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Uber die Zinkaufnahme von Zea Mays L. und Aspergillus

niger v. Tiegh. in Einzelkultur und in Mischkultur
Von Aja Véchting
(Aus der Botanischen Anstalt der Universitit Basel)

Eingegangen am 21. September 1952
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Einleitung

Schon linger ist es bekannt, daB auBer den zehn Elementen von
S a ¢ h s noch andere anorganische Néhrstoffe, die Mikro- oder Spuren-
elemente, zum normalen Wachstum der Pflanzen notwendig sind. Nach
den ersten bahnbrechenden Untersuchungen von Bertrand, Javil-
lier, Mazé und Brenchley zwischen 1905 und 1915, folgten in
den nichsten Jahrzehnten unzédhlige Arbeiten, die die Notwendigkeit
verschiedener Elemente fiir diesen oder jenen Organismus bewiesen,
ihre Wirkungsweise in physiologischen Prozessen und ihre Anwen-
dungsmdéglichkeiten in der Landwirtschaft behandelten (s. Mazé,
1936; Pirschle, 1939; Scharrer, 1943; Stiles, 1946;: Perl-
man, 1949; Hewitt, 1951). Obgleich nun schon so vieles bekannt
ist iiber die Mengen an Spurenelementen, die Nihrlosungen oder Boden
zugeselzt werden sollen, so ist doch die Frage, wieviel davon durch die
Organismen «aufgenommen, also ganz oder teilweise gebraucht und ver-
- wertet wird, noch sehr wenig untersucht. Es war daher das Ziel meiner
Arbeit, in dieser Richtung einen weiteren VorstoB zu unternehmen; als
Beispiel wihlte ich die Zinkaufnahme zweier wachsender, zinkbediirf-
tiger Organismen, Zea Mays L. und Aspergillus niger v. Tiegh. Fiir
Mais wurde die Notwendigkeit von Zink seinerzeit von M a z é (1915)
beschrieben, wihrend Aspergillus bekanntlich eines der meist angewen-
deten Objekte fiir Studien iiber Spurenelemente ist.

Da man bereits Fille einer Konkurrenz zwischen héheren und nie-
deren Pflanzen kennt, in der Spurenelemente eine Rolle spielen, ver-
suchte ich, ein solches Verhiiltnis, wie es im Wurzelhorizont des Bodens
und in der Rhizosphire hiufig vorkommt, im Experiment nachzubilden.
So wurden Mais und Aspergillus niger auch in einer Mischkultur ge-
ziichtet und ihre’Zinkaufnahme ebenfalls unter diesen Bedingungen
untersucht.

Methodischer Teil und Yorversuche

1. Prinzip der Methode

Zea Mays und Aspergillus niger wurden jeweils einzeln und in
Mischkultur, stets aseptisch, auf einer Nihrlésung von bekanntem Zink-
gehalt wachsen gelassen. Am Ende der Versuche wurde der Zinkgehalt
der Organismen bestimmt und daraus auf ihre Zinkaufnahme geschlos-
sen. Handelte es sich um Mischkulturen, so wurden die beiden Partner
zuerst in einem gegebenen Moment in der gleichen Nahrlosung vereinigt
und dann zur Aufarbeitung voneinander getrennt; die Bestimmung des
restlichen Zinkgehaltes der Nihrlosung und des Zinkgehaltes der Orga-
nismen erlaubte die Aufstellung einer Bilanz.

Die Versuche der vorliegenden Arbeit gliedern sich daher in drei
Teile:
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1. Einzelkultur von Zea Mays
2. Einzelkultur von Aspergillus niger
3. Mischkultur von beiden

2. Vorbereitung der Versuche

Das Anstellen von Versuchen mit Spurenelementen, speziell mit
Zink, verlangt besondere Vorsichtsmafnahmen. Da Zink in den meisten
Salzen als Verunreinigung vorkommt, ferner in manchen Glisern, im
Leitungswasser und im Laboratoriumsstaub, beschrinkte ich mich auf
solche Glaswaren und Chemikalien, die Zink nur in Spuren enthielten,
oder ich unterzog sie zunichst einer griindlichen Reinigung. DaB auBer-
dem die menschlichen Haare, Fingernigel und die Haut ziemlich reich
an Zink sind, erwihnt Nickers-on (1947).

Glas

Jenaglas, auch Geriteglas 20, gibt wegen seines hohen Zinkgehaltes
an jegliche Fliissigkeit Zink ab. Pyrexglas dagegen ist arm an Zink und
wird von sauren und neutralen Losungen sowie von Chloroform und
‘Tetrachlorkohlenstoff kaum angegriffen; nur Alkalien 16sen etwas Zink
heraus. Immerhin nimmt der Vorgang der Zinkabgabe einige Zeit in
Anspruch, so daB Fliissigkeiten, die nur kurz mit einem Gerét in Be-
rithrung kommen, kein Zink daraus aufnehmen. Daher kénnen MaB-
kolben und Pipetten aus irgendwelchem Glas unbedenklich gebraucht
werden. Fiir die Kultur- und Kjeldahlkolben, Vorratsflaschen und
Schiitteltrichter geniigte in meinen Versuchen Pyrexglas; von der Ver- '
wendung von Quarzkolben mufite des hohen Preises wegen abgesehen
werden. :

Zur Reinigung des Glases empfehlen Cowling und Miller
(1941) chromhaltige Putzsiure, machen aber darauf aufmerksam, daf
der am Glas haftende Chromfilm die Bestimmung des Zinks beeinfluBt
und die Gefifle daher ausgedampft werden miissen.

Die zur Veraschung und Zinkanalyse verwendeten Kolben wurden,
mit kalter Chromschwefelsiiure gefiillt, iiber Nacht stehen gelassen und
dann auf eigens dafiir eingerichteten Kolben wihrend 10 bis 15 Minuten
ausgedampft. Einzig die Schiittelirichter muBten mit nitrathaltiger
Schwefelsiure behandelt werden, worauf sich das Ausdampfen, das den
‘Schliffansidtzen nicht bekommlich war, eriibrigte.

Bei der Vorbereitung aller Versuche, in denen der Nahrlosung
mindestens 1 mg Zink/Liter zugesetzt wurde, ging ich so vor, daf ich
die Kulturkolben wihrend 15 Minuten mit heiBer Chrom-Putzsaure
versah, darauf ausspiilte und 15 Minuten lang ausdampfte. Schiadigun-
gen an Pflanzen, die einem Uberrest von Chrom hitten zugeschrieben
werden konnen (Burlet, 1940; Wiirgler, 1942), habe ich nie
beobachtet, ebensowenig Verinderungen der Dithizonreaktion.
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Handelte es sich um Versuche unter maoglichst vollstindigem Zink-
ausschlul, so war eine weitere Reinigung zur Entfernung des Zinks
geboten *. Zu einer einprozentigen Losung von Tween 80 wurde in
Chloroform geléstes Dithizon (0,04 g in 100 cm?) zugesetzt und bis zur
Bildung einer griinlichen Emulsion geschiittelt. Damit wurden die
Kolben zu zirka /1 gefiillt. Da Zinkdithizonat rot ist, zeigte die Farbe
nach dem Umschiitteln an, ob Zink gebunden war. Dithizon muBte so
lange nachgegeben werden, bis sich die grine Farbe erhielt. Dies war
meist nach einigen Tagen der Fall. Dann spiilte man die Kolben mit
- zinkfreiem Wasser. Allenfalls zuriickbleibende Spuren von Dithizon
oder Tween 80 schaden den Organismen nach Erfahrung von Rieck!?
nicht.

Chemikalien

Die zur Veraschung und Zinkbestimmung notwendigen Substanzen
wurden nach Angaben von Piper (1947) gereinigt, Siuren und Lo-
sungsmittel durch Destillation in einer Pyrexglasapparatur, wisserige
Losungen durch Ausschiitteln mit Dithizon.

Die fiir die Nihrlésung gebrauchten Substanzen waren durchwegs
von der Qualitit «purissimum» oder «pro analysi». Fiir alle Versuche,
in denen der Néhrlosung mindestens 1 mg Zink/Liter zugesetzt wurde,
genugte dieser Reinheitsgrad vollkommen. Wurde dagegen Wert auf
«vollige» Entfernung des Zinks gelegt, so muBte die Néhrlésung gerei-
nigt werden. Die Verfahren der Adsorption von Schwermetallen an
Tier- oder Medizinalkohle (Rober g,1931; Bortels, 1927; Goll-
mick, 1936) wurden nicht angewendet, weil die Qualitit der Kohle
und damit ihr Bindungsvermégen dndert, und zudem, weil sie auch
andere Ionen, wie Phosphor und Kalium, sowie Glukose adsorbiert
(Roberg, 1931).

Diese Einwinde kénnen weniger gegen die Entfernung der Schwer-
metalle mit Calciumcarbonat (Steinberg, 1936) und Calciumphos-
phat (Sakamura, 1936) erhoben werden. Wihrend diese Methoden
jedoch auf eine mdglichst gleichmiBige Entfernung aller Spuren-
elemente abzielen, war es in meinem Fall nur erwiinscht, samtliches
Zink auszuschlieBen. Anhand eines Vorschlags von Piper (1947)
wurde ein Verfahren ' ausgearbeitet, nach dem die Nihrlosung bei pH 8,3
mit Dithizon in Chloroform (Konzentration wie oben) geschiittelt wird,
bis die Farbe erkennen 148t, daB Zink vollstindig extrahiert ist. Dann
wird die Nihrlésung mit reinem Chloroform nachgewaschen; zuriick-
bleibendes Chloroform entweicht bei der Sterilisation. Stout wund
Arnon (1939) verwendeten, nach Reinigung der Néhrlésung mit Cal-

! Frau dipl. agr. Margot Rieck danke ich herzlich, daB sie mir diese und die
folgende, von ihr im Bot. Institut Basel ausgearbeitete Methode nebst den damit
gemachten Erfahrungen zur Verfiigung gestellt hat.

106



ciumecarbonat, Dithizon in Chloroform zur Kontrolle auf véllige Entfer-
nung der Schwermetalle.

Wasser

Anfinglich wurde in einer Duranglasapparatur destilliertes, spater
nur noch nach dem Ionenaustauschverfahren (Einbett-Entsalzung) ge-
reinigtes Leitungswasser verwendet. In beiden Wasserarten konnte kein
Zink nachgewiesen werden, sie enthielten also hdchstens 20 y Zn/l.

3. Aufarbeitung der Versuche

Die Maispflanzen wurden aus der Néihrlosung herausgehoben, ab-
tropfen gelassen und in Wigglischen getrocknet. Die Mycelien von
Aspergillus wurden lebend entweder von den Maiswurzeln getrennt und
auf entfettete, aschearme, gewogene Rundfilter gebracht oder aus Kin-
zelkultur auf diese abgenutscht.

Erst nachdem auch die Wasserstoffionenkonzentration und der
restliche Zuckergehalt bestimmt worden waren, wurde die Néihrlosung
absterilisiert. Damit konnte ein Zinkverlust der Pflanzen und Veréinde-
rungen des Milieus durch Kochen vermieden werden.

Piper gibt (1947) einmaliges Trocknen «iiber Nacht> bei 105° C
an. Ich trocknete stets bis zur Gewichtskonstanz, also mindestens zwei-
mal. Fiir Mais war ein erstes fiinf- bis mehrstiindiges Trocknen giinstig,
da das Endosperm nur langsam Wasser abgibt. Die Filterpapiere, auf
denen Aspergillus getrocknet wurde, verloren rund 5 %o ihres Gewichts.

Die nasse Mikroveraschung nach Piper (1947) wurde einer
Trockenveraschung vorgezogen, da sie schneller abliuft und die Asche-
zum Schluf in einer Form vorliegt, die ein unverziigliches Weiter-
arbeiten erlaubt. Auf 1 g Trockengewicht wurden 10 cm® konzentrierte
Salpetersiure, 2 cm® Natriumperchlorat (55prozentig) und 1 cm® kon-
zentrierte Schwefelsiiure bendstigt. Bei geringerem Trockengewicht muflte
der Ansatz entsprechend abgestuft werden.

Zinkbestimmung

Gew#hlt wurde die photometrische Methode (two-colour-method)
von Cowling und Miller (1941), wie sie bei Piper (1947) be-
schrieben ist. Der Auszug des Zinks aus der in Schwefelsiure gelosten
Asche erfolgt mittels Dithizon bei pH 9,8. Die Wasserstoffionenkonzen-
tration wurde gelegentlich mit einem elektrischen pH-Meter oder durch
Zugabe von Thymolphtalein gepriift. Nach dem Ausscheiden anderer
Metalle bleibt das Zink als rotes Dithizonat in Tetrachlorkohlenstoff
iibrig und kann kolorimetrisch bestimmt werden. Uber die Fehler der
Dithizonmethode im allgemeinen orientiert Sandell (1944). Zur
ersten Extraktion des Zinks aus der Asche muBte stets dieselbe Menge
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Dithizon und Puffer verwendet werden, gleichgiiltig, wie groB8 die
Trockenmasse gewesen war.

Einige Anderungen an der von Piper (1947) angegebenen Me-
thode schienen mir zweckmiBig. Die Dauer, die das Ausschiitteln des
Zinks von einer Phase in die andere in Anspruch nimmt, hingt vom
Verhiiltnis zwischen dem Volumen des GefiBes und dem der darin ent-
haltenen Fliissigkeit ab. Die von Piper bezeichneten Zeiten waren
zum Teil fiir meine Analysen zu kurz.

Das Natriumdiithyldithiocarbamat, das einen Teil der Schwer-
metalle bindet, 16ste sich schlecht in reinem Wasser, dagegen gut, wenn
etwa 10%bo Aethylalkohol zugesetzt wurden; dieser konnte durch Er-
hitzen wieder vertrieben werden. Die Endlésung verdiinnte ich nur
viermal. '

Zur kolorimetrischen Messung wurde ein Pulfrich - Stufen-
photometer beniitzt und das Zinkdithizonat bei einem Filterschwer-
punkt von 5300 AE, was dem Filter S 53 entspricht, gemessen. Co w -
ling und Miller (1941) schreiben 5350 AE vor, doch verlduft die
Absorptionskurve des Zinkdithizonats in Tetrachlorkohlenstoff zwischen
5300 und 5350 AE so flach, daB durch die 50 AE Unterschied keine
wesentliche Verschlechterung entstehen kann.

Zur Deutung der gemessenen Werte wurde zuerst eine Eichkurve
aufgestellt. Diese niitzt zwischen 0 und 40 y bei einer Schichtdicke von
I cm den giinstigen Photometerbereich voll aus. Zur Festlegung der
Kurve wurden eine Anzahl Punkte gemessen. Die mittleren Fehler ihrer
Mittelwerte betrugen zirka 1 bis 2% = < 1 v, die mittleren Fehler der
Einzelwerte 2 y. Von 40 y an konnte nur noch mit halber Schichtdicke
gemessen werden. In diesem Bereich stieg die Eichkurve steil an, was
der zunehmenden Bindung des Dithizons an Zink zuzuschreiben ist.
Der mittlere Fehler der Mittelwerte belief sich hier auf zirka 1% =
0,5 bis 1 y, der mittlere Fehler der Einzelwerte dagegen auf 5 y zwischen
40 und 50 y, auf 7 y zwischen 50 und 60 7, obwohl die Bestimmungen
tiiberall mit derselben Genauigkeit durchgefiihrt wurden. Dieser Bereich
wurde tunlichst vermieden. War ein Zinkgehalt von 50 y und mehr zu
erwarten, so muBten wihrend der Analyse von der HCl-Stufe an die
Zugaben der Reagenzien verdoppelt werden.

Den aus drei Einzelbestimmungen errechneten Mittelwerten der
Zinkanalysen in Pflanzen haflete ein mittlerer Fehler an von 1y im
Bereich von 0 bis 40 y, von 3 y zwischen 40 und 50 y und von 4 y zwi-
schen 50 und 60 y. In den meist angegebenen Streuungen sind diese
Fehler auch enthalten, sie konnten rechnerisch nicht davon getrennt
werden und sind daher nur in besonderen Fillen neben den Streuungen
angegeben.

Ein Nullwert der Zinkbestimmung wurde nur dann bestimmt, wenn
zugleich der Zinkgehalt der Filter, auf denen Aspergillus getrocknet
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worden war, ermittelt werden muBte. Der Zinkgehalt der Filter (Null-
wert eingeschlossen) betrug im Mittel 1 y. Er wurde vernachlissigt,
sobald es sich um Aspergillus aus Mischkulturen oder um Maispflanzen
handelte, deren Zinkgehalt stets mindestens 10 ¢ erreichte.

Aufarbeitung der Ndhrlésung

Die Glukose wurde quantitativ nach G. Ber tr a n d bestimmt. Bei
der Berechnung des restlichen Zuckergehaltes muBte auch die Verdun-
stung bzw. Wasseraufnahme der Organismen aus der Né#hrlosung be-
riicksichtigt werden; sie betrug etwa ' nach neun Tagen Mischkultur."

Der Glukosegehalt der Niahrlésung storte die erste Extraktion in
der Zinkbestimmung, die Phasen trennten sich weniger genau. Ein Ver-
aschen der Lésung zur Vernichtung des Zuckers bewéhrte sich jedoch
nicht.

4, Uber eine geeignete Né&hrlésung

Bei der Wahl der Niihrlésung waren folgende Gesichtspunkte wich-
tig: Sie muBte die fiir Mais und Aspergillus notwendigen Stoffe in
geniigender Menge enthalten. Durch Sterilisation durfte nur ein gerin-
ger Niederschlag entstehen, der die zugegebenen Spurenelemente nicht
wesentlich adsorbieren konnte. Organische Stickstoffverbindungen,
deren Zusammensetzung und Bindungsvermdgen fir Schwermetalle
eventuell wechselt, blieben ausgeschlossen.

Die urspriinglich verwendete unverdiinnte K n .o p sche Nahrlosung
entsprach diesen Anforderungen insofern nicht, als sie an Mais Ent-
wicklungsstdrungen hervorrief, die in vielen Fillen von den Pflanzen
nicht iiberwunden werden konnten. Nach dem Durchbrechen der Ko-
leoptile entfalteten sich die Blitter nicht, sondern blieben zusammen-
gerollt und wurden allméhlich braun und hart. AuBlerdem bildete sich
auf Zugabe von Eisen nach der Sterilisation ein gréBerer Niederschlag.
In noch verstirktem MaBe traten die Krankheitserscheinungen beim
Mais auf, wenn der Niihrlosung Phosphatpuffer zugesetzt worden war,
um in Mischkulturen die vom Pilz gebildete Sdure zu neutralisieren.

Normale Entwicklung und gutes Gedeihen zeigten Maispflanzen,
die in Leitungswasser groBgezogen wurden. Leitungswasser kam  aber
wegen seines undefinierten Salzgehaltes als Kulturmedium nicht in
Frage.

Diese Beobachtungen fiihrten dazu, eine moglichst salzarme Néhr-
losung zu suchen, die aber doch dem Mais ein normales Wachstum
- withrend zirka 20 Tagen gewiihrleistete. KX nop - Nihrlésung, auf ein
Drittel bis ein Zehntel verdiinnt, bewéhrte sich. Verwendet wurde dar-
aufhin eine Nihrlosung, die ungefihr einer fiinfmal verdiinnten K n o p-
schen entspricht, von folgender Zusammensetzung:
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0,2 g Ca(NO3)2'4 Hgo ‘
0,05 g MgSO,-7 H,O zu einem Liter gelost
0,05 g K,HPO,

In dieser Kulturlésung traten beim Mais nur noch vereinzelt und
voriibergehend Stérungen auf (zirka in 5 % aller Fille). Nach der Ste-
rilisation bei 1 atii wihrend 40 Minuten bildete sich nur ein ganz schwa-
cher Niederschlag, der sich unter dem EinfluB der Maiswurzeln in
einigen Tagen aufloste.

Diese Niahrlosung wurde auch fiir die Mischkulturen verwendet
und ferner fiir eine Anzahl Versuche, in denen das Verhalten von Asper-
gillus niger unter den in den Mischkulturen gewihlten Bedingungen
gezeigt werden sollte. In anderen Versuchen mit Aspergillus kam eine
starkere Nihrlosung zur Anwendung, wie sie bei Gollmick (1936)
und Mulder (1940) beschrieben ist, nimlich pro Liter:

5 g KNO,
2,5 g K,;HPO,
1 g MgS0,-7 H,O

Der Wasserstoffionengehalt der Nihrlosungen bewegte sich stets
zwischen pH 5,8 und 6,5. Falls notig, wurde er mit Natronlauge oder
Salzsiure in diesen in der Ausganglosung fiir beide Organismen giin-
stigen Bereich gebracht. Steinberg (1935 und 1936) stellte fiir
Aspergillus niger fest, daB bei pH 8 die optimale Konzentration von
Eisen, Mangan, Zink und Kupfer zwanzigmal gréBer ist als bei pH 7.35.
Dagegen schwankt sie zwischen pH 5 und 7 nur wenig. Auch unter
diesem Gesichtspunkt ist der gewihlte Bereich vorteilhaft.

Die Spurenelemente Eisen, Mangan, Zink, Kupfer und Molybdin wurden aus
Stamml6sungen, die von «pro analysi»-Substanzen hergestellt waren, zugegeben.

Zunichst machte ich einige Versuche iiber die fiir Mais und Aspergillus giinstigen
Konzentrationen und iiber die «Notwendigkeit»> der einzelnen Elemente unter den fest-
gelegten Bedingungen. '

Als Leitfaden dienten vor allem die Arbeit iiber die Ernihrung des Maises von
Mazé (1915) und die von Sommer (1928) iiber die Bedeutung des Zinks fiir das
Wachstum verschiedener héherer Pflanzen, ferner Golmick (1936) und Mulder
(1940) in dem, was Aspergillus betraf. (Weitere Literatur siche Pirschle [1939],
Scharrer [1943], Stiles [1946], Perlman [1949], Hewitt [1951].)

Der Eisengehalt der Niihrlosung hatte sich in bestimmten Grenzen zu halten,
einmal, weil eine Gabe von 1 mg Fe/l oder weniger Chlorose der Maispflanzen zur Folge
hatte, und zum anderen, weil ein gréBerer Zusatz von Fe-III-Ionen zur Bildung eines
Niederschlags in der Lésung fiihrte.

Mazé (1915) gab 10 mg Fe/l und Sommer (1928) unbestimmte Mengen, je
nach Bedarf, Mulder (1940) setzte zu der oben erwiihnten Nahrlosung fiir Aspergillus
10 mg Fe/lund Gollmick (1936) fand unter den niimlichen Bedingungen 1 und 10 mg
Fe/l als geeignetste Konzentrationen.

Ich gab stets 5 mg Fe/l als Fe, (SO,) 3 zu den Mais- und zu den Aspergilluskulturen.
Chlorose konnte ich daraufhin nie beobachten, und das Ausflocken eines Eisen-
komplexes war nur sehr gering.
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Um geeignete Mengen Mangan, Kupfer, Molybdéin und Bor fiir die Nihrlésungen
zu finden, wurden von jedem Element Konzentrationsreihen aufgestellt und an Mais
und Aspergillus ausprobiert. Pro Konzentration wurden Trockengewicht und Entwick-
lung von drei Individuen untersucht; die Ergebnisse sind im folgenden etwas summa-
risch zusammengefait. Bei diesen Versuchen war mir Herr cand. phil. Heinz
S ¢ h a ub behilflich; es sei ihm an dieser Stelle vielmals gedankt.

Als Manganzusatz in den Versuchen mit Mais wihlte ich in der Folge 0,37 mg Mn/l,
zu den Mischkulturen 3,7 mg Mn/l. Angeregt durch die bei Sommer (1928) und
Mazé (1915) gefundenen Daten, 1,5 mg Mn/l fiir hohere Pflanzen bzw. 3,7 mg Mn/l
fir Mais, wurden 0,037, 0,37, 3,7, 37 und 370 mg Mn/l als MnSO,-4 H,O angewendet.
Das Wachstum der Maispflanzen war bei allen niedrigen Gaben gleichmiBig gut, nur
bei den beiden héchsten etwas geringer, und es zeigten sich eine Art Dérrflecken auf
den Blittern. Es 1iBt sich denken, daB Mais nicht nur auf Manganmangel, sondern auch
auf Manganiiberfluff mit der Bildung von Dérrflecken antwortet.

Entsprechend Mulder (1940) verabreichte ich Aspergillus 0,75 mg Mn/l in
Einzelkultur bzw. 3,7 mg Mn/l in der Nihrlésung fiir Mais, nachdem sich 0,1, 1, 10,
100, 1000 mg Mn/l in der Nihrlosung fiir Mycel- und Sporenbildung als geeignet
erwiesen hatten. Damit wurden auch die Ergebnisse Bertrands (1912) bestiitigt,
wonach Aspergillus niger iiber einen sehr groBen Bereich von Manganzugaben gleich-
miafBig gut wichst.

Sommer (1928) gab 0,125 mg Kupfer pro Liter Nihrlosung. Nach Versuchen
mit 0,1, 0,5, 1 und 2 mg Cu/l wurde 0,1 mg Cu/l zu den Einzelkulturen von Mais, 1 mg
Cu/l zu den Mischkulturen zugefiigt.

Eine groBere Reihe von Kupferkonzentrationen 0, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100 mg/1
wurde nach vorangegangener Reinigung der Gliser und der Néhrldsung mit Dithizon
bei pH 3 an Aspergillus ausprobiert. Nach der Mycelbildung, der Sporenfarbe und dem
Trockengewicht zu schlieBen, waren 0,1, 1 und 10 mg Cw/1 am giinstigsten. Zu den
Kulturlésungen wurde 1 mg Cu/l zugesetzt in Ubereinstimmung mit Gollmick
(1936), der 0,1 und 1 mg Cu/l als geeignetste Zugaben bestimmte.

Molybddnzusiitze zu Mais- und Aspergilluskulturen (0,5 mg Mo/l fiir Mals 0,5,
50 und 5000 mg Mo/l fiir Aspergillus) ergaben keine Forderungen gegeniiber den
Kontrollpflanzen, worauf auf eine Zugabe von Molybdin verzichtet wurde. Einzig die
mit Dithizon speziell gereinigte Nihrlosung fiir Aspergillus enthielt nach Mulders
Angabe (1940) einen Zusatz von 0,5 mg Mo/l

Da in allen Versuchen das ziemlich borreiche Pyrexglas verwendet wurde, schien
es von Anfang an fraglich, ob ein Borzusatz zur Nihrlésung einen EinfluB auf Mais
haben wiirde. Aspergillus wurde hier ganz aus dem Spiel gelassen, da er nach Ansicht
von Winfield (1945) und Steinberg (1945) kein Bor zu seiner normalen Ent-
wicklung braucht.

Nachdem es sich aber auch gezeigt hatte, dafl Maispflanzen durch Zusatz von
1 mg Borsiiure/l keine Forderung erfuhren, sah ich von der Zugabe dieses Elementes
zu den Kulturen ab.

Zink

Die Stammldésungen wurden nach Piper (1947) hergestellt, nam-
lich durch Losen von analysenreinem, metallischem Zink in verdiinn-
ter Schwefelsiure.

Uber den Bedarf an Zink und seine Zutraghchkelt besonders fiir
hohere Pflanzen, herrschten in der Literatur lange Zeit die verschie-
densten Ansichten (Graé¢anin, 1928). Nachdem aber Zink als Be-

standteil und Aktivator von Fermenten nachgewiesen worden ist
(Bonner, 1950, S.448; Brody, 1945, S. 115 Haurowitz, 1950,
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S.235; Stephenson, 1949, S.71; Sumner-Myrbiack, 1951,
S. 1257; Warburg, 1948, S. 164) und Zinkmangel-Krankheiten bei
Kulturpflanzen verursacht (Chandler, 1936/37; Haas , 1936/37;
Lyon,Béesonund E11is, 1943; Stiles, 1946; Mulder, 1948;
Javillier, 1948), greift doch allméhlich die Uberzeugung Platz,
daB Zink auch im Stoffwechsel hoherer Pflanzen eine wichtige Rolle
spielt. ' |

Mazé (1915) gab seinen Maispflanzen 7,6 mg Zn/l; nach Javil -
lier (1907) waren 6 bis 40 mg Zn/l fiir Weizen gleichermaBen giin-
stig; Somm e r (1928) verabreichte héheren Pflanzen 0,5 mg Zn/l und
Mulder (1940) 0,12 mg Zn/l in einer Niihrlosung fiir Roggen.

Solche Divergenzen lassen sich leicht verstehen als F olge von un-
gleichen Versuchsbedingungen, Nihrlosungen, Pflanzenrassen, -arten,
-gattungen oder, nach Steinberg (1936), auch einfach durch verschie-
dene Anfangskonzentrationen von Wasserstoffionen in der Kulturlosung.

Erstaunlich sind die Ergebnisse von Scharrerund Schro PP
(1934), nach welchen Zugaben von 10~* und 10~ Milliiquivalenten
Zink im Liter Forderungen des Maiswachstums erzielten. Dies ist um-
gerechnet 0,000 327 y Zn/1 bzw. 0,000 003 27 y Zn/l; man kann sich fra-
gen, wie nahe diese Werte bereits der sogenannten «Allgegenwarts-
konzentration» von Zink kommen. Da die Autoren keine spezielle
Reinigung ihrer Chemikalien und GefiBe angeben®, ist anzunehmen,
daf der hunderttausend- bis millionenfache Betrag der Zinkmenge, mit
der sie eine Forderung erreichten, stets schon in ihren Kulturen vor-
handen war.

Weniger auseinandergehend sind die Angaben iiber die Zinkzusitze
zu Nihrlosungen von Aspergillus niger. Gollmick (1936) fand 1 mg
Zn/l am forderlichsten unter den von ihm gewiihlten Bedingungen,
Roberg (1928) 1 und 10 mg Zn/l, und Mulder (1940) verabfolgte
4,5 mg Zn/l.

DaB 1 mg Zn/l sowohl fiir Mais als auch fiir Aspergillus niger un-
gefihr im giinstigen Bereich liegt, scheint aus den oben erwiihnten
Arbeiten hervorzugehen. Es war nun ferner interessant, die Wirkung
hoherer Zinkkonzentrationen auf die beiden Pflanzen zu untersuchen
und zu erfahren, wieviel des gebotenen Zinks jeweils aufgenommen
wurde. In der Folge wurden die drei Konzentrationen 1, 5 und 10 mg
Zn/l (=1, 5 und 10 y/em® = 1,53-10—3, 7.65-10—° und 1,53-10—* molar
Zink) ausgewiihlt und den Nihrlosungen zugesetzt. In einigen Versu-
chen mit Einzelkulturen von Aspergillus niger wurde die Zinkaufnahme
aus niedrigeren (< 1mg Zn/l) Konzentrationen der Nihrlosung be-

stimmt.

! Es fehlen zudem alle statistischen Betrachtungen iiber den Grad der Signifikanz.
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Endgiiltige Zascimmensetzung der Ndiihrlésungen. Alle Angaben pro Liter
Mischkultur und

N A b A
KNG pap gt o ) o — 8
Ca(NO,),"4H,0 . . . . 02 g 0,2 g i
605 (106 78 SE G0 AN Y i 0,05 g 25 g
MgSO,7H.O . . . . . 0,05 g 0,05¢g 1 g
A e e RS P 5 mg 5 mg A g
M) e Ly B 3,7 mg 0,75 mg
3 ¢ T 0,1 mg 1 mg 1 mg
Mo — — 0,5 mg

) Es ist hier noch zu bemerken, daB die als geeignet befundenen Mengen von
Spurenelementen fiir Aspergillus der Nihrlésung von Gollmick (1936) und
Mulder (1940) zugegeben waren, und nicht der in den Mischkulturen verwendeten,
rund 25mal schwiicheren. Es ist daher denkbar, dafi die in den Mischkulturen ange-
wendeten Zugaben etwas zu hoch waren oder zum mindesten nicht im Gleichgewicht
mit den «Makroelementen» standen. Da jedoch mit einer Konkurrenz um die Spuren-
elemente von seiten der Maispflanzen zu rechnen war, schienen mir die verhiltnis-
miBig hohen Zusatze doch gerechtfertigt.

5. Aufzucht und Kultur von Zea Mays L.

Aus 2 Kilogramm Saatmais, Sorte Weifler Rheintaler, Haba 1949,
wurden moglichst gleich groBie, normal gestaltete und gesunde Korner
ausgelesen. Trotzdem schwankte das Trockengewicht der fiir einen
Versuch gewihlten Kérner oft um 25 bis 30 %. Da die Versuchsdauer
und die Zusammensetzung der Nihrlosung so beschaffen waren, daB
die Pflanzen an Trockenmasse nur ab-, aber niemals zunahmen, mach-
ten sich solche Unterschiede bis zum Ende der Kultur geltend.

Da durch Mikroben unkontrollierbare Verinderungen der Nihr-
l6sung und der Pflanzen entstehen, und durch Staub Zinkverbindungen
eindringen konnten, wurden alle Versuche unter aseptischen Bedin-
gungen durchgefiihrt. Das Sterilisieren und keimfreie Quellen geschah
nach Burlet (1940). Vorversuche zeigten, da Mais aus dem Quell-
wasser Zink aufnehmen kann, es wurde daher nur mit schwermetall-
freiem Wasser und einer Pyrexglasapparatur gearbeitet.

Nach 48stiindiger Quellung in durchliiftetem Wasser bei rund 20° G
wurden die Korner in sterilisierte Petrischalen geschiittet und im Dun-
~ keln bei 25° C keimen gelassen. Darauf setzte ich sie in GefdBie mit
Nihrlésung und lieB sie ohne Licht bei 25° C wachsen. Durch Infek-
tionen und abnormale Keimung fielen bis zu 25 % der Pflanzen aus.
Nach drei bis fiinf Tagen hatten sie eine geniigende GroSe erreicht, um
ins Gewichshaus ins Licht gebracht zu werden, wo (im Sommer 1951)
eine Temperatur von 20 bis 30° C herrschte. T

! Niihrlésung nach Gollmick (1936) und Mulder (1940).
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Zur Aufzucht der gequollenen Koérner wurden ‘zwei Verfahren
benutzt: ‘

1. eine Methode, die Professor A. Virtanen, Helsinki, anwendet
und von ihm selbst in Basel erliutert wurde. Die Kérner werden
in Reagenzgliser gesteckt, die in der Mitte verengert sind. Ein
Filterpapierstreifen versorgt das Korn, das iiber der Verengerung
sitzt, mit Nahrlosung (2 cm?®). Ist die Koleoptile so lang, daB sie
an den Wattezapfen stofit, so versetzt man die Pflanze in keim-
freiem Raum in einen Kolben, indem ihr oberirdischer Teil in
den aus einer doppelten Watteschicht gedrehten Stopfen einge-
wickelt wird; | ,

2. ein in der Mitte gequetschtes Réhrchen von 16 cm Léinge und
1,4 cm innerer Weite wird durch einen Wattestopfen im Halse
eines Erlenmeyerkolbens von 250—300 cm® festgehalten. Durch
ein Filterpapier wird die Néhrlosung zu dem in der Quetschung
steckenden Korn transportiert. Sobald die Koleoptile im Réhrchen
emporgewachsen ist, entfernt man den Wattestopfen des Rohr-
chens und legt sterilisierte Watte so um die Pflanze herum, daB
weder Staub noch Keime an die unterirdischen Organe gelangen
konnen. Die Néhrlosung ist in diesem Fall von Anfang an dieselbe.
Eine dhnliche Anordnung findet sich bei Javillier (1908) fiir
Weizenpflanzen.

Beide Wege wurden ungefahr gleich oft beschritten. Der zweite hat
gegeniiber dem ersten den Nachteil, da mehr Kolben und Nihrlosung
angesetzt werden miissen, als fiir den Versuch brauchbar sind, da stets
eine Anzahl wegfallen wegen abnormaler Entwicklung der Keimlinge.
Immerhin treten weniger Infektionen auf, wenn die Pflanzen nicht ver-
setzt werden miissen, wie Virtanens Methode dies verlangt.

6. Uber die Entwicklung der Maispflanzen und die Verdnderung
ihres Trockengewichtes unter den gewdhlten Bedingungen

Die Verinderung des Trockengewichts wurde wihrend 25 Tagen
studiert. Da die Korner vor der Quellung nicht einzeln gewogen und
markiert werden konnten, ging ich von maoglichst einheitlichem Mate-
rial aus. Zu diesem Zweck wurden 38 Korner, deren Gewicht zwischen
0,41 und 0,43 g lag, ausgesucht. Das durchschnittliche Gewicht betrug
0,418 g, die beiden als Grenzen gesetzten Werte waren also hochstens
um 3 % davon verschieden. Nachdem der Fruchtstiel abgeflammt war
(zur Sterilisation nach der Vorschrift von Burlet [1940]), wogen die
Kérner noch 0,416 g im Mittel. Darauf wurden sie quellen gelassen und
dann in mit Keimréhrchen versehenen Kulturkolben, die mit je 50 cm?
Niahrlésung beschickt waren, groBigezogen. Alle fiinf Tage, von der
vollendeten Quellung an gerechnet, wurde das Trockengewicht von drei
Pflanzen bestimmt, und zugleich deren Entwicklungszustand festgehal-
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ten, indem die Linge des lingsten Blattes und die der lingsten Wurzel,
beide vom Korn an, gemessen wurde. Selbstverstindlich lieferten diese
Lingenmessungen nur Anhaltspunkte fiir die Ausbildung der Pflanzen,
doch zeigte die Erfahrung, dafi sie meistens mit der allgemeinen Ent-
wicklung in Einklang standen.

Am dritten Tag nach der Quellung waren die Pflanzen ins Ge-
wichshaus gestellt worden, wo sie bei médBigem Licht (November) und
rund 25° C Lufttemperatur bis zum 25. Tag verblieben. Bei Versuchs-
ende war noch zirka /4 der Nihrlosung in den Kolben iibrig.

Zu der folgenden Tabelle 1 ist zu bemerken, daB die Streuung ox
des Mittelwertes sich nach folgender Formel berechnet:

Pl I/z? (X — M)
n(n—1)
wobei X die MeBwerte, M den Mittelwert und n die Zahl der Messungen
bezeichnet. :

Unter p wird die nach dem #Test (Fisher, 1946) berechnete
Wahrscheinlichkeit verstanden; betrug p zwischen zwei miteinander
verglichenen Mittelwerten weniger als 2 %, so wurden diese als signi-
fikant verschieden angesehen. '

Tabelle 1
Mais, Entwicklung und Abnahme des Trockengewichts wiihrend 25 Tagen. Ubliche
N#hrlosung mit 1 mg Zn/l

Abnahme des
Trockengewichts |

Alter in cald " s in ¢/, bez. auf
Tag(;x Entwicklungszustand ]gro 3 W;Frzel» Trm{. ?- 11)1 Ereis Frisch. - | Trocken-
K allgemein S AnEs i gewicat ; heits- ewicht ewicht

dei inem! | in em! ing! *lo ; g 5

Quellung grade unge- unge-

quollener|quollener
Korner | Koérner

0 | Ungequollene
Kérner ....... — e 0,380 ‘ _ 8,5 0
+0.0018 - [1g90] 4
0 Gequollene :
Korner ..o - — 0,377 9,5 1
+ 0,00057 1-2 4
5 Keimlinge #

ohne Blitter .. ¥i 177 0,360 13,5 5
o m0ad |y ] g
10 3 Blatter ....... 22 33.5 0,304 y 27 20
- + 00004 12050 |- 4
15 4 Blatter ....... 30 49 0,294 29,5 22.5
- +0,0124  |10.90] a4 _
20 4 Blitter ....... 42 54 0,315 24,5 1
=+ 0,004 5140 e
25 5 Blitter ....... 452 | 742 0,2992 28 21
-+ 0,0064

U .= Mittel aus drei Messungen, 2 —= aus vier
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Man sieht sogleich, daB das Trockengewicht in 25 Tagen nur
abnimmt, nicht aber wieder ansteigt. Die Abnahme wihrend der Quel-
lung ist praktisch gleich Null; offenbar ist die Atmung der Kérner in
diesem Stadium sehr gering, so daB nur wenig Reservestoffe verbraucht
werden. Auch in den ersten fiinf Tagen verringert sich das Trocken-
gewicht nur unbedeutend, obwohl der durchschnittliche Zuwachs der
Hauptwurzeln 17 cm betrigt. Die Wurzeln tauchen schon etwa vom
dritten Tag an in die Nihrlésung ein und sind vermutlich zur Stoff-
aufnahme féhig, die Blitter hingegen entfalten sich erst zwischen dem
flinften und zehnten Tag. In dieser Zeit des vermehrten Teilungs- und
Streckungswachstums werden die Vorrite des Endosperms hauptsich-
lich angegriffen, was sich in dem starken Absinken des Trocken-
gewichts geltend macht. Erst nach dem zehnten Tag scheint sich ein
Gleichgewicht zwischen dem Substanzverlust des Endosperms durch
Dissimilation und der Substanzvermehrung durch Stoffaufnahme und
Assimilation einzustellen; das Trockengewicht bleibt von da an konstant.

Es fiel manchmal auf, wenngleich es in diesem Versuch nur bei einem einzigen
Individuum deutlich zum Ausdruck kam, daB geringe Wurzelliinge und hohes Trocken-
gewicht Hand in Hand gingen. Da die Organe am Anfang aus den im Endosperm
gespeicherten Stoffen aufgebaut werden, ist dies nicht verwunderlich: Je schwiicher
Sprof und Wurzel ausgebildet sind, desto weniger Material muite dem Korn entzogen
werden. Diese Interpretation war wegweisend in spiiteren Versuchen, die von Kérnern
mit unbekanntem Frischgewicht ausgingen. Hatte eine Pflanze nach 21 Tagen Kultur
ein Trockengewicht von z. B. 0,36 g, so bedeutete dies, daB sie bei normaler Entwick-
lung aus einem Korn von 0,5 g Frischgewicht hiitte entstehen miissen. Derartig schwere
Koérner fanden sich aber nicht hiiufig unter meinem Saatgut. In einem solchen Fall
durfte aus der groBen Trockenmasse viel eher auf eine Stérung des normalen Wachs-
tums, z. B. durch Infektion, geschlossen werden. Darauf deutete dann meist auch
eine schwach ausgebildete Wurzel. Aus diesem Grund wurde der Ausdruck «Zink-

gehalt pro Gramm Trockengewicht» bei wachsenden Maispflanzen nie angewendet, weil
es sinnlos wiire, Schliisse daraus zu ziehen.

7. Kultur von Aspergillus niger v. Tiegh.

Der aus den Arbeiten von Galli (1946) und Sarasin (1953)
bereits bekannte Stamm A, wurde auch in diesen Versuchen beniitzt.
Die Stammkulturen wuchsen bei 20 bis 22°C im Dunkeln auf
1,5prozentigem Agar, dem auf !/3 verdiinnte Bierwiirze zugesetzt war.
Zeitweise wurde der Pilz auf Tomatenagar gezogen, um ihn zur ver-
mehrten Sporenbildung anzuregen.
~ Fiir die Versuche wurde nur von Bierwiirzeagar abgeimpft. Dabei
ging ich folgendermaBen vor: Wie Gollmick (1936) klopfte ich die
Sporen vom Myecel auf die freie Wand des Kulturréhrchens ab. Dann
lieB ich einige Tropfen keimfreien, destillierten Wassers, das 0.1 %
Tween 80 enthielt, der Wand entlang einlaufen und goB sie mit den
Sporen gleich wieder zuriick in das fiir die Suspension bestimmte Ge-
faB. Dies geschah unmittelbar vor dem Beimpfen der Kolben. Nach den
Erfahrungen von Rie c k hat Tween 80 in dieser Verdiinnung keinerlei
schiidliche Folgen fiir Aspergillus niger.
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Hauptversuche

I. Gehalt von Zea Mays an autochthonem Zink

1. Zinkgehalt unbehandelter Kérner

Die Kérner wurden entweder zu mehreren getrocknet und dann in
Portionen von 1 g verascht und analysiert; aus der in 1 g Trockengewicht
ermittelten Zinkmenge konnte der Zinkgehalt eines Korns abgeschditzt
werden. Oder der Zinkgehalt von einzelnen Kérnern wurde bestimmt
und auf 1 g Trockengewicht umgerechnet. Ergebnisse in Tabelle 2.

Tabelle 2
Zinkgebalt von ungequollenen Maiskdrnern.
Angaben in y. Mittel aus je drei Bestimmungen. Streuung der Einzelwerte berechnet

Zinkgehalt pro 1 g Zinkgehalt pro Zinkgehalt pro Zinkgehalt pro 1 g
Trockengewicht Korn Korn Trockengewicht
gemessen abgeschiitzt bestimmt berechnet
30 + 3 ‘ 10-12 l 11 +1 l 26 + 4,5

Wihrend der Quellung der Koérner.in Ionenaustauscherwasser und
in einer Apparatur aus Pyrexglas, also in zinkfreiem Milieu, sollte sich
der Zinkgehalt nicht verindern. DaB wirklich keine Verinderung ein-
trat, zeigen die Ergebnisse der Tabelle 3.

Tabelle 3
Zinkgebalt von gequollenen MaiskoOrnern.
Angaben in y Zink. Mittel aus je drei Bestimmungen. Streuung des Einzelwerts berechnet

Zinkgehalt plro lg Zinkgehalt pro Zinkgehalt pro Zinkgehalt pro 1 g
Trockengewicht Korn Korn Trockengewicht
gemessen abgeschitzt bestimmt berechnet
28 1+ 3 ( 10 | F1.7 o 2 ] 29 L 1

Als mittlerer Zinkgehalt eines Maiskorns geht aus diesen Messungen
11 7 hervor. Galt es in den folgenden Versuchen, die Zinkaufnahme von
Maispflanzen zu berechnen, so muflite dieser Betrag jeweils von ihrem
Zinkgehalt abgezogen werden.

Bertrand und Benson (1929) fanden 20 mg Zink pro Kilo-
gramm Maiskorner. ‘

Ferner ist hier die Feststellung Ber g h's (1948) von Interesse, daBl
der Zinkgehalt von Getreidekornern nur wenig schwankt im Vergleich
zu dem der Halme und Wurzeln von Pflanzen, die in Boden oder
Losungen ganz verschiedenen Zinkgehaltes gewachsen sind. Es war
demnach nicht zu befiirchten; daB sich unter dem Saatgut Koérner von
wesentlich anderem als dem einmal bestimmten Zinkgehalt finden
wiirden.
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2. Zinkgehalt der einzelnen Organe

Da das Endosperm allgemein als das Speicherorgan der jungen
Pflanze gilt, lag die Vermutung nahe, daB sich darin auch der groBte
Teil des im Maiskorn vorhandenen Zinks befinde. Diese Annahme be-
statigte sich jedoch nicht, wie Tabelle 4 zeigt, indem nur zirka ein
Viertel der gesamten Zinkmenge sich im Endosperm nachweisen lieB.
McHargue (1925) fand ebenfalls im Endosperm nur wenig Zink,
dagegen im Embryo 103 y/g Trockengewicht *.

Tabelle 4

Gehalt an autochthonem Zink von Endosperm, Scutellum und Embryo ungequollener
und in zinkfreiem Wasser gequollener Maiskérner.

Mittel aus zwei bis fiinf Bestimmungen. o;; berechnet

Ungequollene Kérner Gequollene Kérner
Zinkgehalt in y Zinkgehalt in y
bbb TrockP;?gegwicht absolut Trockpe:ggwicht
Endosperm 2,75 + 0,25 8,5 + 0,02 2,4 -+ 0,22 7,5 + 0,7
Scutellum 7,7 + 0,7 174,5 + 4.5 7,25 + 0,25 156 —+ 16
Embryo 0,2 40,1 34,2 + 19,8 0,44 + 0,06 115 =+ 30

3. Histochemischer Nachweis des Zinks

Nachdem durch Analyse der einzelnen Organe festgestellt war, daB
das im Maiskorn vorhandene Zink zum groBten Teil im Embryo und
im Scutellum lokalisiert ist, wurde versucht, dies mittels einer Farb-
reaktion auf Zink in Gewebeschnitten zu bestitigen. Die einzige in der
Literatur gefundene Methode ist die von Mendel und Bradley
(1905), die G1i c k (1945) ebenfalls angibt. Hiernach 148t man Natrium-
nitroprussiat auf Schnitte einwirken, spiilt dann mit Leitungswasser (!)
das {iberschiissige losliche Prussiat weg und gibt Kaliumsulfid zu,
worauf sich eine Purpurfiarbung iiberall da einstellen soll, wo Zink
gebunden ist. 7

An Handschnitten von frisch gequollenen und an Mikrotomschnit-
ten von in Paraffin eingebetteten Maiskornern probierte ich dieses Ver-
fahren aus, gelangte aber niemals zum Erfolg. Wohl trat eine violette
Fiarbung auf, doch war sie unregelmiBig iiber die Fliichen verteilt und
ebenso hiufig im Endosperm wie im Embryo oder auch auBerhalb der
Schnitte anzutreffen.

1In der soeben erschienenen Ann. Rev. of Plant Phys. 3, 1952, erwihnen:

A. Ulrich in «Physiological bases for assessing the nutritional requirements
of plants» unverdffentlichte Angaben von Stout und Pearson, nach denen sich
Zink vor allem in den embryonalen Teilen jiingerer und ilterer Maispflanzen fand.
Ein radioautographisches Bild (S. 211) zeigt Zink in jungen Ahren, ohne jedoch eine
genaue Lokalisation in einzelnen Organen zu erlauben.

G. W. Leeper in «Factors affecting availability of inorganic nutrients in

soils with special reference to micronutrient metals> Arbeiten von Millikan
(1942) sowie von Jones und Tio (1948) iiber eine Konkurrenz um Spurenelemente.
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Tafel 1

Figur 1
Schnitt durch gequollenes Maiskorn (Pferdezahnmais). Die
zinkhaltigen Gewebe durch Dithizon rot gefirbt.
VergroBerung zirka sechsfach




Darauf legte ich mit dem Handmikrotom hergestellte Schnitte von
gequollenen Kornern wihrend einer Stunde in Chloroform ein, versah
sie dann auf einem Objekttriger mit einigen Tropfen Dithizon in
Ammoniumcitratpuffer (Reagens fiir die Zinkbestimmung nach Cow -
lingund Miller, 1941), worauf sich die embryonalen Gewebe leuch-
tend rot von Zinkdithizonat firbten, wogegen das Endosperm farblos
blieb (Figur 1 [Tafel I]). Diese Reaktion ist zwar nicht ganz spezifisch,
doch geht bei pH 9,8 (pH des Puffers) hauptsichlich Zink die Verbin-
dung mit Dithizon ein. Ubrigens geben auch Mendelund Bradley
an, daB ihre Farbreaktion sowohl Zink als auch Kupfer anzeige. Das
Ergebnis der Farbreaktion deckte sich jedenfalls mit dem der Analysen.

DaB sich dieser Nachweis von Zink auch fiir andere Friichte und
Samen eignet (Weizen, Ricinus, Cucumis, Vicia Faba), zeigte Herr
cand. phil. E. Pedretti am Botanischen Institut Basel (unverdffent-
licht).

II. Zinkaufnahme von Zea Mays

1. Zinkaufnahme der Maiskérner wéhrend der Quellung

Ein Vorversuch hatte gezeigt, daB die Korner wihrend der Quel-
lung aus Leitungswasser Zink aufnahmen.

Je ein Versuch mit reinem Wasser und mit einem Ionengemisch
(der iiblichen Nihrlésung), zu beiden Zink in den Konzentrationen
1, 5 und 10 mg/l zugesetzt, sollte erweisen, ob sich von der Art des
Milieus bedingte Unterschiede in der Zinkaufnahme ergeben wiirden.

Es wurden nun je sechs Kérner in 200 cm?® durchliiftetem Quell-
wasser, das 200, 1000 und 2000 y Zink pro Kolben enthielt, 48 Stunden
lang quellen gelassen, bei einer Temperatur, die beide Male 20°C
betrug und einer Wasserstoffionenkonzentration von pH 6. Als Getéfie
dienten diesmal nicht Apparaturen nach Burlet (1940), sondern drei
Erlenmeyerkolben von 500 cm?® Inhalt (Tabelle 5).

Man erkennt, daB kein signifikanter Unterschied zwischen Zink-
gehalt resp. Zinkaufnahme aus Ionenaustauscherwasser und der aus
Nihrlosung stammenden Korner besteht. Dies spricht fiir einen Diffu-
sionsvorgang. Die Maiskérner nehmen Zink in einer bestimmten Menge
auf, gleichgiiltig, ob es ihnen allein oder im Verein mit anderen Ionen
geboten wird. Diese Zinkmengen stehen zwar nicht in dem bei einem
Diffusionsvorgang theoretisch geforderten Verhiltnis 1 :5 : 10, sondern
verhalten sich bei reiner Zinklésung wie 1 :3,0 : 9,3 bzw. beim Ionen-
gemisch wie 1:1,4 :5,8. Immerhin nimmt der Zinkgehalt der Korner
zu mit steigender Zinkkonzentration im Quellwasser. -

Merkwiirdig mutet die absolut und prozentual geringe Zinkaufnahme der Korner
bei 5 mg Zn/l an. Es 148t sich denken, daB zwischen 5 und 10 mg Zn/l ein «Schwellen-

wert», etwa der Zinkkonzentration an der Kornoberfliche, iiberschritten werden mufl,
damit die Koérner einen von dem bei 1 mg Zn/1 deutlich gréBeren Zinkgehalt zeigen.
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Tabelle 5

Zinkgehalt von Maiskérnern nach 48stiindiger Quellung. Sechs Kérner in 200 ¢cm3
Fliissigkeit. Mittel aus drei Bestimmungen. Streuung des Einzelwertes berechnet

Ionenaustauscherwasser Nihrlésung

mg Zink/Liter .... 1 5 10 1 5 10

¥ Zink/GefiB
(200 cm®, 6 Koérner) | 200 1000 2000 200 1000 2000

Y Zink einem Korn
im Kolben zur
Verfiigung ..... 33 167 333 33 167 333

Zinkgehalt/Korn
gemesseniny .. | 13,341 | 18 42 | 32,3+4 |13,74+2,4]|14,74+2,4] 26,7+6

Zinkaufnahme
pro Kornin 7 .. 2,311 7,042 | 21,344 | 2,7+2,4| 3,74+2.4| 15,746

Zinkaufnahme in 9
bezogen auf die
einem Korn zur
Verfiigung  ste-

hende Zinkmenge
in der Losung .. 7,0 4,2 6,4 8,2 29 4.8

Zinkaufnahme pro
1 g Trockenge-
wicht iny ..... 7,3+2 | 21,747 | 55 413 | 4,74+4 5,3+2,4] 35,349

Die Zinkaufnahme ist sicher ein von der GroBe der Kornoberfliche
abhéngiger Vorgang. Da diese schwierig zu bestimmen gewesen wire,
wurde die Zinkaufnahme auf das Trockengewicht bezogen. Erfahrungs-
gemif stehen Trockengewicht und Oberfliche von Maiskérnern in
_positiv korrelativem Zusammenhang; daher sollte das Trockengewicht
hier an die Stelle der Oberfliche treten kénnen. Betrachtet man die in
der Tabelle 5 angegebenen Zahlen unter Zinkaufnahme/g Trocken-
gewicht, so erkennt man wiederum ein Ansteigen der Werte mit zu-
nehmender Zinkkonzentration des Quellwassers. Eine statistische Be-
rechnung schlof zwar einen Diffusionsvorgang noch nicht aus, doch
sind die Streuungen so groB, daB keine sinnvolle Beziehung zwischen
Trockengewicht und Zinkaufnahme erblickt werden kann. Ob man
daraus schlieBen darf, daB auch die gesamte Oberfliiche keine geeignete
Bezugseinheit wire, kann hier nicht entschieden werden. Es ist immer-
hin méglich, daB nur ein Teil der Karyopse, zum Beispiel Scutellum und
Embryo, Zink aufnimmt.

Ein néchster Versuch sollte zeigen, ob der an autochthonem Zink
reiche Embryo wihrend der Quellung in zinkhaltiger Losung mehr
Zink aufnimmt als das Endosperm, so wie dies oben vermutet wurde.
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Dazu wurden vier Erlenmeyerkolben von 500 cm® Inhalt mit je
20 Maiskérnern und 250 cm® Zinksulfatlosung der Konzentrationen 100,
1000, 10 000 und 100 000 mg Zink/l versehen und wihrend 51 Stunden
bei einer Temperatur von 20 bis 25° C Luft hindurchgesogen. Die Lésun-
gen stellte ich aus Zinksulfatsalz (Analar, pro analysi) und Ionenaus-
tauscherwasser her; das pH betrug in allen Kolben 5,1 bis 5,2.

Nach den 51 Stunden zeigte es sich, da§ die Koérner mit 100 mg
Zn/l normal gequollen und gekeimt waren, die mit 1000 und 10 000 mg
Zn/1 nur gequollen und teilweise hart geblieben waren; endlich aber
hatten die Kérner mit der héchsten Zinkkonzentration nur wenig Wasser
aufgenommen, und ihre Embryonen schienen #uBerlich geschrumpft.

“Nach der Rotfirbung der Querschnitte mit Dithizon zu schlieBen,
hatten die Embryonen der Korner aller Zinkkonzentrationen mehr Zink
gespeichert als die Endosperme, die nur mit einer stark rot gefirbten
Aleuronschicht hervortraten, im iibrigen aber schwach rosa erschienen.
Unterschiede in der Intensitit der Farbung, die auf entsprechend den
Konzentrationen der Quellésungen verschiedene Zinkaufnahmen hétten
hindeuten kénnen, wurden nicht beobachtet. '

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse, die Endosperme und
Embryonen (Scutellum und Embryo) getrennt erfaBite, sind in Tabelle 6
wiedergegeben.

Tabelle 6
Verteilung des aus Quellésungen (je 250 cm?) -verschiedenen Zinkgehalts aufgenomme-
nen Zinks auf Endosperm und embryonales Gewebe von Maiskornern. Mittel aus drei
bis vier Bestimmungen. oy berechnet. Embryonen einzeln verascht, jedoch nicht
einzeln gewogen

Zinkkonzen- Trpckengewicht Zinkgehalt Zinkgehalt pro g
t_ration ing absolut, in o Trockengewicht, in y
1n mg

Znfl Endosperm | Embryo Endosperm l Embryo Endosperm 1 Embryo
100 0,283+0,007| 0,037 29 -+ 0,58| 26,7+4.7 1 105+ 1,8 722

1 000 0,306-4-0,058 | 0,0445 42,2+ 6,1 | 30,3+4.1 1334-19.6 671

- 10 000 0,299--0,021 | 0,045 86,71 6,5 | 48,7+0,09 29126 1081
100 000 0,3084-0,077| 0,049 237 427 94 18 T17+85 1919

Wiihrend also der Zinkgehalt des Endosperms mit dem des Quell-
wassers ansteigt, zeigt sich das embryonale Gewebe weniger empfindlich
gegen die Zinkkonzentration der Losung, jedenfalls nimmt sein Zink-
gehalt nur wenig zu. Auf das Trockengewicht bezogen, enthalten aller-
dings die Embryonen stets mehr Zink als das Nihrgewebe (zirka drei-
bis siebenmal mehr), woraus sich die verschieden starke Rotférbung
der Gewebe in den Querschnitten erklirt, da diese Konzentrationen an-:
zeigt. Die Vorstellung, daB die Zinkaufnahme nicht gleichmiBig iiber
die ganze Kornoberfliiche erfolge, sondern im embryonalen Gewebe
starker sei, erweist sich damit als richtig.
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2. Zinkaufnahme wéhrend des Wachstums

a) Aufnahme aus Ndhrlésungen mit 1 mg bzw. 2 mg Zink im Liter

Maispflanzen wurden in Réhrchen nach Virtanen in der iibli-
chen Néhrlésung mit 2 mg Zn/l (= 4 y pro Rohrchen) aufgezogen. Alle
zwei Tage nach der Quellung wurden Léinge von Spro8 und Wurzel,
Trockengewicht und Zinkgehalt von drei Pflanzen gemessen. Etwa vom
dritten Tag an tauchte die Wurzel in die Nihrlosung ein, und am vierten
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Figur 2
Zinkgehalt von Maiskeimlingen. Alter 2—21 Tage
Niihrlosung mit 1 mg/Zn/l1 bzw. 2 mg Zn/1 (Versuch 52)
o) O Versuch 52 A A Versuch 53
= < Versuch 83 O O Versuch 90

Tag muBten die Wattestopfen iiber den Koleoptilen entfernt und die
Pflanzen ans Licht gebracht werden (Versuchsnummer 52, Tabelle 7,
Figur 2).

Dann wurden Trockengewicht, Spro8- und Wurzelliinge sowie der
Zinkgehalt von Pflanzen bestimmt, die in Keimrohrchen in Kolben mit
50 cm® Nihrlosung und 1mg Zn/l (= 50y pro Kolben) gewachsen
waren, und zwar im Abstand von fiinf Tagen, vom Einsetzen an ge-
rechnet (Versuchsnummer 53, Tabelle 7, Figur 2).

In einem dritten Fall wurden die Keimlinge vom dritten oder vier-
ten Tag an in einem Wasserbad von 30° C geschiittelt; die sie enthal-
tenden Kolben standen in einem Drahtkorb, der, durch einen Motor
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angetrieben, 87 Vollschwingungen in der Minute mit einer Amplitude
von 2,25 cm machte. Das Schiitteln wirkte sich durchaus nicht nach-
teilig auf die Pflanzen aus. Im Gegenteil entwickelten sie sich bei der
gleichmiBigen, verglichen mit der sonst im Gew#chshaus herrschenden,
hoheren Temperatur und durch die Versorgung der Néhrloésung mit
Luft, besonders am Anfang, etwas rascher als ruhende Kulturen (Ver-
suchsnummern 83 und 90, Tabelle 7, Figur 2. Zinkgehalt der Niahr-
16sung: 1 mg Zn/l = 50 y pro Kolben).

Tabelle 7
Zinkgehalt von Maiskeimlingen von 2—21 Tagen
Niihrlosung mit 1 bzw. 2 (Nr.52) mg Zn/l
Mittelwerte des Zinkgehaltes aus 2—4 Einzelwerten
Streuung des Mittelwertes oy berechnet

rautihas ATterin Sprofi- Wurzel- Troc};en- inkeeha
fiosico L}rlzgen Longe Jange gei‘;l;ht e yh -
52 2 1-1,5 3-5 0,436 10 +0,58
4 5-7 10-16 0,371 11 +1
6 8-11 12-16 0,283 10,340,358
8 7-10 11-15 0,310 14 41,7
53 5 10,7 18 0,383 12 +1
10 17 16 0,314 12 +1
15 28,5 34,5 0,338 39,5-+1.5
20 © 39 47 0,416 59 +3
83 12 20 15,5 0,258 22,743
21 37 67 0,210 62,941
90 10 17 12.7 0,254 15,74-0.9
21 40 45 - | 0255 | 45 +3

Im ersten Versuch nahmen die Pflanzen kein Zink auf bis zum
sechsten Tag, erst am achten Tag ist ihr Zinkgehalt um durchschnitt-
lich 3 y erhoht, wobei allerdings dieser Unterschied nicht als signifikant
betrachtet werden kann (p = 10 %o nach dem t-Test bei vier Freiheits-
graden).

Im zweiten Versuch ist die Zinkaufnahme am zehnten Tag immer
noch gleich Null. Sie beginnt erst nachher und steigt dann in der Weise
an, daB der Zinkgehalt der Pflanzen sich bis zum 20. Tag verfiinffacht.
Ein Zinkgehalt von 59 y nach 20 Tagen kam jedoch, wie spiitere Ver-
suche zeigten, nur selten vor; er mag besonders giinstigen Verhilinissen
fiir die Entwicklung der Pflanzen zuzuschreiben gewesen sein. Im all-
gemeinen erreichte er in 21 Tage alten Pflanzen einen Wert von 40 bis
50 y.

Bei den Maispflanzen aus Schiittelkultur verlduft die . Zinkauf-
nahme nicht wesentlich anders.
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In allen vier Versuchen fillt es auf, daB in den ersten acht bis zehn
Tagen nach meiner Methode kein Zink, oder doch nur sehr wenig, aus
der Néhrlésung aufgenommen wird, obwohl die Wurzeln schon am
dritten Tag eintauchten und daher nicht mehr auf die Zufuhr von N#hr-
stoffen und Wasser durch den Filterpapierstreifen angewiesen waren.
Zudem hatten sie am fiinften bzw. sechsten Tag dieselbe durchschnitt-
liche Linge wie am zehnten bzw. achten Tag. Wie in einem spiiteren
Abschnitt dargelegt werden wird, nehmen die Keimlinge wohl in der
allerersten Zeit Zink auf, aber nicht aus der Nihrlosung, sondern aus
dem Scutellum. ' '

Fiir dieses beim Mais im Jugendstadium auftretende Ausschlie-
Bungsvermdgen, das den Pflanzen sonst allgemein abgesprochen wird
(Frey-Wyssling, 1945, S.57), sind verschiedene Erklarungen
moglich:

1. Es konnte sein, daB die Zinkaufnahme mit einer bestimmten Aus-
bildung, einer Art innerer Reife der Pflanzen in Beziehung steht,
was mit dem Auftreten der Seitenwurzeln, die sich am dritten
Tag zu zeigen beginnen und vom sechsten Tag an teilweise die
Nihrlosung erreichen, zusammenfallen kénnte. Der Keimling
wiirde erst allmahlich in einen aufnahmefihigen Zustand gelan-
gen. Olsen (1950) erwahnt z. B., daB seine Versuchspflanzen,
Kohl und Roggen, bis zum 35. Tag nur geringe und erst danach
groBere und konstante Mengen von Salzen aufnahmen.

2. Betrachtet man die oberirdischen Teile der Pflanze, so bemerkt
man, dal mit dem Beginn der Zinkaufnahme die Entfaltung der
ersten Blitter und die Hauptabnahme des Endosperms an Trok-
kengewicht (siehe S.116) zusammengeht. Es liegt nahe, dem in
Fermenten wirksamen Zink eine Rolle in der Umsetzung der
Reserve- in Baustoffe zuzuschreiben. Der Bedarf an Zink wire in
dieser Zeit erhoht und koénnte nicht mehr vom Scutellum allein
gedeckt werden.

3. Stellt man sich die Stoffaufnahme als Ionenaustausch vor, so er-
hebt sich die Frage, ob die Pflanze schon geniigend Ionen zur
Verfiigung hat, die als «Tauschobjekt» gegen Zink dienen kénnen.
Diese Erklirung scheint aber nicht stichhaltig, da zum mindesten
durch die Atmung reichlich Wasserstoff- und Bikarbonationen
vorhanden sein sollten.

4. Dieser Gedankengang kommt dem von Nr.3 nahe. Bieder-
mannund Miiller (1951) fanden, da8 die schiidliche Wirkung
von Kupferionen auf Pilzsporen durch Anwesenheit von Kalium-,
Calcium- und Wasserstoffionen teilweise aufgehoben wurde. Zur
Erklarung nehmen sie an, daB die genannten Ionen die Sporen-
oberfliche bedecken, an den Haftstellen der Zellmembran sitzen
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und damit das Eindringen der Kupferionen verhindern. — Das-
selbe wiire an der Oberfliiche der Wurzelhaare von Mais denkbar.
Das Verhiltnis von Kaliumionen zu Zinkionen betrug anfangs in
der Nihrlosung 11 :1 (: 2 bei Versuch 52) und das der Calcium-
ionen zu Zinkionen 33 : 1 (: 2 bei Versuch 52). Es stehen somit in
50 cm® Nihrlosung mit 1 mg Zn/l zirka 70 Calcium- und Kalium-
jonen einem Zinkion gegeniiber (nimlich: 3,24-10" Ca + K, ge-
geniiber 4,59-10"" Zn). Im Laufe der Entwicklung der Pflanzen
kann natiirlich eine Verschiebung auftreten, indem die fiir den
Aufbau der Organe notwendigen Calcium- und Kaliumionen in
groBer Menge absorbiert werden, worauf dann die Haftstellen
allmihlich frei werden fiir weniger wichtige Ionen, wie z. B. Zink.
In der Tat nehmen Weizenkeimlinge nach Lundegardh
(1932) schon in den ersten Tagen Kalium auf.

b) Aufnahme aus Nchrlosungen mit 1 mg, 5 mg und 10 mg Zink im Liter

Es wurden zwei Versuche durchgefiihrt mit Pflanzen von 7 und
21 Tagen Alter.

Der erste Versuch umfaBte elf Pflanzen, die in Réhrchen nach
Virtanen mit je 2cm® Nihrlosung, der 2y, 10y oder 20y Zink
zugegeben waren, aufgezogen wurden. Es sollte sich hier zeigen, ob die
Keimlinge fihig waren, sich auch groBerer Zinkmengen in der Néhr-
losung zu enthalten (Tabelle 8).

Tabelle 8
Zinkgehalt von Maiskeimlingen nach 7 Tagen Kultur
Mittelwerte aus 3—5 Einzelmessungen. Streuung oy des Mittelwertes berechnet

Zink-
ki?:lse;?t;: a;;;‘:’_‘ SproBlinge Wy_rzelléial ge Trockengewicht Zinkgehalt
lﬁsung n crm m ¢ m g 1 7}
in mg Zn/l
1 8.8 18,7 0,313 124+2.1
5 8.3 13,3 0,355 13-+1
10 8.1 13,2 0,340 114+0,84

Es zeigt sich bei hoheren Zinkkonzentrationen in der Néhrlosung
dasselbe Bild: Die Pflanzen haben bis zum siebten Tag nach der
Quellung kein Zink aufgenommen.

Darauf wurden neun Pflanzen von 21 Tagen Alter, die vom zwolf-
ten Tag an in der Schiittelapparatur gewesen waren, untersucht. Wie
man der Figur 3 entnehmen kann, war gegen Versuchsende &uBer-
" lich kein Unterschied zwischen den in verschiedenen Zinkkonzentratio-
nen gewachsenen Pflanzen erkennbar. Alle hatten vier bis fiinf Blatter
von normaler Farbe und Gestalt. Aus der Tabelle 9 ersieht man dagegen,
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Figur 3
- Maisptlanzen von 20 Tagen Alter in Nihrlésung von verschiedenem Zinkgehalt.
Ergebnisse in Tabelle 9

Tabelle 9

Zinkgehalt und Wurzelléinge von Maispflanzen nach 21 Tagen Kultur. 3 Pflanzen pro
Konzentration. oy berechnet. Mittelwerte kursiv gedruckt

* Infiziert (s.S. 127).
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Zinkaufnahme
Trocken- Zink-
Zinkkonzentration | SproB- | Wurzel- gewicht gehalt in /) be- Zinkgehalt
in der linge linge der der zogen auf | Wurzellange
Nihrlosung in em in cm Pflanzen Pflanzen in y Zinkgehalt N
ing in y der Nahr- o y/cm
lssung
50 /50 ¢cm3 35 75 0,247 48 0,64
(1 mg/l) 35 | 80 | 0,253 37 27,3 55 0,46
35 67 0,310 30 0,45
38,3 0,52+0,06
250 /50 em3 29* 40* 0,367* 102* 2,55%
(5 mg/1) 33 45 0,234 120 113 45 2,67
42 53 0,278 150 2,83
124 2,68-+0,08
500 ¢/50 em? 34 24 0,237 120 5,0
(10 mg/1) 30 | 42 0,236 290 242 48 6,9
36 50 0,262 350 7,0
253 0,340,65




daf die Liingen der Wurzeln und der Zinkgehalt der Pflanzen ziemlich
verschieden sind.

Es fillt auf, daB je eine Pflanze pro Zinkkonzentration <aus der
Reihe tanzte», d.h. sich in Trockengewicht, Wurzellinge und Zink-
aufnahme anders verhielt als die beiden andern. Eine dieser drei unter-
entwickelten Pflanzen hatte eine Schimmelpilzinfektion, in Tabelle 9
mit * bezeichnet, die das schlechte Gedeihen mitverursacht haben
mochte. Es sind daher alle Mittelwerte der Zinkaufnahmen kleiner, als
sie bei normal und gleichmiiBig entwickelten Pflanzen gewesen wéren.

¥ 1
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Zn /! NAHRLOSUNG
Figur 4
Zinkgehalt von Maispflanzen
A A Nach 21 Tagen mit 1, 5, 10 mg Zn/l
0———0 Nach 17 Tagen mit 1, 2,5, 6 mg Zn/1

Trotz der groBen Streuungen der Mittelwerte (p betriigt nach dem
z-Test etwa 10 %) deuten die Resultate darauf hin, daB die Zinkauf-
nahme mit der in der Nihrlosung enthaltenen Zinkmenge ansteigt
(Figur 4). Sie folgt ihr fast proportional, némlich im Verhéltnis
1:4,14 : 8,86. Die Zinkaufnahme, bezogen auf den Zinkgehalt der
Niahrlosung, ist in allen Fillen ungefihr gleich, nimlich rund 50 /.

Javillier (1908), der die Zinkaufnahme von Weizen nach zwei
Monaten Kultur bestimmte, fand kein proportionales Ansteigen mit dem
Zinkgehalt der Kulturlésung. Wihrend seinen Néhrlésungen Zink im
Verhiltnis 3 :5 : 20 : 30 zugegeben war, enthielten die darin gewach-
senen Pflanzen Zink im Verhiltnis 1,02 : 1,06 :1,94 : 2,11. Es scheint,
als ob eine Sittigung der Pflanzen mit Zink innerhalb der zwei Monate
eingetreten sei.
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c) Uber einen Zusammenhang zwischen Zinkaufnahme
und Entwicklung der Wurzeln

Die geringe Wurzellinge der in der Entwicklung zuriickgebliehenen
Pflanzen des zuletzt beschriebenen Versuchs legte d1e Vermutung nahe,
daB zwischen der Ausbildung der Wurzeln und der Zinkaufnahme eine
Korrelation bestehe. Streng genommen miite die Oberfliche der in die
Nihrlésung eintauchenden Wurzeln mit der Zinkaufnahme in Bezie-
hung gebracht werden. Da diese schwierig und nur ungenau zu bestim-
men gewesen wire, wurden einmal Quotienten aus: Zinkgehalt und
Wurzelliinge gebildet (Tabelle 9).

Berechnet man aus den Quotienten p nach dem z-Test, so ergibt
sich ein Wert von weniger als 0,1 %. Es besteht in diesem Versuch also
ein nicht zu leugnender Zusammenhang zwischen der Zinkkonzentra-
tion der Nihrlésung und dem pro Wurzellinge in den Maispflanzen
enthaltenen Zink.

Trotzdem iiberzeugte die Linge der Hauptwurzel als Bezugseinheit
nicht ganz. Gerade bei Gramineen stellt die Keimwurzel ihr Lingen-
wachstum oft schon friihzeitig ein. So kann das Wurzelwerk von Mais-
pflanzen kurz und doch normal und kriftig ausgebildet sein. Es war
nun der Zweck eines niichsten Versuches, das Trockengewicht der
Wurzeln als weitere BezugsgroBe fiir die Zinkaufnahme heranzuziehen
und ferner eine gewisse Kontrolle fiir die im obigen Versuch gefundenen
Resultate zu liefern.

Tabelle 10
Trockengewicht und Zinkaufnahme von ganzen Pflanzen, Zinkgehalt von Sprofl und
Wurzel von Zea Mays. Kultur 17 Tage. Mittel aus je drei Einzelbestimmungen
oy berechnet

Zink Zinkaufnahme
konzentration | Trockengewicht Zinkgehalt Zinkgehalt ?inkgehﬂlt bezogen
in der Nahr- (ganze Pflanze) des Sprosses der Wurzel e;g::zen auf Zink-
losung in g) iny iny Lo A in y gehalt der
in mg Zn/l m. g Nabrlﬁsung
in 9/,
1 0,235 26 + 1 21 41,5 47 +1,2 36 T2 \
2.5 0,242 44,74+ 0,9 . 45 41,5 89,7424 18,7 63
6 0,390 71 412 90,740,7 161,712 150,7 50

Es wurden diesmal 17 Tage alte Pflanzen analysiert, die sich vom
dritten Tag nach der Quellung in der Schiittelapparatur befunden hat-
ten. Der Zinkgehalt der Nihrlosung war 50, 125 und 300 y pro Kolben
(=1, 2,5 und 6 mg Zn/l). Die Pflanzen gediehen in allen Konzentra-
tionen gut, nur zeigten sich am Korn einer Maispflanze (mit * bezeich-
net in Tabelle 11) in den letzten Tagen des Versuchs Infektionen. Diese
hatte denn auch weniger lange Wurzeln als die keimfrei gebliebenen
und auBerdem etwas welke Blitter.
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Die Wurzeln wurden vom Korn getrennt und gesondert getrocknet,
verascht und analysiert. Daneben wurde der Spro8 mit dem Scutellum
und dem Endosperm zusammen untersuchi (Tabelle 10, Figur 4).

Tabelle 11
Zinkgehalt der Maispflanzen bezogen auf Linge und Gewicht ihrer Wurzeln
Alter 17 Tage

. ) Wurzel- Trockengewicht | Zinkgehalt Zinkgehalt Zinkgehalt
ﬁ:lhiioﬁgiti;:;? o linge der Wgul'l el pro 'Igﬁanze Wurzellinge Wurzelgewicht
2 in em ing in p in jfem in vlg
1 mg Zn/l 63 0,042 45 0,72 1071
= 50 /50 cm? 80 0,045 47 0,59 1044
441 0,0381 491 1,111 12891
2,5 mg Znfl 52 0,050 85 1,63 1700
= 125 /50 cm? 60 0,072 91 1.52 1264
70 0,058 93 1,33 1603
6.mg Zn/l T4 0,052 183 2,48 3519
= 300 ¥/50 cm?® 62 0,038 159 2,56 4184
67 0,076 143 2,14 b 1881

L Infiziert (s. S. 128).

Auch in diesem Versuch besteht ein signifikanter Einflul des Zink-
gehaltes der Nihrlésung auf den Zinkgehalt von Mais, und zwar in dem
Sinn, dafl die Zinkaufnahme mit der Konzentration in der Loésung an-
steigt. Nach dem z-Test betriigt p zirka 0,1 %o.

Im Vergleich zum vorhergehenden Versuch ist der Zinkgehalt bei
1 mg Zn/l um rund 25 % hoher, was dem besseren Gedeihen der Pflan-
zen zuzuschreiben ist. Der Zinkgehalt bei 5 mg Zn/l (Tabelle 9) und bei
6 mg Zn/l (Tabelle 10) ist nicht sehr verschieden, was man auch der
Figur 4 entnehmen kann. Ebensowenig ergeben die Quotienten Zink-
gehalt/Wurzellinge bei 1 mg Zn/l und 5 bzw. 6 mg Zn/l in der Nihr-
losung stark abweichende Werte in den beiden Versuchen (Tabellen 9
und 11). Auch in dem 17 Tage alten Mais zeigt sich ein Zusammenhang
zwischen Wurzellinge und Zinkgehalt der Pflanze: Berechnet man die
Streuungen fiir die gebildeten Quotienten (Streuungen ihrer Mittel-

g bei 1mg Zn/l 0,81 10,16
bei 2,5 mg Zn/l1 1,49 7= 0,088
bei 6mg Zn/l 2,39 10,129

so geht daraus hervor, daB8 diese, in Prozent ausgedriickt, nur bei 6 mg
Zn/l1 kleiner ist als die Streuung des mittleren Zinkgehaltes derselben
Pflanzen.

Fiir das Auftreten ziemlich groBer Streuungen bei 1 mg Zn/l Nahr-
losung findet man leicht eine Erklirung. Wie auf Seite 128 erwihnt,
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hatte eine Pflanze der niedrigsten Konzentration, infolge einer Infektion
am Korn oder anderer ungiinstiger Umstinde, eine kiirzere Wurzel.
Deren Zinkgehalt war nun aber nicht, wie erwartet, geringer, sondern
gleich hoch wie jener der beiden gesunden Pflanzen. Dieses Ergebnis ist
insofern interessant, als es zeigt, daB je nach dem Zeitpunkt des Befalls
durch Schimmelpilze, die Maispflanzen verschieden stark geschidigt
werden. In diesen Fillen trat die Infektion erst so spit ein, daB die
Zinkaufnahme nicht mehr beeinfluBt werden konnte. Dagegen haben
wir im vorhergehenden Versuch (Tabelle 9) ein Beispiel, wie ungiinstig
sich die Anwesenheit eines Pilzes in Entwicklung und Zinkgehalt von
Mais geltend machen kann. Mit diesem hier nur kurz gestreiften Pro-
blem des Zusammenlebens von «Wirt> und «Parasit> werde ich mich
im Kapitel iiber Mischkultur noch ausfiihrlicher befassen. Es sei nur
darauf hingewiesen, daf} diese «ontogenetische Verschiebung der Krank-
heitsbereitschaft> (Gaumann, 1951, S.473) eine iiber das ganze
Pflanzen- und Tierreich verbreitete Erscheinung ist.

Als zweite Bezugseinheit stand nun neben der Wurzelliinge noch
das Trockengewicht der Wurzel zur Verfiigung. DaB die Wurzel-
gewichte ziemlich verschieden sind und daB sie auch mit den zugehori-
gen Léngen in keinem aus diesen Zahlen ersichtlichen Zusammenhang
stehen, zeigt die Tabelle 11. '

Aus den Quotienten Zinkgehalt der Pflanze und Wurzeltrocken-
gewicht 148t sich nur der Schluf ziehen, daB das Wurzelgewicht sich
nicht als BezugsgréBe eignet, ebensowenig wie das Trockengewicht der
ganzen Pflanze (siehe S. 116). Da in Schiittelkulturen sehr viele Wurzeln
gebildet werden, die in der feuchten Luft hiingen und die Losung gar
nicht erreichen, schitzungsweise die Hilfte bis zwei Drittel der gesam-
. ten Wurzelmasse, so ist dies zu verstehen.

Die in Prozent ausgedriickte, auf den Zinkgehalt der Nihrldsung
bezogene, mittlere Zinkaufnahme nimmt in diesem Versuch mit stei-
gender Zinkkonzentration in der Losung ab (Tabelle 10). Dasselbe fand
auch Javillier (1908) mit Weizen. Aus den in Tabelle 7 genannten
Werten war dies nicht hervorgegangen, betrug doch die prozentuale
Zinkaufnahme dort iiberall zirka 50 %.

Wiederum steigen die mittleren Zinkaufnahmen fast proportional
mit dem Zinkgehalt der Nihrlosung an, ndmlich im Verhiltnis
1:2,18 : 4,19 (Néhrlosung 1 : 2,5 : 6) (siehe auch S. 127 fiir den vorher-
gehenden Versuch).

Es fillt auf, daB die absoluten Zinkmengen in Sprof und Wurzel
nicht grof§ voneinander abweichen. Bei Javillier (1908) dagegen
war das Verhiiltnis des Zinkgehaltes der oberirdischen zu dem der
unterirdischen Teile von Weizenpflanzen nach zwei Monaten Kultur
ganz verschieden, aber in keinem Zusammenhang mit der Zinkkonzen-
tration der Nihrlésung stehend. In allen Fillen enthielt der SproB
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mengenmifBig mehr Zink als die Wurzel. Da aber, auf ein Gramm
Trockengewicht bezogen, die Wurzel stets viel zinkreicher ist als der
SproB, geht klar aus Javilliers und meinen Messungen hervor.

d) Zinkaufnahme unter verdnderten Bedingungen

In Anbetracht des Planes, Mais und Aspergillus niger in Misch-
kultur wachsen und Zink aufnehmen zu lassen, muBiten verschiedene
Bedingungen, die fiir das Gedeihen des Pilzes notwendig sind, in ihrer
Wirkung auf Mais ausprobiert werden. Als erste kam ein Zusatz von
Glukose zur Nahrlosung in Frage, auf den Aspergillus keinesfalls ver-
zichten kann. Da Vorversuche gezeigt hatten, da der Pilz sich nur
dann neben Mais entwickeln konnte, wenn die Bedingungen fiir sein
Wachstum méglichst giinstig waren, wurden ziemlich hohe Glukose-
konzentrationen angewendet, nimlich 2,5%, 5%, 7,5% und 10 %o.

Maispflanzen wurden nun aseptisch in Rohrchen nach Virtanen
herangezogen und vom dritten bis fiinften Tag nach der Quellung in die .
glukosehaltige Nihrlosung versetzt, der 1 mg Zn/l beigegeben war, und
bis zum 21. Tag in der Schiittelapparatur weiter wachsen gelassen. Zu
Beginn entwickelten sich die Pflanzen normal, die Blitter entfalteten
sich wie gewdhnlich, doch zeigten die Wurzeln bald einen gewissen
Wachstumsstillstand; in die 10 %o Glukose enthaltende Losung tauchten
sie {iberhaupt kaum ein. Auch waren die Pflanzen einer erhohten Infek-
tionsgefahr ausgesetzt und machten am Ende des Versuchs einen
schwichlichen Eindruck (Tabelle 12).

Tabelle 12

Wurzelliinge und Zinkgehalt von Mais nach 21 Tagen. Nihrlosung mit 1 mg Zn/l
Mittelwerte aus drei Einzelbestimmungen. Streuung des Mittelwertes o berechnet

Zinkaufnahme
Glukose- : e at|  Zinligeha
gelia]gsr;’er Vilf;iz?- T:ot?_kt};l;- erntgﬁhf\lt bzeizrfkgge:hiltf “%ﬁ%
Niihrlosung ope gewie FonRals iny der Nihr- J
in°fy i nE my 16sung in y/em
’ in 0/,
0 66,7 0,211 63 +1,1 52,0 100 0,94
2,5 45,3 0,281 23,74+4.,7 12,7 26 0,52
5] 30,7 0,297 29.74+17,5 18,7 38 0,97
7,5 92,0 0,347 29,316,4 18,3 36 1.33
10 e D 0,289 15 2 4,0 8 1,5

Trigt man die Wurzellinge in Abhiingigkeit vom Glukosegehalt der
Nahrlosung auf, so ergibt sich eine eindeutige, negative Korrelation
(Figur 5). Es zeigt sich, daB mit steigendem Glukosegehalt der Néahr-
losung das Lingenwachstum der Wurzeln eingeschrankt ist, was ver-
mutlich auf ungiinstige osmotische Verhiltnisse zuriickzufiihren ist.
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Weit weniger deutlich ist hier der Zusammenhang zwischen Wur-
zellange und Zinkgehalt, was aus den in Tabelle 12 berechneten Quo-
tienten zu entnehmen ist. Der Zinkgehalt sollte gerade in diesem
Versuch auf die Lidnge der in die Nihrlosung eintauchenden Spitzen
aller Wurzeln bezogen werden konnen und nicht auf die Gesamtlinge
der Hauptwurzel.

Eines geht klar hervor, ndmlich daB Glukose in jeder der angewen-
deten Konzentrationen einen hemmenden Einfluf auf die Zinkaufnahme
des Maises hat.

Wie auch van Andel, Ariszund Helder (1950) berichten,
hatten 2 %o Glukose im Licht wie in Dunkelheit einen férdernden Ein-
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fluB auf die Phosphataufnahme von 16 bis 21 Tage altem Mais, einen
leicht hemmenden dagegen auf das SproBwachstum. Der mittlere Zink-
gehalt und die auf den Zinkgehalt der Niihrlésung bezogene Zinkauf-
nahme der 21 Tage alten Pflanzen ist bedeutend geringer als die von
glukosefrei aufgezogenen; es zeigt dies Tabelle 12. Vergleicht man die
Zinkgehalte bei 2,5 %%, 5 %0 und 7,5 /0 Glukose untereinander nach dem
t-Test, so ergeben sich nur zuféllige Unterschiede, p betrigt 50—60 %o,
dagegen bestehen sichere Unterschiede zwischen dem Zinkgehalt der
drei niederen Glukosekonzentrationen und dem bei 10 %o, p ist dann
1 bis 1,5 %o.

Dieser Versuch ergibt aber kein getreues Abbild der Verhiltnisse in
Mischkultur, indem Mais mit Aspergillus niger am zwdlften Tag in der-
selben Néhrlosung vereinigt wurde, also erst dann in ein glukosehaltiges
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Milieu gelangte. Um festzustellen, wieviel dies auf die Zinkaufnahme
ausmachte, wurden Keimlinge am zwolften Tag nach der Quellung
unter aseptischen Bedingungen in 10 %o Glukose und 1 mg Zn/l enthal-
tende Nihrlosung versetzt und in der Schiittelapparatur bis zum 21. Tag
kultiviert. Zur gleicheh Zeit angesetzter Mais enthielt am zwdolften Tag
15,7 + 0,9 y Zink.

‘Das Gedeihen des bei 10 % Glukose wachsenden Maises war im
Vergleich zu dem der Kontrollpflanzen schlecht: Die Wurzeln schienen
nicht mehr weiter zu wachsen und wurden allméhlich braun. Die Blit-
ter waren bei Versuchsende verfirbt und merkwiirdig steif. Uber den
Zinkgehalt gibt Tabelle 13 Auskunft. ' :

Tabelle 13
Zinkgehalt von Mais nach 21 Tagen Kultur in Niihrlosung mit 1 mg Zn/l
Mittelwerte aus 3—4 Einzelbestimmungen. Streuung des Mittelwertes oy berechnet

Glukose- Zinkaufnahme
konz~ntration Waurzel- Trocken- Zinkgehalt Zinkaufnahme bez. auf Zink-
der Néhr- linge gewicht des Maises pro Pflanze gehalt der Nahr-
15sung in em ing in y iny 15sung
in 0/, in 9,
10 44.3 0,678-1+0,035 42,34+4,3 31,3 62,6
(] 45 0,25540,017 45 +2,1 - 34 68

In diesem Versuch ist kein die Zinkaufnahme hemmender Einfluf
der Glukose zu bemerken, trotz dem eigentiimlichen AuBern und dem
‘abnormal hohen Trockengewicht der Pflanzen. Schadete Glukose in der
hochsten Konzentration, erst am zwdélften Tag zugegeben, der Zink-
aufnahme des Maises nicht, so durfte ich annehmen, daf die niedri-
geren Konzentrationen ebenfalls ohne Wirkung auf den Zinkgehalt sein
wiirden.

Zum zweiten sollte untersucht werden, ob der fiir Aspergillus er-
wiinschte héhere Mangan- und Kupferzusatz zur Nihrlésung der Misch-
kulturen die Zinkaufnahme von Mais beeinflussen wiirde. Dafl weder
Mangan noch Kupfer in der angewendeten Konzentration (3,7 mg Mn/l
und 1 mg Cu/l an Stelle von 0,37 mg Mn/l und 0,1 mg Cu/l) sich in der
duBeren Erscheinung des Maises bemerkbar machten, hatten bereits die
Vorversuche gezeigt (siehe S. 111). Der Zinkgehalt 21 Tage alter Pflan-
zen betrug auf hoheren Manganzusatz 45,3 = 1,8 y und auf hoheren
Kupferzusatz 46 &= 1 y, was als normal betrachtet werden kann.

3. Verschiebung von Zink innerhalb der Organe wdhrend des Wachstums

Es stellte sich die Frage, wie sich das in Maispflanzen gefundene
Zink, das urspriinglich darin enthaltene und das aus der Nahrlosung
aufgenommene, auf die verschiedenen Organe verteilte. Die Ergebnisse
der bei Karyopsen einerseits und bei Keimlingen von 3, 6, 12 und
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21 Tagen Alter anderseits gemachten Bestimmungen sind in Tabelle 14
und Figur 6 wiedergegeben. Das Quellwasser war zinkfrei; die Nahr-
16sung enthielt 1 mg Zn/l.

Wie schon in Abschnitt 1 (Seite 118) dargelegt, ist die im Maiskorn
enthaltene Zinkmenge zur Hauptsache auf den Embryo konzentriert.

Vom sechsten Tag an fingt das Trockengewicht des Endosperms
an stark abzunehmen, und zu derselben Zeit beginnt auch eine Ver-
schiebung seines Zinks in den Keimling. Anders beim Scutellum, dessen
Trockengewicht in 21 Tagen kaum kleiner wird, bei dem dagegen gleich
nach der Quellung ein bedeutender Teil des anfinglich in ihm enthal-
tenen Zinks in den Embryo abwandert, so da am Versuchsende nur
noch rund 20 %o der urspriinglichen Menge darin zuriickbleiben.

Der gesamte Zinkgehalt der Pflanzen ergibt bis zum sechsten Tag
9 bis 11 y, was, nach fritheren Bestimmungen (siehe S. 117 ff.), dem
autochthonen Gehalt des Korns entspricht.

Am zwolften Tag sind die Pflanzen in einem Entwicklungsstadium,
in dem sie aus der Nihrlosung bereits Zink aufgenommen haben. Die
groBe Streuung des Zinkgehaltes deutet darauf hin, wie verschieden die
Zinkaufnahme in diesem Zeitpunkt sein kann, je nach der Entwicklung
der Keimlinge. Noch gar kein Zink hatten Pflanzen aufgenommen, die
in Rohrchen nach Virtanen, in die aseptisch mehrmals frische
Nihrlosung gegeben worden war, aufgewachsen waren.

Obwohl die Pflanzen etwa vom zehnten Tag an Zink aus der
Aupenldsung aufnehmen, wird doch weiterhin dem Scutellum und dem
Endosperm Zink entzogen und in die wachsenden Organe iibergefiihrt.
Das aus dem Scutellum und das aus der Nihrlosung aufgenommene
Zink verteilt sich fast gleichmiBig auf Sprof und Wurzel, was fir
21 Tage alte Pflanzen auch schon Tabelle 10 zu entnehmen ist. Es
konnte verwundern (siehe auch S. 130), daB in griinen und in nichtassi-
milierenden Organen dieselben Zinkmengen angetroffen werden, ginge
nicht aus Messungen von Whatley, Ordin und Arnon (1951)
hervor, daB in Blittern von Zuckerriiben mehr Zink auBlerhalb als in
den Chloroplasten enthalten ist.

Aneurin, ein ebenfalls katalytisch wichtiger Stoff, befindet sich
gleichermaBen innerhalb des Maiskorns zur Hauptsache im Scutellum.
Doch ist sein Verhalten insofern von dem des Zinks verschieden, als
kein Transport in die wachsende Pflanze stattfindet (Y en, 1950).

III. Zinkaufnahme von Aspergillus niger

Im Gegensatz zu Mais, der schon am Anfang jedes Versuchs in
seinem Korn einen Zinkgehalt aufweist, was beim Berechnen der Zink-
aufnahme beriicksichtig werden mu8, darf bei Aspergillus niger die
Zinkaufnahme gleich dem Zinkgehalt am Ende der Kultur gesetzt wer-
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den.: Der Zinkgehalt des Impfgutes ist kleiner als der berechnete MeB-
fehler (= 2y), was daraus hervorgeht, daB in zinkfrei aufgezogenen
Myecelien jeweils 1y Zink gefunden wurde.

1. In Deckenkulturen

Die folgenden Versuche sollten die Zinkaufnahme aus einer fiir
Aspergillus geeigneten Nihrlésung zeigen, namlich der von Gollmick
(1936) und Mulder (1940), der nur kleine Mengen Zink zugegeben
waren. Sie muBte daher, wie auch die Kulturkolben, der auf Seite 106
beschriebenen Reinigung mit Dithizon unterworfen werden. Auf einen
Kolben kamen 25 cm® Nihrlgsung, woraus sich eine Schichtdicke von
zirka /2 cm ergab. Damit war das Konzentrationsgefille der Nihrstoffe
zwischen unteren und oberen Teilen der Losung gering, und die Myce-
lien waren fast vollstiindig benetzt und umspiilt. '

Die angewendeten Glukosekonzentrationen waren 2%, 1% und
0,5 %o, mit der Nihrlésung zum Liter geldst. Zink wurde zugegeben pro
Kolben 0y, 10y (= 0,4mg/l) und 20, 25 oder 30y (=0,8, 1 oder
1,2mg Zn/l) je nach Versuch, wie aus der Tabelle 15 zu ersehen ist.
Zwei Kolben enthielten jeweils dieselbe Zink- und Glukosekonzentration.

Zuniichst wurde je ein Versuch mit einer Glukose- und drei Zink-
konzentrationen angestellt. Um die Ergebnisse zu sichern und Ver-
gleichsmoglichkeiten zu schaffen, wurde der Versuch mit 0,5 %o Glukose
wiederholt und dazu aus den Versuchen mit 1 und 2 %o Glukose je eine’
Zinkkonzentration herausgegriffen, niamlich 0,4 mg Zn/L

Nach dem Beimpfen mit der Sporensuspension stellte ich die Kol-
ben in einen Thermostaten, wo sie bei 30° C wihrend mehrerer Tage
blieben. Nach der Ernte wurde die Nihrlosung auf ihre Wasserstoff-
- ionenkonzentration und mittels der Fehlin g - Reaktion auf das Vor-
handensein von Glukose gepriift.

Die Kulturen zeigten folgendes Bild: Ohne Zinkzugabe entwickelte
sich eine diinne, weiBe Pilzdecke ohne oder doch mit sehr wenig Spo-
ren. Enthielt die Nihrlosung Zink, so bildete sich das Mycel entspre-
chend dem Glukosegehalt der Nihrlésung aus und war ganz mit braun-
schwarzen Konidien bedeckt. Die Nihrlosung war am Ende der
Versuche stets gelblich; es wurde wahrscheinlich gemacht, daB diese
Farbung durch Laktoflavin hervorgerufen wurde, welches unter be-
stimmten Umstiinden von Aspergillus niger ausgeschieden wird (Sara -
sin, 1953).

Wie die Tabelle 15 zeigt, waren die Trockengewichte der mit Zink-
zusatz gezogenen Pilze bei 1 und 2 %0 Glukose groBer als die der zink-
frei kultivierten. Dieser Unterschied glich sich aus bei Zugabe von nur
0,5 %0 Glukose; hier war das Vorhandensein von Zink in der Néahrlosung
einzig an der Sporenbildung zu erkennen.
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Die Zinkaufnahme richtete sich merkwiirdigerweise nur danach,
ob die Nihrlésung Zink enthielt oder nicht. War kein Zink geboten, so
war die Aufnahme der Mycelien praktisch gleich Null, im iibrigen aber
immer ungefihr gleich groB, unabhiingig von der Zink- und der Glu-
kosekonzentration der Niihrlosung. Dabei wurde bei weitem nicht alles-
zur Verfiigung stehende Zink aufgenommen, sondern von 10 y nur zirka
die Hilfte und von hoheren Zinkgaben etwa ein Fiinftel.

Diese schwache Zinkaufnahme, sei sie nun auf ein geringes Absorp-
tionsvermogen oder auf ein kleines Zinkbediirfnis unter den gewéhlten
Bedingungen zuriickzufiihren, 148t sich in Zusammenhang bringen mit
- dem Kohlehydratstoffwechsel von Aspergillus (Tabelle 16).

: Tabelle 15
Zinkaufnahme von Aspergillus niger A, in Deckenkultur, bei 300 C
Versuch 49: 6 Tage Kultur. Mycelien aus Nihrldsung mit o y Zink gemeinsam auf-
« gearbeitet, sonst Mittelwerte aus zwei Einzelbestimmungen und oy berechnet
Versuch 50: ebenso, aber 7 Tage Kultur '
Versuch 51: 9 Tage Kultur, je zwei Mycelien gemeinsam aufgearbeitet
Versuch 91: 9 Tage Kultur, Mittelwerte aus zwei Einzelbestimmungen, o)y berechnet

p Bk Zinkaufnahme
Glukose- ro inkgehal 7
o [somen| gl | ke Zinkgehult | i e e
numiner fﬁ ;ﬁ]n (Nﬁfl[: ing my in lfisu;ng
l6sung) in 2y
49 2 0 0,065 0,5 7,1 0
10 0,163--0,014 60 L5 | 3784134 65
25 0,151-+0,008 4,25-+0,25 28 +3 175
50 1 0 0,034 k 29 0
10 0,06654-0,0025 54 < 1,4 74,5+ 3,5 50
30 0,068-4-0,005 54+1,5 72,54+21,5 16
51 0,5 0 0,033 1 30 0
10 0,029 4 138 40
20 0,027 3D 130 17,5
91 0,5 0 0,045 10,001 1,2540,25 | 28+ 6 0
0,5 10 0,038 —+0,001 3,5-+0,5 91-+10 35
0,5 20 0,037 +0,001 3,5+0,5 94411 7.5
1 10 0,085 40,0025 2,5+0,5 304 7 25
2 10 0,15254-0,0005 4 +<1.4 26+ <1,4 40

Da die Quotienten Glukoseaufnahme pro Zinkaufnahme und Zink-
aufnahme pro Gramm Trockengewicht fiir jede Glukose- und jede Zink-
konzentration verschieden, die Zinkaufnahmen aber (sofern die Nahr-
l16sung Zink enthielt) iiberall mehr oder weniger dieselben sind, darf
daraus geschlossen werden, daB das absorbierte Zink weder zur Glu-
koseaufnahme noch zur Bildung der Trockenmasse in unmittelbarer
Beziehung steht.
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Tabelle 16
Veriinderung der Wasserstoffionenkonzentration und Glukoseaufnahme im Zusammen-
hang mit der Zinkaufnahme von Aspergillus niger A,

Zink i Glukoseaufnahm
\;ersuchs- qpr(:nlic:]ril?n kouGzlg:]:t(;saet_ion End- Fehli ng- ZUT::%
nEmer (%5 eps Diliin. in g/100 em? H Bruktion 1 in 100 cm3
13sung) in g in cm3[y
49 0 2 3,6 +
10 6.7 Spur 0.33
25 6.7 Spur 0,47
50 0 1 4.8 +
10 6,7 e 0.2
30 6,5 = 0,2
51 0 0,5 4.8 Spur Rl
10 6,4 — 0,125
20 6.4 S 0,143

Die Ergebnisse des koordinierenden Versuchs (Tabelle 15, Nr. 91) waren nicht wesent-
lich anders, auBer da8 dort simtliche Glukose in allen Kolben verbraucht worden war.

Wie der Tabelle 16 zu entnehmen ist, bildete der Pilz aber nur bei
Zinkmangel Sauren, bei Zinkzusatz baute er die Glukose vollstindig ab,
was beweist, daB Zink hier beim Abbau der Glukose eine Rolle spielen
muB.

Es wire aber falsch, diesen Schluf zu verallgemeinern. Schon
Molliard (1922) fiihrte Siurebildung in Kulturen von Aspergillus
niger auf Nihrstoffmangel zuriick, und ebenso zeigten Chesters
und Rolinson (1950), daB Sidurebildung nicht spezifisch fiir Zink-
mangel sei, sondern gerade so gut bei Magnesium-, Phosphor-, Kalium-,
Eisen- oder Kupfermangel auftrete oder nach Galli (1946) bei Salz-
mangel iiberhaupt.

Nimmt man in den hier beschriebenen Versuchen eine Beteiligung
des Zinks am Glukoseabbau an, so fillt es auf, daB gleich viel Zink
aufgenommen wurde, um 2, 1 oder 0,5 % Glukose in Wasser und Koh-
lensiure zu zerlegen. Es scheint, als ob Zink noch eine andere Funktion
 zukomme. Nach Ansicht von Foster und Denison (1950) wird
Zink von Aspergillus niger in eine hochmolekulare, eventuell wachs-
tumshemmende Substanz eingebaut und wird auch zur Synthese oder
als Bestandteil von Fermenten gebraucht. Das bei 0,5 und 1 % Glukose-
gehalt der Néhrlosung im «UberfluB» aufgenommene Zink kénnte auf
diese Weise verwendet werden.

Im Gegensatz dazu berichten Kauffmann-Cosla und Briill
(1939), daB Aspergillus niger um so mehr Glukose resorbierte, je mehr
Zink die Nihrlésung enthielt, und selbst in hohen Zinkkonzentrationen
ein normales Trockengewicht ausbildete, wenn ihm entsprechend viel
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Glukose geboten wurde. Dies zeigt die Lebensnotwendigkeit von Zink.
So schreibt auch Porges (1932), daB Aspergillus niger mit Zink be-
deutend mehr Zucker umseizte und mehr Bau- und Reservestoffe bildete
als ohne Zink. Es beweist aber noch nicht, daB Zink wirklich zur Glu-
koseassimilation gebraucht wird.

Rolinson (1951) fand bei Aspergillus niger ein mit der Glukose-
konzentration ansteigendes, minimales Zinkbediirfnis. Zink war fiir das
Wachstum auf allen ausprobierten Kohlenstoffquellen notwendig, und
zwar fiir deren Abbau, was mit den in Tabelle 15 und 16 dargelegten
Versuchen iibereinstimmt. Rolinson glaubt dem Zink eine Rolle
bei den auf die Bildung der Triosephosphate folgenden Abbaureaktionen
zuweisen zu diirfen.

Javillier (1908) gab 4,6 % Zucker und 500 y bzw. 1000 y Zink
pro Kolben und 250 cm® R aulin - Nihrlosung. Nach vier Tagen hatte
Aspergillus niger bei 30° C. simtliches Zink aufgenommen. Demnach
bestand auch in seinen Versuchen kein Zusammenhang zwischen Zink-
und Glukoseaufnahme des Pilzes.

2. In Schittelkulturen

Die folgenden Untersuchungen liefern keine Vergleichswerte zu den
bereits beschriebenen Ergebnissen mit Deckenkulturen, sondern sie
stellen Kontrollversuche iiber die Zinkaufnahme von Aspergillus unter
den fiir die Mischkulturen gewéhlten, mit Riicksicht auf Mais zum Teil
nicht optimalen Bedingungen dar.

Die Versuchsanstellung war folgende: Die Kolben mit 50 cm® der
auf S. 113 als Nihrlosung fiir Mischkultur bezeichneten Kulturfliissig-
keit wurden mit dem Impfmaterial versehen, in die schon friiher
erwithnte Schiittelapparatur gebracht und darin wihrend neun Tagen
(Zeit des Zusammenlebens mit Mais in Mischkultur) bei 30° C geschiit-
~ telt. Die Frequenz war schon fiir Mais auf die von Kluyver und
Perquin (1933) als fiir Pilze giinstig bezeichnete Zahl, zirka 80 Voll-
schwingungen pro Minute, eingestellt worden. Das Licht wechselte
dabei mit den normalen Tageszeiten. Am dritten und sechsten Tag nach
dem Impfen wurde die Wasserstoffionenkonzentration stichprobenweise
und am Ende des Versuchs in allen Kolben bestimmt, Dann wurde auch
der restliche Zuckergehalt der Nihrlosung in einzelnen Kolben gemes-
sen. Pro Versuch wurde stets eine Glukosekonzentration und alle drei
Zinkkonzentrationen (1, 5, 10 mg. Zn/l) angewendet, je drei Kolben
erhielten die gleiche Zinkmenge. Ein weiterer Kolben mit 1 mg Zn/l
wurde wihrend jedes Versuchs im Thermostaten bei 30° C gehalten, um
wenigstens einen Eindruck zu bekommen; was in Entwicklung und
Stoffwechsel einer Deckenkultur anders verlaufen kénnte als in Schiittel-
- kulturen.
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Aspergillus bildete die als «Reiskornmycel> bekannten Hyphen-
klumpen aus. Diese waren von verschiedener Form, kleine und grofe
Kugeln, Schlangen und unregelmiBige Zusammenballungen. IThre Zahl

Tabelle 17
Zinkaufnahme von Aspergillus niger A, in Schiittelkultur. Streuung des Mittelwertes
berechnet, o). Mittelwerte kursiv gedruckt

7 Glukose-
ink-
l:ontz_e?l- ]:Sa?tziz]t]z- Aussehen des Mycels Trockengewicht Finkoahalt Zinkgehalt in
ratio: ussehen des cels . : inkgeha _
der Nabr- | G5 (K = Korner) e T iny i
l6sung losung g gewicht
in mg/l in "/0-
i 5 10bis IS5 K ....... 0,062-+0,003 7 115
grofle . . s s s o s 1s 8 119
briunl. weile ..... : 5 87
6,71-0,9 107410
5 viele kleine . ....... 0,0664-0,001 10,5 164
~ viele kleine . ....... 11.5 177
kl. + 2 Wiirste . ... 13.5 198
11,84-0,6 179410
10 — 0,058 40,004 — —
viele kleine . ....... 24 387
Ggrofe K......... 28 518
2642 452166
1 755 weild, mittelgrof} ... 0,064 --0,0015 3 48
weil}, mittelgroly . .. 5 51
weil}, mittelgroB ... 5 75
: 4,3+0,7 58+ 8,5
5 mittelgroll ........ 0,0624-0,01 10 141
klein, weill ........ 6 76
klein, wei3 ........ 8 182
841,15 133430
10 8groBeK......... 0,0614+0,002 28 440
25 grofle K........ 23 384
viele kleine . . ... ... 14 240
21,744 354160
1 10 6 grofe K......... 0,043+0.,002 4 89
20 mittlere ........ 3 ' 65
viele kleine........ 2 50
3-+0.6 68111
5 ca. 20 mittlere K .. 0,043-+-0,0013 3 72
ca. 20 mittlere K .. 9 195
ca. 20 mittlere K .. 8 190
6,7+1.8 152140
10 13 groBBe K. ....... 0,037-+0,0035 15 484
16 groBBe K........ 14 326
viele kleine ........ 8 216
12,3422 342478
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pro Kolben nahm mit ihrer GréBe ab. Die Farbe spielte von briunlich
bis zu rein weiB. Es konnte indessen weder bei Form noch Farbe eine
Beziehung mit der Zink- oder Glukosekonzentration der Néhrlosung
erkannt werden. Die Beschaffenheit des Mycels ist jeweils in der vor-
stehenden Tabelle 17 auch angegeben.

Auf den ersten Blick scheinen die Trockengewichte der Tabelle 17
sehr gering, da doch der Zuckergehalt der Nihrlosung ziemlich hoch
war. Indessen enthielt die Nihrlosung nur kleine Mengen an anorgani-
schen Salzen; Stickstoff war vermutlich im Minimum. Die Zinkkonzen-
trationen iiben keinen EinfluB auf das Trockengewicht aus, und die
Unterschiede, die darin durch die verschiedenen Glukosegaben (5 und
7.5 % einerseits und 10 %o anderseits) auftraten, scheinen mir nur zu-
fallig entstanden zu sein, wiewohl p nach dem /-Test immerhin 1,7 /0
betragt. Jedenfalls steigt das Trockengewicht nicht mit der Glukose-
konzentration an, wie dies bei den Deckenkulturen der Fall war
(Tabelle 15).

Auch die Zinkaufnahmen nehmen nicht im gleichen Sinn zu wie
die Glukosekonzentrationen, dagegen sind sie abhfingig vom Zinkgehalt
der Nihrlosung. Um die statistische Sicherheit der Ergebnisse zu prii-
fen, wurde der z-Test auf alle drei Versuche angewendet. Es ergab sich
folgendes:

A = Streuungen zwischen Einzelmes-

BUDgerE. ¢ 5. 4 5w 8w oo L0 @R
B = Streuung durch Zinkkonzentra-
tionen hervorgerufen . . . .=47152 n= 2 p=<1%

C = Streuung durch Glukosekonzen-

trationen  hervorgerufen oder

durch Unterschiede zwischen

den Versuchen . . . . . .=12310 n= 2 p= 1%
D = Rest, Wechselbeziehungen . . .= 18435 n= 4 p= 20 /g

Mit n sind die Freiheitsgrade, mit p die Wahrscheinlichkeit be-
zeichnet fiir ein zufilliges Eintreten solcher Ergebnisse.

Der EinfluB der Zinkkonzentration der Nihrlosung auf den Zink-
gehalt der Mycelien ist somit erwiesen. Wie grof der Einflufl der Glu-
kosekonzentration auf die Zinkaufnahme ist, kann nicht entschieden
werden, da ja unter die Streuung C nicht nur die auf verschiedenen
Glukosegaben beruhenden, sondern auch die auf ungleiche Versuchs-
anstellung zuriickzufiihrenden Unterschiede fallen (zum Beispiel Spo-
renmaterial). T

Die Verinderung des Wasserstoffionen- und des Glukosegehaltes
der Nihrlésung ist in Tabelle 18 dargestellt.

Das pH sank in den ersten drei Tagen am stéirksten (Anfangs-pH
6.2), vom dritten Tag an bis zum Ende nur noch wenig, was sich ver-
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stehen 148t als Folge der ebenfalls bei Versuchsbeginn rasch, spiter
langsam anwachsenden Zahl von Zellen, die aus Zucker Siduren bilden.
Der Endwert der Wasserstoffionenkonzentration liegt zwischen pH 2
und 3; wie weit er mit der Menge der verbrauchten Glukose in Bezie-
hung gebracht werden kann, ist nicht festzustellen wegen des geringen
Zahlenmaterials.

Tabelle 18

Aspergillus niger A, in Schiittelkultur. Abnahme des pH und des Glukosegehaltes der
Néahrldsung in neun Tagen. Stichproben und Einzelbestimmungen

Zink- . Glukose- Wasserstoffionenkonzen- Clukoseehnlt Voxa Dili Glukoseauf-
konzentration konzen- tration in pH-Einheiten To N’ﬁhgﬁsung resorbierte nahme
dt;; SK:::hr- I:Ir;}::i‘i?sg;r 9. Tag Glukose Zinkaufnahme
in mg?] in g/100 cmgf" 3. Tag | 6.Tag | 9.Tag in g/100 em3 in g/100 cm? in g in 100 cm?/y
1 5 3.5 3.4 3,0 3.6 1,4 0,21
5 3.5 — 2.7 3,5 1.5 0,125
10 3.2 3.5 2,9 3.5 k5 0,058
1 1,5 — | 221 20 5.1 2,4 0,32
5 ‘ - 2,2 2.k 4.8 2.7 0,21
10 PR e 5,1 2.4 0,06
10 3.4 2.8 27 8.9 ; 4 | 0,37
5 3.4 2.8 2,5 8.4 1,6 0,24
10 6,2 3.3 2.6 9.0 1,0 0,081

Aus den Quotienten Glukoseaufnahme pro Zinkaufnahme liB8t sich
nur das bestiitigen, was auch aus der Tabelle hervorgeht, da niamlich
der Zinkgehalt der Nahrlosung zwar einen EinfluB auf die Zinkauf-
nahme der Pflanzen, nicht aber auf ihre Glukoseresorption hat. Daher
werden die Quotienten in jedem Versuch mit wachsender Zinkkonzen-
tration in der Nahrlosung kleiner. Auch in diesen Versuchen, sowenig
wie in den schon erwihnten mit Deckenkulturen, konnten die Folge-
rungen von Kauffmann-Cosla und Briill (1939) als richtig
erkannt werden; Glukoseverbrauch und Zinkaufnahme stehen in keiner
Beziehung zueinander. :

Wie eingangs erwihnt, war das Aussehen der «Reiskérner» von
groBer Mannigfaltigkeit, ohne irgendwie an Zink- oder Glukosegehalt
der Niihrlosung gebunden zu sein. In vielen Fillen traf es sich aber,
dall innerhalb einer Serie in grofen Klumpen mehr Zink gefunden
wurde als in vielen kleinen Kiigelchen. Besonders in dem auf das
Trockengewicht bezogenen Zinkgehalt der Mycelien kam dieser Zusam-
menhang zum Vorschein. Als Beispiel mégen hier die in Tabelle 17 auf-
gefiihrten Pilze Nrn. 1, 2, 6, 9 bei 5 %o Glukose, Nrn. 7 und 8 bei 7.5 %
Glukose, Nrn. 7 und 8 bei 10 %o Glukose dienen.

Hierher gehort auch die Betrachtung der Deckenkulturen, die, ob-
gleich in Einzahl pro Versuch, doch ein im ganzen einheitliches Bild
llefern wie die Tabelle 19 zeigt.
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Tabelle 19
~ Zinkaufnahme von Aspergillus niger A,. Deckenkulturen auf der «Maisnahridsung> als
Vergleich zu den Schiittelkulturen (siche Tabelle 17). Einzelbestimmungen

z?:ix::l:::iﬁ; Glukose-l Trocken- . Zinkgehalt
d?.: Nihr- d‘:;“ﬁ;‘]:g;z:‘g gewicht Zmi;ngc;ha!t g Trockengewieht
K osun,g in “/ in g iﬂ ?
in mg/l L
Deckenkultur 1 5 0,048 8.5 Er
1 7,5 0,043 9 209
1 10 0,042 15 357
Schiittelkultur 1 5 = 0,062 6,7 107
: 1 7.5 0,064 4,3 58
1 10 0,043 - 3 68

In allen Fillen hatten die Pilzdecken mehr Zink aufgenommen als
die unter sonst gleichen Bedingungen geschiittelten Mycelien. Dies gibt
immerhin zu denken, da doch in Schiittelkulturen weit giinstigere Ver-
haltnisse fiir den Stoffwechsel vorliegen, indem die Zellen mit Nahr-
stoffen und Luft gleichmiBiger versorgt werden als in ruhenden Kul-
turen. Man konnte zur Erkliéirung annehmen, da unter der Einwirkung
eines gewissen Sauerstoffmangels im Innern der groBeren «Reiskorner»
und auf der Unterseite der Pilzdecke eben mehr Zink benétigt wird, um
eine bestimmte Reaktion ablaufen zu lassen. Es ist nach den oben
genannten Werten nicht ausgeschlossen, dafi bei Deckenkultur von
Aspergillus, auch unter Verwendung der «Maisnihrlosung», mit stei-
gendem Glukosegehalt der Nihrlosung die Zinkaufnahme, auch pro
Gramm Trockengewicht berechnet, zunidhme.

Wohl die meisten der bisher gemachten Untersuchungen tiber das
Zinkbediirfnis von Aspergillus niger bei verschiedenen Kohlenstoff-
quellen (Rolinson, 1951) oder bei verschiedenem Glukosegehalt der
Nihrldsung (Kauffmann-Cosla und Briill, 1939), ferner die
Studien Steinbergs, Robergs und anderer, waren an Decken-
kulturen ausgefiihrt. Méglicherweise hiitten diese Forscher mit Schiittel-
kulturen von ihren bisherigen Versuchen abweichende Resultate erzielt.

IV. Zinkaufnahme von Zea Mays und Aspergillus niger in Mischkultur

1. Vorversuche iiber ginstige Bedingungen fir das Wachstum
beider Partner in Mischkultur

Die Zahl der Vorversuche ist groB. Thre Ergebnisse kénnen hier
nicht einzeln dargestellt werden, dagegen wird im folgenden versucht,
die Schwierigkeiten, die sich allméhlich herauskristallisierten, aus ihrem
Zusammenhang zu l6sen und zu zeigen, wie sie abgeklirt oder umgan-
gen werden konnten. Die Frage nach der Zinkaufnahme der beiden
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Organismen wurde zunéchst ganz in den Hintergrund gedriangt von dem
Problem, Mais und Aspergillus in gemeinsamer Kultur wachsen zu
lassen.

N("ihrlc'isung

Damit Mais gut wuchs, muBte die verdiinnte Néhrlosung (siehe
S. 113) angewendet werden. In unverdiinnter K n o p scher Nihrlosung
litten die Pflanzen verhiltnism#Big oft an den genannten Entwicklungs-
storungen (S. 109) und konnten sich bei Anwesenheit des Pilzes nie
davon erholen.

Wasserstoffionenkonzentration

Aspergillus bildet im allgemeinen aus dem ihm zur Verfiigung ste-
henden Zucker Siure. Die Wasserstoffionenkonzentration verschiebt
sich in wenigen Tagen von pH 6 bis pH 3; pH 4 ist aber fiir die Mais-
wurzeln bereits nicht mehr giinstig. Es wurde versucht, dem Abhilfe
zu schaffen:

1. durch Pufferzusatz zur Néhrlésung. Aus frither erwihnten Griin-
den kamen alle organische Stoffe enthaltenden Puffer nicht in
Frage. Phosphatpuffer nach S6rensen wurde m/15 bei 2 %
Saccharose und m/45 bei 0,25 % Glukose angewendet. Wohl blieb
das pH nun wihrend zirka drei Wochen konstant, doch schadete
noch m/45 Phosphatpuffer dem Mais, so daB von dessen Verwen-
dung ganz abgesehen wurde (S. 109);

2. durch Zugabe von wenig Zucker (0,25%) zur Ndhrlésung.
Aspergillus niger wurde in Einzelkultur einerseits auf Pfeffer -
Robbins - Nihrlésung mit 0,25 % Saccharose gezogen: das pH
sank in sieben Tagen von 7 auf 6; anderseits in auf ein Drittel
verdiinnter K n o p - Nihrlésung mit 0,25 % Glukose, worauf die
Wasserstoffionenkonzentration in 18 Tagen unveriindert blieb.
Dagegen ging das pH in der auf ein Fiinftel und ein Zehntel
verdiinnten Kn o p schen Nihrlésung in einer Mischkultur von
Aspergillus und Mais innert 14 Tagen von 6,5 auf 3,6 hinunter.

Mais ist also schuld an der Siureproduktion des Pilzes, da er
selbstverstindlich einen Teil der Nihrsalze aufnimmt und das
Gleichgewicht zwischen Glukose und anorganischen Stoffen ver-
andert (Molliard, 1922).

Wachstum von Aspergillus niger

Je dlter die Maispflanzen waren, in deren Nahrlosung Aspergillus
niger wachsen sollte, desto ungiinstiger gestalteten sich die Verhiltnisse
fiir sein Gedeihen. Wuchs der Pilz bei 5 % Glukose in der Nahrlosung
neben drei- bis siebentéigigem Mais ausgesprochen gut, so kam er neben
18 Tage altem Mais kaum mehr auf. Mit 0,25 % Glukose gedieh er als
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Partner von sechs bis sieben Tage altem Mais in manchen Fillen gar
nicht oder nur sehr méfig.

Dies mochte seinen Grund darin haben, da durch Atmung und
Stoffaufnahme der Wurzeln die keimenden Sporen unter Sauerstoff-
oder Nihrstoffmangel litten oder auch in der Ausscheidung eines das
Pilzwachstum hemmenden Stoffs durch die héhere Pflanze. Seiler
(1951) wies nach, daB Maiswurzeln Stoffe ausschelden die ihr eigenes
Wachstum hemmen.

Die Niahrlosung wurde daher vor dem Impfen von Aspergillus er-
neuert, so daB sie frei von eventuellen Wurzelausscheidungen war und
beiden Pflanzen zu Beginn des Zusammenlebens der unverminderte
Gehalt an Ionen und Sauerstoff zur Verfugung stand. Die Glukose-
gabe betrug immer mindestens 5 %o.

Zeitpunkt des Beginns der Mischkultur

Bei der Wahl des Zeitpunktes war einerseits auf den Beginn der
Zinkaufnahme von Mais, anderseits auf das S. 144/145 bereits Gesagte
Riicksicht zu nehmen.

Nachdem einmal feststand, daf Mais in den ersten sieben Tagen
bei einem Angebot von 1 his 10 mg Zn/l kein Zink aufnahm und erst
vom achten bis elften Tag einen hiéheren Zinkgehalt aufwies, als dem
des Korns allein entsprach, wurde der Beginn der Mischkultur auf den
zwolften Tag, nach vollendeter Quellung des Maises, verlegt. Von die-
sem Zeitpunkt an befanden sich beide Organismen im Stadium der
Zinkaufnahme. Alles andere war nun danach zu richten, daBf Asper-
gillus dann noch neben Mais gedeihen konnte.

Versorgung des Mycels mit Luft und Ndhrlosung

Die Nahrlosung sollte beide Organismen gleichmiBig umspiilen.
Aspergillus setzte sich jedoch auf den Maiswurzeln fest, umwuchs und
verschleimte sie und stieg auch im Keimrohr hoch bis zum Korn. Die

Néhrstoffe gelangten so nur durch «Vermittlung» des Pilzes an den
Mais.

Anderseits bestand die Gefahr, dafi die Wurzeln selbst auf der vor
dem Impfen erneuerten Nihrlésung binnen weniger Stunden fast allen
Sauerstoff aufnahmen, so wie dies Schmucki (1949) fiir Weizen-
wurzeln zeigte. Aspergillus wiirde dann am Anfang unter einem Mangel
leiden, bis er, nach Bildung einer auf der Nihrlosung liegenden Decke,
die Wurzeln von der Zufuhr frischer Luft abschnitte.

Alles bisher Gesagte bezieht sich auf Deckenkulturen. Abhilfe
konnte hier durch Schiitteln der Kolben geschafft werden. Auf diese
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Weise kam stindig frischer Sauerstoff in die Nahrlosung, und Asper-
gillus bildete keine Decke, sondern z. T. ein Reiskornmycel.

Dauer der Versuche und Wachstum des Maises

Die Dauer der Mischkultur wurde auf neun Tage festgesetzt, der
Mais war dann bei Versuchsende 21 Tage alt. In dieser Zeit konnten
beide Organismen sich entwickeln und ihren Zinkgehalt so weit erho-
hen, daB er deutlich verschieden war von dem zu Beginn der Misch-
kultur. Dies war den Ergebnissen zu entnehmen, die die Versuche mit
Einzelkulturen gezeitigt hatten. '

Es war jedoch nicht zu iibersehen, daB Aspergillus niger einen un-
gunstigen EinfluB auf Mais ausiibte und daB die Schidigung weder
einem Sauerstoff- noch einem N#hrstoffmangel noch dem hohen Was-
serstoffionen- oder Glukosegehalt der Nihrlésung allein zuzuschreiben
war. In erster Linie muBte dafiir ein Antibiotikum verantwortlich ge-
macht werden, das in Form eines Welkestoffes auf Mais einwirkte. In
Mischkultur mit Aspergillus niger zeigte sich neben dem Welken der
Blitter vor allem ein grofler Anthocyanreichtum: Bliitter 1ind Stengel
wurden weinrot. Dasselbe beobachteten R e e d und B e ¢c k (1939) neben
Chlorose an Mais, der unter Zinkmangel litt. Wiihrend Aspergillus flavus
eine infektiése Chlorose an Maispflanzen hervorrufen soll (Koehler
und Woodworth, 1938), fanden dieselben Autoren keine Krankheit
nach Infektion mit Aspergillus niger. Ebensowenig konnte Gill-
Carey (1949) eine antibiotische Wirkung von Aspergillus niger auf
verschiedene, fiir den Menschen pathogene Bakterien feststellen. Sei -
ler (1951, S. 6565 und Figur 25) zeigte dagegen im hiesigen Institut und
mit der von mir verwendeten Mais-Rasse und Aspergillus niger, daB die
Wurzeln von zwei bis vier Tage altem Mais in Nihrlosung, auf der
- Aspergillus niger kultiviert worden war, ihr Wachstum ganz einstellten.
Uberdies wird nach Bustinza und Caballero (1947) die Kei-
mung von Raphanus-Samen unter dem EinfluB von Antibiotika stark
gehemmt,

Welken und Verfirbung fingen meist am sechsten bis siebenten
Tag nach dem Impfen an, der Mais vegetierte dann weiter bis zum
neunten Tag. Die jiingsten Blitter blieben stets gesund und griin und
Neubildung und Wachstum von Wurzeln auBerhalb der Nihrlésung
horten bis zuletzt nicht auf.

Endgiiltige Anordnung fiir die Versuche

Der gequollene Mais wurde in eine Nihrlosung versetzt, die die
Spurenelemente bereits in der fiir die Mischkultur richtigen Konzen-
tration enthielt, dagegen stets nur 1 mg Zink im Liter. Nach zwolf
Tagen wurden die zwolf besten Pflanzen ausgesucht, ihre Kolben
numeriert und dabei darauf gesehen, da8 in den beiden Gruppen 1—6
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und 7—12 gleich viele gut entwickelte Individuen waren. Die alte Nihr-
l6sung wurde dann in einem keimfreien Raum und unter aseptischen
Bedingungen gegen neue vertauscht. Diese, welche sowohl Zink als auch
Glukose in der gewiinschten- Konzentration enthielt und in einem Vor-
ratskolben sterilisiert worden war, wurde nun 50-cm®-weise aus einem
sterilisierten Mafigefa8 auf die Kolben verteilt. Da dies rasch zu ge-
schehen hatte, konnten die 50 cm® nur mit einer Genauigkeit von etwa
5% abgefiillt werden, damit war auch die Zinkkonzentration nur auf
590 genau. Die Infektionsgefahr schien bei dieser' Prozedur ziemlich
groB, trotzdem traten fast nie Infektionen auf. Die Sporenzahl des
Impfgutes war in allen Fillen grofler als die eines zufillig eingedrun-
genen FFremdorganismus.

Es wurden 8 bis 10 Tropfen der Sporensuspension zu jedem Kolben
gegeben. Das Keimrohr wurde zugleich so weit herausgezogen, daB es
von Spritzern der geschiittelten Nihrlosung nicht erreicht werden
konnte und also die Sporen auch nicht fihig waren, sich darin zu ent-
wickeln; seine Verengerung steckte dann mitten im Wattestopfen.

Dann wurden die Kolben in die Schiittelapparatur gebracht, wo sie
in sogenannter idealer Unordnung aufgestellt wurden. Das Wasser des
Bades (Temperatur = 30° C) stand etwas hoher an den Kolben als die
Néhrlosung innen. Die Lufttemperatur betrug 20 bis 30° C. Das Schiit-
_ teln wurde unterbrochen, um in einzelnen Kolben am dritten und
sechsten Tag das pH zu messen.

Aspergillus setzte sich an den Wurzeln fest, die in die Nédhrlosung
reichten, und bildete dort einige Sporen, wo er nicht stindig iiberspiilt
war. Waren die Wurzeln jedoch kurz, so bildete er «Reiskérner», wie es
der Figur 7 zu entnehmen ist.

Aus allem bisherigen kann man erkennen, daB es sich meist nicht
um eine vollige Losung der oben genannten Probleme handelte, sondern
um Kompromisse zwischen den Anspriichen der beiden Konkurrenten,
die aber in jedem Fall zu einer Versuchsanordnung fiihrten, die diesen
gerade noch Leben und Wachstum gewihrleistete und ein bloBes Hin-
siechen vermied.

Den groBen Schwierigkeiten, die sich dieser «Vergesellschaftung>»
in den Weg stellten, ist es zuzuschreiben, daB nur ziemlich wenig Ver-
suche ausgefiihrt und die Ergebnisse einem geringen Zahlenmaterial
entnommen wurden. Ich beschrinkte mich auch darauf, die Zinkauf-
nahme der Organismen aus Nihrlosungen mit geniigend Zink zu stu-
dieren, und lie8 den Fall einer Konkurrenz um wenig Zink weg.

Die Versuche umfaften wiederum die drei Glukosekonzentrationen
5, 7,5 und 10 %o und die drei Zinkkonzentrationen 1, 5 und 10 mg Zink
im Liter. Sie wurden nach folgendem Schema durchgefiihrt:
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Zink in mg/l

1 5 10
e b e
D | a a d
10 c b c

Glukose in %o

=1 Ut

Es wurden also pro Versuch zwei Kombinationen von Zink und
Glukose herausgegriffen, wobei entweder die Zink- oder die Glukose-
konzentration in beiden dieselbe war.

IFigur 7
Zea Mays und Aspergillus niger in gemeinsamer Schiittelkultur. Die sehr unter-
schiedliche Ausbildung der Maispflanzen und die verschiedenen Mycelformen von
Aspergillus nach achttigigem Zusammenleben sind zu erkennen

Da nach den Versuchen mit Einzelkultur von Aspergillus niger und erst recht
unter dem EinfluBl des Maises nur kleine Trockengewichte zu erwarten waren, wurden
die Mycelien von je drei Kolben zusammen getrocknet und aufgearbeitet. Aus den
sechs mit gleichen Zink- und Glukosemengen versehenen Kulturen ergaben sich auf
diese Weise je zwei Werte fiir Trockengewicht und Zinkgehalt, die, durch drei geteilt
die einem einzigen Pilz entsprechenden Mittelwerte lieferten.

Bei Mais wurde so vorgegangen, daB von den sechs in der gleichen Nihrlésung
gewachsenen Pflanzen je die zwei schwiicheren gemeinsam und die zwei stirkeren
einzeln behandelt wurden. Der endgiiltige Mittelwert setzte sich dann aus zwei Einzel-
und zwei Mittelwerten zusammen.

Die Zinkbestimmung in der Nihrlésung gestaltete sich auBerordentlich schwierig
(siehe S. 109), sie wurde daher pro Serie nur in ein bis zwei Kolben durchgefiihrt.

&
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2. Versuche Uber die Zinkaufnahme in Mischkultur

Am Ende jedes Versuches bestand folgende Beziehung zwischen
den Organismen: War der Mais gut gediehen und hatte er sich gesund
und kriftig erhalten bis zum 21. Tag, so war die Ausbildung des Mycels

~ Tabelle 20
Mischkultur von Mais und Aspergillus niger A,. Trockengewicht und Zinkgehalt. Je drei
Mycelien zusammen verarbeitet; Maispflanzen entweder einzeln oder zu zweien (¥) ver-
arbeitet. Zusammenfassung aller neun Versuche. 9 Tage Mischkultur bei 300 C

Zinkkqn- (ilzr]:zoesrf-— Zea Mays Aspergillus niger
zentration %
der Nihr-|  ration . Zinkgehalt
_1«'".'osungl d‘;g;ﬁi{;r' Téreo‘ﬁi&:: Zinl.{gehalt ’Ig:.):ilzi:- Zinl.;gehalt m
0 g in 9/, ing K ing ey iny
1 3 10,319 51 0,092 5,7-+0,3 60,54-1,5
- 0,348! 281
0,434 42
0,3061 291
5 0,1891 351 0,091 12.5+0,5 138415
0,326 67
0,330 671
0,249 38
10 0.434 63 0,081 20,8--1,5 265126
0,306! 37t
0,296 481
0,242 34
1 75 0,267 23 0,14 6,2--0,1 4441
0,401 201
0,2501 19,5t
0,236 20
5 0,2561 91 0,109 16,2-}+1.8 151432
0,207 21
0,210 23
0,3941 201
10 0,300 21 0,139 36,7--<C0,5| 266420
0,305 17
0,2741 991 :
1 10 0,3741 441 0,192 11,74+1,7 6147
0,287 18
0,314 22
_ 0,350 191
5 0,235 33,51 0,153 20,21-0.8 13242
0,235 54
0,287 54
0,262 461 :
10 0,294 321 0.174 40,0+3.3 231430
0,262 26
0,225 42
0,336 411
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gering, starb der Mais dagegen nach einigen Tagen Mischkultur ab, so
entwickelte sich Aspergillus um so iippiger. Es ist schwer, diese Beob-
achtung mit Zahlen zu belegen, da die Vorherrschaft einer Pflanze iiber
die andere von Kolben zu Kolben wechselte und die Unterschiede sich
ausglichen, indem je drei Mycelien miteinander verarbeitet wurden.
Sicher ist es, daB der Pilz da unterlegen war, wo der Mais normal (ver-
glichen mit der Einzelkultur) oder doch verhiltnismiBig viel Zink auf-
nahm, zum Beispiel Nrn. 1, 4, 9, 10, 13, 16, 45, 46, 47 (Tabelle 20).

Betrachtet man in Tabelle 20 zuerst einmal den Zinkgehalt von Mais,
so iiberrascht es, wie ungleich und in keiner Beziehung zur Zinkkonzen-
tration der Néhrlosung stehend, noch mit ihr ansteigend, wie in Tabelle 9,
er bei den einzelnen Pflanzen ist. Es fillt ferner auf, daB die Trocken-
gewichte im allgemeinen sehr hoch sind; da die Hauptwurzeln bei
Gegenwart des Pilzes kaum mehr wuchsen, sondern die am zwélften
Tag erreichte Linge (10 bis 30 cm) beibehielten, darf ich hier an das
auf Seite 116 Gesagte erinnern. ;

In Tabelle 21 ist der Vergleich der Zinkaufnahme von Mais in
Einzel- und Mischkultur zu finden. AuBer Nrn.1, 2, 4, 37 und 38
brachte keine einzige Maispflanze ihren Zinkgehalt auf die in Einzel-
kultur bestimmte Hohe. Bei 5 und 10 mg Zn/ Nihrlosung schwanken
die Zinkaufnahmen in Mischkultur zwischen /2 und Y/,, des Betrages
in Einzelkultur, was auch in der auf den Zinkgehalt der Nahrlosung
bezogenen prozentualen Zinkaufnahme deutlich wird.

Tabelle 21

Vergleich der Zinkaufnahme von Mais in Einzel- und Mischkultur. Einzelkultur: Mittel-
werte aus Tabelle 9. Mischkultur: Pflanzen einzeln oder zu zweien (*) verarbeitet.
Zinkaufnahme in Prozent bezogen auf Zinkgehalt der Niihrlosung

Zink- ) Ziukaufr‘m}:‘lme Zinkaufnahme von Mais in Mischkultur
knm;flnsl":ltmn ‘];}(;Ezgillfhl:::r Bei Glukosegehalt der Nihrlssung von
Nihrlosung . . 59, 7,59/, 10 o/,
in mg/l L inf, iny I in 0/, iny l in 0/, iny ol
1 27,3} - 55 40* 80* 12# 24* oo 66*
17 34 9 18 7 14
31 - 62 8.5 17 11 22
18%* 36* 8.5* 17* 8* 16*
5 113 435 24* 9,6* 0% o* 22.5% 9*
56 21.6 10 4 43 17:2
56%* 216" 12 4,8 43 17,2
27 10,8 9* 3:0* 35 14%*
10 242 48 52# 10,4* 12* 2A%-|- 21% 4,2%
26 5,2 6 1.2 15 3.0
37* 7,4% —— — 31 6,2
' 8 1,6
23 4,6 12 2.4 30* 6,0*




. Die Anwesenheit von Aspergillus niger in der Néhrlésung verhin-
dert Mais an einer, verglichen mit Einzelkultur, normalen Zinkauf-
nahme. Die Ursache dafiir wurde nicht weiter untersucht, sie liegt ver-
mutlich darin, da8 der Pilz in der Nihrlosung Bedingungen schafft, die
dem Mais die Zinkaufnahme verunmdoglichen (Antibiotikaausschei-
dung), wie sie auch sein Wachstum im allgemeinen beeintriachtigen.
DaB Aspergillus die Stoffaufnahme direkt unterbindet, indem er auf
den Wurzeln sitzt und einen Filter bildet, durch den nur noch ein Teil
~der Ionen zum Mais vordringen kann, ist weniger wahrscheinlich.

Wenn die Zinkaufnahme von Mais nicht nur gering, sondern auch
noch innerhalb einer Serie ganz unregelmiiBig ist, so hiingt dies nicht
allein mit dem bereits iiber die Wechselbeziehung Mais—Pilz (S. 150)
Gesagten zusammen. Die am zwolften Tag mit dem Pilz vereinigten
Pflanzen waren weder in allen Kolben noch in allen Versuchen in
genau demselben Zustand der Zinkaufnahme oder der Bereitschaft
- dazu. AuBerlich war dies den einzelnen Individuen freilich kaum anzu-
sehen. Aus Bestimmungen in Einzelkulturen ging hervor, daB gut ent-
wickelter Mais am zwdlften Tag schon einen Zinkgehalt von zirka 20 y
aufweisen kann. Diirfte man dies als die Regel annehmen, so héatten
viele der mit Aspergillus kultivierten Pflanzen in Mlschkultur iiberhaupt
kein Zink aufgenommen!

Geht man nun zu Aspergillus iiber, so bemerkt man ein Ansteigen
des Trockengewichts mit der Glukosekonzentration und ein Ansteigen
des Zinkgehaltes mit der Zinkkonzentration der Nihrlosung, dagegen
ist das Ansteigen des Zinkgehaltes mit der Glukosekonzentration nur
beim Gegeniiberstellen der Werte bei 5 und 10 % Glukose statistisch
erwiesen.

Zum Vergleich der Verhiltnisse in Einzel- und Mischkultur, wie
sie Tabelle 22 wiedergibt, werden aus Trockengewicht, absoluter und
auf das Trockengewicht bezogener Zinkaufnahme von Einzel- und
Mischkultur Quotienten gebildet; deren Mittelwerte werden nach dem
t-Test mit der Zahl Eins verglichen, welche, als Quotient betrachtet,
Gleichheit von Zihler und Nenner bedeutet. Ergiben die folgenden
Quotienten eins, so wiirde kein Unterschied zwischen -Einzel- und

Mischkultur bestehen. So berechnet sich:
Cuctienten Wahrscheinlichkeit !

fiir das Trockengewicht . 2,58 +044 n=8 p=<0,01 =<1%
fiir den Zinkgehalt bei
5 und 10 mg/l Néhr-

16sung . . 254+039 n=5 p= 0012= 12%
fiir den kagehalt auf 1g

Trockengewicht bezo- : :

gen . .. .. o 1,381+00086n=8 p=<001 —<1%

1 Fiur zufalliges Auftreten solcher Quotienten.
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Tabelle 22
Vergleich des Trockengewichts, der Zinkaufnahme und der auf 1 g Trockengewichi
bezogenen Zinkaufnahme von Aspergillus niger As. Einzelkultur: Siehe Tabelle 17.
Mischkultur: Mittelwerte aus zwei Einzelbestimmungen

Glukosekon- Zinkkon- Mischkultur Einzelkultur
fl‘:ll'tl?;i?—l fi(:arrl'trNa;]iﬁ? Trocken- Zink- M Trocken- Zink- M

losung losung gewicht gehalt Tr 00}*‘;1“- gewicht gehalt Trocken-
in ¥, in mg]1 in g in y gewicht | ing iny gewiche

¥ 4

3 1 0,092 5,7 60,5 0,062 6,7 107

5 0,091 12,5 138 0,066 12,0 179

10 0,081 20,8 265 0,058 26 152

Ts9 0,14 6,2 44 0,064 4,3 58

5 0,109 16,2 151 0,062 8 133

10 0,139 36,7 266 0,061 21,7 354

10 1 0,192 11,7 61 0,043 3,0 68

S 0,153 20,2 152 0,043 6,7 152

10 0,174 40,0 231 0,037 12,3 342

Der Zinkgehalt der Mischkulturen bei 5 und 10 mg Zn/l in der
Nédhrlosung und das Trockengewicht bei allen drei Zinkkonzentrationen
ist demnach signifikant groBer als in Einzelkulturen. Das bedeutet, daB
die Anwesenheit des Maises auf Bildung von Trockenmasse und Zink-

aufnahme von Aspergillus niger unter den gewiihlten Bedingungen einen
fordernden Einfluf hat.

Tabelle 23
Verinderung der Wasserstoffionenkonzentration und des Glukosegehaltes in den Niihr-
l6sungen von Mischkulturen, unter dem EinfluB von Aspergillus niger A, in neun Tagen.
Stichproben und Einzelbestimmungen

Zink- i Glukose: Wasserstoffionenkonzen- Vom !?ilz Glukoseaufnahme
Logentrton | koweneaion | uriion n p B | esobione || <7
in mgfl in g/100 cm3 3.Tag | 6.Tag | 9. Tag in g/100 cm?® in g in 100 cm3/y
1 5 e 1.9 1.6 2.3 0,40
5 & 3.5 2.8 2.1 2,0 0,10
10 — 2.8 1.9 2.1 0,10
7,5 - 2,6 2,2 1.7 0,27
5 — 2,0 2.0 3.5 0,22
10 4,8 2.4 2.2 1.7 0,046
10 3.4 2,8 1.8 3.0 0,26
5 3.5 2.5 %1 2.2 0,13
10 2.8 2.5 1,8 1,6 0,065

Unter einem anderen Gesichtspunkt zeigt sich hier wiederum, daB
Trockengewichtsbildung und Zinkaufnahme des Pilzes in keiner nahen
Beziehung zueinander stehen (siehe S. 139), da der auf das Trocken-
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gewicht bezogene Zinkgehalt in Einzelkultur signifikant hoher ist als
in Mischkultur. '

Die Zunahme der Wasserstoffionen verliuft dhnlich wie in Einzel-
kulturen von Aspergillus. Am dritten Tag betrug sie noch pH 3—4, am
sechsten Tag hatte sie meist schon den Endwert erreicht. Auch der
Glukoseverbrauch war nicht wesentlich von dem der Tabelle 18 (Schiit-
telkulturen) verschieden (Tabelle 23). DaB auch in diesen Versuchen
aus den Quotienten Glukoseaufnahme pro Zinkaufnahme keine Bezie-
hung zwischen den beiden GroBen erkannt werden kann, zeigt ebenfalls
Tabelle 23.

Tabelle 24

Beispiele von Bilanzen zwischen Anfangs- und Endzinkgehalt in den Versuchen mit
Mischkultur. Kursiv: Zinkgehalt in %6

Glukosegehalt der Nihrlssung in °/,
5 7,5 | 10
Zinkgehalt der Nihr-
lo6sung in y/Kolben |250 300 50 250 500 250 500
100 100 100 100 100 100 100
Vom Mais aufgenom- '
menes Zink in ¥ ... 24 30 12 0 11 43 26
9,6 6,09 24 0 2,2 17,2 5.2
Vom Pilz aufgenomme- _
nes Zinkiny ...... 12 43,3 6 18 36,7 21 19,3
4,8 8,66 12 7,2 7.3 84 3,86
Restl. Zinkgehalt der ' :
Nihrlés. in 7/Kolben | 202 405 28 208 405 212 460
_ 80,8 | 81 56 83,2 81 84.8 | 92
Summe alles wiederge-
fundenen Zinks in ¥ 238 478,3 46 226 452,7 276 506,3
95.2 | 95,66 92 90,4 90,5 | 1104 | 101,27
UberschuB3 oder Fehl- '
betragin ¥ ........ -12 -21.7 —4 —24 -47,3 +26 +6,3
-4,8 | —4,34 -8 9,6 -9.56 | +10.4 | +1,27

In Tabelle 24 sind Bilanzen des zu Beginn eines Versuchs vorhan-
denen und des am Ende eines Versuchs durch Bestimmungen wieder-
gefundenen Zinks dargestellt. Der restliche Zinkgehalt der Nihrlosung,
der Zinkgehalt des Maises und die Zinkaufnahme von Aspergillus soll-
ten zusammen gleich viel Zink ergeben wie die der Nihrlosung ur-
spriinglich zugefiihrte Menge. Diesem Ziel kamen die Bestimmungen
hier im Mittel bis auf etwa 7 %/o nahe.

3. Betrachtungen zu den Versuchen

Es wird im folgenden unternommen, das mit den Mischkulturen
erzielte Hauptergebnis, daB nimlich Aspergillus Mais an der Zinkauf-
nahme verhindern kann, mit in der Landwirtschaft gemachten Erfah-
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rungen und Beobachtungen anderer Autoren in Zusammenhang zu
bringen, ' '

Nur wenige Arbeiten haben sich bis Jetzt mit den durch Mikro-
organismen verursachten Mangelkrankheiten von héheren Pflanzen be-
schaftigt; es sind dies solche von Chandler, Hoagland und Hib -
bard (1932), Hoagland, Chandler und Stout (1936), Ark
(1937), Chandler (1937/38), Gerretsen (1937), Mulder (1938
und 1940), Steinberg (1947 und 1950), Steinberg,Bowling
und McMurtrey (1949), Bromfield und Skerman (1950),
Timonin (1950). Siehe auch Anmerkung S. 118. Vor allem bot die
Publikation A r ks Anregung zur vorliegenden Studie.

Bevor noch die allen Arbeiten gemeinsamen Ziige hervorgehoben
werden, ist es niitzlich, die Unterschiede zu meinen Versuchen deutlich
werden zu lassen und kurz auf die Ergebnisse der verschiedenen For-
scher einzutreten.

Die Untersuchungen der genannten Botaniker erstreckten sich auf
Bodenbakterien und auf Kulturpflanzen, die unter dem EinfluB dieser
Mikroorganismen an Krankheiten litten, deren Ursache zumeist im
Mangel an einem Spurenelement zu suchen war (Ausnahme: Stein -
berg). In meinem Fall handelte es sich um einen zinkbediirftigen,
auch im Boden lebenden Schimmelpilz, in dessen Gegenwart Mais
unter Storungen litt, die nicht mit einem Zinkmangel identisch waren,
obwohl Mais weit weniger Zink aufnahm als normal. Jedenfalls befand
sich eine fiir beide Organismen geniigende Menge Zink in der Niihrlésung.

Chandler et al. (1932) erwihnen in «Little-Leaf»-verseuchten
Boden chromogene Bakterien, welche fiir hohere Pflanzen toxische Sub-
stanzen ausschieden. Diese Gifte konnten durch Zink- und andere
Metallsalze gefillt und unschidlich gemacht werden. In der gleichen
Bahn bewegten sich Hoagland, Chandler und Stout (1936)
und Ark (1937), der sowohl an Mais, Baumwolle und anderen Ge-
wichsen Zinkmangel hervorrufende Bakterien isolierte, als auch aus
<kranker» Erde einen Stoff herausloste, der die gleiche Wirkung auf
héhere Pflanzen hatte. Es liegt auf der Hand, in diesem Stoff eine Aus-
scheidung der Bakterien zu sehen und dieser eine Rolle in den Zink-
mangelerscheinungen zuzuschreiben. Da8 dieser Stoff thermolabil war.
sei nur nebenbei bemerkt.

1936/37 hatte Chandler bereits erkannt, daB Zinkmangel von
Wurzelschidigungen herriihrte.

Gerretsen (1937) entdeckte den Zusammenhang zwischen Man-
ganbediirfnis und «Grey-Speck-Desease» von Hafer. Bei einer bestimm-
ten Wasserstoffionenkonzentration des Bodens wird Mangan durch
Bakterien geféllt und ist dann héheren Pflanzen unzuginglich, worauf
diese Storungen an den Wurzeln und andere Krankheitssymptome zei-
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gen. Auch hier scheint es sich um ein von Mikroben ausgeschiedenes
Stoffwechselprodukt, das letzten Endes am Manganmangel des Hafers
schuld ist, zu handeln. Berichtigt und ergiinzt wurden Gerretsens
Angaben durch Bromfield und Skerman (1950) und Timo -
nin (1950).

Ferner lieB Mulder (1938 und 1940) in einem Versuch schwefel-

wasserstoffbildende Bakterien und Gerste in derselben Néahrlosung
wachsen und fand, daB die Bakterien Kupfer in einer fiir Gerste unassi-
milierbaren Form festlegten, ihr im iibrigen aber keinen Schaden zu-
fiigten. Es war dabei nicht von Kupfersulfid, sondern von einer kompli-
zierter gebauten Substanz die Rede. '
- Von groBem Interesse sind endlich die neueren Arbeiten Stein -
bergs (1947, 1950), Steinberg et al. (1949). Durch Einwirkung
von verschiedenen organischen Stoffen und Ausscheidungen von Boden-
bakterien wiesen aseptisch in Agar aufgezogene Tabakkeimlinge Ver-
inderungen auf, die eine gewisse Ahnlichkeit mit Spurenelement-
Mangelkrankheiten hatten. In anderen Versuchen riefen zu groBe Gaben
von Aminosiuren oder Mangel an Nihrionen in aseptischen Kultur-
l6sungen charakteristische Schidigungen, «Frenching», an Tabakpflan-
zen hervor, indem vor allem die Bliitter freie Aminosiuren speicherten.
Da viele Ionen in den Proteinstoffwechsel eingreifen, hat ihr Fehlen
dieselbe Wirkung wie ein Uberschuf an EiweiBbausteinen. Stein -
berg et al. (1949) warnen daher davor, eine bestimmte Krankheits-
erscheinung einfach auf einen Mineralstoffmangel zuriickzufiihren.

Aus allen bisher zitierten und den eigenen Untersuchungen komme
ich zur Uberzeugung, daB weder in der Natur noch im Experiment eine
Konkurrenz um ein Spurenelement zwischen hoéheren und niederen
Pflanzen stattfindet, daB also ein «Wegfangen» der Zink-, Kupfer- oder
Manganionen durch einen Partner als Ursache fiir Mangelkrankheiten
des andern nicht in Frage kommt, wiewohl Hoagland (1948) und
Leeper (1952) (s. Anmerkung S. 118) dies fiir mdglich halten. Viel-
mehr bedingen Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen Verande-
rungen in der Rhizosphiire des Bodens oder in der Nihrlésung, durch
die fiir das Wachstum hoherer Pflanzen notwendige Ionen in unassimi-
lierbarer Form festgelegt oder die Wurzeln durch solche Stoffe gescha-
digt werden, so daB ihr Aufnahmevermégen fiir diese Ionen sinkt oder
unterbunden wird. '

- Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Methode \

1. Der Zinkgehalt von Zea Mays L. und Aspergillus niger v. Tiegh.
wurde unter verschiedenen Wachstumsbedingungen untersucht.
Die Zinkbestimmung erfolgte nach einer photometrischen Methode
mit Hilfe von Dithizon.




g |

10.

11.

12,

13.

14.
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. Mais und Aspergillus wurden aseptisch in Einzel- und Mischkultur

geziichtet.

Es wurde die Zinkaufnahme aus Nihrlosungen mit bekanntem
und unter den gewihlten Bedingungen fiir die Pflanzen geniigen-
dem Zinkgehalt studiert.

Um die Zinkaufnahme aus Mischkultur zu studieren, wurde eine
Sporensuspension von Aspergillus niger mit zwdlf Tage altem
Mais in einer Néhrlosung vereinigt.

Es wurde eine Methode ausgearbeitet, um Zink in Gewebeschnit-
ten mit Dithizon nachzuweisen.

Feststellungen

Die Kérner der verwendeten Maissorte enthielten im Mittel 11 v4
Zink (d. h. zirka 29 y pro Gramm Trockengewicht). Sie nahmen
wiihrend der Quellung in reiner Zinksulfatlosung oder in zink-
haltiger Nihrlosung Zink -auf und zwar in mit dem .Zinkgehalt
der Losung ansteigenden Mengen.

. In den ersten sieben bis zehn Tagen nach der Quellung nahmen

die Maiskeimlinge kein Zink aus der Niahrlosung auf. _
Vom 8. bis 21. Tag nahmen die Maispflanzen Zink auf, und zwar
mehr oder weniger proportional der in der Néhrlosung gebotenen
Menge.

Wurden Maispflanzen am dritten Tag in glukosehaltige Niihr-
losung versetzt, so war die Lénge ihrer Hauptwurzeln und ihr
Zinkgehalt am 21. Tag deutlich geringer als in der glukosefreien
Néhrldsung. Dieser Unterschied trat dagegen nicht auf, wenn die
Pflanzen erst am zehnten Tag in das glukosehaltige Milieu ge-
bracht wurden.

Das im Maiskorn enthaltene autochthone Zink befindet sich zu
einem Viertel im Endosperm, zu drei Vierteln im Embryo; die
Farbreaktion in Schnitten zeigt Zink im Scutellum und im iibrigen
Embryo. 7

Wihrend der Keimung wandert Zink aus dem Scutellum aus, und
zwar zu fast gleichen Teilen nach Spro8 und Wurzel.

Auch das aus der Nihrlésung aufgenommene Zink verteilt sich
fast gleichmiBig auf ober- und unterirdische Organe.

In Deckenkulturen von Aspergillus niger auf zinkhaltiger Néhr-
losung war die Zinkaufnahme unabhiingig vom Zink- und Glu-
kosegehalt der Nihrlosung. Es wurden keine organischen Siuren
gebildet.

Deckenkulturen auf zinkfreier Nihrlosung bildeten keine oder

nur ganz wenig Sporen, dagegen aus der Glukose organische
Sauren.



15. Die Zinkaufnahme von Aspergillus niger in Schiittelkulturen und
in einer Mais zusagenden Nihrlosung (unter den fiir die Misch-
kultur geeigneten Bedingungen) stieg mit dem Zinkgehalt der
Nihrlosung an. Die Mycelformen waren sehr unregelmiBig, Spo-
renbildung unterblieb. Aus Glukose wurden Siuren gebildet.

16. In den Mischkulturen war eine antagonistische Beziehung zwi-
schen Mais und Aspergillus niger zu beobachten, die dem einen
Partner jeweils nur auf Kosten des andern eine normale Entwick-
lung erlaubte.

17. Die Zinkaufnahme von Mais in Mischkultur war gering und un-
regelmiBig, entsprechend dem allgemein schlechteren Gedeihen
der Pflanzen im Vergleich zur Einzelkultur.

18. Aspergillus niger bildete in Mischkultur mehr Trockenmasse und
nahm gleich viel oder mehr Zink auf als in Einzelkultur. :

Folgerungen 1

19. Der Maiskeimling hat bis zum Alter von zirka zehn Tagen ein
AusschlieBungsvermogen fiir in der Nihrlésung vorhandenes
Zink; trotzdem scheint in dieser Zeit Zink fir sein Wachstum
von Wichtigkeit zu sein (fiir Fermentaufbau?), da er es dem
Scutellum entnimmt.

20. Das von Aspergillus niger in Decken- oder Schiittelkulturen auf-
genommene Zink steht in keiner unmittelbaren Beziehung zu sei-
nem Trockengewicht noch zur Glukoseaufnahme; dagegen spielt
Zink moglicherweise im Zuckerabbau eine Rolle, und zwar in
einem ProzeB, in dem die Bildung organischer Siuren verhindert
wird oder eben gebildete weiter zerlegt werden.

21. Die Menge des von Mais aufgenommenen Zinks kann mit der
Linge der Hauptwurzel in Beziehung gebracht werden, nicht
dagegen mit dem Gewicht der gesamten Wurzelmasse oder dem
der ganzen Pflanze. _ '

99, In Mischkultur hemmt Aspergillus niger Zea Mays in Entwick-
lung und Zinkaufnahme, vermutlich indem er in die Nihrlosung
Stoffe ausscheidet, die Mais an der normalen Aufnahme oder
Assimilation des Zinks hindern.

93. In Mischkultur fordert die Anwesenheit von Mais den Pilz in der
Bildung von Trockenmasse und bei hoherem Zinkgehalt der Nihr-
16sung auch in der Zinkaufnahme.

Die vorliegende Arbeit entstand im Botanischen Institut der Universitdt Basel
unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. M. Geiger-Huber. Es ist mir eine ange-
nehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. M. Geiger-Huber fiir die Anregung zu dieser
Arbeit und sein Interesse wiihrend der Untersuchungen, sowie fiir die mir zur Ver-
fiigung gestellten Mittel des Institutes, herzlichen Dank zu sagen.

Ferner bin ich Herrn Dr. H. Hub e r fiir seine wertvolle Hilfe bei statistischen
Berechnungen sehr verpflichtet.
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