Konzentrationen von 1y bis 100 mg auf
je 100 ccm Losung zugesetzt. Das Ergebnis ist in der Tabelle VIII
zusammengefaft.

Aus der Tabelle VIII laBt sich ersehen, da das Optimum der
Vitaminwirkung in der hier gewihlten Konzentrationsabstufung un-
gefahr bei 1 bis 10 mg Vitamin auf 100 ccm Losung liegt, sowohl fiir
Aneurin, als auch fiir Ascorbinsiure. Eine groBere Gabe des ver-
mehrungsanrggenden Stoffes verursacht das Absterben des eingetragenen
Zellmaterials. Eine Feststellung der geringsten noch meBbaren Vitamin-
wirkung st68t auf Schwierigkeiten, da geringere Konzentrationen als

7#
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Tabelle VIII. Vermehrung von Haematococcus pluvialis bei ver-
schiedenen Vitaminkonzentrationen.

——— —

Anszahl der Zellen je crom
Vitaminkonzeatration
1] ly {10y |100y|1mg 10 mg 100 mg

............... 300 | 300 | 800|2000|3500 3800 abgestorben

Asparagin + Acetat
+ C-Vitamin im Licht |{ 500 | 500 | 1500|3300 | 4000 4200 »

+ B,-Vitaminim Licht || 100 | 100 | 100]10003800 abgestorben "
mit B,-Vitamin im
Dunkeln .......... 2001 200 | 6001400014700

1 mg auf 100 ccm Loésung Ernteertréiige liefern, die sich nicht wesentlich
von den Kontrollversuchen ohne Zusatz eines Wirkstoffes unterscheiden.
Rund 1 mg/100 cem stellt die am besten wirkende Konzentration dar,
0,1 mg ist bei mixotropher Ernahrung noch wirksam, namentlich bei
Verwendung von Ascorbinséure als Wuchsstoff, bei rein anorganischer
Ernahrungsweise schon schwach wirksam. 0,01 mg zeigt schon sehr
spirliche Wirksamkeit. Fir die folgenden Versuche scheint es zweck-
miBig, stets 1 mg Vitamin fiir 100 ccm Lésung zu verwenden.

Auf die Folgerungen aus diesen, den bisherigen Befunden anderer
Autoren nicht ganz entsprechenden Ergebnissen wird spiter, bei der
Besprechung der Vitaminwirkung im allgemeinen zuriickzukommen sein.

Mit den vorliegenden Befunden wurde nun ein wesentliches Pro-
blem berithrt: Haben die untersuchten Wuchsstoffe lediglich einen
stimulierenden EinfluB, d. h. steigern sie lediglich die Vermehrungs-
geschwindigkeit, die auch ohne Wuchsstoffzusatz mehr oder minder
groB ist, oder handelt es sich um Stoffe, die fiir Wachstum und Ver-
mehrung absolut notwendig sind, so daB diese, wenn die Wirkstoffe
in zu geringer Menge zugesetzt werden, ganz zum Stillstand kommen ?
Es scheint hier der gegebene Ort zu sein, um auf diese Frage ein-
zugehen.

Es ist nun gar nicht so einfach, diese Frage zu beantworten, wie
man beim Studium der einschligigen Literatur vermuten kénnte;
auch meine bisherigen Versuche geben keine restlose und klare Antwort.
Mit Ausnahme von Schopfer und seinen Mitarbeitern, die fiir gewisse
Mucorineen und auch fiir Ustilago violacea das absolute Aneurinbediirfnis
verlaBlich nachgewiesen haben, finden wir meist nur Angaben (bei
Organismen, die auf Wuchsstoffgaben positiv reagieren), daB ein Wuchs-
stoffzusatz zur Kulturfliissigkeit ertragssteigernd wirke, okne daB aber
durch besondere Versuche die Notwendigkeit dieser Stoffe nachgewiesen
ist. Dabei wird deren Unentbehrlichkeit oft behauptet.
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Aus den Ergebnissen des bisherigen Studiums der Wuchsstoff-
frage und auf Grund von Uberlegungen ergeben sich folgende Moglich-
keiten fiir die Wirksamkeit von Wuchsstoffen:

A. Der Organismus kann aus einer synthetischen Nihrlosung,
organischer oder anorganischer Zusammensetzung, die vollig frei von
Wauchsstoffen ist, alle notwendigen Stoffe und in einer fiir gute Ver-
mehrung ausreichenden Menge assimilieren; eine Wuchsstoffzufuhr
steigert weder den Ertrag, noch das Wachstum der einzelnen Zellen.

B. Der Organismus kann zwar eine wuchsstoffreie Losung organi-
scher oder anorganischer Nahrstoffe ausnutzen : der erzielte Ernteertrag
ist jedoch mehr oder minder gering. Eine Wuchsstoffbeigabe zur Nahr-
losung steigert den Ertrag bzw. das Wachstum der einzelnen Zellen
betrichtlich. Der Ernteertrag kann auf ein Vielfaches der Menge
gesteigert werden, die ohne Wuchsstoff erzielt wird. Der Wuchsstoff
spielt hier die Rolle einer anregenden Substanz.

C. Ohne Wuchsstoffzusatz kann ejne synthetische Néahrlosung
nicht assimiliert werden, der Wuchsstoff ist hier grundsatzlich not-
wendig. Die Vermehrung hort auf — bei Verwendung kleinster Wuchs-
stoffmengen — wenn der Wuchsstoffvorrat verbraucht ist.

Der unter A besprochene Fall ist experimentell leicht feststellbar.
Schwierig kann dagegen die Unterscheidung der unter B und C an-
gegebenen Moglichkeiten werden. Zur restlosen Entscheidung bedarf
es sehr eingehender Untersuchungen. Zwei Wege konnen dabei ein-
geschlagen werden: Erstens die Ziichtung in einer peinlichst wuchsstoff-
frei bereiteten Losung, zweitens — nach N. Fries (1938) — die Vor-
nahme von , Wachstumsversuchen auf synthetischem Substrat mit
Zusatz einer suboptimalen Wuchsstoffmenge. Das Wachstum des
betreffenden Organismus hort dann entweder ganz auf, wenn die zu-
gesetzte Wuchsstoffmenge erschépft ist (sieche Punkt C), oder es ist
weiteres Wachstum méglich, wenn auch mit geringerer Intensitét
(siche Punkt B).

6. Vitamine als Ndhrstoffquellen.

Die eben erorterten Fragen legen den Gedanken nahe, ob die
Vitamine in unseren Versuchen nicht vielleicht bloB als Nihrstoffe
ausgenutzt werden, und ob sich damit die bei Algen immer nétige,
deutlich héhere Konzentration, als sie bei den verschiedensten Orga-
nismen gefunden wurde, erkliren lieBe. Zur Priifung dieser Frage
wurde die Grundlésung (S. 93) mit verschiedenen, in der Tabelle 1X
zusammengestellten Zusitzen in den iiblichen Konzentrationen von
KNO,, Asparegin, Natriumacetat, Aneurin und Ascorbinsiure versetzt
und als Versuchslésung verwendet. Die beiden Vitamine wurden in
einer Konzentration von 0,019, fir C- und 0,001, fir B,-Vitamin
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Tabelle IX. Vitamine als Nahrstoffquellen.

Angahl der Zellen je cmm T
0,001 9/, Aneurin 0,01 9/, Ascorbinsiure
im Licht H im Dunkeln im Licht H fm Dunkeln
Passagen Passagen
o hrje]s H Llefsfrfelafrfe]s
0,19, Asparagin und ' ‘ | |‘ l

0,29, Na-Acetat .. || 2800/3100 3000 4100 4200/4400 ! 3400/3800/3800 | 150016001600

0,19, Asparagin . ... |2300/2400 2600 — | — | — |4000/380014000|] — | — | —

0,2% Na-Acetat ... — == === ===

Vitamin allein ...... 1000 ‘ — ‘ == 200 — | — || — | — l —

0.1% KNO. ....... -600l 600! 6001l — | — | — 13800/3600/37001 — | — | —

zugesetzt, da hohere Konzentrationen bereits schiadlich wirken, wie die
Versuchsreihe V ergeben hat.

Das Vitamin B, jst als Kohlenstoffquelle ungeeignet, da es mit
Asparagin im Dunkeln keine Vermehrung zulaBt. Als Stickstoffquelle
ist es ebenso wenig geeignet ; wohl findet in der ersten Passage im Lichte
eine Vermehrung statt, diese diirfte sich aber auf Kosten der mit-
gebrachten Reservestoffe erkliren lassen. In der zweiten Uberimpfung
ist die Vermehrung bereits ganz gering, wihrend in der dritten Passage
iiberhaupt keine mehr stattfindet. Ascorbinsiure ist gleichfalls als
Kohlenstoffquelle im Dunkeln ungeeignet, als Stickstoffquelle kommt
es infolge volliger Stickstoffreiheit iiberhaupt nicht in Betracht.

In gleicher Weise erméglicht der in der Tabelle IX nicht besonders
aufgefiihrte Leberextrakt fiir sich allein keine Vermehrung, weder im
Dunkeln, noch am Lichte, auch bei Zusatz von Natriumacetat nicht.

7. Uber die zeitliche Verteilung der Wuchsstoffwirkung.

Es konnte fiir das Verstindnis der Wuchsstoffwirkung von Be-
deutung sein, zu wissen, wie sich die Vitaminwirkung zeitlich duBert.
Um diese Frage zu beantworten, wurden Versuchsldsungen in groferen
Kolben beimpft und von Zeit zu Zeit griindlich durchgemischt. Alle
2 Tage wurde aseptisch etwas Algenaufschwemmung entnommen und
durchgezihlt. Zur Verwendung gelangten zwei Nahrlosungen:

a) Grundlésung mit 0,1% KNO, im Lichte und

b) Grundlésung mit 0,19% Asparagin und 0,29 Natriumacetat am
Licht und im Deunkeln.

Die Ergebnisse sind durch die folgenden Abb.1 bis 3 wieder-
gegeben.

Die vorliegenden Befunde zeigen also, daB sich dfe Wuchsstoff-
wirkung innerhalb der ersten 10 Tage der Versuchsdauer in einer mehr
oder weniger raschen Steigerung der Erntemenge duBert und am 8. bis
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10. Tage ihren hochsten Wert erreicht. Im weiteren Verlauf der Kultur
ist die Zellzahlzunahme nicht wesentlich anders als in den Kontroll-
kulturen ohne Wuchsstoffzusatz.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die folgenden Versuche
jeweils nach zehntégiger Kulturdauer abgebrochen und der Ernteertrag
bestimmt, da eine lingerwihrende Ziichtung keine wesentliche Zunahme
der Zellzahl mehr verursachen konnte.
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Abb. 1. Haematococcus pluvialis. Zeitliche Abb. 2. H pluvialis. Zeitliche
Vertellung der Vitaminwirkung bei Ziichtung Verteilung der Vitaminwirkung bel Zichtung
in Mineralsalzlésung. in Mineralsalzlésung mit Asparagin- und Ace-
tatzusatz am Licht.
e
:
Aneurin
Srf——
S
S
§ / [ Teboratott
e
/ / Aorbinsdurs
w0 /
% Aontrolle ohne Zusaty
g ¥ é 7 ® 20y
Wersuchsdover
Abb. 3. Haematococeus plurialis. Zeitliche Verteilung der Vitaminwirkung bei Ziichtung
in Mineralsalzlé mit Asp in- und Acetat tz im Dunkel

B. Untersuchungen an anderen Algen und Flagellaten.
* 1. Auswahl geeigneter Stimme.

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt der EinfluB einer Reihe
von Stoffen auf die Vermehrung von Haematococcus pluvialis untersucht
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und die vermehrungsfordernde Wirkung von Aneurin, Ascorbinsiure
und von in Leberextrakt enthaltenen Wirkstoffen nachgewiesen worden
war, sollte nun eine groflere Anzahl weiterer geeigneter Algenstdmme
in bezug auf ihr Verhalten diesen Wuchsstoffen gegeniiber untersucht
werden. Es sollte sichergestellt werden, ob die gefundene Vitamin-
wirkung sich auf Haematococcus beschrinkt, oder eine allgemeine Er-
scheinung bei mixotrophen Organismen ist.

Zuerst mufBiten geeignete Algenstimme ausgewihlt werden. Ver-
langt wurde, daB sie in Mineralsalzlésung am Licht, in Nihrsalzlésungen
mit organischer Stickstoff- und Kohlenstoffquelle am Licht und im
Dunkeln gedeihen kénnen. Da von den meisten zur Verfiigung stehenden
Stammen unbekannt war, wieweit sie dieser Anforderung entsprechen,
muBten diese auf ihre Eignung hin untersucht werden. Aus der Kultur-
sammlung unseres Instituts wurde eine ganze Reihe von Stdémmen,
insgesamt 50, iiberpriift, wobei sich 15 Stimme als geeignet erwiesen,
deren Namen aus der Tabelle X zu ersehen sind. Die Ziichtung erfolgte
wieder in zwei Losungen:

a) Grundlésung mit 0,1 %, KN O, am Licht,

b) Grundlésung mit 0,1%, Pepton Vaillant und 0,2 %, Na-Acetat am
Licht und im Dunkeln.

Die Ergebnisse der Versuche sind in der Tabelle X zusammen-
gefat, wobei nur die genannten 15 Stamme beriicksichtigt wurden,
die den obigen Anforderungen geniigen. Bei einzelligen Arten erfolgt

Tabelle X. Eignung weiterer Algenstamme fiir die vorliegenden

Untersuchungen.

Erntcertrag (Anzahl der Zellen je cnm
bzw. Schitzungswerte) nach 12 Tagen bel
autotropher | mixotropher | heterotropher

Erndéhrungsweise
Euglena gracilis ....................... 160 1200 800
' IIdi8 ... i 80 1300 1000
Chlamydomonas agloeformis ............ 100 2600 1600
. dorsoveniralis .......... 180 1600 500
. humicola .............. 50 2000 2000
» orbicularis ............. 50 1000 400
» proteus ................ b0 2000 500
. pulvinata . ............. 800 800 600
Chlorogons tetragamum . ............. 180 2000 1600
Hormidtum Barlows ................... + +4- +
9 BPEC. « ittt + + +
Pseudendoclonsum basiliense ............ -+ ++ +
Uronema Barlows ..................... + ++ +
,»  confervicola ...... e, + ++ +
» L AP + ++ +

— keine, 4 schwache, + gute, + + iippige Vermehrung.
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die Angabe des Ernteertrages wiederum in der bisherigen Weise durch
die Zellenzahl in cmm, bei fadenférmigen Stimmen in Schétzwerten.

Bevor an die Durchfithrung der im folgenden Abschnitt behandelten
Versuche geschritten werden konnte, war eine Priifung der fiir die be-
treffende Losung am besten geeigneten Reaktionsbereiche notwendig.
Diese Untersuchung muBte sich auf alle zur Verwendung gelangenden
Losungen erstrecken, da bekannt ist, daB fiir einen bestimmten Orga-
nismus der optimale pu-Bereich wesentlich von der Zusammensetzung
des Milieus bestimmt wird. Es kamen wieder die zwei bisherigen Nahr-
l6sungen zur Verwendung:

a) Grundlosung mit 0,1% KN O;, Ziichtung am Licht (= autotrophe
Ernihrungsweise),

b) Grundlésung mit 0,19, Pepton Vaillant und 0,2 % Natriumacetat
am Licht (= mixotroph) und im Dunkeln (= heterotroph) geziichtet.

Zur Erzielung der verschiedenen pgy-Abstufungen wurde zur Nihr-
l6sung ein jeweils verschiedenes Gemisch von Na,HPO, und KH,PO,,
zusammen stets m/300, gegeben, nachdem ein Vorversuch gezeigt hatte,
daf diese Konzentration fiir keinen der verwendeten Organismen schidlich
ist. Vollstandig puffern diese Zusitze allerdings auch nicht, jedoch war es
mit ihrer Hilfe méglich, wenigstens einigermafen verschiedene Reaktions-
bereiche zu erzielen.

Aus Griinden der Raumersparnis sollen die zahlreichen FEinzel-
ergebnisse dieser Versuchsreihe nicht in Tabellenform wiedergegeben
werden. Im allgemeinen zeigte sich, dal fiir simtliche untersuchten
Organismen ein Reaktionsbereich angegeben werden kann, innerhalb
dessen sie alle gut zu gedeihen vermogen. Im einzelnen zeigte sich bei
autotropher Ernahrungsweise ein Bereich von pu 6,5 bis 7,0, bei mixo-
tropher von pu 6,6 bis 7,3 und bei heterotropher von px 6,7 bis 7,3 als
geeignet. Die folgenden Versuche wurden daher simtlich bei einer
Reaktion von pu -+ 7,0 angesetzt.

2. Quantitative Bestimmung der Wuchsstoffwirkung.

Zu den durch die im vorigen Abschnitt besprochenen Versuche
ausfindig gemachten, fiir unsere Arbeit geeigneten Objekten kamen
noch Chlorogonium elongatum und Chl. euchlorum, von denen die ge-
forderten Eigenschaften bereits bekannt waren, und der vorher schon
behandelte Haematococcus pluvialis. Mit diesen insgesamt 18 Stimmen
wurde in einer Reihe von Versuchen in groSem MafBstabe quantitativ
die Vitaminwirkung bestimmt.

Die Versuche wurden in Halbliterkolben vorgenommen und nach
4 Wochen Versuchsdauer das Trockengewicht des Ernteertrages bestimmt.
Folgende Nihrlssungen kamen zur Verwendung:

L ha) Fiir dfe autotrophe Erndhrung: Grundlésung mit 0,1% KNO, im
icht;
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b) fiir die mixotrophe Erndhrung: Grundlésung mit 0,1% Pepton
Vaillant und 0,2 9, Na-Acetat im Licht;

c) fiir heterotrophe Ziichtung: die gleiche Lésung wie b), jedoch im
Dunkeln.

Das Pepton Vaillant besitzt selbst Wuchsstoffe, durch Ausschiitteln
einer 10 9,igen Losung mit Carboraffin lassen sich indes die Wuchsstoffe
nahezu quantitativ entfernen. Eine derart vorbehandelte Pepton-
Vaillant-Losung wurde fiir diese Versuche als Stammlésung verwendet,
da Asparagin bzw. Glykokoll als organische Stickstoffquelle nicht fiir
alle behandelten Organismen geeignet ist.

Der Vitaminzusatz erfolgte in den gleichen Konzentrationen wie
vorher.

Im folgenden wird der Ernteertrag nur in der Menge der erzielten
Trockensubstanz (7') in mg angegeben. Doch soll nicht dieser Wert
unmittelbar zum Vergleich der Ernteertrige verwendet werden, sondern
nach der bei Nielsen (1935, 8. 153) iiblichen Art der Faktor f, der das
Verhiltnis zwischen der mit Wuchsstoffbeigabe erzielten Ertragsmenge
und der zusatzlosen Kontrolle kennzeichnet. Die Angabe bzw. die Ver-

Tabelle XI. Wuchsstoffwirkung auf verschiedene Algen bei
autotropher Erndhrung.

Aneurin Ascorbinsiéiure 1Lebuextra.kt ' Kontrolle
Organismus
A SR R
Eugleninae:
Euglena gracilis ............ 16,7 2,0| 284 | 3,| 26,6, 3,2 8,2
" viridis ............ 18,0 29| 48,1 | 7,91 28,8| 4,7 6,1
Chlamydomonadae :
Chlamydomonas agloeformis .| 86,1| 60| 264,6b |18,6(/216,4 |156,2| 14,2
. dorsoventralis || 104,0 | 6,4 321,6 |19,9)284,4|17,6| 16,2
’ humicola ... | 16,8 1,7l 268,3 | 27,4 198,9 | 20,3 9,8
. orbicularis .. || 125,3 | 10,8 3656,6 |31,6|/284,1|24,6| 11,6
» proleus . . ... 108,6 | 4,5| 388,6 | 16,2(/292,4 | 12,2} 24,0
pulvinata . . 89,4 4,6/ 266,1 |13,7240,0]12,4| 19,4
C’hlorogomum elongatum . . . .. 124 1,61 84,6 {10,3|| 61,9 7,6 8,2
’ euchlorum .... | 20,6| 19| 76,3 | 7,2(| 60,9| 57| 10,6
’ tetragamum ... | 16,6| 1,9| 168,0 195 24,2 2,8 8,6
Haematococcus pluvialis . . . . . 61,6 2,2(| 95,0 | 3,6| 80,6 29| 275
Ulotrichales:
Hormidium Barlowi ........ 988! 6,4 210,2 {11,4{201,6 |11,0( 184
........... 120,2| 4,6| 306,1 |11,8(/200,8| 7,7 26,0
Pscudendoclomum basiliense . || 84,1 | 4,7 260,0 |14,6(192,0{10,7| 18,0
Uronema Barlowi .......... 265,8| 9,2 482,7 |16,8|36b,1 | 12,7| 28,8
. confervicula ....... 199,6 | 9,6| 477,2 |22,9//410,6 | 19,7| 20,8
qaas ............. 209.6 ! 7.91 637.4 [20,41480018,2] 26,4

T = mg Trockensubstanz je Kultur; f= Verhaltnis T'/zusatzloser
Kontrolle.
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wendung dieses Verhéltnisfaktors hat den Vorteil, ein iibersichtlicheres
Bild zu geben, weil bei steigender Vitaminwirkung der Faktor f gerad-
linig wichst.

Die mikroskopische Kontrolle des Zellmaterials am Ende der
Versuchsreihe hat ergeben, daf bei allen untersuchten Stimmen die
Zellen reichlich Reservestoffe eingelagert hatten, so daB anfingliche
Bedenken iiber die Brauchbarkeit der durch Trockengewichts-
bestimmung erzielten Werte fallengelassen werden konnten. Hitten
hingegen einige Versuche reservestoffreies Zellmaterial ergeben, dann
wiiren die genannten Werte kaum vergleichbar gewesen.

Die vorliegenden Versuchsreihen hatten folgendes Ergebnis.
(Tabelle XI bis XIII.) Bei autotropher Ernahrung (Tabelle XI) sehen
wir in allen Fillen eine mehr oder minder starke Wuchsstoffwirkung von
Aneurin, Ascorbinsiure und Leberextrakt. Bei den Eugleninae ist der
Unterschied in der Wirkung der drei Wuchsstoffqueller: nicht bedeutend,
bei den anderen beiden systematischen Gruppen — Chlamydomonadae
und Ulotrichales — sehen wir jedoch eine bedeutend stirkere Ertrags-
steigerung durch Ascorbinsdure als durch Aneurin, was sich in einer

Tabelle XII. Wuchsstoffwirkung auf verschiedene Algen bei
mixotropher Ernahrung.

S Alll:l;i: . IA-s.;;t;;\s;iu-re Leberextr;kt Kor;;rolle
Organismen
RN RN T
Eugleninae:
Euglena gracilis ............ 36,6 3,6| 428 | 4,2| 38,1 3,7/ 10,2
» viridis ............ 66,2| 6,6| ©6,8 | 66| 692 58| 10,2
Chlamydomonadae:
Chlamydomonas agloeformis . ||316,4 | 11,3| 298,8 10,7/ 269,6| 9,6( 28,0
’ dorsoventralis || 487,3 | 23,4 || 468,8 | 22,6|/365,1|17,6| 20,8
“ humicola . .. |{366,2| 29,1 384,1 {30,6{3008239| 12.6
. orbicularis . . ||600,6 | 26,9 472,0 | 25,4(1361,0|19,4|| 18,6
" proteus . .. .. 487,11 13,2 477,56 { 13,0 387,3 10,6 36,8
» pulvinata . .. ||293,1 14,2 304,0 | 14,8 263,0 | 12.8| 20,6
Chlorogonium elongatum .... | 89,7| 86, 79,3 | 7.6 640| 6,0| 10,6
» euchlorum .... | 954 | 6,2/ 90,3 | 50 608| 3,3| 182
. tetragamum ... || 96,8(12,1| 81,0 |103} 72,1| 9,1 7,9
Haematococcus pluvialis . . ... 173,0| 5,8 221,6 | 7,4([132,6| 4,4| 29,8
Ulotrichales:
Hormidium Barlows ........ 406,2 | 15,4| 321,6 | 12,2]266,3|10,0|| 26,4
»” 8PEC. .\ 484,1 16,7/ 498,7 116,2|306,9| 99| 30.8
Pseudendoclonium basiliense . ||461,6{11,4) 396,2 | 9,8/299,6| 7,4 40,3
Uronema Barlowi .......... 695,8|19,6| 7064 |19,8(626,0|176] 36,6
» confervicolum . .. .. 609,8 | 19,9 628,0 (20,6 676,3(188| 30,6
» glams . ........... 843.7128.31| 820,3 | 27,61/769,2 | 25,8] 29,8

T = mg Trockensubstanz je Kultur; f= Verhaltnis 7T [zusatzloser
Kontrolle.
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Tabelle XIII. Wuchsstoffwirkung auf verschiedene Algen bei
heterotropher Erndhrung.

Aneurin Ascorbinsiiure || Leberextrakt || Kontrolle
Organismen
T 1 T | 1 T f T
Eugleninae:
Euglena gracilis ............ 284 | 4,4 98 | 1,6/ 26,9] 4,2 6,4
» viridis ............ 168,3 | 28,8/ 10,6 | 1,9]189,6 26,4 6,6
Chlamydomonadae:
Chlamydomonas agloeformis . . | 265,0 | 16,4 | 102,0 | 6,3|240,6 |14,8{ 16,2
” dorsoventralis || 308,4 | 31,6| 88,6 | 9,0(189,6]19,3 9,8
” humicola . ... ||299,6 34,0\ 49,1 | 5,6] 206,3 29,6 88
”» orbscularis .. |827,636,8| 41,3 | 4,0(202,0|22,7 8,9
. proteus . ... |364,3|17,6| 108,8 | 5,2/297,4|14,3|| 20,8
” pulmmta. ... ||800,0 30,6 106,0 | 10,8 224,38 | 22,9 9,8
Chlorogonsum elongatum . . . .. 61,0 63| 16,6 | 1,7{ 40,1 4,1 9,7
» euchlorum ....| 72,9 8,b| 20,0 | 23] 471! 5,6 8,6
tetragamum . .. || 218,4 | 26,7!| 100,6 | 11,8/ 168,0|19,8 8,6
Haematococeus pluvialis ..... 261,01 30,4 94,8 |11,01186,4 | 21,7 8,6
Ulotrichales:
Hormidium Barlowi ........ 268,3 | 13,7/ 162,4 | 8,3|220,0 11,2}l 19,6
........... 302,6 | 14,7|| 88,6 | 4,83]241,0|11,7 20,6
Paeudendoclomum basiliense . || 364,1|16,3| 98,9 | 4,4(273,8|12,2| 224
Uronema Barlows........... 664,61 39,9 || 182,1 |11,1(4956,8|30,2| 16,4
”» confervscolum ..... 586,1129,9| 184,6 | 9,4/ 624,0|26,7] 19,6
- aaas . ............ 698.7133.71l 204.3 | 9.91/5679.8 [28.01 20.7

T = mg Trockensubstanz je Kultur; f = T'/zusatzloser Kontrolle.

auf das 10- bis 30fache gesteigerten Trockensubstanzproduktion be-
merkbar macht. Der verwendete Leberextrakt steht, wie bisher immer
festgestellt, in seiner Wirksamkeit zwischen den beiden Vitaminen, wobei
er sich als niher bei dem wirksameren Vitamin stehend erweist.

Wenden wir uns nun der mixotrophen Ernéhrungsweise zu, so zeigt
die obige tabellarische Aufstellung (Tabelle XII) in allen untersuchten
Fillen eine ungefahr gleich starke, vermehrungsanregende Wirkung von
Aneurin und Ascorbinsiure. Je nach dem gepriiften Organismus
nimmt das eine oder das andere Vitamin einen stirkeren EinfluB, ohne
daB sich daraus eine Regel ableiten lieBe. Der Leberextrakt steht in
bezug auf seine Wirkungsintensitit den beiden Vitaminen um ein Ge-
ringes nach.

Die letzte Tabelle XIII zeigt schlieBlich, welche Rolle unsere beiden
Vitamine bei der rein heterotrophen Ernahrungsweise spielen. Wir
bemerken allgemein eine Verinderung in der Wirkung der beiden ge-
nannten Wuchsstoffe. Die Rolle des am stirksten vermehrungs-
anregenden Stoffes, die bei der autotrophen Ernihrungsweise der
Ascorbinsdure zukam, ist jetzt auf Aneurin iibergegangen, nachdem
sich, wie vorher aufgezeigt, bei der Ziichtung unter mixotrophen Be-
dingungen beide Vitamine in bezug auf ihre Wirksamkeit das Gleich-
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gewicht hielten. Der Leberextrakt nihert sich in seiner Wirkung dem
B;-Vitamin.

Vergleichen wir das Verhéltnis des Ernteertrages der untersuchten
Arten in den geschilderten Versuchen, so sehen wir die groSten Ertrige
bei mixotropher Ziichtung. Wir konnten daraus schlieBen, daf unsere
Organismen bei Ziichtung in einer Losung mit organischer Kohlenstoff-
und Stickstoffquelle am Licht sowohl Kohlensiure, als auch organischen
Kohlenstoff assimilieren. Einige Stimme, wie Euglena viridis oder
Chlorogonium tetragamum, neigen mehr zur heterotrophen Lebens-
weise, sie liefern die gréfiten Ertrige bei Ziichtung im Dunkeln. Indes
liegen die Beziehungen zwischen autotropher und heterotropher Er-
niahrungeweise viel unklarer, als es diese aufgezeigten Tatsachen er-
scheinen lassen. Es sollen daher aus den angegebenen Versuchen keine
weittragenden, allgemeinen Ableitungen gemacht werden, sondern es
bleibt einer nachfolgenden, eingehenderen, bereits im Gange befind-
lichen Untersuchung iiberlassen, in diese Beziehungen Klarheit zu
bringen.

Zusammenfassend kann gezeigt werden, daB sich auch hier die
bei Haematococcus pluvialis festgestellten Zusammenhinge bestitigen
lassen; namlich, dal Ascorbinsdure eine starke Vermehrungssteigerung
bei autotropher Erndhrungsweise bedingt, Aneurin eine solche bei
heterotropher. Bei mixotropher Lebensweise wirken beide Vitamine
ungefiahr in gleicher Stirke. Der Leberextrakt erweist auch hier
wiederum seine vermehrungsférdernde Wirkung, steht jedoch in allen
Fillen der Vitaminwirkung etwas nach. Ein gewisser fordernder EinfluB
auf die Ernteertragsmenge ist aber auch bei Verwendung des fiir die
betreffende Ernahrungsweise nicht optimal wirksamsten Vitamins fest-
zustellen. So erhalten wir bei Ziichtung in reiner Mineralsalzlésung
auch mit Aneurin, und bei Ziichtung in einer Nahrlosung mit organischen
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen mit Ascorbinsidure eine gewisse
Ertragssteigerung, die allerdings hinter der Wirkung des fiir den ge-
nannten Fall optimalen Wirkstoffes ziemlich zuriickbleibt.

3. Wuchsstoffgemische.

Die Ergebnisse der im vorigen Abschnitt behandelten quantitativen
Versuche lieBen es wiinschenswert erscheinen, Untersuchungen dariiber
anzustellen, welchen EinfluB ein Gemisch von Ascorbinsdure und
Aneurin auf die Vermehrung unserer Stimme ausiibt. Die Wirkung
wurde durch Vergleich des Ernteertrages von Parallelkulturen mit nur
einem Vitamin als Zusatz bzw. solche ohne Wuchsstoffbeigabe vor-
genommen.

In Halbliferkolben wurden éhnlich wie in der vorherigen Versuchsreihe
die einzelnen Versuche angesetzt und diesmal schon nach 14 Tagen die
Ertragsmenge durch Trockengewichtsbestimmung festgehalten. Auf Grund
der Ergebnisse der im vorigen Abschnitt behandelten Versuche ist diese
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Kiirzung der Versuchsdauer méglich. Da die durchschnittlichen Ertrags-
mengen von 200 bis 300 mg mehr als genug Material fiir eine exakte Wagung
gaben, war anzunehmen, da8 eine Herabsetzung der Versuchsdauer auf die
Halfte der Zeit immer noch geniigend wigbaie Mengen zeitigen wiirde.
Diese Hoffnung wurde im Laufe der Versuchsdauer erfiillt.

Die Versuche lieferten das folgende Ergebnis (Tabelle XIV bis XVT).

Tabelle XIV. Wirkung eines Vitamingemisches auf verschiedene
Algen bei autotropher Erndhrungsweise.

Aneurin

Ascorbin-
bin- Kontroll
Organismen Aneurin +A“s$l; n siure on e
T 1 T 1/ T 1 T
Eugleninae:
Euglena gracilis ............ 46 | 20| 10,0 | 44 92| 40| 23
. virtddis ............ 62| 22| 24,1 8,6} 23,8] 8b| 28
Chlamydomonadae:
Chlamydomonas dorsoventralis || 33,1 | 6,6]] 120,4 | 23,6}104,5 | 20,6 5,1
» humicola .... || 49| 1,911 101,2 |39,1]| 72,8]28,0| 2,6
” orbicularis .. | 38,9 | 9,6l 133,3 |382,5(/123,8{30,2{ 4,1
Chlorogonium euchlorum . ... b2 1,8} 29,6 | 9,6 23,2| 80| 29
Haematococcus pluvialis . . . .. 18,2 | 2,0| 43,7 | 4,8)| 382| 4,2} 91
Ulotrichales:
Hormidium Barlows ........ 28,0 | 65] 68,6 |11,6]| 66,1|11,0|f 6,1
Uronema Barlowi .......... 66,6 {10,1) 163,8 | 26,2]/1111,8}17,2|| 6,6
» gigas ............. 714 | 86| 260,4 |31,0({184,8|22,0! 8,4

T = mg Trockensubstanz je Kultur; f = 7'/zusatzlose Kontrolle.

Tabelle XV. Wirkung eines Vitamingemisches auf verschiedene
Algen bei mixotropher Erndhrungsweise.

e D ; —
Aneurin + A!;ecg;l!:in- A':;;},’:n' Kontrolle
Organismen siure
T f T 1 T 1 T
Eugleninae:
Euglena gracilis ............ 14,0 4,0| 36,4 {10,4| 15,7 4,6 3,6
- viridis .. .......... 26,4 | 6,2| 65,4 |13,6| 24,6, 6,0 4,1
Chlamydomonadae:
Chlamydomonas dorsoventralis |[162,8 | 24,0 238,7 |38,6( 125,2 | 20,2 6,2
» humicola . ... ||112,0|32,0| 176,4 | 50,1 122,8 35,1 3,6
. orbicularis .. ||142,8 | 28,0] 203,6 | 39,9| 134,1 | 26,3 b,1
Chlorogonium euchlorum .. ... 170| 50| 428 {12,6| 17,0 5,0 3.4
Haematococcus pluvialis . . ... 69,4 | 6,2 122,1 (10,9 90,7| 81 11,2
Ulotrichales:
Hormidium Barlows ........ 106,9|15,6}f 173,2 | 25,1 82,8 12,0 6,9
Uronema Barlows .......... 167,61 20,2 263,6 | 32,6 168,6 | 21,6 7.8
» gigas............. 238,11 26,6 || 407,3 | 43,8 225,8 | 24,6 9,3

T = mg Trockensubstanz je Kultur; f = 7'/zusatzlose Kontrolle.
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Tabelle XVI. Wirkung eines Vitamingemisches auf verschiedene
Algen bei heterotropher Ernahrungsweise.

Aneurin
Ascorbin-
Organtemen Aneurin + .::t‘);:bln- '::;”“ Kontrolle
T !/ T ! T ! T
Eugleninae:
Buglena gracilis ............ 143 66 14,0 64 26| 1,2 22
. viridis ............ 63,6 | 26,6 || 64,3/268] 43| 1,8 2,4
Chlamydomonadae :
Chlamydomonas dorsoventralis [{192,2| 31,0 [1199.0 [ 32,1|| 60,2 | 8,1 6,2
- humicola . ... ||163,0 | 34,0 | 1684 | 35,2]| 18,0 | 4,0 4,6
" orbicularis .. [|228,1| 37,4 {1234,8(38,6( 17,7 | 2,9 6,1
Chlorogonium euchlorum . . ... 36,9, 9,2 394|101} 4,7 | 1,2 3,9
Haematococcus pluvialis . .. .. 266,2 | 30,6 ||278,0|33,1}| 70,6 | 8,4 8,4
Ulotrichales:
Hormidium Barlowt ........ 39,71 12,8 || 41,8]13,5]1 13,0 | 4,2 3,1
Uronema Barlows .......... 180,9 | 40,2 (184,56 41,01 40,9 | 9,1 | 4,6
” gigas............. 126,1 | 36,8 ||126,1|37,1| 27,2 | 8,0 34

T = mg Trockensubstanz je Kultur; f = T'/zusatzlose Kontrolle.

Die untersuchten Organismen liefern, in einer reinen Mineralsalz-
l6sung geziichtet, bei Zusatz von Ascorbinsiure und Aneurin kein
wesentlich anderes Ergebnis als bei Kultur in der gleichen, jedoch nur
Ascorbinsiure enthaltenden Nahrlosung. Wihrend Aneurin fiir sich
allein eine gewisse, wenn auch geringe Ertragssteigerung zu veranlassen
vermag — siehe die vorangegangenen Versuchsreihen —, so erzeugt ein
Aneurinzusatz zu einer bereits ascorbinsaurehaltigen Néahrlosung keinen
hoheren Ernteertrag als das C-Vitamin allein. Der Ernteertrag hingt
also nur von dem Vorhandensein der Ascorbinsiure ab. Wieder sehen
wir hierin einen Beweis fiir die Bedeutung der Ascorbinsgure allein fiir
die autotrophe Ernahrungsweise.

Ein etwas abweichendes Verhalten zeigen die beiden Uronema-
Arten, bei diesen bewirkt eine gleichzeitige Zugabe von Vitamin B,
und C zur Nihrlésung einen gréBeren Ernteertrag, als er durch Ascorbin-
siure allein verursacht wird.

Betrachten wir die Ergebnisse bei Ziichtung unter mixotrophen
Bedingungen, so sehen wir eine Addition der Wirkung bei Anwesenheit
beider Vitamine im Vergleich zu den Versuchen mit nur einem der beiden
Vitamine. Der Grad der Vermehrungssteigerung durch das Wuchsstoff-
gemisch ist bei den einzelnen Organismen verschieden. Die Euglena-
Arten zeigen eine vollstindige Addition der Wirkung, bei den Chlamy-
domonadae upd Uronema-Arten stiegen die Ernteertrige jedoch nicht
bis zur Summe der Ertrige mit den beiden Vitaminen allein.

Bei der heterotrophen Ernihrungsweise lieferten die Trocken-
gewichtsbestimmungen ein den Befunden bei autotropher Ziichtung
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dhnliches Ergebnis, mit dem grundsitzlichen Unterschied, daB hier
das Aneurin der ausschlaggebende Faktor ist, welcher die Trocken-
substanzproduktion beeinfluBt. Ascorbinsiurezugabe zu einer aneurin-
haltigen Nihrlésung bleibt ohne Erfolg.

Uberblicken wir diese ganze Versuchsreihe iiber den EinfluB von
Vitamingemischen auf ‘die Vermehrung, so ergibt sich neuerdings mit
voller Klarheit, da8 die autotrophe Ernihrung im wesentlichen von der
Ascorbinséure, die heterotrophe von Aneurin allein beeinflut wird.
Unter mixotrophen Bedingungen sind, wie aus dem Vorausgegangenen
bekannt ist, beide Vitamine wirksam, die Zugabe beider gleichzeitig
laBt die Ernteertrige ansteigen, doch zeigen sich individuelle Ver-
schiedenheiten. Bei rein mixotrophen Organismen findet eine nahezu
100 %ige Addition der Wirksamkeit statt, bei solchen, die mehr nach der
heterotrophen Seite neigen, ist die Ertragssteigerung geringer.

Bei der vorliegenden Versuchsreihe ergab sich besonders augen-
fillig die unbedingte Notwendigkeit, fiir diese Versuche nur Organismen
zu verwenden, die unter allen drei Lebensbedingungen, namlich auto-,
mixo- und heterotroph, zu gedeihen vermégen. Hitte man die fiir
autotrophe und heterotrophe Ernahrung bedeutungsvollen Wuchsstoffe
an rein auto- bzw. heterotrophen Formen untersucht, so wiire verborgen
geblieben, inwieweit die nachgewiesenen Wirkungen durch das Versuchs-
objekt bestimmt sind. Hier aber haben wir die GewiBheit, die unter
den verschiedenen Lebensbedingungen aufgezeigten Erscheinungen mit
Recht verglichen zu haben.

4. Wuchsstoffzusdtze wihrend der Versuchsdauer.

AnschlieBend an die im Abschnitt A7 (S.102) geschilderten
Versuche und auf Grund der Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen
der Ernteertragssteigerung durch Vitaminzugaben erschien es aufschluf-
reich zu werden, an Hand des Vermehrungsverlaufes zu untersuchen,
welchen Einflu ein neuerlicher Wuchsstoffzusatz bei Erreichen des
maximalen Ertrages, also ungefihr am zehnten Tage der Versuchs-
dauer, auf diesen ausiiben wiirde.

In der schon friither geschilderten Weise wurden Versuche in
gréoBeren Kolben angesetzt, alle 2 Tage etwas Zellmaterial unter asepti-
schen Bedingungen entnommen und die Zellenzahl in ecmm bestimmt.
Wenn nach den friiheren Ergebnissen die gré3te Zellzahl erreicht schien,
wurde neuerdings Vitamin zugesetzt. Um die allfilligen Eracheinungen
deutlicher hervortreten zu lassen, wurde bei diesen Versuchen nicht die
iibliche optimale Vitaminkonzentration von 0,0019, angewendet,
sondern zu 100 ccm der Versuchslosung nur 10y Vitamin zugesetzt.

Als Versuchsobjekte wurden nur einige Vertreter der im vorigen
Abschnitt behandelten Stimme genommen; denn in den vorhergehenden
Versuchsreihen zeigte sich immer wieder ein gleichartiges Verhalten
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systematisch nahestehender Arten. Es wurde daher eine Beschrinkung
der Zahl der Versuchsobjekte durchgefiihrt, und zwar derart, daB je
zwei Vertreter der im vorhergehenden untersuchten systematischen
Gruppen zu der neuen Versuchsreihe herangezogen wurden.

Im folgenden sollen die Ergebnisse der einzelnen Versuche be.
sprochen und — soweit dies nétig ist — graphisch dargestellt werden.

Autotrophe Ernahrungsweise.

Ein Zusatz von Ascorbinsiure zu einer reinen Mineralsalzlosung
bewirkte im Vergleich mit der Kontrolle ohne Vitaminzusatz die iibliche
Steigerung der Zellzahl, am zehnten Tage war das Maximum erreicht;
nun wurde zu einem Teil der

Versuche Aneurin, zu einem an- £~ Ascorbinsdure

deren Teil Ascorbinsiure zuge- £ }/ ooty )

setzt, ein dritter Teil blieb ohne § //;m%ﬁl}m )
Zusatz zur Kontrolle. Der An- ‘E i
eurinzusatz hatte in allen Fillen & } A‘I‘"" ”ﬁ,‘f”m%,‘f,,}z”
kein weiteres Ansteigen der Ver- / neueriaher

mehrung zur Folge, der neuer- v Zusatz |

liche Ascorbinsiurezusatz da-

gegen bewirkte bei allen unter- Hontrolly ofvie Zusara
suchten Organismen ein Empor- ! |

schnellen der Vermehrungskurve. 7 ¢ ’i’mw/zzfa or ® 2o
Da sich, wie oben festgestellt, Abb. 4. Euglena gracilis, autotroph gestichtet.
alle gepriiften Organismen gleich Wirkung cines wiederholten Zusatzes von As-
verhielten, sollen im weiteren die corbinsure und Aneurin.
Verhiltnisse nur an Hand eines Organismus — FEuglena gracilis —

aufgezeigt werden. Dieses Versuchsobjekt lieferte die anschaulichsten
Ergebnisse (Abb. 4).

Die Deutung dieser Ergebnisse kann wohl nur so sein, dafl das
urspriinglich zugesetzte C-Vitamin nach 10 Tagen nahezu verbraucht
ist, daher eine weitere Vermehrung nicht mehr stattfindet, ein neuer-
licher Zusatz davon aber wieder die anfingliche Wirkung zeigt. DaB
Aneurin bei der autotrophen Ernihrung keine wesentliche Rolle spielt,
ergibt sich auch hier wiederum eindeutig daraus, daB eine Beigabe
davon zu einem Zeitpunkt, wo die anfianglich zugesetzte Ascorbinséure
bereits verbraucht ist, keine weitere Ertragssteigerung mit sich bringt.

Mixotrophe Ernihrungsweise.

Der iiblighen Nihrlésung mit organischer Kohlenstoff- und Stick-
stoffquelle wurde Aneurin vom Anfang an zugesetzt. Es erfolgte Ver-
mehrung in der fiir Aneurin charakteristischen Weise. Sobald die

Archiv tiir Mikrobiologie. Bd. 11. 8
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Vitaminwirkung aufzuhéren begann, wurde wieder zu einem Teil der
Versuche Aneurin, zu einem anderen Teil Ascorbinsiure zugesetzt; ein
dritter Teil blieb zur Kontrolle ohne Zusatz.

m |
IMWJ
nwl (heusriichar Zusoty
Aneurin
(reveviicher Zus,
7 r M/Zwﬁm |
/ neuerficher /
Zusatz
st
e |
0 s [ * 20kge
Versuchsdausr

Indbvidsenzaty im mm®

Abb. 5. Euglena gracilis, mixotroph ge-
zichtet. Wirkung eines wiederholten Zu-
satzes von Ascorbinsiiure und Aneurin,

8

§_

! Wrciigim)
neverdiler.
o f zu.im
Hontrok ohne Zusatz
0 ¥ ] 7 ¥ hp
Wersuchsdausr
Abb. 6.  Eugl ilis, heterotroph ge-

zilchtet. Wirkung e!weu wiederholtzn Zusatzes
von Ascorbinsiure und Aneurin.

Der neuerliche Aneurinzusatz
bewirkte abermals eine, allerdings
geringe Steigerung der Vermehrung,
wihrend ein Zusatz von Ascorbin-
siure die Vermehrungskurve stark
ansteigen lieB, ein Zeichen dafiir,
daB beide Vitamine auf verschiedene
Weise die Vermehrung beeinflussen.
Im nachstehenden wird darauf noch
zuriickzukommen sein (Abb. 5).

Heterotrophe
Ernahrungsweise.

Der Kurvenverlauf der Ernte-
ertrige gleicht dem bei autotropher
Erndhrung bei Ascorbinsidurezusatz,
jedoch mit dem grundsétzlichen
Unterschied, daB die beiden Vita-
mine ihre Rolle als ausschlag-
gebende Faktoren gewechselt haben.

Das anfinglich zugesetzte An-
eurin ist in allen Versuchen nach
10 Tagen nahezu verbraucht, ein
weiterer Zusatz davon brachte bei
allen untersuchten Arten ein neuer-
liches, starkes Ansteigen der Ver-
mehrung mit sich, die Ernteertrige
sind durchwegs bedeutend hoher
im Vergleich zu der ohne neuer-
lichen Aneurinzusatz gebliebenen,
oder mit Ascorbinsdure versetzten
Probe. Auch hier sollen die Ergeb-
nisse an Hand von Vermehrungs-
kurven bei Euglena gracilis dar-
gestellt werden (Abb. 6).

Der Vergleich der Ergebnisse der drei Versuchsreihen ergibt
wiederum den Beweis fiir die in allen fritheren Versuchen gefundene
Ascorbinsiure stellt einen Wirkstoff bei ausschlieSlicher
Ernidhrung mit anorganischen Nahrsalzen, Aneurin einen solchen bei

Tatsache:
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Erndhrung mit organischen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen im
Dunkeln dar. Unter Bedingungen, die sowohl die Assimilation der
Kohlensiure, als auch organischer Nahrstoffe erméglichen, sind Aneurin
und Ascorbinsdure in gleichem MaBe wirksam.

Besprechung der Versuchsergebnisse.

Die vorliegenden Untersuchungen erbringen den Beweis, daB
ebenso wie die Vermehrung heterotropher, auch die Vermehrung mixo-
tropher Organismen in starkem MaBe vom Vorhandensein gewisser
Wirkstoffe abhéingig ist.

Es hat sich gezeigt, daB dort, wo ein Organismus auf Substanz-
gewinn aus dem KohlensdureassimilationsprozeB angewiesen ist, die
Ascorbinséure, wo er auf die Aufnahme organischer Kohlenstoff- (und
vielleicht auch Stickstoff-) Quellen angewiesen ist, das Aneurin wirk-
sam ist.

Dariiber hinaus miissen zwei Punkte einer niheren Betrachtung
unterworfen werden. da sie eine gewisse Abweichung 7wischen den
vorliegenden und den Ergebnissen anderer Autoren darzustellen
scheinen: Das Vermogen der untersuchten, mixotrophen Algen auch
ohne Wirkstoffbeigabe einen gewissen, wenn auch geringen Ernteertrag
liefern zu konnen und ferner die bei den untersuchten Organismen
stets hoherliegende optimale Dosis der Wirkstoffe, als dies bei hetero-
trophen Mikroorganismen gefunden wurde.

Das Wirkstoffbediirfnis eines Organismus wird heute allgemein als
Verlust der Fahigkeit, diesen Stoff selbst synthetisieren zu kénnen,
gedeutet. Nach Schopfer (1939) konnte dieses Synthesevermogen in
verschieden starkem MafBe verlorengegangen sein; demnach wairen
unsere Fille so zu deuten, daB die hier untersuchten Organismen im-
stande sind, Ascorbinsdure und Aneurin, oder zumindest dessen Vor-
stufen selbst herstellen zu kénnen, wenn vielleicht auch in geringerem
MaBe als andere, verwandte Arten der gleichen Gattung. Wie Schopfer
(1939) mit Recht verlangt, muBl jeder Fall besonders gepriift werden,
wenn nachgewiesen sein soll, daB das Wirkstoffbediirfnis durch Verlust
der Synthesefihigkeit entstanden ist. Im Rahmen einer der nichsten
Mitteilungen soll dies auch durch experimentelle Untersuchungen nach-
geholt werden. Auf Grund der Befunde von Simeon, Norris und Williams,
welche 1937 Ascorbinsiure und Aneurin im Zellsaft verschiedener
Algen nachgewiesen haben, scheint es naheliegend, daBl auch die hier
untersuchten Stimme mehr oder minder zur Synthese befahigt sind.

Kurz zysammengefaBt kann also gesagt werden: Wohl durch das
Vermogen, Ascorbinsiure und Aneurin in beschrinktem Mafle bilden
zu kénnen, sind die hier untersuchten Arten imstande, sich in einer

8*
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vitaminfreien Néahrlésung einigermafBen vermehren zu kénnen. Ein
Vitaminzusatz steigert den Ernteertrag dann noch um ein Vielfaches.
Wie aufgezeigt, verlangen unsere Organismen eine héhere optimale
Dosis des Wirkstoffes, als dies bei heterotrophen Mikroorganismen der
Fall ist. Nun sind aber bei heterotrophen Organismen nicht etwa
immer die gleichen optimalen Dosen gefunden worden, sondern auch
hier zeigten sich oft betrichtliche Unterschiede, wie aus der folgenden
Zusammenstellung (Tabelle XVII) zu entnehmen ist.

Tabelle XVII. Optimale Aneurinkonzentrationen bei verschiede-
nen Organismen.

Optimale Dosts, |
Name bezogen auf 100 ccm | Autor
Nihrigsung i
Ustilago violacea ............. ” 0,016 » Schopfer 1938
Polyporus adustus ............ ', 0,150 y * Kogl und Fries 1937
Rhodotorula rubra ............ I 0,800 » Schopfer 1938
Phycomyces blakesleeanus .. ... l 2,000 5 ! Schopfer 1935
Chilomonas und andere farbloee I !
Flagellaten ................. . 1,000 y | Ondratschek (bisher nicht
!- ' verdffentlicht)
Haematococcus pluvialis .. .. ... | 100000y | Ondratschek 1940

* Nach einer Kurve berechnet.

Neben den zwei eben besprochenen Ergebnissen hat die vorliegende
Arbeit jedoch gezeigt, dafl Aneurin auch fiir griine, mixotrophe Organis-
men einen Wirkstoff darstellt, welcher namentlich bei Ziichtung unter
heterotrophen Bedingungen, also in einer Nahrlosung mit organischer
C- bzw. N-Quelle im Dunkeln, nahezu unentbehrlich ist. Neu ist die
Feststellung, daf bei Kultivierung in einer rein anorganischen Nihr-
l6sung Ascorbinsiure den Ernteertrag wesentlich steigert. Ascorbin-
siure ist nach unseren Erfahrungen fiir die autotrophe Ernahrungsweise
ebenso wichtig wie Aneurin fir die heterotrophe. Bei Ziichtung in
einer organischen Nahrlésung am Licht, also unter , mixotrophen‘
Bedingungen, ist jedes der beiden Vitamine einmal fiir sich allein
wirksam — ungefihr in gleich starkem Mafle —, es konnte aber auch bei
gleichzeitiger Beigabe beider Vitamine eine Addition der Teilwirkungen
festgestellt werden.

Zusammenfassung.
Es wurde der EinfluB von Aneurin, Ascorbinsiure und eines Leber-

extrakts (Pernemon) auf die Vermehrung einiger mixotropher Griin-
algen untersucht. <

Ascorbinsiure stellt eine vermehrungsfordernde Substanz nament-
lich bei Ernihrung mit Kohlensiure und anorganischen Salzen dar,
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Aneurin hingegen bei Ernéhrung mit organischen Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen. Die optimale Konzentration beider Vitamine liegt
hier héher als z. B. bei Pilzen, nimlich bei 100 /100 ccm Néhrlésung.

Der Leberextrakt wirkt in beiden Fillen vermehrungsanregend,
ist jedoch in seiner Wirkung schwicher als die beiden Vitamine.
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