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Beitrige zur Physiologie
von Trichoderma viride Pers. ex Fries.

: Von S. Blumer.
(Aus dem Botanischen Institut und dem Botanischen Garten der Universitﬁt‘Bern.)
Mit 3 Abbildungen. '

Eingegangen am 25. September 1944.

Einleitung.

Trichoderma viride kommt als Saprophyt auf Holz und auf allen
moglichen pflanzlichen Abfillen sehr hiufig vor. Als eigentlicher
Bodenpilz hat er eine sehr weite ,Verbreitung besonders im Rohhumaus,
wihrend er nach Ok ada (7) in nassem Torf und in Sandbéden weni-
ger reichlich auftritt. O k a d a fand Trichoderma besonders in den ober-
sten Bodenschichten bis 40 cm Tiefe, wihrend ich im God del Fuorn
(Schweizerischer Nationalpark, Unterengadin) den Pilz mehrmals noch
in 90 cm Tiefe im Anreicherungshorizont einer Variante des Eisen-
podsols nachweisen konnte. Allerdings konnte es sich dabei um Ko-
nidien handeln, die in die Tiefe verschwemmt wurden.

Es ist seit langem bekannt, daB Trichoderma viride zu den aktiv-
sten Zelluloseabbauern unter den Bodenpilzen gehort. Neuere Arbeiten
weisen auf die vielfachen Wechselbeziehungen zwischen Trichoderma
und andern Bodenpilzen wie auch mit héhern Pflanzen hin. Nach
Vuillemin (vgl. Bisby, 1) wichst Trichoderma auch parasitisch
auf Mucor-Arten. Weindling (19, 20) beobachtete, dall unter be-
stimmten Bedingungen schiidliche Bodenpilze, wie Rhizoctonia, Phyto-
phthora und Pythium, von Trichoderma befallen werden, und es gelang
ihm auch, eine fiir diese Pilze toxische Substanz aus Trichoderma-Kul-
turen zu isolieren. Waksman und seine Mitarbeiter (18) zeigten
wiederholt, daB dieser Pilz ein wichtiges Glied im komplizierten System
der Bodenorganismen darstellt. SchlieBlich konnte Niethammer
(6) nachweisen, daB Trichoderma auf die Keimung von Erbsen fordernd
einwirkt. :

Schon 1865 konnten die Gebriider Tulasne durch direkte Beob-
achtungen den Nachweis erbringen, daf Trichoderma als Nebenfrucht-
form in den Entwicklungskreis von Hypocrea rufa gehort, was 1891
von Brefeld durch Reinkultur bestitigt wurde. Bis by erhielt T7i-
choderma viride auch in Gewebekulturen aus dem stromatischen (e-
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flecht von Hypocrea rufa. In der Literatur wurden mehrere Tricho-
derma-Arten beschrieben, wobei meistens Form und Gré8e der Konidien
als Unterscheidungsmerkmale beniitzt wurden, doch scheint es sich
nach den eingehenden Untersuchungen von Bisby (1) um eine ein-
zige, ziemlich variable Art zu handeln.

Meine Versuche wurden zum groBten Teil mit einem Stamme aus-
.gefiihrt, den ich im Juni 1941 aus Lauberde des Botanischen Gartens in
Bern isoliert hatte. Morphologisch unterscheidet sich diese Form nicht
wesentlich von einem Stamme, den ich von Baarn bezog, dagegen ver-
halten sich die beiden Pilze in physiologischer Hinsicht nicht gleich.
Einige erginzende Versuche wurden mit Stimmen ausgefiihrt, die aus
verschiedenen Boden des Schweizerischen Nationalparks im Unter-
engadin isoliert wurden. Die Untersuchungen wurden im Herbst 1941
begonnen und mit verschiedenen, durch die Zeitumstinde bedingten
Unterbrechungen im Frithjahr 1944 abgeschlossen. Sie bewegten sich in
zwel verschiedenen Richtungen : Einerseits sollte der Abbau der Zellu-
lose durch Trichoderma niher studiert werden, und anderseits wurde
das Verhalten des Pilzes gegeniiber Aneurin als Wachstumsfaktor unter-
sucht. In beiden Richtungen konnten nur vorliiufige Ergebnisse erzielt
werden. Da ich jedoch in absehbarer Zeit kaum noch Gelegenheit finden
werde, auf diesem Gebiete zu arbeiten, sollen die gewonnenen Resultate
hier zusammengestellt werden. :

Ich mochte vor allem dem Direktor des Botanischen Institutes der
Universitit Bern, Herrn Prof. Dr. W. H. Schopfer, fiir die Forde-
rung dieser Arbeit meinen besten Dank aussprechen. Ferner schulde ich
den Herren Prof. Dr.R. Signer, Bern,und Prof. Dr. H. Pall-
m a n n, ETH, Ziirich, meinen besten Dank fiir ihre wertvollen Anregun-
gen. Die Stiftung zur Forderung der wissensehaft-
lichen Forschung an der bernischen Hochschule
ermoglichte durch ihre finanzielle Unterstiitzung die Durchfiihrung die-
ser Untersuchungen, was ich hier ebenfalls bestens verdanken méochte.

I. Waehstum in synthetischen Nihrlésungen.

1. Allgemeine Ernahrungsbedingungen.

Trichoderma wviride wichst in verschiedenen synthetischen Niihr-
losungen ohne Zugabe irgendwelcher Wachstumsfaktoren, Allerdings
kann die Entwicklung durch Zugabe von Hefeextrakt oder andern
pflanzlichen Ausziigen stark geférdert werden. Es soll hier nicht niiher
untersucht werden, ob bei diesen Zugaben spezielle Nihrstoffe oder
Wachstumsfaktoren aussechlaggebend sind.

Es wurden folgende Nihrlosungen angewendet :
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1. Als ungepufferte Nihrlosung die von W. H. Schopfer fir
die Kultur von Mucorineen modifizierte C o onsche Losung
(1,5 °/oc KH,PO,, 0,5 °/o0 MgS0,, 1°0 Glukose, 1 °/e einer zusagen-
den N-Quelle). Gelegentlich wurde diese Losung mit NaOH auf ein
bestimmtes Anfangs-pH eingestellt.

2. Als gepufferte Losungen wurden Phosphatpufferlésungen nach
Clark mit 0,5 % MgSO,, oder Phthalatpuffer nach Clark mit
1,5 °/e0 KH,PO, und 0,5 /o0 MgS0, nebst 1°% Glukose und 1 %0
einer N-Quelle verwendet. Es zeigte sich allerdings bei ldngern
Zeitversuchen, dafl 1° Glukose nicht ausreicht.

Wurde Zellulose als Kohlenstoffquelle verwendet, so erfolgte
in diesen Nihrlosungen nur unbefriedigendes Wachstum. In diesen
Fillen bediente ich mich zuerst der Nédhrlosungen von Traaen
(17) sowie der sauren Nihrlosung von Stappund Bortels (16).
Spiter zeigte es sich, dafB sich .

3. eine etwas modifizierte Nihrlosung nach Meyer (aus Oppen-
heimer, Fermente) fiir diese Versuche am besten eignete. Diese
hatte folgende Zusammensetzung : 1% KH,PO,, 0,1°%0 CaCl,,

A8 ®/00 MgSO4, 0,1 ®/00 NaCl, 0,01 ®/00 FeClg, 0,01 ®/o0 Mn012,

0,001 °/00 ZnSO, und 0,0001 *ee CuSO,, neben 1 °o Nitrat- oder
Ammonstickstoff. Das Filtrierpapier wurde in Form von kleinen
Rollen (0,5—0,8 g) in die Erlenmeyerkolben gebracht, und zwar
so, daB ein Teil davon iiber die Oberfliche der Nihrlosung hinaus-
ragte, dabei aber immer feucht blieb. In dieser Zone wichst der
Pilz viel besser als im untergetauchten Teil.

Trichoderma viride entwickelt sich mit Kalium- oder Natriumnitrat
als N-Quelle mittelmiBig, etwas besser mit Ammoniumsalzen (Sulfat,
Chlorid, Nitrat oder Zitrat). Von den Aminosduren wurden nur Aspara-
gin und Glykokoll verwendet, die beide ein sehr gutes Wachstum er-
gaben. Milburn (4) stellte auch mit Leucin, Tyrosin sowie mit ver-
schiedenen Proteinen eine gute Entwicklung fest.

Der Pilz wichst nach Weindling (20) im Bereiche von pH
3—H6 gut; bei pH 8-—9 erfolgt ein starker Abfall. Fiir die Temperatur
ermittelte Milburn folgende Kardinalpunkte : Maximum 30°, Opti-
mum 20—24°, Minimum 0—4°. Der hier verwendete Stamm (TL) zeigte
ein etwas abweichendes Verhalten :

Temperatur : 10—11° 14—-17°.  21-—22° 2627  36°

Trockengewicht nach 8 Tagen : 8 mg 52 mg 52 mg 50 mg 0
» a4 - 74 mg (!) 60 mg 46 mg 29 mg 0

Bei hoheren Temperaturen scheinen friithzeitig autolytische Vor-
ginge aufzutreten. Das Optimum liegt hier auffallend tief. Die Versuche
wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Die unvermeidlichen Sehwan-
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kungen haben dabei manche Versuchsreihe entwertet, da der Pilz gegen-
iiber Temperaturverinderungen sehr stark reagiert.

Die Kulturen standen im diffusen Tageslicht. Ein orientieren:er
Versuch zeigte, daB nach 8 Tagen die Trockengewichte bei dunkel
gehaltenen Kulturen durchschnittlich um 17 % niedriger waren als bel
normal belichteten Kulturen.

2. Zellulose als Kohlenstoffquelle.

Trotzdem die Tatsache, daB Trichoderma zu den aktivsten Ab-
bauern der Zellulose im Boden gehort, seit langem bekannt ist, scheinen
bis jetzt auf diesem Gebiet kaum Versuche mit rein synthetischen Néhr-
losungen ausgefiihrt worden zu sein. Waksman und Hutchings
(18), die den Pilz aul Luzernestengeln und andern pflanzlichen Suab-
straten kultivierten, beobachteten, daf die Zellulose der Luzerne nicht
angegriffen wurde, wenn Trichoderma in Reinkultur darauf geimpftt
wurde. Wichst der Pilz aber auf demselben Substrat zusammen mit
Rhizopus, der seinerseits die Zellulose nicht anzugreifen vermag, so
wird die Zellulose bis zu einem gewissen Grad durch Trichoderma zer-
setzt. Es scheint, daf der Pilz die hier reichlich vorhandenen Proteine
als Energiequellen bevorzugt. Ubrigens gibt es nach Spradling (15)
auch Trichoderma-Stimme, die Zellulose iiberhaupt nicht angreifen.

Unser Stamm (TL) zeigte in den N#hrlosungen von Traaen,
Stapp und Bortels, besonders aber in derjenigen von Meyer,
eine sehr gute, oft sogar eine iippige Entwicklung. Da das gewdhnliche
Filtrierpapier nicht unbedeutende Mengen von Aschenbestandteilen ent-
hiilt, die unter Umstiinden fiir den Pilz als Katalysatoren dienen kénn-
ten, wurden zunichst einige Parallelkulturen mit aschendrmen Filtrier-
papieren sowie mit « aschenfreien » analytischen Filtern durchgefiihrt.
Es zeigten sich in der Entwickiung nicht die geringsten Unterschiede
gegeniiber dem gewohnlichen Filtrierpapier, so daf in der Folge nur
noch solches verwendet wurde.

~ Tabelle 1 gibt einen Uberblick der verwendeten Zellulose- und Lig-
ninpriparate, die ich den Herren Prof. Signer und Prof. Pall-
m ann verdanke. Leider ist es auf diesen Substraten niecht moglich,
das Trockengewicht des Myzels zu ermitteln, da dieses nicht vom Sub-
strat zu trennen ist. Am Schlusse des Versuches, nach 20 Tagen, wurde
die Nahrlosung auf reduzierende Zucker untersucht. Zu Beginn des Ver-
suches war die Fehlingsche Reaktion bei allen Priparaten negativ.

Sobald der iiber die Nihrlosung herausragende Teil des Papiers
vollgtéindig vom Myzel durchwachsen ist, scheint sich der Pilz viel lang-
samer zu entwickeln. Nach 4—5 Monaten zerfillt das Papier schon bei
leichtem Schiitteln in feine, kurze Fasern. Besonders interessant ist die
Tatsache, daB mit Methylzellulose trotz dem sehr schwachen Wachstum
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des Pilzes ein enzymatischer Abbau der Zellulose eingetreten ist. Wachs-
tum und Enzymwirkung scheinen hier nicht parallel zu verlaufen.

Tabelle 1. 7
Wachstum von Trickoderma auf einigen Zellulose- und Ligninpriiparaten
in Meverscher Nihrlosung mit 1°/o0 KNOs.

Fehlingsche
Priparat Wachstum Reaktion nach
20 Tagen
Filirierpapier . . | sehr gut . . . : —
Holzzellstoff . . . | gut bis sehr gut . sise
Baumwoll-Linters . | sehr gut . . . . _—
Methylzellulose . . | kaum sichtbar . . F
Tyloge A 100 .. . | sehwaeh > . & . . -
Tylosg 4. B . . . | schwaeh ..« .. . -
Tannenholz . . . | mittelmiBig .
Siurelignin . . . | mittelmiBig
Alkalilignin . . . | kein Wachstum

Es sei hier beigefiigt, daf sich die hier angewandte Methode der
Kultur auf Filtrierpapier sehr gut als Elektivkultur fiir die Isolation
zellulosezersetzender Pilze aus dem Boden verwenden lift, wenn man
die Kulturen mit etwas Erde beimpft. Da sich aber bei lingerer Dauer
des Versuches auch andere Keime entwickeln, konnen die eigentlichen
Zellulosepilze nur am Anfang einigermafBen rein gewonnen werden.

3 Enzymwirkung.

Solange- der Pilz wichst, lassen sich in der N#hrlosung hochstens
Spuren reduzierender Substanzen nachweisen. Die aus dem Abbau der
Zellulose entstehende Glukose scheint also sofort bis auf die letzten
Reste verbraucht zu werden. Da die Niihrlosung keinen Zucker enthilt,
bildet sich auf der Oberfliiche der Fliissigkeit nie ein Myzel; dieses ist
nur auf das Filtrierpapier selber beschrinkt. Man kann indessen auf
einfache Art eine Anreicherung von Glukose in der Nihrlosung bewir-
ken. Wird eine wachsende Kultur mit Toluol iiberschichtet und einige
Tage bei etwa 30° aufbewahrt, so wird das Wachstum abgestoppt, wih-
rend die Enzymwirkung weiter andauert. In der Nihrlosung mufl des-
halb nach und nachZucker angereichert werden. Wenn nun nach einigen
Tagen das Toluol verdunstet ist, beginnt die Lebenstétigkeit des Pilzes
von neuem, und nun entwickeln sich auch die in der Fliissigkeit vorhan-
denen Konidien oder Myzelfragmente und bilden auf der Néhrlosung
schwimmende Kolonien. Man kann diese Kolonien steril aus der Néhr-
losung herausnehmen und die Kultur erneut mit Toluol iiberschichten,

39
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worauf sich der Vorgang so oft wiederholt, bis kein Stickstoff mehr vor-
handen ist.

In einigen Versuchen sollte nun die Stirke des enzymatischen Ab-
baus quantitativ erfaBt werden. Als Ausgangsmaterial dienten 16 Tage
alte Kulturen in Meyerscher Nihrlosung mit KNO, oder (NH,),S0, als
Stickstoffquelle. Bei Einleitung des Abbauversuches zeigten die Kul-
turen nur Spuren reduzierender Substanzen. Um das Wachstum des Pil-
zes auf ein Minimum herabzusetzen, wurde jede Kultur mit 1 ccm Toluol
iiberschichtet, das - im Laufe des Versuches mehrmals erneuert wurde.
Die eine Hilfte der Kolben wurde bei Zimmertemperatur aufbewahrt,
wihrend die andere Hilfte in einem Thermostaten bei 36° gehalten
wurde. Da in der Literatur allgemein angegeben wird, daB die Cellulase
bei pH 5,5 ihr Wirkungsoptimum hat, wurde zudem in einem Teil der
Kolben die Nidhrlosung auf dieses pH eingestellt, wihrend in den an-
dern Kolben das pH bei zirka 3,0 lag.

Nach 23 Tagen wurden die Zuckerbestimmungen nach Bertrand
ausgefiihrt, wobei die Gesamtheit der reduzierenden Substanzen als Glu-
kose berechnet wurde. Die Bestimmungen wurden mit 10 cem Nihr-
16sung ausgefiihrt und dann auf die ganze Kulturlosung (25 cem) um-
gerechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2.

Zuckerbestimmungen in Kulturen, die mit Toluol iiberschichtet wurden nach
23 Tagen in Meyerscher Nahrlosung mit (NH.).80. als Stickstoffquelle.

Tam- Substrat Glukose pro Kultur

peratur (urspriinglich 800 mg) pH ca. 3 pH 55
7 mg mg

1809 I Filtrierpapier . . . . . 12,5 16,2
Holzzellulose « .- . i 7 57,0 68,5
Baumwoll-Linters . . . 43,2 58,5

36° Filtrierpapier . .. .o ' 84,8
Holzzellaloge: st 46,8 95,5
Baumwoll-Linters . . . 7.2 1440

Die Form, in welcher die Zellulose geboten wird, scheint also nicht
wesentlich zu sein.-Dagegen ist, was von vorneherein zu erwarten war,
der Abbau bei pH 5,5 wesentlich stirker als bei pH 3 und bei 36° stdr-
ker als bei Zimmertemperatur. Verglichen mit dem Zelluloseabbau durch
thermophile anaerobe Bakterien handelt es sich hier um einen sehr lang-
samen Abbau. Im Boden, wo die Bedingungen fiir den Zelluloseabhau
selten optimal sind (Feuchtigkeit, Wirme), mufl natiirlich dieser Vor-
gang noch viel langsamer verlaufen. |
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In einem weitern Versuch wurde in 16 Tage alten Kulturen die
Nihrlosung abgeschiittet und durch einen Phosphatpuffer pH 5,5 er-
setzt. Die Kolben kamen dann in einen Thermostaten von 36°. Hier
wurde das Wachstum des Pilzes durch den N#brstoffmangel und die
hohe Temperatur vollstindig unterdriickt. Dagegen war der Zellulose-
abbau viel intensiver als im ersten Versuch. Schon nach 4 Tagen konn-
ten mit Filtrierpapier als C-Quelle 35 mg Glukose pro Kultur nachge-
wiesen werden. Baumwoll-Linters war nach 16 Tagen vollstindig in
feine Fasern zerfallen. Auch mit Holzzellstoff ergaben sich nach 25 Ta-
gen hohe Konzentrationen von Glukose.

Um festzustellen, ob die zelluloseabbauenden Enzyme auch in der
Néhrlosung vorhanden sind, wurde schlieflich noch folgender Versuch
angesetzt : Die Nahrlosung aus einer 16 Tage alten Kultur wurde durch
eine Chamberland-Kerze steril filtriert und das Filtrat durch Zugabe
von Pufferlosung auf pH 5,5 eingestellt. Hierauf wurden Filtrierpapier-
rollen, Baumpoll-Linters oder Methylzellulose (im Autoklaven sterili-
siert) beigefiigt und die Kolben bei 86 aufbewahrt. Bei Verwendung
von Methylzellulose zeigte sich nach 16 Tagen eine deuthche Anreiche-
rung an reduzierenden Substanzen.

Alle diese Versuche waren urspriinglich als Zeltversuche angelegt
worden, doch mufite ich mich wegen Militirdienstes damit begniigen, in
unregelmifBigen Intervallen einige Stichproben zu entnehmen. Immerhin
zeigen sie, daB Trichoderma wiride enzymatisch sehr wirksam ist und
dab es wahrscheinlich moglich wire, aus diesem Pilze brauchbare Cellu-
lase-Priparate herzustellen. Zwei Geomyces-Arten aus Boden des
Schweizerischen Nationalparkes erwiesen sich gegeniiber der Zellulose
als viel weniger aktiv.

II. Wirkung des Aneurins und seiner Komponenten.

Den Ausgangspunkt fiir diese Versuche bildete eine zufillice Beob-
achtung, die darauf hinwies, daB das Aneurin eine hemmende Wirkung
auf Trichoderma ausiibt. In einer ungepufferten Nihrlosung (pH 6.2)
mit Ammoniumzitrat als N-Quelle zeigten nach 20 Tagen die Kulturen

mit 2,5 y Aneurin ein mittleres Trockengwicht von 28,5 mg, wihrend
die Kontrollen ohne Zusatz von Aneurin ein Myzelgewicht von 46,2 mg
aufwiesen. Die Hemmung betrug also in diesem Versuch 38,3 % gegen-
tiber der Kontrolle. Es zeigte sich bald, daf sich ein Zusatz von Aneurin
je nach der Art der Stickstoffquelle in ganz verschiédener Weise aus-
~ wirken kann.
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1. Die Wirkung des Aneurins und seiner Komponenten bei verschledenen
Stickstoffquellen. |

Aus Tabelle 3 geht herVor, daf sich mit Asparagin als N-Quelle
cine deutliche Hemmung des Wachstums durch Aneurin zeigt. Etwas
weniger, aber immerhin noch deutlich, hemmen auch Pyrimidin sowie
das Gemisch von Pyrimidin und Thiazol, wiihrend Thiazol allein keine
Wirkung ausiibt. Ahnliche Verhiltnisse finden wir mit Ammoniumzitrat
als Stickstoffquelle. Bei bedeutend niedrigeren absoluten Trocken-
gewichten ist hier die prozentuale Hemmung sogar noch bedeutend
grolier als mit Asparagin. In diesem Versuche zeigte sich auflerdem auch
eine deutliche Hemmung durch Thiazol allein, doch muf erwihnt wer-
den, daB Thiazol in zahlreichen wiederholten Versuchen in keinem Falle
mehr eine so starke Hemmung bewirkte. Abweichungen von weniger als
10 % von den Kontrollen miissen bei diesem Pilze als zufillig beurteilt
werden, da die Vitaminwirkung sehr oft von andern unkontrollierbaren
Faktoren iiberdeckt wird.

Tabelle 3.

Wirkung von Aneurin und seinen Komponenten in gepufferter Nihrlosung (ph 6,8)
mit verschiedenen Stickstoffquellen nach 14 Tagen.

Asparagin Ammoniumzitrat Kaliumnitrat
Tr.-Gew. Unter- Tr.-Gew. Unter- Tr.-Gew, Unter-
mg schied mg schied mg schied
Kontrolle . . . . .| 702 128 27.8
1y Pyrimidin . . . .| 60,2 | —142%| 283 | —338%| 823 | +158%
1y Thiazol . . . M1 | +21%| 81,7 | —259%| 305 | + 91%
1y Pyrmidin + 1y Thla
g0l ., .ov v .o )oe1s b s 041 | 4879 412 i +482e
2y Aneurin . . . . .| 569 | —189%| 271 | —36,7%| 367 | +32,0%

~ Mit KNO, als Stickstoffquelle finden wir an Stelle der Hemmung
eine deutliche Forderung durch Aneurin. Mit Pyrimidin zeigt sich eben-
falls eine -deutliche Forderung, Thiazol allein ist wirkungslos (Unter-
schied gegeniiber der Kontrolle kleiner als 10 %), wiihrend das Gemisch
von Pyrimidin und Thiazol noch bedeutend stirker fordert als Aneurin.
Da sich diese Befunde in zahlreichen Wiederholungen immer wieder be-
statigten, kann wohl der Schluf gezogen werden, daB die Aneurin-
wirkung bei. Trichoderma durch die Art der Stickstoffquelle bedingt
wird. Aneurin wirkt fordernd mit KNO,, hemmend mit Asparagin und
besonders mit Ammoniumzitrat. Pyrimidin allein zeigt die gleiche Wir-
kung wie Aneurin, wenn auch meistens etwas schwicher, wihrend
Thiazol allein unwirksam zu sein scheint.
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In einem weitern Versuch (Tab. 4) sollte nun gepriift werden, wie
sieh der Pilz mit andern Nitraten und Ammoniumsalzen verhiit und wie
sich eine Mischung dieser beiden Stickstoffquellen auswirkt. Dieser Ver-
such wurde nur mit Pyrimidin durchgefiihrt.

Tabelle 4,

Wirkung von Pyrimidin (0,5 »/25 cem) bei verschiedenen Stwkstoffquellen
Phosphatpuffer pH 7. Alter 14 Tage.

Myzelgewichte Unterschied

# gegeniiber

Kontrolle : -+ Pyrimidin Kontrolle -

mg mg

Natriumnitrat 1%w = . . . o o 22.3 21,2 +21,9 %

Ammoniumnitrat 1% -~ . . . . . - 23,0 26,2 - 130198

Kaliumpitrat-1 % o o - - i 26,0 - 29,6 +13,8 %
Kaliumnitrat : e

0,9 % + Ammoniumzitrat 0,1 /oo 29,4 28,0 ABUE i

0,75 %[00 + > 0,25 °/oo 25,7 30,5 +18,6 %

0,5 %00 + s 0,5 oo 27,3 35,2 +289 %

0,25 /o0 + » 0,75 %/o0 32,6 30,9 — 5,2 %

0,1 %00 + » 0.9 oo 33,3 <5 P a7

Angnepiumeittat 1 %w. . .. o 30,4 264 174 %

Ammoniumehlorid 1% . . . . . . 202 24,75 — 90 %

Ammoniumsulfat 1% . . . . . . 34,4 ; 278 —2BY%

Die Tabelle bestitigt zunichst einmal die frithern Ergebnisse und
erweitert sie zugleich in dem Sinne, da} mit allen verwendeten Nitraten,
einschlieBlich Ammoniumnitrat, eine Forderung der Entwicklung zu-
stande kommt, wihrend die Ammoniumsalze mehr- oder weniger hem-
mend wirken. Bei den Mischungen scheint der fordernde EinfluB des
Nitrates stirker zu sein als die durch Ammoniumzitrat bewirkte Hem-
mung. Erst mit 0,75 %o NH,-Zitrat wird die durch das Nitrat bedingte
Forderung aufgehoben. Immerhin mufl erwidhnt werden, daf die Er-
gebnisse fiir das Mischungsverhiltnis 0,9 °/o0 Nitrat -+ 0,1 %0 Zitrat
etwas aus dem Rahmen fallen. Worauf diese UnregelméBigkeit beruht,
konnte nicht ermittelt werden. |

Die bis jetzt beschriebenen Versuche wurden mit demselben Stamme
des Pilzes (TL) durchgefiibrt. Es fragte sich nun, wie sich andere Stimme
von Trichoderma gegeniiber dem Aneurin und dem Pyrimidin verhalten.
Es standen mir 7 Stdmme des Pilzes zur Verfiigung, 6 davon waren aus
Bioden des Schweizerischen Nationalparks im Unterengadin isoliert
worden, einer wurde von Baarn bezogen.

AuBer dem Stamm TI., der hier als Kontrolle diente, wurden in den
Versuch einbezogen : »
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St. B Stamm von Baarn, bezeichnet als Trichoderma lignorum (Tode)

Harz
Nr. 3 aus dem Rhodoreto-Vaccinietum v. God del Fuorn, 8 em Tiefe
> 7 > » » > > » > > 10 > Do,
> 12 > > » > > » » > 90 > »
» 22 » » Mugeto ericetosum v. Plan Posa, 10 » »
» .0 »  » Rhodoreto-Vaccinietum v. God del Fuorn, 10 » »
s> 26 3 o » > - RS AR » 90 » »

Die Stimme standen teilweise schon fast zwei Jahre in Kultur, teil-
weise (Nrn. 22, 35, 36) waren sie eben frisch isoliert worden. Die Er-
gebnisse dieses Versuches sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

Tabelle 5.

Wachstum verschiedener Stimme von Trichoderma mit und_‘ohne Aneurin in
: Phosphatpuffer pH 6,8. Alter 14 Tage.

mit 1%, Kaliumnitrat mit 1°/00 Ammoniumzitrat

Stamm Trockengewicht Unterschied Trockengewicht Unterschied
gegeniiber gegeniiber
Kontrolle |41 d Aneurin| der Kontrolle Kontrolle |41 4d Aneurin| der Kontrolle °

! mg mg mg mg. ;
TL 28,5 33,2 + 16,6 % 32,8 22 - —171 %
‘B 13,1 18,0 i + 374 % 251 198 — 231 %
3 40,1 80| +81% 54,3 49,0 — 97%
7 34,0 44,1 +29.7 % 47,2 37,5 — 20,5 %
12 38,3 54,5 +42.8 % 46,1 41,5 — 99%
22 41,0 50,6 +-284. % 48.8 53,3 et [
'35 29,7 34,0 + 144 %- 38,5 36,1 a2 %
36 39,4 48,1 =204 % 39,5 40,2 T

Es wurden in diesem Versuche auch parallele Serien mit Pyrimidin
und mit Thiazol angelegt. Beide Substanzen wirkten hier nicht. Fiir das
Thiazol steht dies in Ubereinstimmung mit zahlreichen andern Versuchen.
Dall Pyrimidin nicht wirkte, kann nur darauf zuriickgefiihrt werden,
daB eine zu alte Stammlésung verwendet wurde.

Der Versuch zeigt zuniichst, daB das Wachstum bei allen Stimmen
mit NH,-Zitrat besser ist als mit KNO,. Die Forderung durch Aneurin
mit KNO,; als N-Quelle ist iiberall deutlich ersichtlich. Weniger klar
zeigt sich die Hemmung mit NH,-Zitrat. Sie ist bei 3 Stimmen deutlich,
bei 2 Stimmen fraglich (unter 10 %), und 2 Stimme zeigen sogar eine
schwache Forderung, die aber wohl innerhalb der Fehlergrenzen liegen
diirfte. Die verschiedenen Stimme zeigten iibrigens auch in der Wuchs-
form, in der Farbstoftbildung und sogar in der Konidienform bedeutende
Dntelsclnede
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2. Quantitative Wirkung des Aneurins.

Systematische Versuche zur Ermittlung der optimalen Konzentra-
tion von Aneurin oder Pyrimidin wurden nicht durchgefiihrt. In einem
schnell wachsenden Versuch in ungepufferter Néhrlosung mit Ammo-
niumzitrat zeigte es sich, da man fiir die Hemmung durch Aneurin nicht
einfach eine gewisse Konzentra,tlon festsetzen darf, da hier der Zeit-
taktor eine wichtige Rolle spielt.

Tabelle 6.

Wirkung steigender Aneurindosen auf Trichoderma in ungepufferter Nihrlosung
mit Ammoniumzitrat.

nach 6 Tagen nach 8 Tagen

KO‘::ee]::;I["i;:;—iQn .Unterschied 3 Unterschied
O i B e B

IIlg mg

0 (Kontrolley . 40,0 44,7
QU Y. . 405 + 12% 44,1 Y
GO A, 0 36,3 Lt g by 465 + 18%
i 6 e 338 | —165% 41,7 87 %
e o i, 34,9 127 % 40,3 e 08 %
ol ooy 35,1 — 12,2 % 34,0 —239%
B ol 31,8 —205 % 36,6 — 183 %
MR Ty Rl 39.9 — 11,6 %

Nach diesem Versuche hitten wir also nach 6 Tagen mit 0,1 y
Aneurin schon eine ziemlich starke Hemmung, wihrend zwei Tage
spiter die stirkste Hemmung erst mit 1 y Aneurin pro Kolben erreicht
wird. Es ist zu erwarten, da wir fiir andere Zeiten auch wieder andere
optimale Konzentratlonen erhalten wiirden. Auch fiir die fordernde
Wirkung des Aneurins zeigte es sich, dafi eine Konzentration von 1 y
pro 25 cem jedenfalls nicht weit vom Optimum entfernt ist. Es wurden
deshalb in den meisten Versuchen Konzentrationen von 1—5 y Aneurin
oder 0,5—2 y Pyrimidin angewendet. Eine quantitative Wirkung, die
von Schopfer (8 als Kriterium fiir die Wirkung der Wachstums-
taktoren betrachtet wird, ist also sowohl fiir die hemmende als auch fiir
die fordernde Wirkung vorhanden, ebenso ist die weitere Forderung der
Wirkung in kleinen Mengen erfiillt.

3. Spezifitat der Aneurinwirkung.

Ein weiteres Kriterium fiir die Wirkung von Wachstumsfaktoren
ist die Konstitutionsspezifitit der Wirkung. Es wurden in dieser Rich-
tung zwei Zeitversuche mit gepufferten und ungepufferten Nihrlosungen



o R

ausgefiihrt, wobei als N-Quelle nur Ammoniumzitrat verwendet wurde.
Die Ergebnisse waren besonders in den ungepufferten Serien sehr
widersprechend. In gepufferter Nihrlosung (pH 6,8) waren mit 4 y
Methylaneurin, Athylaneurin, Azetylaneurinchlorid sowie mit Aneurin-
karbonsduremethylester dieselben Hemmungen in der Entwicklung nach-
zuweisen wie mit Methylaneurin. Dagegen hatte eine Zugabe von 4 y Iso-
Aneurin oder Thiochrom keinen EinfluB auf das Wachstum. Diese beiden
Substanzen bewirkten wie die Kontrollen eine Verschiebung des pH von
6,8 auf 6,15—6,25 nach 28 Tagen. Bei Zugabe der wirksamen Aneurin-
derivate verlief die pH-Kurve anders als mit Iso-Aneurin oder Thiochrom.
Zuerst war ebenfalls ein Absinken der pH-Werte auf pH 6,35—6,45 am
19. Tage festzustellen. Von diesem Zeitpunkte an setzte offenbar die
Bildung von Ammoniak stirker ein, so daB nach 28 Tagen wieder ein
pH von 6,4—6,5 erreicht wurde. Auf die méglichen Zusammenhinge
zwischen Vitaminwirkung und Ammomakblldung werden wir spiter
noch zuriickkommen.

4. Der Zeitfaktor.

Bei Mikroorganismen, die die Synthesefihigkeit fiir einen bestimm-
ten Wachstumsfaktor nur teilweise verloren haben, spielt oft der Zeit-
faktor fiir die Vitaminwirkung eine ausschlaggebende Rolle. Es besteht
hier die Moglichkeit, daB ein Wachstumsfaktor nur in einem bestimm-
ten Abschnitt der Entwicklung nicht in geniigender Menge synthetisiert
werden kann. So konnten wir fiir Trichophyton album nachweisen, daB
Biotin nur in den ersten Entwicklungsstadien férdernd wirkt (Schop -
ferund Blumer, 12). Spiter wird dieser Pilz gegeniiber dem Biotin
auxo-autotroph, was entweder darauf beruhen kann, daB er im Laufe
der spitern Entwicklung befihigt ist, die fiir den Ablauf der Lebens-
vorgidnge notwendige Menge von Biotin selbst zu synthetisieren, oder
daB dieses Vitamin spiter nicht mehr in so groBem AusmaBe bend-
tigt wird.

Auch fiir das Aneurin liegen in dieser Richtung interessante Unter-
suchungen von Schopfer (9, 10) vor. Nachdem frither durch
Schopferund Moser (138) und durch Moser (5) gezeigt worden
war, daf dieses Vitamin auf Rhizopus hemmend wirkt, zeigten spitere
ausgedehnte Untersuchungen von Schopfer, daf auch bei diesem
Pilze in den ersten Entwicklungsstadien eine deutliche Forderung
durch Aneurin zu beobachten ist. Die Dauer dieser fordernden Wirkung
ist also zeitlich begrenzt, wobei andere Faktoren, z. B. die Temperatur,
bestimmend einwirken konnen. Fiir Trzchoderma scheint die Wirkung
des Aneurins bedeutend geringer zu sein als fiir Rhizopus. Immerhin
war es von groBem Interesse, festzustellen, ob auch hier der hemmenden
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Wirkung eine anfingliche Forderung durch Aneurin vorausgeht. Dieser
Nachweis konnte nur durch ausgedehnte Zeitversuche erbracht werden.
Um die relativ grofien Schwankungen innerhalb einer Serie auszuglei-
chen, wurde hier das Trockengewicht in den ersten Stadien aus min-
destens 10 Kulturen berechnet.

Relativ einfach liegen die Verhiltnisse, wenn der Pilz in gepuffer—
ten Néahrlosungen mit KNO, als Stlckstoffquelle wichst. Wie aus Abbil-
dung 1 hervorgeht, haben wir hier eine Forderung wihrend der ganzen
Entwicklung bis zum 28. Tage. Wiirde man den durch Aneurin beding-
ten Gewichtszuwachs prozentual angeben, so ergiben sich wihrend der
ganzen Zeit des Wachstums, die in diesem Versuch durch ungiinstige
Temperaturen etwas verlingert wurde, immer wieder die gleichen Pro-
zentzahlen. Erst spiter, wenn Autolyse eintritt, gleichen sich die Unter-
schiede gegeniiber den Kontrollen aus. Auch Pyrimidin zeigte in diesem
Versuche eine deutliche Forderung, die allerdings geringer ist als mit
Aneurin. Die Kurve fiir die Kulturen mit Thiazol wurde hier weggelas-
sen, weil sie sich fast vollstindig mit der Kontrolle deckt.

mg
50|
......................................... _A
40 B Wt
L s SN

20 ——Konfrolle
------ Pyrimidin
10 -===Aneurin
ST TRUETA AR T 28Tage

Abbildung 1.
Wirkung von 2 y Aneurin, resp. 1 y Pyrimidin in gepufferter Nihrlosung (pH 6,8)
mit Kaliumnitrat als Stickstoffquelle.

Die Hemmung mit Ammoniumzitrat als N-Quelle geht aus Abuwil-
dung 2 deutlich hervor. Eine Forderung am Anfang der Entwicklung
scheint hier vorhanden zu sein. Da jedoch in diesem Versuch nur 6 Par-
allelkulturen zur Verfligung standen, sind die geringen Unterschiede
vielleicht nicht ganz gesichert. Viel deutlicher geht die Foérderung in
den ersten Entwicklungsstadien aus den in Tabelle 7 zusammengestell-
ten Ergebnissen hervor. Wir haben hier bis zum 5. Tage eine durch
Aneurin bedingte Zunahme des Trockengewichtes bis zu 20 %, die. je-
doch schon am 6. Tage verschwunden ist, um dann nach dem 9. Tage in
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eine deutliche Hemmung iiberzugehen. Abbildung 2 zeigt ferner, daB
Aneurin und Pyrimidin in den spitern Entwicklungsstadien ungefihr in
gleichem MaBe hemmend wirken. Ebenso stark hemmt auch die Mi-
schung von Pyrimidin 4 Thiazol, fiir die hier keine Kurve wieder-
gegeben ist, wihrend Thiazol allein eher eine schwach fordernde Wir-
kung ausiibt, die aber wohl innerhalb der Fehlergrenzen liegen diirite.

Tabelle 7.

Wirkung von Aneurin in gepufferter Nihrlosung (pH 6,8) mit Ammoniumzitrat als
Stickstoffquelle in den ersten Tagen des Versuchs.

Trockengewicht Zu- oder

i g o
Keontrolle -+ 1y Aneurin | der Kontrolle

mg mg

© 4 Tage 2,62 3,0 + 14,5 %
5 Tage 5,80 6,97 + 203 %
6 Tage 183 12,7 — 45 %
7 Tage 16,6 15,6 — 6,0%
9 Tage 32,0 26,2 — 18,1 %

Mit Asparagin als N-Quelle zeigt sich, wie aus Abbildung 3 ersicht-
lich ist, bis zum 14. Tage eine deutliche Forderung durch Aneurin und
Pyrimidin, die allerdings in andern Versuchen nicht bestitigt werden
konnte. Als sicher erwiesen betrachten wir dagegen die Hemmung, die
hier erst am 21. Tage ihren gréBten Wert erreicht.

i e
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Abbildung 2.

Wirkung von 2 y Aneurin, resp. 1 y Pyri_midin oder Thiazol in gepufferter Niher-
losung (pH 6,8) mit Ammoniumzitrat als Stickstoffquelle.
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Abblldung' 24

erkung von 2 y Aneurin, resp. 1 y Pyrimidin in gepufferter Na,hrlosung (pH 6,4)
mit Asparagm als Stmkstoffquelle

5. Wirkung des Aneurins auf die Farbstoffbildung.

- Bei vielen Stdimmen von Trichoderma viride tritt auf festen und
auf fliissigen Nidhrboden eine intensive Firbung auf, die von Dunkel-
oder Blaugriin alle Ubergidnge bis zum leuchtenden Goldgelb zeigt. Der
Farbstoff ist vor allem in den Konidien enthalten und ist deshalb um so
stiarker, je ausgiebiger die Konidienbildung erfolgt. Die mehr oder weni-
ger intensive Fédrbung bezeichnet also ein bestimmtes Entwicklungs-
stadium der Kultur. Unter den zahlreichen, aus Boden -des Schweize-
rischen Nationalparkes isolierten Stimmen befanden sich mehrere, die
nur ein weifiliches Myzel mit spéirlicher Konidienbildung lieferten. Unser
Stamm TL zeigte nach dreijihriger Kultur eine bedeutende Abnahme in
der Konidien- und Farbstoffbildung.

Die Farbe der Konidien wird weitgehend durch die Reaktion der
’\T'zthrlij.sung bedingt Bei pH 4—5 ist die Firbung intensiv griin; bei
pH 5—6,5 geht sie ins Gelbliche iiber. Bei pH 7 ist sie nur noch schwach
gelblich, und bei pH 8 wie auch bei pH 3 sind die Kulturen weiB, d. h.
es werden iiberhaupt keine Konidien mehr gebildet. Auf diese Zusa.m-
menhéinge hat Milburn (4) schon vor 40 Jahren hingewiesen. Er
kultivierte den Pilz auf Pflaumensaftagar und konnte durch verschie-
dene Zusitze den Farbenumschlag von Griin nach Gelb und umgekehrt
sehr schon demonstrieren.

In unsern Versuchen zeigte sich dieser Unterschied in der Farbe in
Glukose- und in Zellulosekulturen. In Lbsungen mit Ammoniumsalzen
traten intensiv griine bis blaugriine Farben auf, wihrend mit Kalium-
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oder Natriumnitrat eine sattgriine Farbung mit bréunlichem Ton vor-
herrschte. Mit Asparagin waren die Kulturen gewohnlich gelblich. ks
ist wahrscheinlich, daB es sich hier nicht um eine spezifische stoffliche
Einwirkung der verschiedenen Stickstoffquellen handelt, sondern dab
die Verdnderungen der Farbe auch hier durch die Verinderung des pH
bedingt werden, da sich das pH der N#hrlosung, je nach der Art der
Stickstoffquelle, nach unten oder oben verschiebt.

In zahlreichen Versuchen konnte nun auch durch Zusatz von
Aneurin oder Pyrimidin eine auffillige Verinderung der Farbe in der
Richtung von Griin zu Gelb beobachtet werden. Der Umschlag war so
stark, dal man ohne weiteres alle Kolben, die Aneurin, Pyrimidin oder
Pyrimidin +- Thiazol enthielten, an ihrer mehr gelben Firbung érkennen
konnte. Mit Pyrimidin allein ergaben sich dabei immer geringere Unter-
schiede als mit Aneurin. Diese Farbunterschiede zeigten sich besonders
deutlich an den Myzelien, die aus der N&hrlosung herausgenommen und
ausgeprefit wurden. In spitern Entwicklungsstadien, besonders bei ein-
tretender Autolyse, sind die Unterschiede nicht mehr erkennbar. Sie
treten am stidrksten auf, wenn das pH der Nihrlosung zu Beginn des
Versuches zwischen 6.4 und 6,8 liegt.

Auch in diesem Falle erschien es naheliegend, daf die Gelbfirbung
auf eine Verinderung des pH in alkalischer Richtung zuriickgefiihrt
werden muB, was durch zahlreiche Stichproben mit einem Universal-
indikator immer wieder bestiitigt werden konnte. Ferner konnte durch
die Neflersche Reaktion gezeigt werden, daff die gelbgefirbten Kul-
turen, also die Kulturen mit Zusatz von Aneurin oder Pyrimidin, viel
mehr Ammoniak gebildet hatten als die Kontrollen oder die Thiazol-
kulturen. Da nun immer mit starker Gelbfirbung auch eine deutliche
Gewichtsverminderung parallel ging, darf wohl angenommen werden,
daB die Hemmung durch Aneurin oder Pyrimidin durch eine stirkere
Ammoniakproduktion des Pilzes in Gegenwart dieser Substanzen be-
dingt wurde. ILeider kam ich nicht mehr dazu, quantitative Unter-
suchungen iiber die Ammoniakbildung durch Trichoderma durchzu-
fiithren.

6. Allgemeine SchluBfolgerungen.

Die Wirkung des Aneurins wurde zuerst hauptsichlich an auxo-
heterotrophen Organismen (Phycomyces u. a.) untersucht, wo das Syn-
thesevermogen vollstéindig verloren gegangen ist (vgl. Schopfer, 8).
Nach und nach wurden zahlreiche Beispiele einer teilweisen Auxo-
Heterotrophie bekannt, wo das Synthesevermogen zwar noch vorhanden
ist, aber nicht fiir eine optimale Entwicklung ausreicht. In solchen Fil-
len sind oft die Kulturbedingungen ausschlaggebend. In diese Kategorie
von Mikroorganismen gehort Trichoderma wiride. Der Pilz darf im all-
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gemeinen gegeniiber dem Aneurin als auxo-autotroph bezeichnet wer-
den; er wiichst in synthetischen N#hrlosungen ohne Zugabe irgend-
welcher Wachstumsfaktoren gut, wobei allerdings beobachtet wurde,
daB gewisse Kombinationen von Metallsalzen deutlich fordernd wirken.
Nur unter besondern Bedingungen, z. B. mit Nitraten als Stickstoff-
quelle, bewirkt Aneurin, und in geringerem Mafe auch Pyrimidin, eine
schwache Forderung. Dabei muf betont werden, dal} Nitrate fiir Tricko-
derma keine vollwertige Stickstoffquelle darstellen. Mit oder ohne Aneu-
rin ergeben sie durchwegs geringere Trockengewichte als Ammonium-
salze oder Aminosiduren.

Anderseits bewirkt ein Zusatz von Aneurin mit Ammoniumsalzen
als Stickstoffquelle nach einer anfiinglichen Forderung spéter eine deut-
liche Hemmung des Wachstums. Es sind heute aus der Literatur ver-
schiedene Fille solcher Hemmungen bekannt. Zum ersten Male wurden
sie 1935 von Schopfer und Moser (13) an Rhizopus-Arten, beson-
ders bei Rhizopus suinus, beobachtet und 1938 von Robbins und
Kavanagh bestitigt (vgl. Schoptfer, 9). Moser (5) zeigte, dab
hier beide Aneurinkomponenten hemmen, allerdings Pyrimidin bedeu-
tend stirker als Thiazol. Schultz, Atkin und Frey (14) fanden,
daB ein bestimmter Stamm von Saccharomyces cerevisiage durch Zusatz
von Aneurin gehemmt wurde, Thiazol hemmte in diesem Falle nicht,
Pyrimidin nur schwach, dagegen wirkten Pyrimidin -+ Thiazol .ebenso
stark wie Aneurin. Zu shnlichen Ergebnissen gelangten Melin und
Norkrans (3) an einem Mykorrhizapilz, M. B. atrovirens. Die Hem-
mung ist hier quantitativ. Thiazol wirkt ebenfalls, wenn auch schwicher
als Pyrimidin. Melin und Midén (2) geben auch fiir Morchella co-
nica an, daB gelegentlich die Wachstumsgeschwindigkeit in den Kon-
trollen etwas groSer war als in den Aneurinkolben. Moglicherweise han-
delt es sich auch hier um eine Hemmung durch Aneurin, doch trat diese
Erscheinung bei ein und demselben Stamme nicht immer auf. Bei Tricho-
derma hemmte Pyrimidin im allgemeinen etwas schwiicher als Aneurin,
withrend Thiazol iiberhaupt keine Wirkung ausiibte. Die Verhéltnisse
liegen also mit Ammoniumzitrat als Stickstofiquelle genau umgekehrt
wie mit Nitraten, wo Pyrimidin schwéicher fordert als Aneurin.

Es ist wohl moglich, dap Hemmungserscheinungen durch Aneurin
bei Pilzen hiufiger auftreten, als man bisher annahm. Sie sind jedoch
nicht ohne weiteres nachzuweisen, einmal deshalb, weil sie oft nicht
sehr ausgepriigt sind oder auch, weil sie nur unter bestimmten Bedin-
gungen nachzuweisen sind. Auch bei dém am besten bekannten Fall
dieser Art, bei Rhizopus, ist die Hemmung durch die Zusammensetzung
der Nihrlosung bedingt; sie tritt z. B. nach Janke und Sorgo
nicht auf, wenn als Stickstoffquelle Ammoniumtartrat verabreicht wird
(Schopfer,9). '
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Bei Rhizopus gelang es Schopfer (10), die durch Aneurin be-
dingte Hemmung durch Zusatz von Mesoinosit aufzuheben. Er konnte
ferner den wichtigen Nachweis erbringen, daB Rhizopus suinus in den
ersten Entwicklungsstadien durch Aneurin eindeutig gefordert wird. Die
Zeitspanne der Forderung 146t sich durch Variation der Versuchsbedin-
gungen verlingern oder verkiirzen. Schopfer gelangte auf Grund
dieser Untersuchungen zu einer dynamischen Auffassung der Wuchs-
stoffwirkung, eine Ansicht, die sich fiir die weitere Forschung auf die-
sem Gebiete sicher fruchtbar auswirken wird.

- Auch bei Trichoderma ist diese Periode der anfiinglichen Forderung
angedeutet, doch wire sie wahrscheinlich iibersehen worden, wenn wir
nicht durch das Beispiel von Rhizopus veranlafit worden wiren, die er-
sten Entwicklungsstadien besonders genau zu verfolgen.

Uber den Mechanismus der durch Aneurin bedingten Hemmung sind
bisher in der Literatur hochstens Andeutungen gemacht worden. M o -
ser (5) begniigt sich mit der Annahme einer Giftwirkung im allge-
meinen Sinne. Melin und Norkrans weisen darauf hin, daB die
Hemmung wihrend der ersten 10 Tage des Versuches kaum bemerkbar
war, « was dafiir spricht, daB die genannten Stoffe nicht toxisch gewirkt
haben ». Sie vermuten, daB das Wachstum durch die Bildung gewisser
Stoffwechselprodukte im Zusammenhang mit der Aneur1nw1rkung her-
abgesetzt wurde.

Bei T'richoderma diirfte es sich um einen ahnhchen Fall handeln. Wir
betrachten hier die Hemmung nicht als eine direkte Aneurinwirkung,
sondern als die Folgeerscheinung einer solchen. Es ist sehr wahrschein-
lich, daB hier durch die Zugabe von Pyrimidin oder Aneurin die Bildung
von Ammoniak stark gefordert wurde, was schlieBlich zu einer Wachs-
tumshemmung fiihrte. Ferner glauben wir, daB hier Ammoniak an sich
als toxische Substanz wirkt und daf die Hemmung nicht mit einer Ver-
schiebung des pH in alkalischer Richtung zusammenhangt, denn es
konnte in andern Versuchen bei viel hohern pH-Werten ein bedeutend
stirkeres Wachstum festgestellt werden. Dagegen hiingt die Gelbfiirbung
der’ Aneurinkulturen wohl mit der Verdnderung des pH zusammen. Mit
diesen Vermutungen ist natiirlich der eigentliche Mechanismus der Hem-
mung noch nicht erklért; es wiren in dieser Richtung weitere Unter-
suchungen notwendig.

Zusammenfassung,

1. Trichoderma viride wichst in synthetischen Nihrlosungen mit
Zellulose als Kohlenstoffquelle. Durch verschiedene MaBnahmen
kann das Wachstum des Pilzes gehemmt werden, ohne daf dabei
die enzymatische Wirksamkeit verloren geht.
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2. In synthetischen Ndhrlosungen mit Nitraten als Stickstoffquelle

bewirken Aneurin und Pyrimidin eine schwache Wachstumsforde-
rung, wihrend Thiazol nicht wirkt.

3. Mit Ammoniumsalzen als Stickstoffquelle, besonders mit Ammo-

niumzitrat, zeigt sich mit Aneurin und Pyrimidin zuerst eine
schwache Forderung, die spiter in eine deutliche Hemmung iiber-
geht. :

4. Ahnlich wie Methylaneurin wirken Athylaneurin, Azetylaneurin-

chlorid und Aneurinkarbonsiuremethylester. Iso-Aneurin wund
Thiochrom haben keine Wirkung. '

5. Mit Ammoniumzitrat als Stickstoffquelle bilden Pyrimidin- und

Aneurinkulturen grofere Mengen von Ammoniak als die Kontrol-
len. Wahrscheinlich wird dadurch das Wachstum gehemmt, und
zugleich kann damit — wenigstens in einem gewissen pH-Bereich
— eine Veridnderung der Farbe der Kulturen von Griin nach Gelb
verbunden sein. i
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