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R. Vogt

Zur Physiologie der pathogenen Schimmelpilze
Absidia Lichtheimi und Absidia ramosa mit beson-
derer Beriicksichtigung des Wirkstoffbediirfnisses

Einleitung

Systematik und Oekologie

Tabelle 1 gibt einen Ueberblick iiber die systematischen Merk-
male von Absidia ramosa Lendner und Absidia Lichtheimi Lendner.
Es wurden hierbei die Systematiker Lendner, Zycha und Nau-
mov beriicksichtigt.

Der systematische Vergleich von Absidia ramosa und Absidia
Lichtheimi zeigt, dass es sich um zwei sehr nahe verwandte, makro-
skopisch kaum voneinander zu unterscheidende Arten handelt. Ein
Teil der Merkmale diirfte sich unter verschiedenen Milieubedingun-
gen und bei verschiedener Art der Impfung als nicht konstant er-
weisen. Ich erhielt z. B. mit Absidia Lichtheimi und Absidia ramosa
Var. Rasti, wenn die Sporen gleichmissig iiber das ganze Substrat
verstrichen wurden, nur ein filziges Mycel von wenigen mm Ho6he
(gegenseitige Konkurrenz der Keimpflanzen!), bei sehr schwacher
Impfung (leichtes Berithren der Mitte des Nihrbodens mit der
Impfnadel) ein gut entwickeltes Luftmycel von 1 bis 2 em Hohe.
Dennoch lassen sich nach den Beschreibungen der drei Systematiker
Zycha, Lendner und Naumov die beiden Arten durch die Grosse
und die Form der Sporen voneinander unterscheiden. Absidia ra-
mosa besitzt etwas grossere und langlich-ovale, Absidia Lichtheimi
kleinere, rundliche und rundlichovale Sporen. Lendner beschreibt
unter Absidia ramosa die Varietiten Rasti und Zircheri, Naumov
dazu ausserdem eine forma fypica, die sich aber kaum von der
Var. Rasti unterscheiden lisst. Zycha ordnet die beiden Varietiten
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Tabelle 1. |
Uebersicht der systematischen Merkmale der Arten Absidia Lichtheimi
(= Lichtheimia corymbifera Vuillemin bei Naumov) und Absidia ramosa

(= Lichtheimija ramosa Vuillemin bei Naumov).

Zycha

Lendner

Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft Bern

Naumov

Sporangientriger
Abs. ram.

sympodial oder
wirtelig verzweigt,
ohne Querwand
unter dem Spo-
rangium

fertile Aeste we-
niger verzweigt
als bei Abs. Licht-
heimi, nichtbogen-
formig zuriickge-
kriimmt, ohne

Querwand unter
dem Sporangium

bis zur 3. Ordn.
verzweigt

Abs. Lichth.

niederliegend,
sympodial oder
wirtelig verzweigt,
mitQuerwand un-
ter dem Sporan-
gium

“niederliegend, in

Doldentrauben
verzweigt

Achsen 1. Ordn.
zuriickgebogen,
oben reich mono-
podial od. sympo-
dial od. hiufiger
in Doldentrauben
od. Dolden ver-
zweigt, bis zu 2.
(—3.) Ordn.

Apophyse und

schieferblau oder

Kolumella selten

Kolumella genau |

Kolumella violett, etwa 50, | konisch, eher ab- | halbkugelig, (16)
Abs. ram. breit, glatt und | gerundet, leicht | 256—30 (33) u
ohne Fortsitze verldngert, nie in | Durchmesser,
eine Spitze aus- | schwirzlich
laufend, 40—57,5
v breit, dunkel-
| schieferblau I
Abs. Lichth. Kolumella+ halb- | Kolumella breit, Kolumella meist
kugelig, mit gros- | halbkugelig oder | konisch, grau od.
ser farbloser Apo- | kugelig, 10—20» | brdunlich, 11—50
physe und oft mit | breit, glatt oder | u breit
einem kurzen mit kurzen Fort-
Fortsatz, bis 40 » | sétzen, grau oder
breit brdunlich |
Sporangien birnférmig birnférmig birnférmig, 33—|
Abs. ram. 50—70 » Durch-
messer
Abs. Lichth. birnférmig, grau, | birnférmig, 45— | birnférmig, (10—

40—70 » Durchm.

60 u, kleinste 10—
20. grosste bis 70
#» Durchm.

25) 40—60 (70) u
Durchm. ungefarbt
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Zycha

Lendner

Naumov

Sporen
Abs. ram.

langoval oder zy-

_lindrisch, meist

2,848 (selten
2,6 >4,6 und
3,0 X 5,2) w

oval oder zylin-
drisch, hellbraun,
2,8 > 4,78 (auch
2,6 ><4,56 und
3,05,2) »

schmalelliptisch,
25—3 X451,
seltener kugelig,
2,8—4,2 v Durch-
messer — forma
typica

Abs. Lichth.

farblos, oval, sel-
tener kugelig,
2>(3—3,5X4,5¢e

kugelig oder sel-
tener oval, unge-
firbt, 2>3 (ein-
zelne 4><6,5 v

kugelig, oft breit-
elliptisch, meist
ungefarbt, 2,7—
4,2u Durchmesser

zylindrisch oder . I

Hohe und Farbe

bis 6 mm (forma

des Mycels typica)
Abs. ram.
Abs. Lichth, bis 20 mm, weiss, | weiss oder hell- | blassgraubis1cm |

bei alten Kulturen
hellgrau

grau, wollig, bis
2 cm (auf Brot),
1 cm (auf Bier-
wiirzegelatine)

Abs. ramosa
Var. Rasti
Lendn.

Mycel 1 ¢cm hoch,
bldulichgrau, Spo-
ren gleich gross
wie bei Var. Ziir-
cheri, jedoch et-
was elliptischer.
Sporangien meist
etwas grosser und

- zahlreicher als bei

der Var. Ziircheri
Sporen oft anorm.

Mycel nicht iiber
1 cm hoch, bliu-
lich-grau, Sporen
elliptisch, von

nicht konstanter
Form, 4—5 (—6)
> 3—35 1) oft
unregelmissig

Abs. ramosa
Var. Ziircheri
Lendner

Mycel 4 cm hoch,
reinweiss, Sporen
ohne Abnormitat

Mycelmehrere cm
hoch, reinweiss,
Sporen stets re-
gelmissig, (3,5)—
4—5 X 2,5—3(—
4) p

Abs. Licht-
heimi
"Var. Rasti

Rasen bldulich-

grau, 1 cm hoch,
Kolumella schie-
ferblau, glatt,Spo-
ren 3—3,5 X 4—
5 v oval, oft un-
regelméssig

Abs. Licht-
heimi
Var. Ziircheri

Rasen weiss, 4 cm
hoch, Sporangien
spérlich
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Rasti und Zircheri mit Begriindung durch die Sporenform vor-
laufig unter Absidia Lichtheimi ein. Da sowohl nach Naumov als
auch nach Lendner bei Absidia ramosa Var. Rasti Sporenabnormi-
titen (ausgebuchtete und rundliche Sporen, dhnlich wie bei Absidia
Lichtheimi) vorkommen koénnen, werden weitere Untersuchungen
nétig sein, um festzustellen, ob sich die Merkmale, Form und
Grosse der Sporen, als konstant erweisen und zur Unterscheidung
der zwei Arten Absidia ramosa und Absidia Lichtheimi als ge-
niigend betrachtet werden koénnen.

Fiir meine Untersuchungen verwandte ich den auch von Schopter
beniitzten Stamm von Absidia ramosa aus Baarn. Im Laufe meiner
Arbeit erhielt ich durch die freundliche Vermittlung von Herrn Pd.
Dr. Blumer aus dem Tierspital in Bern (Prof. Schmid) eine Reihe
von Kulturen, die mit Rindermundspeichel geimpft worden waren.!)
Sie enthielten verschiedene Pilze und Bakterien. Ich konnte daraus
neun Stimme isolieren, die makroskopisch teilweise mit dem
Stamm Absidia ramosa aus Baarn, teilweise mit Absidia ramosa
Var. Ziircheri nach Lendner iibereinstimmten. Um die Zugehorig-
keit der verschiedenen Stimme zu den Arten Absidia ramosa und
Absidia Lichtheimi abzukliren, erfolgte eine genaue mikroskopische
Untersuchung. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammen-
gestellt. In der Art Absidia ramosa wurden die beiden Varietiten
Rasti und Ziircheri gefunden, die mit der Charakterisierung von
Lendner iibereinstimmen. Sporenabnormititen beobachtete ich bei
Absidia ramosa Var. Rasti nicht. In der Art Absidia Lichtheimi
konnte nur eine Form festgestellt werden, die sich makroskopisch
nicht von Absidia ramosa Var. Rasti unterscheidet (graues Mycel
von 1 bis 2 cm Hdhe), jedoch kleinere, rundliche und rundlichovale
Sporen besitzt. Diese Form stimmt mit der Beschreibung von
Lendner iiberein, der bei dieser Art keine Varietiten anfithrt. Die
Varietiat Rasti von Absidia Lichtheimi nach Zycha stimmt mit der
Artbeschreibung von Absidia Lichtheimi nach Lendner iiberein.
Obschon ich die von Zycha beschriebene Varietit Zircheri unter
den mir zur Verfiigung stehenden Stimmen nicht fand, scheint es
mir nicht ausgeschlossen zu sein, dass die beiden Varietiten Rasti
und Zircheri, sowohl bei Absidia Lichtheimi als auch bei Absidia
ramosa, vorkommen konnten.

1) Ich mochte an dieser Stelle den Herren Prof. Schmid und Dr. Pd. Blu-
mer bestens fiir die Ueberlassung dieser Kulturen danken.
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Tabelle 2.
Liste der untersuchten Stimme von Absidia ramosa und Absidia Lichtheimi
(Sporengrossen als Mittelwerte aus 40 Messungen). 2)

Sporen- Linge
| form Linge Breite :
Mycel Breite
Absidia ramosa nach Lendner
und Zycha
Normalwert * 48u 28u 1,71 p
Grenzwerte 4,6—52 | 26-3,0 | 1,77, 1,73
Absidia Lichtheimi nach Zycha ; .
und Lendner i 3—-45 | 235 1,5—1,208
Absidia ramosa, Stammaus Baarn | .. " 3,50 203 123

— Absidia Lichtheimi Var. Rasti

Absidia Lichtheimi Var. Rasti, o

Stamm 1 aus Tierspital + 3,6 2,93 . 1,23 §§

Absidia Lichtheimi Var. Rasti, | s«

Stamm 1I aus Tierspital + 3,43 2,86 1,20 §§

Absidia Lichtheimi Var. Rasti
Stamm III aus Tierspital o I -0 301 | 1,20 §§

Absidia Lichtheimi Var. Rasti, .

Stamm 1V aus Tierspital + 3,52 2,04 120§

Absidia Lichtheimi Var. Rasti
Stamm V aus Tierspital S I ol A 2,85 1,27 §§

Absidia ramosa Var. Rasti aus *

Tierspital + 4,97 2,88 1,73

Absidia ramosa Var. Ziircheri,
Stamm | aus Tierspital ’ At 4,69 2,81 1,67

Absidia ramosa Var, Ziircheri,
Stamm 1I aus Tierspital ot 481 2,18 1,73

Absidia ramosa Var. Ziircheri,
Stamm III aus Tierspital ’ * o+ 445 2,67 1,67

* Sporen alle ldnglichoval. ** Sporen teils rundlichoval, teils rundlich.

-+ Mycel grau, 1—2cm hoch. -+ Mycel reinweiss, 4 cm hoch.

§ gilt nur fiir die rundlichovalen Sporen (rundliche Sporen nicht miteinbe-
zogen).

§§ rundlichovale und rundliche Sporen beriicksichtigt, Quotient daher etwas
kleiner.

2) Unterschiede in Form und Groésse der Sporen wihrend eines Jahres nach
mehreren Ueberimpfungen konstant. .

Nidhrboden: 20g Glukose, 1g Asparagin, 1,5g KH,PO, 0,5g MgSO,,
20 g Agar, Extrakt von 10 g Trockenhefe, 1000 ccm H,O dest.

7
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Auf Grund von Grésse und Form der Sporen ist wahrscheinlich
der Stamm Absidia ramosa aus Baarn in die Art Absidia Lichtheimi
einzuordnen.

Absidia ramosa Var. Rasti wurde zum erstenmal von Lindt
(1886) als Mucor ramosus Lindt beschrieben. Lindt ist aber nicht
als der einzige Entdecker anzusehen; denn dieser Pilz wurde ihm
von Lichtheim, Prof. am Laboratorium der medizinischen Klinik
des Inselspitals in Bern zur Untersuchung vorgewiesen.

Absidia Lichtheimi ist von Lichtheim entdeckt worden und
wurde von Cohn als Mucor corymbifer beschrieben (Lichtheim
1884).

Absidia Lichtheimi ergibt auf Agarplattenkulturen anfinglich
ein schneeweisses, zartes Mycel. Bei Eintritt der Sporangien-
bildung (je nach Temperatur nach 2 bis 5 Tagen) entwickelt sich
reichlich Luftmycel, das sich etwa 1/, cm iiber die Platte erhebt.
Die Sporangientriger zweigen sich von den auf dem Ndhrboden krie-
chenden Hyphen oder auch von Lufthyphen ab und wachsen rasch
zu 1 bis 2 cm Linge an. An der Spitze verzweigen sie sich mono-
podial, sympodial oder doldentraubig. Die kleinen, schwarzgrauen,
birnférmigen Sporangien sitzen auf einer trichterférmigen Erwei-
terung des Sporangientrigers (Apophyse) und geben den Kul-
turen eine graue Farbe.

Beide Pilze, Absidia ramosa und Lichtheimi, erwiesen sich als
pathogen fiir Kaninchen, die nach wenigen Tagen an innerer Ver-
pilzung starben. Mit Vorliebe wurden die Nieren befallen (Licht-
heim 1884 und Lindt 1886). Siebenmann(1888) stellte diese
Pilze bei Schimmelmykosen des menschlichen Ohres, Plum (1932)
bei krankhaftem Abortus des Rindes fest. Nach Brumpt (1936)
werden beide Arten auch in der menschlichen Lunge, &hnliche
Symptome wie Tuberkulose hervorrufend, und in andern Organen
gefunden. '

Ueber die Haufigkeit und die Art des Vorkommens ist sehr
wenig bekannt. Auf jeden Fall wachsen diese Pilze meistens als
Saprophyten und nicht als Parasiten. Lendner konnte die beiden
Varietiaten Rasti und Ziircheri von Absidia ramosa aus Kulturen, die
mit Wohnungsstaub geimpft worden waren, isolieren. Von Hagem
(1910) isolierte Absidia ramosa und Schenker, Chemiker an der
Versuchsanstalt in Liebefeld, Ab&sidia Lichtheimi aus erhitztem, ga-
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rendem Heu.?) Angesichts der Haufigkeit des Vorkommens von
Sporen im Rindermundspeichel ist es wahrscheinlich, dass diese
thermophilen, unter 20 Grad nicht mehr wachsenden Pilze, haufiger
auf girendem Heu vorkommen als bekannt ist.

Fragestellung

Schon frith wurde beobachtet, dass gewisse pflanzliche Organis-
men auf synthetischen Nihrlésungen ohne Zusatz geringer Mengen
natiirlicher organischer Substanzen, die spiter als Vitamine identi-
fiziert werden konnten, nicht gedeihen. Am besten bekannt ist die
Wirkung von Aneurin und seinen Komponenten Pyrimidin und
Thiazol. Von den zahlreichen untersuchten Organismen soll hier nur
‘die Mucorineengattung Absidia - beriicksichtigt werden (Tab. 3).
Merkwiirdigerweise benotigen die meisten Arten, was iibrigens fiir
die gesamte Familie der Mucorineen gilt, trotz der absoluten Hete-
rotrophie, d. h. der Unfihigkeit, auf anorganischen Nihrlosungen zu
gedeihen, das Aneurin nicht, sind -also aneurinauxoautotroph. Da

Tabelle 3.
Das Verhalten der Mucorineengattung Absidia zum Aneurin und seinen Kom-
ponenten Pyrimidin und Thiazol (nach Schopfer 1937 b, 1938 b,c und 1939).

! Kontrolle P T P+T © Ba
Absidia glauca Hagem ++ ++
Absidia orchidis Hagem “++ ++
Absidia repens v. Thiegem ++ ++
Absidia coerulea Bainier ++ + 4+
Absidia ramosa (Lindt)

Lendner* — -+ —_ 4= R i

* Wie bereits im Kapitel Systematik und Oekologie gezeigt worden ist, han-
delt es sich wahrscheinlich um Absidia Lichtheimi.

Mycelextrakte auf den Aneurin (bzw. Pyrimidin und Thiazol) be-
diirftigen Phycomyces Blakeslecanus fordernd wirken, muss eine
Synthesefahigkeit fiir Aneurin (bzw. P4 T) angenommen werden,
die bei Absidia Lichtheimi verloren gegangen ist (Schopfer
1935). Pyrimidin und Thiazol ersetzen bei Absidia Lichtheimi das
Aneurin vollstindig. Pyrimidin allein ergibt ein Wachstum von

3) Ich méchte Herrn P. Schenker bestens fiir diese miindliche Mitteilung
danken.



60 Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft Bern

etwa 10 0. Weitere physiologische Untersuchungen iiber Absidia
Lichtheimi sind bis dahin nicht unternommen worden.

Aus sehr vielen Arbeiten, namentlich denjenigen von Raulin,
Steinberg, Hoagland, Utiger, Lindeberg usw.,, auf
die spiter eingetreten werden soll, ging die grosse Bedeutung der
Spurenelemente fiir das Wachstum gewisser Pilze hervor.

Auf Grund der bisherigen Untersuchungen ergaben sich fol-
gende Problemstellungen:

1. Feststellung der allgemeinen Ernahrungsbedlngungen iiber
die bis dahin noch nichts verdffentlicht wurde.

2. Priifung des Vitamins B,, seiner Komponenten und Derivate,
wobei besonders auch das beschrinkte Wachstum auf Pyrimidin
allein abgekliart werden sollte.

3. Der Einfluss der Spurenelemente auf das Gedeihen des
Pilzes.

I. Allgemeine Erndhrungsbedingungen

A. Die Nihrlésungen

1. Ausgegangen wurde von der nach Schopfer abgeidn-

derten Coonschen Nihrldésung:
Glukose purissimum 20 g

Asparagin 1 g

MgSO, . 7 H,0 05g pH nach Autoklavieren
KH,PO, 15g 4,4 bis 4,6

Aneurin 120 y

Aqua dest. 1000 ccm

Ausserdem wurden mit Vorteil folgende Nahrlosungen ver-
wendet:

2.NdhrlésungnachLindeberg:
Glukose purissimum 20 g

Ammoniumtartrat 5 g

MgSO, . 7 H;0 05¢g pH nach Autoklavieren
KH,PO, 1 g 53 bis 55

Fe als FeCly 1 mg

Zn als ZnSO, 1 mg

Mn als MnCl, 2,7 mg

Ca als CaCl, 20 mg

Aneurin 120 ¢

Aqua dest. 1000 ccm
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3. Neue Nihrlésung :

Glukose purissimum 20 g

KNO; purissimum 136g
MgSO, . 7 H,O 05¢g
KH,PO, 15g
Fe als FeCl, 200 v
Zn als ZnSO, 140 vy
Mn als MnSO, 20 vy
Cu als CuSO, 40 vy
Mo als NHy-molybdat 10 ¥y
Aneurin 120 y
Aqua dest. 1000 ccm

Mit dieser erheblich billigeren Nahrlosung werden ungefihr dieselben Trok-
kengewichte wie mit der nach Schopfer verinderten Coonschen Nihrlésung
erreicht.

Alle Versuche wurden in Erlenmeyerkolben aus Jenaerglas von
150 ccm Inhalt ausgefiihrt, die ich mit 25cem Naihrlésung be-
schickte. Als Pfropfen wurde reinste Spitalwatte verwendet. Die
Sterilisation der Nahrlésung erfolgte wihrend 15 bis 20 Minuten
in einem Dampfautoklaven bei 120°0C.

Wo nichts anderes bemerkt, sind die Versuche bei 28°C mit
der nach Schopfer abgeinderten Coonschen Nahrlésung in Dun-
kelheit durchgefiihrt worden. Die Trockengewichte entsprechen in
der Regel einem Mittelwert aus sechs Messungen. Die Abkiirzung
T.G. in Abbildungen, Tabellen und Text bedeutet Trockengewicht.

B. Die Kohlenstoffquellen

Einfluss der Glukosekonzentration auf das
Wachstum.

In der abgeidnderten Coonschen Nahrlésung wird die Glukose-
konzentration unter Konstanthaltung aller iibrigen Bedingungen
verandert. Absidia Lichtheimi entwickelt sich bei Konzentrationen
von 2 bis 8 9 optimal. Mit hoheren Konzentrationen tritt eine zu-
nehmende Hemmung auf, die bei 25 ¢/ Glukose rund 40 ¢, er-
reicht. In einem frithen Entwicklungszustand sind die Verhiltnisse
dhnlich. Jedoch ist das Optimum leicht nach héheren Konzentratio-
nen verschoben, die Hemmung aber bei weiterem Anstieg verstiarkt
(bei 25 o/ Glukose rund 75 0)).

Absidia Lichtheimi ist gegen hohere Glukosekonzentrationen be-



62 Mitteilungen der Naturfors¢henden Gesellschaft Bern
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075 Glukosekonzentration
Abbildung 1.

Der Einfluss der Glukosekonzentration auf das Wachstum von Absidia Licht-
heimi. I: nach 5 Tagen. II: nach 10 Tagen.

deutend weniger empfindlich als Mucor Ramannianus, der mit 25 0o
Glukose iiberhaupt nicht mehr gedeiht ( Miiller 1941).

 Absidia Lichtheimi ist nicht imstande, ihren Bedarf an organi-
schem Kohlenstoff aus dem Asparagin zu decken. Bei sehr niederen
Glukosekonzentrationen scheint aber das Glukosedefizit durch
- Asparagin ersetzt werden zu konnen, so dass also Asparagin unter
diesen Bedingungen spurenweise als Kohlenstoffquelle dient (Ta-
belle 4). Miiller (1941) stellte mit Mucor Ramannianus dasselbe
fest.

Tabelle 4.
Das Wachstum von Absidia Lichtheimi mit niederen Glukosekonzentrationen
(Mittelwerte aus 6 Kulturen).

Asparagin in mg pro 25ccm 25 25 25 25
Glukose in mg pro 25ccm 208 | 5,2 26| O
Trockengewicht (T.G.) 140 8,0 60| 25
Notwendige Glukose in mg bei einem

6konomischen Koeffizienten von 0,4 35 20 15 6,25
Glukosedefizit 142 | 148 | 124 | 6,25
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Andere Kohlenstoffquellen.

Die Wirksamkeit verschiedener Kohlenstoffquellen wurde mit
Asparagin als Stickstoffquelle gepriift. Zur kohlenstofffreien Nahr-
16sung wurden 3 9 Glukose oder eine andere Kohlenstoffquelle
mit demselben Kohlenstoffgehalt zugegeben. Alle Kohlenstoffquel-
len, bei denen durch das gemeinsame Sterilisieren mit der schwach
sauren Naihrlésung ein Abbau befiirchtet werden musste, wurden
getrennt sterilisiert und danach steril zugegeben. Die Versuchs-
dauer betrug acht Tage. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusam-
men gestellt. Das mit Aneurinzusatz und 3 ¢ Glukose erhaltene
T.G. wurde als 100 ¢ angenommen und alle iibrigen T.G. ent-
sprechend umgerechnet. Absidia Lichtheimi kann wie die meisten
'~ andern Mucorineen Mono- und Disaccharide, von den Polysaccha-
riden Stdrke und Dextrin, sowie mehrwertige Alkohole (Sorbit
und Mannit) gut ausnutzen. Die hochsten T.G. wurden mit Glu-
kose, Maltose, Mannose, Fruktose, Stirke und Mannit erreicht. Als
- Kohlenstoffquelle fiir Wirkstoffuntersuchungen kommt vor allem
die geniigend rein erhiltliche Glukose in Betracht, die ohne Aneu-
rin kein Wachstum erméglicht. Glukoside und organische Siuren
konnen nicht oder schlecht als Kohlenstoffquellen verwendet wer-
den. Es ist interessant festzustellen, dass Absidia Lichtheimi auf
Milchsidure ein schwaches Wachstum zeigt. Milchsidure als Stoff-
wechselprodukt des Tieres wird teilweise durch die Nieren ausge-
schieden. Da Absidia Lichtheimi parasitisch mit Vorliebe in den
Nieren lebt, ist es moglich, dass die Milchsdure bei der parasiti-
schen Lebensweise ¢ine Rolle als Kohlenstoffquelle spielen kdnnte.
Die verhidltnismissig gute Ausnutzungsfihigkeit von Pektin und
Lichenin, einer allgemein verbreiteten Reservesubstanz der Zelle,
als Kohlenstoffquelle ist vielleicht bei der saprophytischen Lebens-
weise auf giarendem Heu von einer gewissen Bedeutung.

Zum Schluss sei noch erwihnt, dass Absidia Lichtheimi im Laufe

der Entwicklung Zucker in Aerobiose nicht vergirt, was schon von
Lichtheim (zitiert nach Lindt 1886) festgestellt wurde. %)

1) Fraulein Guilloud, Laborantin, sei fiir die wahrend eines Zeitversuches
mehrfach durchgefiihrten Priifungen aut_' Alkohol bestens gedankt.
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Tabelle 5.

Die Ausniitzbarkeit der verschiedenen Kohlenstoffquellen in Gegenwart von
Asparagin durch Absidia Lichtheimi.

* Mit sekundirem Natriumphosphat gepuffert.

Kohlenstoffquelle T.G. ‘?"t T.G. o?me
Aneurin Aneurin
Monosaccharide
Pentosen:
Arabinose Schuchhardt 69 °/o 0,7 %
1-Xylose Hoffmann la Roche 0 0
d-Xylose Hoffmann la Roche 79 0,7
Hexosen:
d-Glukose Siegfried 100 0,7
d-Mannose Hoffmann la Roche 93 4
d-Galaktose 73 5
d-Fruktose Kahlbaum 85 0,7
Disaccharide
Maltose Kahlbaum 101 38
Laktose Drug House Ldt. 69 0,7
Saccharose 61 1,3
Polysaccharide !
Weizenstirke 86 65
Cellulose 0 0
Inulin Kahlbaum 9. 8
Dextrin Merck 55 0,7
Reinpektin H Sandoz 27 1,3
Lichenin Siegfried 37 28
Lignin Schuchhardt wenig Mycel 0 I
Xylan Schuchhardt 6 4
Glukoside
Salicin Schuchhardt 9 Spur
Amygdalin 8 9
Phloridzin 3,7 3,7
Alkohole
Glycerin 7 0,7
d-Sorbit Hoffmann la Roche 74 0,7
Mannit 87 0,7
Organische Sauren*
Weinsiure pH 3,2 . Spur Spur
Citronensidure pH 38 E:f:resnten- 4.4 Spur
Milchsédure pH 38 9 0,7
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C. Die Stickstoffquellen

Optimale Asparaginkonzentration bei 20y Glukose.

Die Ergebnisse sind aus Abbildung 2 ersichtlich. Die optimale
Ausniitzung des Asparagins erfolgt bei einer Konzentration von
10/, wie sie bis dahin in der abgeinderten Coonschen Nihrlésung
angewendet worden ist. In einem spateren Entwicklungszustand
steigen aber die T.G. weiterhin verlangsamt an, und auch bei 89/,
ist die Gewichtszunahme noch nicht zum Stillstand gekommen. Mit
hoheren Asparagindosen, 159/, und mehr, wiirde wahrscheinlich
eine Verminderung des T. Q. eingetreten sein.

T.G- ‘ / II
mg

100
80

ol L/
ol

0 05 1 2 4 8 %o
o Asparaginkonzentration
Abbildung 2.

Der Einfluss der Asparaginkonzentration auf das Wachstum von Absidia
Lichtheimi. I: nach 5 Tagen. II: nach 10 Tagen.

Optimales C/N-Verhidltnis mit Glukose und
Asparagin.

Die Versuchsdauer betrug neun Tage. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 zusammengestellt.

Mit niederen Asparagindosen ist die Wirkung steigender Glu-
kosemengen wenig ausgeprigt, da Asparagin als beschriankender
Faktor wirkt. Mit hohen Asparagindosen dagegen steigen die T.G.
mit zunehmendem Glukosegehalt stark an. Mit der Zunahme der
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Tabelle 6.
Das Wachstum von Absidia Lichtheimi in Abhingigkeit vom Glukose/Aspara-
gin-Verhaltnis (Schachbrettversuch nach Schopfer).
Die eingeklammerten Zahlen geben das C/N-Verhiltnis an.

oo 1/, 0 3/, 0 20 6° 16 %o
fo oo fa"le fe fo Glukose
0 %o Spur 07mg | 08 mg | 09 mg | 0,7 mg | 0,7 mg
s oo 08 23 26 26 22 17
(10) (30) (80) (240) (640)
]/’ Q/N, 0,8 25 39 48 37 31
(5) (15) (40) (120) (320)
1 %0 1,6 25 _46 80 73 €0
(2,5) (1,9) (20) (60) (160)
3 %o 2.4 28 55 106 164 136
0,8) (2,5) M (20) (53,9)
8 %/oo 06 28 77 120 173 140
Asparagin ’ 0,3) (1 2,5) (7,5) (20)

Glukosekonzentration steigt die optimale Asparaginkonzentration
an. Es besteht jedoch keine strenge Proportionalitit. Das optimale
C/N-Verhiltnis schwankt zwischen etwa 40 und 7,5. Das hochste
T.G. wird mit 89/, Asparagin und 6 9% Glukose erhalten. Es ist
etwa doppelt so gross wie dasjenige, welches mit der normalen ab-
geinderten Coonschen Nihrlésung erreicht wird.

Andere Stickstoffquellen.

Die Versuchsdauer betrug elf Tage. In einer ersten Reihe wur-
den die zu priifenden Substanzen in der molekularen Konzentration
einer 290/,igen Asparaginlosung verwendet. In einer zweiten,
gleichzeitig angesetzten Reihe erhielt jeder Erlenmeyerkolben eine
einer 20/,igen Asparaginlésung entsprechende Stickstoffmenge.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengestellt.

Das mit einer 29/,igen Asparaginkonzentration erhaltene T.G.
von 101 mg wurde als 100 9% angenommen und die iibrigen T.G.
entsprechend umgerechnet. Absidia Lichtheimi vermag sowohl or-
ganische als auch anorganische Stickstoffverbindungen (einschliess-
lich Nitrate) zu verwerten. Sie verhilt sich hierbei dhnlich wie
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Tabelle 7.
Wachstum von Absidia Lichtheimi auf verschiedenen Stickstoffquellen in
Gegenwart von Glukose.

Gleiche N-Menge | Gleiche molekulare
Substanz wie 2% Asparagin | Konz. wie 2% As-
T.G in % paragin. T. G. in %o
Nitrate
Calciumnitrat 63 % 63 °/s
Kaliumnitrat 53 50
1 Ammoniumverbindungen ‘
Ammoniumhydroxyd 49 53
Ammoniumchlorid 34 35
Ammoniumsulfat 37 37
Ammoniumkarbonat 66 66
Ammoniumnitrat 48 48
Ammoniumoxalat 67 67
Ammoniumcitrat 87 , 87
Ammoniumacetat 50 64
Ammoniumtartrat 77 77
Amide !
Harnstoff 56 56
Asparagin 100 100
Amine
Trymethylaminchlorhydrat 1 1
Hydroxylaminhydrochlorid 0 0
Diphenylamin ' 0 0
Aminosduren '
Glykokoll 68 74
Peptone und Eiweisse
1 Pepton (Rhone-Poulenc) 98 —
Fibrin ¥ —
L Volleipulver - 62 —
I Organische N-haltige Sauren
Harnsdure _ 58 77 -

* Auf Fibrin ist ein gutes Wachstum festzustellen. Das Mycel kann aber
nicht vom Fibrin getrennt und somit nicht gewogen werden.



68 Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft Bern

Mucor Ramannianus (Miill er 1941) und Mucor racemosus (Rit-
ter 1909 und 1911) und bildet gegeniiber andern Mucorineen wie
z.B. Phycomyces Blakesleeanus (Schopfer 1034), Rhizopus
nigricans, Mucor Mucedo und Thamnidium elegans (Ritter
1909), die anorganische Stickstoffverbindungen in Nitratform nur
schwer oder nicht assimilieren konnen, eine Ausnahme. Auch die
Aspergillen Aspergillus niger und glaucus und Penicilliumarten ver-
halten sich wie Absidia Lichtheimi. Eine gute Ausnutzung von anor-
ganischen Stickstoffquellen durch Absidia Lichtheimi war nicht
ohne weiteres zu erwarten, da es sich um einen Pilz handelt, der
auch parasitisch leben kann. Harnstoff und Harnsiaure erweisen
sich als verhidltnismissig gute Stickstoffquellen und konnten bei
der parasitischen Lebensweise in den Nieren eine Rolle spielen.

D. Der Einfluss der MgS0O.- und der KH:PO:-Konzentration

Die Ergebnisse sind aus den Abbildungen 3 und 4 ersichtlich.
Die in der abgeinderten Coonschen Nihrlosung angewandten
MgSO,- und KH,PO,-Konzentrationen wirken optimal. Nur in frii-

TG.

mg| |1

80 — 311

60

{ - . )
//r— ) I

40 (

iV

01 051,0 2 4 10 50 %o
’ Mg S04-Konzentration
Abbildung 3.

Der Einfluss der MgSO,-Konzentration auf das Wachstum von Absidia Licht-
heimi. I: nach 5 Tagen. II: nach 12 Tagen.
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hen Entwicklungszustinden liegt das Optimum etwas hoher. Eine
100fach optimale Dosis von MgSO, wirkt nur schwach, von
KH,PO, starker hemmend.

T.G.
mg| | |

30 \\

60

" //r\h \
20

\>I

00315 6 12 30 150 %o
KH2P04'Konzent|'ation

Abbildung 4.

Der Einfluss der KH,PO,-Konzentration auf das Wachstum von Absidia
Lichtheimi. I: nach 5 Tagen. II: nach 11 Tagen.

E. Der Einfluss der Temperatur

Abbildung 5 zeigt, dass es sich bei Absidia Lichtheimi um
einen ausgesprochen thermophilen Pilz handelt. Die obere Tem-
peraturgrenze liegt bei etwa 460C. Bei 42°C ist noch keine Hem-
mung festzustellen. Bei 4539 entwickelt sich wenig, kndllchenfor-
mig zerfallendes Mycel. Wird die Temperatur auf 400 erniedrigt,
so setzt ein- normales Wachstum ein. Die Lebensfihigkeit des Pil-
zes ist also durch die voriibergehende Temperaturerhohung nicht
beeintrachtigt worden. Unterhalb 200 hért das Wachstum praktisch
auf. Das Temperaturoptimum entspricht der Korpertemperatur der
Warmbliiter und scheint darauf hinzuweisen, dass Absidia Licht-
heimi als tier- und menschenpathogener Pilz eine gewisse Bedeu-
tung haben konnte.
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Abbildung 5.
Absidia Lichtheimi: Abhingigkeit des Wachstums von der Temperatur.
I: 170 C. II: 289 C. III: 40° C.

F. Der Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration
und Veridnderung derselben im Laufe der Entwicklung

Die Abhingigkeit des Wachstums von der Wasserstoffionenkon-
zentration wurde mit dem Puffer nach Mac Ilvaine, bestehend aus
Zitronensdure und sekundidrem Natriumphosphat, untersucht. Puf-
ferlosungen und abgednderte Coonsche Niahrlosung wurden dop-
pelt konzentriert hergestellt und in Mengen von 12,5ccm in Erlen-
meyerkolben abgefiillt und sterilisiert. Danach wurden die Lo6-
sungen iiber der Flamme zusammengeschiittet und geimpft. Die Be-
stimmung des pH erfolgte kolorimetrisch. Das optimale pH liegt
in frithen Entwicklungszustinden zwischen 5 und 7, in spaten zwi-
schen 3,8 und 8,25 (Abb. 6). Abbildung 7 zeigt, dass die Puffe-
rung der Nihrlésung nur einige Tage stabil bleibt. Danach erfah-
ren die alkalischen Medien eine leichte Ansduerung, die sauren eine
betrachtliche Alkalisierung. Diese koénnte entweder auf der Hy-
drolyse eines Salzes der Nahrlésung und der ungleichen Aufnahme
der entstandenen lonen oder auf der Bildung von alkalischen Sub-
stanzen durch den Pilz, z. B. Ammoniak, beruhen. Am Ende des
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Wasserstoffionenkonzentration
Abbildung 6.

Absidia Lichtheimi: Abhéngigkeit des Wachstums von der Wasserstoffionen-
konzentration. I: nach 3 Tagen. II: nach 5 Tagen. IIl. nach 16 Tagen.

! ‘ /

5

Wasserstoffionenkonzentration
+

Tage 3 5 16

Abbildung 7.

Verinderung des pH von Pufferlosungen durch Absidia Lichtheimi im Laufe
der Entwicklung.
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Versuchs schwankt das pH iiberall zwischen etwa 6,5 und 7,5. Der
weite optimale pH-Bereich in spiten Entwicklungsstadien ist also
nur scheinbar. Jedoch ist auch bei kurzer und mittlerer Versuchs-
dauer, wo die Stabilitit der Pufferlésung erhalten bleibt, der pH-
Bereich, der ein gutes Wachstum ermdglicht, ziemlich gross (zwi-
schen pH 3,8 und 7). Das im Vergleich zu andern Mucorineen
ziemlich hohe pH-Optimum und die Fahigkeit des Gedeihens auf
schwach alkalischen Nihrlosungen scheint mit der fakultativen para-
sitischen Lebensweise in Einklang zu stehen. Der pH-Bereich des
menschlichen Harns (pH 5—7) entspricht dem Optimum. Auch
das pH des Blutes schliesst ein Wachstum nicht aus.

Die Verinderung des pH der ungepufferten abgeinderten Coon-
schen Nahrlésung ist aus Abbildung 8 ersichtlich. Im Gegensatz zu
der gepufferten Nihrlosung ist vor allem in der Hauptwachstums-
periode ein ziemlich starkes Absinken des pH bis auf 3,6 festzu-
stellen. Versuche, die bei 409C durchgefiihrt wurden, verliefen dhn-
lich. Das pH sank jedoch nur auf etwa 3,8 ab.

Auch die Titrationsaziditit der ungepufferten Nihrlosung wurde
gepriift. Die Ergebnisse waren aber nicht eindeutig. Je nach dem
verwendeten Indikator schien Absidia Lichtheimi bald etwas Lauge,
bald etwas Siure zu bilden. Auf jeden Fall steht fest, dass es sich
bei Absidia Lichtheimi nicht um einen Siurebildner handelt.

pH TG

, TG
100

+’6 80 ] //
N /
421 60 N f

.
38 40 -~
/ ) o~ 4 PH-
34 20 : |
Tage 2 3 4 6 7 g 13 16
Abbildung 8.

Absidia Lichtheimi: Verdnderung des pH der ungepufferten Coonschen Nihr-
I6sung im Laufe der Zeit.
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G. Der Einfluss der Impfstirke

Zur Bereitung der Sporensuspension verwendete ich Reagens-
glaskulturen. Mit einer Platinnadel wurde etwas Luftmycel her-
ausgenommen, in etwa 30ccm sterilem, destilliertem Wasser ge-
spillt und danach wieder entfernt. Von dieser Sporensuspension
wurden normalerweise 1 bis 2 Tropfen geimpft. Fiir den Impf-
stirkeversuch stellte ich noch eine zweite Sporensuspension her, bei
der das gesamte Luft- und Substratmycel in 30 ccm sterilem, destil-
liertem Wasser gespiilt wurden. Der Gehalt an Sporen wurde mit
einer Zihlkammer, wie sie auch zur Bestimmung der roten Blut-
korperchen dient, ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zu-
sammengestellt. Bei der Nihrlésung mit Aneurin wird das T.G.
nur sehr wenig von der Impfstirke beeinflusst. In frithen Entwick-
lungszeiten ist der Ertrag mit einer geringen Sporenzahl etwas klei-
ner; in spatern erfolgt ein Ausgleich, weil nicht mehr die Sporen-
zahl, sondern der vorhandene Raum und der Energieinhalt der
Néahrlésung den beschrinkenden Faktor bilden.

Tabelle 8.
Einfluss der Impfstarke.

Anzahl Sporen mit Aneurin Kontrollen ohne Aneurin

pro Erlenmeyer

5 Tage 12 Tage 5 Tage 12 Tage

32000 * 23mgT.G. | 85mgT.G. | 28mgT.G.| 29mg T.G.

192000% | 40 84 2,6 3.1
408000% | 35 03 3,1 3,3
2448000* | 34 o1 49 48 I

* Normale Sporensuspension. ** Zweite Sporensuspension.
p p

Die Kontrollen ohne Wirkstoff fallen mit einer héheren Spo-
renzahl wenig grosser aus, weil die Sporen selber etwas Wirk-
stoff enthalten und ausserdem, besonders nach der zweiten Zube-
reitungsart der Sporensuspension, kleine Mengen Wirkstoff vom
Nihrboden der Stammkultur in die Impffliissigkeit gelangen.

H. Die Widerstandsfihigkeit
der Sporen gegeniiber Desinfektionsmitteln

Tabelle 9 zeigt die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln. In
der Regel wurden diese nach der Sterilisation der Nidhrl6sung un-

8
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sterilisiert (von einem Desinfektionsmittel ist Sterilitit vorauszu-
setzen!) in steigenden Konzentrationen zugegeben. |

Tabelle 9.
Die Wirksamkeit verschiedener Desinfektionsmittel auf Absidia Lichtheimi.
Menge in mg pro 25 ccm Néhrldsung
Desinfektionsmittel Hemmung mindestens vollstdndige Unter-
25 % driickung des Wachstums
Formalin 20 mg 10 mg
Alkohol 95 9 , 1200 2500
Sansilla-Gurgelwasser
konzentriert — 600
Borsiure 30 250
_ Tanninsidure — 25
Na,CO; wasserfrei 100 600
KCIO, — 250 *
KMnO, 0,25 8
HgCl, — 0,25
NiCl, . 6 H;,0O 0,14 1,4
H,0, 25 10
Jod 0,1 0,5

*05 o, Hemmung.

Es zeigt sich, dass vor allem Schwermetallionen (Ni und Hg),
starke Oxydationsmittel (Jod, KMnO, und H,0,), sowie Tannin-
siure und der in jeder Hinsicht aktive Formaldehyd eine hohe
Wirksamkeit aufweisen. Schwichere Oxydationsmittel (KCIOj;), so-
wie Borsidure, Na,CO; und Alkohol unterbinden das Wachstum
erst in grosseren Dosen vollstindig. Die Wirksamkeit eines Des-
infektionsmittels hingt primiar vom Permejerungsvermégen und der
Adsorptionsfihigkeit und erst sekundir von der Art des verwen-
 deten Stoffes ab. Permeierunsvermogen und Adsorptionskraft kon-
nen stark durch den Zustand der Sporen bedingt sein. Es ist z. B.
bekannt, dass der Hydratationsgrad der Sporen bestimmend auf das
Eindringen von Alkohol wirkt. Vollig trockene Sporen werden
durch absoluten Alkohol nicht oder langsamer abgetotet. In unse-
ren Versuchen wurden alle Desinfektionsmittel in wisseriger Lo-
sung mit wisserigen Sporensuspensionen, also bei erh6hter Perme-
abilitdtsfihigkeit gepriift. Untersuchungen iiber die Einwirkung von
Desinfektionsmitteln auf trockene Sporen erfolgten nicht. Es muss
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angenommen werden, dass die Desinfektionsmittel entweder auf
den kolloidalen Zustand der Zelle einwirken (Ausflockung, z. B.
Schwermetallionen, Sduren), Fermente vergiften oder durch Oxyda-
tion der organischen Substanz schiadigen (Jod, KMnO,, H,0,).

II. Das Wirkstoftbediirfnis
A. Vitamine

1. Aneurin.
Auf das Aneurinbediirfnis von Absidia Lichtheimi ist schon hin-
gewiesen worden. Abbildung 9 zeigt uns, dass Aneurin als be-
schrinkender Faktor wirkt. Ein Teil der Kulturen erhielt von An-

T II
100 —— 1
80 ' P
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il S
/ 38 /JI | J!

Tage 3 12 16 2

Abbildung 9.
Aneurin als beschrinkender Faktor bei Absidia Lichtheimi. I: Kontrolle ohne
Aneurin. II: 3y Aneurin pro 25ccm von Anfang an. IIl: Aneuringabe von 3y
pro 25ccm am 6. Tag nach der Impfung. ‘
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fang an eine Aneuringabe, ein zweiter erst am 6. Tag nach der Imp-
fung und ein dritter als Kontrolle wihrend der ganzen Versuchsdauer
kein Aneurin. Die Aneurinzugabe 16st sofort ein starkes Wachstum
aus, womit bewiesen ist, dass tatsichlich das fehlende Aneurin als
beschrinkender Faktor gewirkt hat. Am 21. Tag ist der Wachs-
tumsriickstand beinahe eingeholt.

Abbildung 10 zeigt das Wachstum von Absidia Lichtheimi zu
verschiedenen Zeiten in Abhiangigkeit von der Aneurinkonzentration
mit Asparagin als Stickstoffquelle. Die Wachstumsgeschwindigkeit,
sowie das maximal erreichbare T.G. fallen bis zu einer gewissen
Grenze um so hoher aus, je grosser die Aneurinkonzentration ist.
Die optimale Aneuringabe liegt in frithen und mittleren Entwick-
lungszustinden zwischen 1 und 2y, in spaten bei 0,4 ¥ pro 25ccm
Nihrlosung. Das Optimum verschiebt sich also mit der Zeit leicht
nach unten, was im Gegensatz zum Verhalten von Mucor Ramanni-
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Abbildung 10.
Das Wachstum von Absidia Lichtheimi als Funktion der Aneurinkonzentration.
Wachstumskurven: I: nach 4 Tagen. II: nach 7 Tagen. Ill: nach 14 Tagen.
Mycel/Aneurin-Koeffizienten: Ia: nach 4 Tagen. Ila: nach 7 Tagen. Illa:
nach 14 Tagen.
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anus (Miiller 1941) steht. Erfolgt die Aneuringabe in subopti-
malen Dosen, so wirkt Aneurin als beschrinkender Faktor. Mit zu-
nehmenden Aneurinmengen steigt das T. Q. zuerst rasch, dann all-
mahlich langsamer bis zum Optimum an.

1934 hat Schopfer, um den Wirkungsgrad eines vitamini-
schen Wachstumsfaktors auszudriicken, eine Art 6konomischen Ko-
effizienten, erzeugtes Trockengewicht/optimale Vitaminmenge, vor-
geschlagen. Die optimale Vitaminmenge ist die bei gegebenen Ver-
suchsbedingungen zur Erzielung der maximalen Mycelmenge er-
forderliche Wirkstoffdosis.

Fiir Phycomyces Blakesleeanus gibt er (Abb. 11) parallel zu der
klassischen Wachstumskurve, die mit verschiedenen Aneurinmengen
(stark suboptimal, suboptimal, optimal und supraoptimal) erhaltene
Kurve der Mycel-Aneurin-Koeffizienten. Er zeigt, dass mit sehr
schwachen Aneurindosen der Koeffizient erhoht ist (zirka 5.105),
dass er aber im Moment, wo das unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen maximale T. G. erreicht wird, niedriger ist.

1G.
mg
100F \»
} Abbildung 11.
sx105 Kurve der Trockengewichte und der

. Mycel-Aneurin-Koeffizienten als Funk-
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Robbins und Kavanagh (1938c) bestitigten die Ergeb-
nisse von Schopfer.

Fries (1938) nahm den Begriff des Mycel-Aneurin-Koeffi-
zienten ebenfalls wieder auf, braucht aber nur Koeffizienten, die
sehr niedrigen Aneurindosen entsprechen. Fiir Phycomyces Blakes-
leeanus gibt er Werte, die zwischen 8 und 10 . 105 schwanken. Er
bestimmt die Koeffizienten auch fiir verschiedene andere Pilze
(Asco- und Basidiomyceten) und gibt Zahlen, die zwischen 2,0 .
105 (Phytophtora cactorum) und 28 . 105 (Trametes serialis)
schwanken. Fiir denselben Organismus sind die Werte sehr verin-
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derlich, so dass in keiner Weise von einer biologischen Konstante
gesprochen werden kann.

Lindeberg (1944) vergleicht den Koeffizienten von Fries
mit demjenigen von Schopfer. Er stellt fest, dass es bei einem
Vitaminkonzentrationsversuch schwer ist, genau anzugeben, wo die
Kurve der T.G. horizontal wird, und somit sei die Ermittlung der
optimalen Aneurinmenge nach Schopfer bis zu einem gewissen
Grade willkiirlich. Im weiteren stehe es nicht fest, dass die opti-
male Vitaminmenge fiir die Mycelbildung auch verbraucht werde.
Vielmehr miisse man annehmen, dass das Aneurin beim sogenann-
ten Optimum nicht vollstindig aufgenommen wird, sondern z. T.,
weil andere Faktoren nicht mehr optimal wirken, in der Nahrl6sung
zuriickbleibt. Nach der Ansicht von Lindeberg ist der Koeffi-
zient am zuverldssigsten, wenn die Versuchsbedingungen so ge-
wahlt werden, dass das Vitamin maximal wirkt, d.h. mit kleinen
Aneurinmengen, bei denen angenommen werden diirfe, dass alle
iibrigen Faktoren optimal bleiben. Aus diesen Griinden kommt
Lindeberg zum Schluss, dass der Koeffizient von Schopfer
weniger zuverldssig sei als derjenige von Fries.

Zur Abklirung dieser Frage bestimmte ich fiir Absidia Licht-
heimi zu verschiedenen Zeiten (frither, mittlerer und maximaler
Entwicklungszustand) die Mpycel-Aneurin-Koeffizienten fiir stark
suboptimale, suboptimale, optimale und supraoptimale Aneurin-
mengen (Abb. 10). Die Kurven der Koeffizienten verlaufen ahn-
lich wie die von Schopfer fiir Phycomyces gegebene. In frithen
Entwicklungszustinden liegen die erhaltenen Werte wesentlich nie-
driger. Je kleiner die Aneurinmenge ist, desto mehr steigen die
Koeffizienten an, um bei unendlicher Verdiinnung einem maximalen
Wert zuzustreben (bei Schopfer sinkt der Wert fiir kleine Aneu-
rinmengen wieder unwesentlich). Der Mycel-Aneurin-Koeffizient
ist also auch im suboptimalen Bereich nicht konstant, sondern je
nach der willkiirlich gewihlten Vitaminmenge verschieden. Im Ge-
gensatz dazu lasst sich die optimale Aneurindosis und damit der
_entsprechende Mycel-Aneurin-Koeffizient nach Schopfer durch
das Horizontalwerden der Trockengewichtskurve relativ genau be-
stimmen.

-Der zweite Einwand ist hinfillig; denn Schopfer hat nie be-
hauptet, dass die optimale Vitaminmenge tatsdchlich auch aufge-
nommen werde, und dass der- fiir diese Wirkstoffmenge berech-
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nete Koeffizient das maximale Wirkungsvermégen des Aneurins
ausdriicke.

Abschliessend kann festgestellt werden, dass die beiden, schon
1934 von Schopfer vorgesehenen Koeffizienten, eine verschie-
dene Bedeutung haben: |

Der mit suboptimalen Dosen berechnete Koeffizient ist Aus-
druck der Wirksamkeit des Vitamins, wenn der Pilz infolge Vita-
minmangels in einem frithen Entwicklungsstadium verharrt und die
Niahrlésung nicht weitgehend verdndert worden ist.

Der im Moment der maximalen Entwicklung berechnete Koeffi-
zient ist Ausdruck der Wirksamkeit des Vitamins im Zeitpunkt, wo
der Organismus das unter den entsprechenden Versuchsbedingun-
gen maximale Trockengewicht erreicht hat, nachdem die maximal
mogliche Vitaminmenge aufgenommen und die Nihrlosung tief-
greifend veriandert wurde.

Die beiden Koeffizienten sind also konventionell und je nach
den Versuchsbedingungen (Art der Nihrlésung, Zeit, Vitaminmenge
usw.) verschieden. Man darf nicht mehr in sie hineinlegen als sie
aussagen konnen.

Tabelle 10.
Der Einfluss supraoptimaler Aneyrinkonzentrationen auf Absidia Lichtheimi.
Dauer des Versuchs: 15 Tage.

Aneurininy | o | 93| 3 | 15 | 30 | 60 | 120
pro 25 ccm

TGinmg | 6 | 63 | 82 | 85 | 84 | 83 | 80

Tabelle 10 zeigt, dass stark supraoptimale Vitaminmengen nicht
hemmend wirken. Das 300fache der optimalen Dosis hat nur eine
unwesentliche, innerhalb der Fehlergrenze liegende Verminderung
des T. G. zur Folge. Um sicher zu sein, dass das Aneurin auch unter
andern Erndhrungsbedingungen als denjenigen der abgeidnderten
Coonschen Nihrlésung nicht als beschrinkender Faktor wirkt,
setzte ich in der Regel eine schwach supraoptimale Menge (3y /
25ccm) zu. Der Wirkstoff wurde mit der schwach sauren Nahr-
16sung sterilisiert. Das Aneurin ist in saurer Lésung ziemlich ther-
mostabil. Selbst wenn eine teilweise Zersetzung in Pyrimidin und
~ Thiazol stattgefunden hitte, wiirde dies die Ergebnisse nicht beein-
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flussen, da Pyrimidin und Thiazol, was noch zu besprechen sein
wird, Aneurin vollstindig ersetzen kdnnen.

In Tabelle 11 sind die Ergebnisse eines vergleichenden Vitamin-
konzentrationsversuchs mit Absidia Lichtheimi und Phycomyces
Blakesleeanus zusammengestellt. Die Versuchsdauer betrug 91%
Tage, die Temperatur bei Absidia Lichtheimi 28° und bei Phyco-
myces zirka 200 C. Die Kontrollen ohne Wirkstoff sind Mittel-.
werte aus 10, die iibrigen T.G. Mittelwerte aus 6 Kulturen. Es
sei noch bemerkt, dass fiir den ganzen Versuch dieselbe, zur glei-
chen Zeit angesetzte Nahrlosung verwendet wurde.

Tabelle 11.
Einwirkung des Aneurins auf Phycomyces Blakesleeanus und
Absidia Lichtheimi.

peuringelaly Phycomyces Blakesleeanus | Absidia Lichtheimi
pro 25 ccm

00 ¥ Spur 0,83 mg T. G.
0,0001 092 mg T.G. 33
0,001 6,0 58
0,01 10,0 11,0
0,05 32 57
0,25 -~ 51 79
0,5 61 (Optimum) 80 (Optimum)
1,0 64 | 85

| 2,0 65 87

Im Prinzip verhalten sich beide Pilze gleich. Mit zunehmenden
Aneurindosen tritt eine Erhohung des T.G. ein. Mit Absidia Licht-
heimi fallen aber die entsprechenden Werte héher aus. Das Aneu-
rinoptimum liegt bei beiden Pilzen bei etwa 0,5y pro 25ccm Nihr-
losung. Auffillig ist das Verhalten von Absidia Lichtheimi gegen
kleinste Aneurinmengen. Die Kontrollen mit Phycomyces sind
praktisch 0, obschon hier fiir die Bereitung der Sporensuspension
Luft- und Substratmycel verwendet wurden, also sicher kleine
Aneurinmengen aus dem Nihrboden der Stammkultur in die Impf-
fliissigkeit gelangten. Fiir die Herstellung der Sporensuspension
- von Absidia Lichtheimi beniitzte ich nur sehr wenig Luftmycel.
Diese sollte also praktisch wirkstofffrei sein. Trotzdem betriagt die
Kontrolle 0,83mg, in andern Versuchen sogar bis 7mg. Die ver-
hiltnismissig hohen, von Versuch zu Versuch schwankenden Kon-
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trollen von Absidia Lichtheimi scheinen darauf zu beruhen, dass
dieser Pilz auf kleinste Aneurinmengen bedeutend. empfindlicher
ist als Phycomyces Blakesleeanus. Aneurinspuren, die beim Impfen
in die Niahrlosung gelangen oder beim Waschen der Erlenmeyer-
kolben zuriickbleiben, spielen somit eine grdssere Rolle als bei
Phycomyces. Es wire auch denkbar, dass der Aneuringehalt der
Absidia-Sporen hoéher ist als derjenige der Phycomyces-Sporen.
Doch wurde dies nicht gepriift.

2. Pyrimidin und Thiazol.

a) Normales Pyrimidin und Thiazol.

Unter dem normalen Pyrimidin und Thiazol sind immer die
beiden Komponenten des Aneurins, also das 2-methyl-4-amino-5-
amino-methyl-pyrimidin (als Chlorid) und das 4-methyl-5-3-oxyae-
thyl-thiazol verstanden. Das Molekulargewicht des benutzten An-
eurins (als Chlorid) betrug 337,3, dasjenige des Pyrimidins (als
Chlorid) 211,1 und dasjenige des Thiazols 143,2. Ein y Aneurin
entspricht also 0,626 7 Pyrimidin + 0,425 y Thiazol.

Da in letzter Zeit 6fters Darlegungen iiber die Entwicklung der
bisherigen Kenntnisse von Pyrimidin und Thiazol als Wachstums-
faktoren erschienen sind, die alle notwendigen Literaturangaben
enthalten, brauche ich nicht niher darauf einzutreten. Ich verweise
auf Schopfer (1939), Miiller (1941), Utiger (1942) und
Lindeberg (1944).

Als erster stellte Knight (1937 a u. b) an Staphylococcus au-
reus fest, dass die beiden Aneurinkomponenten Pyrimidin und Thia-
zol in dquimolaren Mengen Aneurin vollstindig ersetzen kdnnen,
was spiter fiir zahlreiche andere Organismen bestiatigt wurde.

Im Laufe der weiteren Forschung stellte es sich heraus, dass ge-
wisse Organismen nur die eine oder die andere der beiden Kompo-
nenten erforderten, so z. B. Rhodotorula rubra nur Pyrimidin
(Schopfer 1937a, 1938b) und Mucor Ramannianus nur Thia-
zol (Miiller und Schopfer 1937, Miiller 1941). Es wurde
bewiesen, dass jeweilen die fehlende Aneurinkomponente syntheti-
siert werden konnte.

Eine Gruppe von Organismen zeigte auf Pyrimidin ein gewisses,
beschrinktes Wachstum, so Abésidia ramosa (wie in der Einleitung
erortert, handelt es sich wahrscheinlich um die nahe verwandte Art
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Absidia Lichtheimi) und Parasitella simplex (Schopfer 1937b und
1938b), Polyporus squamosum und Septoria apii (Schopfer und
Blumer 1940), Marasmius graminum, M. chordalis und M. epi-
phyllus (Lindeberg 1944). Diese Organismen sind als Ueber-
gangsstufe zwischen den Pyrimidin und Thiazol (bzw. Aneurin)
und den nur Pyrimidin verlangenden Typen besonders interessant.
Sie besitzen offenbar noch eine gewisse, begrenzte Synthesefihig-
keit fiir Thiazol, die das erreichte T.G. bestimmt. Fiir meine Un-
tersuchungen stellte sich die Frage, ob moglicherweise die partielle
Thiazolsynthesefihigkeit durch besondere Ernidhrungsbedingungen
beeinflusst werden kdnnte.

Tabelle 12 zeigt das Verhalten von Absidia Lichtheimi zu Aneu-
rin und dessen Komponenten Pyrimidin und Thiazol. Aneurin lasst
sich vollstindig durch Pyrimidin und Thiazol ersetzen. Mit Thia-
zol liegen die Werte nur unwesentlich iiber den Kontrollen. Mit
- Pyrimidin ist vor allem bei supraoptimalen Konzentrationen ein
beschrinktes Wachstum festzustellen, welches auf eine partielle
Synthesefdhigkeit fiir Thiazol schliessen ldsst. Weitere Versuche
mit neu angesetzten Pyrimidinlosungen fielen negativ aus. Mittel-
werte aus je 200 Kulturen ergaben fiir die Kontrollen T.G. von
1,98 mg, fiir die Kulturen mit Pyrimidin von 3,14mg und fiir die-
jenigen mit Thiazol von 3,28 mg. Es stellte sich die Frage, warum die
im ersten Versuch beobachtete, schwache Synthesefahigkeit fiir Thia-
zol plotzlich verschwinden konnte. Grundsitzlich bestanden dafiir
zwei Erklarungsmoglichkeiten. Entweder musste eine Verunreini-
gung der Pyrimidinlésung mit Spuren von Thiazol oder Aneurin
oder eine gewisse Labilitit in den synthetischen Fihigkeiten fiir
Thiazol angenommen werden. Fiir die erste Moglichkeit sprach die
grosse Empfindlichkeit von Absidia Lichtheimi auf Spuren von
Aneurin. Eine Verunreinigung von 3/ .0, v Aneurin oder 2/,400 7
Thiazol pro 20 ¥ Pyrimidin wiirde geniigen, um das mit Pyrimidin
beobachtete Wachstum zu erkliren. Angesichts der Tatsache, dass
schon bei mehreren Organismen Aenderungen in den synthetischen
Fahigkeiten beobachtet wurden, musste auch mit der zweiten Mog-
lichkeit gerechnet werden.

Um die Frage abzukliren, welche der beiden Annahmen zutrife,
fithrte ich einen Parallelversuch mit Pyrimidin- und Thiazollésun-
gen verschiedenen Alters und verschiedener Lieferung durch. Die
Wirkstofflosungen wurden getrennt ' sterilisiert und iiber der
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Tabelle 12.
Der Einfluss von Pyrimidin, Thiazol und Aneurin auf das Wachstum von
Absidia Lichtheimi.

3. Tag 7. Tag 17. Tag
Kontrolle 0,92 mg 0,5 mg 0,38 mg
Pyrimidin
0,3 v/25 ccm 1,9 24 1,3 |
3 v/25 ccm 19 29 25
20 v/25 ccm 3,4 7,0 7,2
Thiazol
0,3 v/25 ccm 04 g 0,4
3 v/25 ccm 08 0,8 0,8
20 v/25 ccm 1,7 28 1,9
Pyr. 4 Thiaz.
je 0,15 v/25 ccm 8 49 84
je 1,5 v/25 ccm 7 61 98
_ je 10 v/25 ccm 10 52 97
I
Aneurin
0,3 v/25 ccm 8 33 64
3 v/25 ccm 10 65 97
20 v/25 ccm 8 62 ' 99

Flamme zugegeben. Ferner verwendete ich neue Wattepfropfen aus
reinster Spitalwatte, um auf jeden Fall alle Verunreinigungen aus-
zuschliessen. Die Ergebnisse sind aus Abbildung 12 ersichtlich.
Entsprechende Thiazole und Pyrimidine gemischt ergaben nur we-
nig voneinander abweichende T.G. Mit der alten Thiazollésung
waren die T.G. gegeniiber den Kontrollen leicht, mit der neuen
Thiazollosung der alten :Lieferung ganz unwesentlich und mit der
neuen Thiazollosung der neuen Lieferung iiberhaupt nicht erhéht.
Mit der alten, im ersten Versuch (Tab. 12) verwendeten Pyrimidin-
16sung fand ich die beschrinkte Synthesefihigkeit fiir Thiazol wie-
der, mit den neuen Losungen nicht. Es zeigte sich also, dass der
Pilz innerhalb der von mir beobachteten Zeitspanne gleich auf die
verschiedenen Pyrimidinlésungen reagierte, dass also die unter-
schiedlichen Ergebnisse nicht auf einer Labilitit in der Thiazol-
synthese, sondern auf den verwendeten Pyrimidinlésungen beruhte.
Die im ersten Versuch gefundene, scheinbare Synthesefahigkeit fiir



84 Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft Bern

TG. ' | T.G.
mg mg
8 80 4
7
6 604
S
1 40
)
2 20-
1

Ph. P2 P3 T4 T T3 K PreTy PoaTy P3+T3

Abbildung 12.
Die Wirksamkeit von Pyrimidin- und Thiazollésungen verschiedenen Alters
und verschiedener Lieferung auf Absidia Lichtheimi mit Asparagin als Stick-
stoffquelle. T.G. = Mittelwerte aus 10 Kulturen.

P, und T, = alte Pyrimidin- und Thiazollésung.

P, und T, = neue Pyrimidin und Thiazollésung neuer Lieferung.
P, und T; = neue Pyrimidin- und Thiazollésung alter Lieferung.
K = Kontrolle ohne Wirkstoff.

Thiazol musste also auf eine Verunreinigung des von mir gebrauch-
ten Pyrimidins mit Thiazol oder Aneurin zuriickgefithrt werden.

Betrachten wir abschliessend den ersten Versuch (Tab. 12), der
auf eine partielle Synthesefihigkeit fiir Thiazol schliessen liess, kri-
tisch. Die entsprechenden Werte fiir je 0,15 y, 1,5 ¥ und 10y Py-
rimidin und Thiazol weichen nur wenig voneinander ab. Mit 20 7
Pyrimidin erhalten wir aber ungefihr dreimal so hohe T.G. wie
mit 0,3 ¥ pro 25ccm Nihrlésung. Dieser Unterschied kann nach
dem Parallelversuch mit verschiedenen Pyrimidin- und Thiazoll6-
sungen (Abb. 12) durch eine geringe Verunreinigung des Pyrimi-
dins mit Thiazol oder Aneurin erkldrt werden. Bei niedriger Pyri-
midinkonzentration wirkt sich die Verunreinigung kaum aus. Bei
stark supraoptimalen Dosen geniigt sie aber, um ein gewisses
Wachstum auszuldsen. In einem Zeitversuch hort dieses aber, nach-
dem die Verunreinigung aufgebraucht worden ist, auf. Es zeigt
sich also, dass es bei der Abklirung der Frage einer partiellen
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Synthesefahigkeit fiir einen Wirkstoff notwendig ist, einen Zeit-
versuch mit supraoptimalen, optimalen und suboptimalen Wirk-
stoffdosen durchzufithren. Wird z. B. eine Thiazolsynthesefahigkeit
von 20 9 vermutet, dann sollte eine einem 20-igem Wachstum ent-
sprechende Pyrimidinmenge geniigen, um diese Entwicklung aus-
zulosen. Ist nur bei supraoptimalen Pyrimidindosen eine partielle
Entwicklung festzustellen, so besteht die Mdglichkeit einer Verun-
reinigung des verwendeten Pyrimidins.

Tabelle 13.
Wirkung von Pyrimidin und Thiazol auf das Wachstum verschiedener Stimme
von Absidia ramosa und Absidia Lichtheimi aus dem Tierspital. Wirkstoff-
gabe: 3 y Pyrimidin oder Thiazol, bzw. je 157y Pyrimidin +4- Thiazol. Mittel-
werte aus 8 Kulturen.

Stamm Kontrolle | Pyrimidin | Thiazol iY’TiI‘:‘iLdzigl
Absidia ramosa
Var. Rasti 3,31 mg 3,81 mg 4,31 mg 61 mg
Var. Ziircheri, 1. Stamm 5,07 6,75 6,00 92
Var. Ziircheri, 2. Stamm 3,94 5,19 5,25 87
Var. Ziircheri, 3 Stamm 3,85 6,00 5,48 88
Absidia Lichtheimi
2. Stamm 4,19 479 4,75 86

Tabelle 13 zeigt den Einfluss von Pyrimidin und Thiazol auf
das Wachstum verschiedener Stimme von Absidia ramosa und Ab-
sidia Lichtheimi aus dem Tierspital. Alle untersuchten Stimme
haben dasselbe Wairkstoffbediirfnis. Aneurin kann durch Pyrimi-
din und Thiazol ersetzt werden. Auf Pyrimidin oder Thiazol allein
ist kein Wachstum festzustellen.

Nachdem die von Sch opfer (1.c.) beobachtete partielle Thia-
zolsynthese weder an Absidia Lichtheimi, Stamm aus Baarn, noch
an einem Stamm aus dem Tierspital wieder gefunden werden
konnte, war damit auch die Frage einer Becinflussung derselben
durch besondere Erndhrungsbedingungen hinfillig geworden.
Trotzdem versuchte ich, mit einigen abgeidnderten Nahrlosungen
eine gewisse Synthesefahigkeit fiir Thiazol auszuldsen.

Um die Frage abzukliren, ob eventuell mit einer optimalen Pyri-
midindosis durch Zugabe einer stark suboptimalen Thiazolmenge
eine Thiazolsynthese und damit ein Wachstum bewirkt werden
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konnte, wurde ein Schachbrettversuch mit Thiazol und Pyrimidin
durchgefiihrt. Tabelle 14 zeigt, dass Pyrimidin und Thiazol in dqui-
molaren Mengen optimal wirken. Bei 0,004 y Thiazol nimmt das
T.G. bei mehr als 0,004 ¥ Pyrimidin nicht mehr zu. Eine Spur
zugegebenes Thiazol verursacht also keine Thiazolsynthese.

Tabelle 14.
Absidia Lichtheimi: Schachbrettversuch mit Pyrimidin und Thiazol
(mit der abgeidnderten Coonschen Nihrlosung).

0T 0,004y T 004y T 04yT 47T
00 P 1,1 mg 2,7 mg 1,9 mg 2,1 mg 2,4 mg
0,00i¥P 1,2 12,1 11,3 10,1 10,2
0,04 vP 3,0 14,0 33,8 38,2 33,5
04 YP 43 13,0 35,7 74,7 60,9
40 P 0,9 14,9 393 63,2 66,3

Die weiteren Versuche zur Abklirung der Frage der Auslésung
einer partiellen Thiazolsynthese durch besondere Ernahrungsbedin-
gungen sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Keine der untersuch-
ten Nahrlésungen loste mit Pyrimidin eine beschrinkte Thiazol-
synthese aus.

Tabelle 15.
Der Einfluss von Pyrimidin und Thiazol auf das Wachstum von Absidia
Lichtheimi unter verschiedenen Erndhrungsbedingungen.

e . Pyrimidin
Kontrolle Fyrimidin gl +yThiazol
10¥/25¢ccm | 10 y/25¢ccm je 5v/25ccm
a) Verschiedene Stickstoffquellen
KNO; (3%40) 0,5 mg 0,7 mg 28 mg 53 mg
NH;-Citrat (49/y,) 2,6 1,7 3,2 92
Asparagin (2°9/y) 14 1,1 0.5 139

mit Meersalz
ohne Meersalz
mit Steinbergkat.
ohne Steinbergkat.

¢) Einfluss von Spurenelementen (mit Asparagin als N-quelle)

0,2 | o3 | 38
2,6 3,7 4,1
1,5 32 3,4
2,3 33 4,1
2,2 3,2 4,1

I b) Optimale Glukose-Asparaginkonzentration (6 % Glukose, 39/, Asp.)

155.

81
89
88
80
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Diese Schlussfolgerungen, die fiir meine Versuche giiltig sind,
erkldren aber nicht einwandfrei die Unterschiede zwischen den Er-
gebnissen von Schopfer (1936/37) und den meinigen. In Anbe-
tracht davon, dass es heute sicher gestellt ist, dass die Synthese-
fihigkeiten der Mikroorganismen zeitliche Variationen aufweisen
oder Variationen unterworfen werden koénnen (im Sinne von Modi-
fikationen oder Mutationen) miissen die erwihnten Widerspriiche
auch von diesem Gesichtspunkt aus betrachtet werden.

b) Pyrimidinderivate.

Folgende Pyrimidinderivate wurden sowohl einzeln als auch in
Verbindung mit dem normalen Thjazol untersucht:
2-methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin (normales Pyrimidin)
2-methyl-4-amino-5-oxymethyl-pyrimidin
2-methyl-4-amino-5-thioformylaminomethyl-pyrimidin
2 5-dimethyl-4-amino-pyrimidin
2-aethyl-4-amino-5-thioformylaminomethyl-pyrimidin
2-methyl-4-mercapto-pyrimidin
2 5-dimethyl-4-oxy-pyrimidin
2-methyl-4-oxy-6-amino-pyrimidin
2,4-dioxy-pyrimidin (Uracil) _
2-methyl-6-amino-5-carbaethoxy-pyrimidin

=4 -3 SR8 N .

—

Einzeln erwies sich keines der angewandten Derivate als wirk-
sam. Die Ergebnisse in Verbindung mit dem normalen Thiazol sind
in Tabelle 16 zusammengestellt. Das 2-methyl-4-amino-5-oxyme-
thyl-pyrimidin wirkt gleich wie das normale Pyrimidin. Sowohl
mit optimalen als auch mit supraoptimalen Dosen und zu verschie-
denen Zeiten entsprechen sich die Werte. Die Untersuchungen an
Staphylococcus aurens (Knight und Mac Ilwain 1938) und an
Flagellaten (Lwoff und Dusi 1938a) ergaben dasselbe. Das 2-me-
thyl-4-amino-5-thioformylaminomethyl-pyrimidin zeigt kalt sterili-
siert in supraoptimalen Dosen anndhernd die gleiche Wirksamkeit
wie das normale Pyrimidin. Mit optimalen Gaben aber liegen die
Werte nur unwesentlich iiber den Kontrollen. Bei Warmsterilisa-
tion sind die T.G. mit supraoptimalen Dosen wesentlich hoher. Es
muss eine Zersetzung erfolgt sein (Abspaltung der eventuell
schwach toxisch wirkenden Thiogruppe). Phycomyces Blakesleea-
nus (Schopfer 1937c, 1938a), Ustilago violacea (Schopfer
und Blumer 1938), Staphylococcus aureus (Knight und Mac -
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Tabelle 16.
Die Wirkung verschiedener Substitutionen im Pyrimidin auf das Wachstum
von Absidia Lichtheimi.

Nr Stellung je015YyP+T | je12vyP+ T
2 | 4 5 | 6 | 5.Tag |10.Tag| 5 Tag |10. Tag
1. | CH: | NH: CH:NH: H | 20 mg| 67 mg| 22 mg| 77 mg
. | CHs | NH: CH-OH H | 22 61 19 73
3. | CHs | NH: | CH:NHCHS H 5 10 33 87
6* 11% 13* 68*
4. | CHs | NHs CH,q H | 3 5 4 15
5. | C:Hs | NH: | CHsNHCHS H 2* 4* 2% b
4 7 10 14
6. | CHs | SH H H 4 5 3 6
| 7 [ch. | on CHa H | 2 2 2 i
8 | CHs | OH | H NHe | 2 2 2 3
9. | OH | OH H H 4 3 4 4
10. | CHs H COOC:Hs NH: | 5 8 1 2
Thiazol allein 2 4 4 4
ohne Wirkstoff i 2 2 p 2

*Kalt sterilisiert, iibrige warm sterilisiert.

Ilwain 1938) und Flagellaten (Lwoff und Dusi 1938a) ver-
hielten sich gleich. Das 2-aethyl-4-amino-5-thioformylaminomethyl-
pyrimidin wirkt kalt sterilisiert nicht, heiss sterilisiert schwach. Bei
Phycomyces Blakesleeanus (Schopfer 1937c, 1038a) und Usti-
lago violacea (Schopfer und Blumer 1938) erwies sich dieses
Pyrimidinderivat als wirksam. Die iibrigen Pyrimidinderivate zeig-
ten in Uebereinstimmung mit den Untersuchungen der bereits
zitierten Forscher sowie von Robbins und Kavanagh (1938a)
keine Wirksamkeit.

Die Konstitutionsspezifitit des Pyrimidins ist sehr gross. Alle
Substitutionen in Stellung 4 zerstoren die vitaminische Wirksam-
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keit. Die Stellung 5 ist von besonderem Interesse, weil hier die
Kondensation mit dem Thiazol zum ganzen Aneurinmolekiil erfolgt.
Es muss eine reaktionsfihige Gruppe wie NH,, OH oder NHCHS
vorhanden sein.

c) Thiazolderivate.

Folgende Thiazolderivate wurden untersucht:

4-methyl-5- 3-oxyaethyl-thiazol (normales Thiazol)
3-(4(5’)-methylimidazol-4-methyl-5-3-oxyaethyl-thiazol
3-benzyl-4-methyl-5- 3-oxyaethyl-thiazol
2-mercapto-4,5-dimethyl-thiazol
2-mercapto-4-methyl-thiazol

2-amino-4-methyl-thiazol
2-mercapto-4-methyl-5-3-acetoxy-3-aethyl-thiazol

SO B )

Allein erwies sich keines der angewandten Thiazolderivate als
wirksam. Die Ergebnisse in Verbindung mit dem normalen Pyri-
midin sind in Tabelle 17 zusammengestellt. Alle Thiazolderivate
erwiesen sich als unwirksam. Die Konstitutionsspezifitit ist also
ausgeprigt. Versuche von Knight (1937b), Knight und Mac
[lwain (1938) an Staphylococcus aureus, Schopfer (1937c),
Robbins und Kavanagh (1938b), Bonner und Erickson
(1938) an Phycomyces und von Lwoff und Dusi (1938b) an
Flagellaten ergaben ebenfalls eine grosse Konstitutionsspezifitit.
Aus Versuchen von Bonner und Buchmann (1938) an der
Pisumwurzel dagegen ging eine geringe Konstitutionsspezifitdt her-
vor. Die verschiedenen Organismen verhalten sich also nicht gleich.
Interessant sind die Ergebnisse mit dem Imidazol- und Benzylthia-
zol. Es handelt sich bei diesen Praparaten um ein aktives Thiazol
in Verbindung mit einem inaktiven Pyrimidin. Allein sind diese
Analoge unwirksam, in Gegenwart des normalen Pyrimidins voll
wirksam. Absidia Lichtheimi ist befdhigt, eine hydrolytische Spal-
tung vorzunehmen und so das aktive Thiazol in Gegenwart von
normalem Pyrimidin auszuniitzen. Scho p f er stellte diés erstmalig
fiir Phycomyces (1937c), Knight und Mac Ilwain (1938) fiir
Staphylococcus aureus fest. Ustilago violacea dagegen kann dieses
gebundene Thiazol, moglicherweise infolge Toxizitdt, nicht aus-
niitzen (Schopfer und Blumer 1938).
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Tabelle 17.
Die Wirkung verschiedener Substitutionen im Thiazol auf das Wachstum von
Absidia Lichtheimi. Dauer des Versuchs: 11 Tage.

N———i—m

|

S

Nr. ~lelieng ie015vP+T| je1 5yP+T
2 4 5
1. H CHs CHsCH:OH 57Tmg T.G. 80mgT.G.
2. Imidazol-thiazol 46 58
3; Benzyl-thiazol ‘ 28 80
4. SH CHs CHs 3 6
5. SH | CHs H 4 3
6. NH: | CHs H 2 2
7. SH | CHs | CHiCHsO-COCHs 4 9
Pyrimidin allein 3 2
ohne Wirkstoff 2 2

B. Spurenelemente

‘Neben den 8 bis 10 in grosseren Mengen wirksamen mineralischen
Néhrelementen sind, was schon Raulin (1869) in seinen klassi-
schen Untersuchungen iiber Aspergillus niger festgestellt hat, zum
Gedeihen der Pflanzen weitere Elemente in kleinen Dosen notwen-
dig. Diese in vitaminischen Konzentrationen wirksamen Elemente,
fiir die der Quotient aus Trockengewichtserh6hung durch zugege-
bene Menge sehr gross ist, werden als Spurenelemente oder Wachs-
tumsfaktoren mineralischer Natur bezeichnet. Eine scharfe Grenze
gegeniiber den mineralischen Nihrelementen fehlt.

Verschiedene Forscher schlugen empirische Spurenelement-
mischungen vor, die das Wachstum hoherer und niederer Pflanzen
auf synthetischen Nihrlosungen giinstig beeinflussen sollten. Es
seien hier z. B. Hoagland, der 1933 die sogenannte A-Z-Losung
aufstellte, Steinberg (1936a und b, 1938), Berthelot
(1934) und Lindeberg (1944) erwidhnt. Alle diese Spuren-



R. Vogt, Zur Physiologie der pathogenen Schimmelpilze 91

elementmischungen, deren Zusammensetzung aus Tabelle 18 her-
. vorgeht, wurden mit Absidia Lichtheimi gepriift.

Tabelle 18.
Zusammensetzung verschiedener Spurenelementmischungen.
(Spurenelementgehalt in ¢ pro 25 ccm Nihrlosung).

e e e R __

' Element Hoagland Berthelot | Steinberg | Lindeberg
Fe — 4002 5 25')
Zn 0,3% 067? 3,5% 25%)
Mn ' 2,7 11,52 0,52) 68)
Ca — 297 — 500
Cu 0,43 0,37 1,09 —
Ni - 0,4?) 03" — —
Mo als NH+molybdat =4 —_ 03 —
Co 03" 03" —_ —
Ti : ©0,5Y) 1,78 . o —
Be — 0,13 — —
B als HsBOs 25 0,2 — —
J als K] 0,5 — — —
Li ‘ 1L1Y) — — —
Al 0,13 — — —
Sn 04" — — —
Br als KBr 0,5 —_ — —

1) Als Chlorid. 2) Als Sulfat. 3) Als Nitrat. 4) Als Oxyd.

Alle Untersuchungen mit Spurenelementen sind mit Schwierig-
‘keiten verbunden. Erste Voraussetzung, um die Wirkung eines
Spurenelementes festzustellen, ist die Herstellung einer von Spu-
renelementen freien Nahrldsung, was aber, selbst bei Anwendung
besonderer Reinigungsverfahren, nicht véllig moéglich ist.

Steinberg (1936b) stellte z. B. in Glukose spektroskopisch
Li, Na, Sr, Ca, Rb, K, Mn, Al, Fe, Rh, Ni, Ag, Cu, Mg, Sn, B und
Si fest. Nach den Angaben von Merck kommen in 0,5g Glukose,
die in der Regel pro Erlenmeyerkolben zugesetzt wird, bis maxi-
mal 2,0 y Zn, 1,5 7 Al, 15y Ca, 1 yFe und 1yPb vor.

Auch mit dem Asparagin gelangt eine relativ grosse Menge der-
artiger Elemente in die Nahrlosung. Es empfiehlt sich deshalb, bei
Untersuchungen iiber die Wirkung von Spurenelementen das viel
reiner erhiltliche KNO; als Stickstoffquelle zu verwenden. Aber
auch die reinsten anorganischen Salze enthalten noch Spuren-
elemente.
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Abschliessend sei darauf hingewiesen, dass Pirschle (1938
und 1939) und Scharrer (1941) Zusammenfassungen iiber die
zahlreichen bis dahin erschienenen, das Gebiet der Spurenelemente
betreffenden Arbeiten gegeben haben.

1. Spurenelementmischungen nach Hoagland, Berthelot, Steinberg
und Lindeberg.

a) Konzentrationsversuche.

Tabelle 19 gibt Aufschluss iiber die Ergebnisse. Wie das Gesetz
von Arndt und Schultz verlangt, nimmt die Férderung durch
Spurenelemente mit steigender Konzentration bis zu einem Opti-
mum zu, um hierauf wieder abzunehmen und schliesslich in Hem-
mung iiberzugehen. Die Spurenelementmischungen nach Stein-
berg und Lindeberg erwiesen sich als sehr, diejenigen von
Berthelot und Hoagland als wenig wirksam. Die von den
betreffenden Forschern angegebenen Normalkonzentrationen wirken
ungefihr optimal. Es ist bemerkenswert festzustellen, dass die 100-
fach verdiinnte Spurenelementmischung nach Steinberg, die
pro 25ccm Nihrlésung einen Spurenelementgehalt von nur 1/;, 7
aufweist, schon eine Steigerung von 26 0o ergibt. Die Empfindlich-
keit auf Spurenelemente in Gegenwart von unentbehrlichen Vita-
minen ist demnach beinahe so gross wie auf das Aneurin. Man ist
daher durchaus berechtigt von Wachstumsfaktoren mineralischer
Natur zu sprechen.

Tabelle 19.
Prozentuale Forderung oder Hemmung des Wachstums von Absidia Licht-
heimi in Abhingigkeit von der Konzentration der Spurenelemente. (Stickstofi-
quelle: 49/, KNO,;; N = Normalkonzentrationen nach Tabelle 18. T.G. der
Kontrolle ohne Spurenelemente: 50 mg.)

Hoagland | Berthelot Steinberg | Lindeberg
lhoo N 2% — 2% + 26 % + 40°%
io N + 12 % + 2% + 60 %0 + 112 %
‘i N + 30°% + 30°% + 166 %o + 122°%

10 N — 8% — T0°% + 166 °/o + 158 °/o
100 N — 80 % — 100 % — 30% — 99°%
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b) Einzeluntersuchung der verwendeten
Spurenelemente.

Die Priifung der Spurenelemente erfolgte in der Regel sowohl
mit KNO; als auch mit Asparagin als Stickstoffquelle. Bei der
einen Halfte der Versuche wurde festgestellt, ob das betreffende
Spurenelement einzeln, bei der andern, ob es in Verbindung .mit
dem Spurenelementgemisch von Steinberg eine Wirkung aus-
iibt. Die Elemente sind nach den Gruppen des periodischen
Systems geordnet.

Lithium (Untersuchungsbereich: 0 bis 100 7 pro
25ccm Ndhrlésung).

Lithium ist bis dahin wenig untersucht worden. Mit den hoch-
sten Konzentrationen fand ich eine Férderung von etwa 10 9.

Kupfer.

Tabelle 20 zeigt die Wirkung von Kupfer auf das Wachstum von
Absidia Lichtheimi ohne gleichzeitige Zugabe von andern Spuren-
elementen. Wird in der Spurenelementmischung nach Steinberg
(Tab. 18) Cu weggelassen, so sind die Ertrage etwa 8 0/p geringer.
Cu fordert also das Wachstum sowohl einzeln als auch in Verbin-
dung mit andern positiv wirkenden Kationen, wo eine gegenseitige
Unterstiitzung, also Synergismus beobachtet wurde. Indessen sind
schon verhiltnismissig schwache Konzentrationen stark hemmend.

Tabelle 20.
Der Einfluss von Kupfer auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi
(mit 2,729/, KNO; als Stickstoffquelle).

Cuinv/25ecem | o6 | o1 | 01 | 10| 10 | 100 |
Nédhrlosung I
T.G. in mg 1| e | 0| 80| 64 | 4 |

In der Literatur finden wir zahlreiche Beobachtungen iiber Sti-
mulationen und Hemmungen.

Bortels (1927) und Roberg (1928) stellten zum erstenmal
eine Notwendigkeit von Cu zur Bildung des schwarzen Sporen-
farbstoffes von Aspergillus niger fest.

Steinberg (1935a und b, 1936a und b), Gollmick (1936),
Sakamura (1936, 1941) u.a. fanden, dass Cu nicht nur fiir die
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Bildung des schwarzen Konidienfarbstoffes, sondern auch fiir die
Sporenbildung und das Wachstum iiberhaupt nétig sind.
Molliard (1922) fand, dass der 6konomische Koeffizient von
Aspergilluskulturen durch Cu erhoht wird. Es konnte festgestellt
werden, dass Cu einen wesentlichen Anteil bestimmter Enzyme
bildet. Kubowitz (1937) wies nach, dass die Kartoffeloxydase
ein Cu-Proteid ist. Cu-salze scheinen hauptsichlich als Oxydations-
katalysatoren zu wirken, womit die pflanzenphysiologischen Wir-
kungen (wie Bildung des schwarzen Sporenfarbstoffes durch Asper-
gillus niger) gut iibereinstimmen. | '

Beryllium (Untersuchungsbereich: 0 bis 100y pro
25 cecm Ndhrlosung). :

Die geringen Konzentrationen ergaben eine sehr schwache For-
derung, die aber noch innerhalb der Fehlergrenze liegt. Bei hoheren
Konzentrationen trat eine schwache Hemmung auf.

In der Literatur finden wir wenig Angaben iiber die Wirkung
des Berylliums. Pirschle (1934) beobachtete eine starke Wachs-
tumsforderung bei Aspergillus niger.

Calcium.

Calcium ist eigentlich nicht zu den Spurenelementen zu rechnen.
Es gehort zu den fiir die hoheren Pflanzen absolut erforderlichen
10 Elementen. Die Notwendigkeit fiir Pilze ist aber bestritten.

Raulin (1869), Molisch (1894) und Benecke (1894,
1895) kamen zum Ergebnis, dass Ca kein notwendiges Element fiir
die Gattungen Aspergillus, Penicillium und Mucor sei. Auch Bor-
tels (1927) und Roberg (1928, 1931) konnten diese Feststel-
lung fiir Aspergillus niger bestitigen. Fiir andere Pilze scheint Ca
fordernd zu wirken, so dass die Notwendigkeit noch nicht endgiil-
tig abgeklart ist.

Tabellen 21 und 22 geben Aufschluss iiber den Einfluss von Ca
auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi. Aus Tabelle 21 kdnnte
auf eine Férderung durch Ca geschlossen werden. Tabelle 22 spricht
dagegen. Es ist wahrscheinlich, dass die schwach positive Wirkung
von Ca allein in hohen Dosen nicht auf dem Ca beruht, sondern
auf andern Spurenelementen, die als Verunreinigungen des ver-
wendeten Ca-Chlorids in die Nihrlosung gelangten; sonst sollte
Ca auch in Verbindung mit anderen Katalysatoren (Tab.22) eine
positive Wirkung ausiiben.
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7 Tabelle 21.
Absidia Lichtheimi: Abhingigkeit des Wachstums von der Calciumkonzentra-
tion (mit 109/, KNO; als Stickstoffquelle).

Ca in y/25 ccm 0 5 50 | 500 | 5000 |50000
Nahrlosung

T.G. in mg 49 I 59 55 60 57 47

Tabelle 22.
Der Einfluss von Ca auf Absidia Lichtheimi in Verbindung mit verschiedenen
Spurenelementkombinationen nach Steinberg (mit 2,72/, KNO, als Stick-

stoffquelle).
| S S ohne | Sohne | S ohne | S ohne | S ohne
, Fe Zn Mn Cu Mo
ohne Ca 120mg | 98 mg 83mg | 122mg | 110 mg | 122 mg I
mit 500 y Ca
pro 25 ccm 123 95 78 121 115 122
Néhrlésung

S = Spurenelementmischung nach Steinberg (Tabelle 18).

Zink.

Tabelle 23 zeigt, dass das Wachstum von Absidia Lichtheimi
durch Zink sehr stark gefordert wird. Die von Lindeber g (1944)
angewandte Zinkkonzentration von 25y pro 25ccm Nihrlésung
wirkt optimal. Die Steigerung des T.G. betrdgt rund 70 0. Wird
Zn in der Spurenelementmischung von Steinberg weggelassen,
so sinkt das T.G. um 30 %. In grésseren Dosen wird das Wachs-
tum durch Zink fast vollstindig gehemmt. Zn ist das wirksamste
der bis jetzt untersuchten Spurenelemente. Schon Raulin (1869)
hatte gezeigt, dass Zn ein fiir Aspergillus niger notwendiges Ele-
ment ist, was Steinberg (1919), Bortels (1927) und Ro-
berg (1928, 1931) bestitigten. Leonian und Lilly (1940) fan-
den, dass Phycomyces Blakesleeanus ohne Zn kein maximales
Wachstum erreicht. Lindeberg (1944) konnte fiir verschiedene
Marasmiusarten eine Forderung durch Zn feststellen. Lohmann
(1934) erbrachte den Beweis, dass Aspergillus niger auf einer mit
Tierkohlebehandlung gereinigten Nihrlosung ohne Zinkzusatz iiber-
haupt nicht gedeiht.
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Tabelle 23. .
Der Einfluss der Zinkkonzentration auf das Wachstum von Absidia Licht-
heimi (mit 10°/,, KNO; als Stickstoffquelle).

Zninypro2scem | o | o5 [ 25 | 25 | 250 | 2500
Né&hrlosung

T. G. in mg 49 | 57 | 70 | 83 | 67 3

Ueber die Rolle des Zinks im Stoffwechsel von Schimmelpil-
zen ist bis heute noch nichts bekannt. Foster und Waksmann
(1939) fanden, dass der okonomische Koeffizient von Rhizopus
nigricans erhoht wird, was mit den Beobachtungen anderer For-
scher iibereinstimmt. Es ist deshalb mdglich, dass Zn irgendwie im
Kohlehydratstoffwechsel eine Rolle spielt.

Bor (Untersuchungsbereich: 0 bis 2500y pro 25 ccm
Nihrldosung).

Unter allen Versuchsbedingungen konnte keine positive Wirkung
beobachtet werden. Die grossten Konzentrationen schienen das
Wachstum ganz unwesentlich zu hemmen. Bei hoheren Pflanzen
wurde die Notwendigkeit von Bor durch zahlreiche Untersuchungen
bewiesen. Die niederen Pflanzen sind bis dahin wenig untersucht
worden. Es liegen keine Beobachtungen iiber Stimulationen vor,
wenn wir von Cusumano (1925) und Pirschle (1935) ab-
sehen, die bei Aspergillus niger unter bestimmten Bedingungen
eine Forderung feststellten.

Aluminium (Untersuchungsbereich: 0 bis 1000 7
pro 25ccem Nahrlosung).

Es konnte unter allen Versuchsbedingungen keine Foérderung,
wohl aber schon bei geringen Konzentrationen eine Hemmung be-
obachtet werden. Die Wirkung von Al auf Pilze ist bis dahin wenig
untersucht worden.

Titan (Untersuchungsbereich: 0 bis 1000y pro
25ccm Nihrlosung). .

Mit Ti trat unter allen Versuchsbedingungen keine Forderung
ein. Hohere Konzentrationen hemmten das Wachstum. In der Lite-
ratur finden wir, abgesehen von Pirschle (1935), der mit Ti-
Sulfat eine stimulierende Wirkung auf Aspergillus niger beobach-
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tete, keine weiteren Angaben iiber Wachstumsforderungen bei
Pilzen.

Zinn (Untersuchungsbereich: 0 bis 80y pro 25 ccm
Niahrlosung).

Die niedrigsten Konzentrationen férderten schwach, die hochsten
hemmten stark. Die Wirkung von Sn auf Pilze ist bis dahin wenig
untersucht worden.

Molybddn (Untersuchungsbereich: 0 bis 25y pro
25ccm Nidhrlosung).

Ich konnte mit Mo keine Wachstumssteigerung beobachten.

Bortels (1930) stellte bei Azotobacterarten eine Forderung
fest und schloss daraus auf eine Bedeutung von Mo fiir die Bin-
dung des Luftstickstoffs. Nach Steinberg (1936b, 1937) ist Mo
fiir das Wachstum von Aspergillus niger notig. Da das Molybdan-
bediirfnis mit Nitraten grosser ist als mit Ammonsalzen und orga-
- nischen Stickstoffverbindungen nimmt Steinberg an, dass es
sich um einen Katalysatoren der Nitatreduktion handelt.

Mangan.

~ Tabelle 24 zeigt, dass Mn das Wachstum von Absidia Lichtheimi
deutlich fordert. Die von Lindeberg angegebene Normalkon-
zentration von 68y pro 25ccm Néahrldsung wirkt optimal. Die
Forderung betrigt hier rund 18 o/. Gréssere Dosen wirken nicht
hemmend.

- Tabelle 24.
Der Einfluss von Mangan auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi
(mit 10°/,, KNO; als Stickstoffquelle).

Mn in y pro 25 ccm 0 068 | 68 68 680 | 6800
Nahrlgsung ’ ’

T. G. in mg 49 57 58 62 58 51

Bertrand und Javillier (1911a,b,c), Bertrand (1912a,
b) und Steinberg (1935a,b) stellten bei Aspergillus niger eine
Forderung fest. Lindeberg (1944) beobachtete bei verschiede-

nen Marasmiusarten eine mehr oder weniger starke Steigerung
des T. Q.
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Mn scheint bei vielen Stoffwechselvorgingen als Katalysator
zu dienen, z. B. bei der Nitratreduktion (Burstrém 1939) und
beim Stirkeabbau (Biedermann und Jernakoff 1924).

Brom und Jod (Untersuchungsbereich: 0 bis 100 ¥
pro25ccm Nihrlosung).

Kleine Konzentrationen schienen die T.G. unwesentlich zu er-
hohen, hohere beeinflussten das Wachstum nicht. Brom und Jod
sind bei Pflanzen noch wenig untersucht worden. Mit Sicherheit
steht aber heute fest, dass Jod von den Pflanzen nicht benotigt
wird.

Eisen.

Das Wachstum von Absidia Lichtheimi wird durch Fe gefordert
(Tab. 25). Hohere Konzentrationen dagegen wirken stark hem-
mend.

Schon Raulin (1869) beobachtete mit Aspergillus niger eine
Wachstumsférderung, welche durch Steinberg (1919), Bor-
tels (1927) und Roberg (1928, 1931) bestitigt wurde.

Tabelle 25.

Der Einfluss von Eisen auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi
(mit 100/,, KNO; als Stickstoffquelle).

Fe inypto 25 ccm 00 [025| 25 | 25 | 250 | 2500
Nihrlésung

T.G. in mg 49 | 54 70 64 60 4

Kobalt und Nickel.

Die Ergebnisse sind aus den Tabellen 26 und 27 ersichtlich.

Co fordert mit KNOg das Wachstum von Absidia Lichtheimi.
Werden aber zugleich Steinbergkatalysatoren zugesetzt, die das
Element Co nicht enthalten, so ist eine Hemmung zu beobachten.
Mit Asparagin tritt weder mit noch ohne Steinbergkatalysatoren
eine Forderung ein. Auf Grund dieser Versuche kann nicht von
einer Notwendigkeit von Co fiir das Wachstum von Absidia Licht-
heimi gesprochen werden. Es scheint mir moglich, dass die Stei-
gerung des Trockengewichts mit KNO; als Stickstoffquelle nicht
auf dem Kobalt beruht, sondern auf andern Spurenelementen, die
mit dem Kobaltchlorid in die Nahrlésung gelangten. Die Stein-
bergkatalysatoren, sowie das Asparagin scheinen diese Spuren-
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Tabelle 26. :
Die Wirkung von Kobalt auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi.
Coinypro25cem | o4 |ooo5] 025 | 25 | 25 | 250

Nihrlésung

2,72 °/oo KNOs 37mg|39mg | 55mg|33mg | 29mg | 6mg

2,72 %60 KNOs .
1 Sieinberggat, | 2 | B | B8 6 | 9| 6

2 %00 Asparagin 114 88 109 72 61 36

2 %0 Asparagin | 1 9 4
+ Steinbergkat. 165 | 152 63 | 15 15 43 I

elemente zu enthalten. Es ist deshalb keine Erhéhung des T.G.
zu erwarten. Schon verhiltnismissig kleine Co-Dosen hemmen die
Entwicklung betrachtlich.

Ni fordert mit Asparagin und KNO; als Stickstoffquelle das
Wachstum leicht. Bei gleichzeitiger Zugabe von Steinbergkata-
lysatoren tritt keine Erhéhung des T.G. ein. Schon verhiltnis-
missig kleine Ni-Dosen hemmen das Wachstum vollstindig. Aus
diesen Versuchen kann nicht mit Sicherheit auf eine Notwendigkeit
von Ni fiir eine optimale Entwicklung geschlossen werden.

In der Literatur finden wir zahlreiche Angaben iiber Férderun-
gen und Hemmungen an Schimmelpilzen, die durch Co und Ni
verursacht werden. Die Widerspriiche in den Ergebnissen diirften

Tabelle 27.
Die Wirkung von Nickel auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi.

Niiin y pro25cem | o0 |0035| 035 | 35 | 35 | 350
Nihrldsung ' ’ , ’

2,72 %0 KNOs 30mg|27mg|40mg |47Tmg | 24mg | Omg

212%0 KNOs | 41y | 102 | 106 | 107 | 45| 0
+ Steinbergkat.

2 %00 Asparagin 106 | 105 | 114 | 121 45 0

2 %0 Asparagin 172 | 163 | 162 | 154 | 138 0
+ Steinbergkat.
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teilweise durch verschiedene Versuchsbedingungen zu erkliren sein.
Unsere Versuche zeigten, dass es notwendig ist, die Wirkung eines
Spurenelements unter verschiedenen Ernihrungsbedingungen zu
studieren, um nicht voreilig auf Stimulationen zu schliessen.

c) Kombinationsversuche mit den Spurenelement-
mischungen nach Lindeberg und Steinberg.

Abbildung 13 zeigt das Verhalten von Absidia Lichtheimi zu den
Spurenelementen von Lindeberg in verschiedenen Konzentra-
tionen, einzeln und gemischt. Die grosste Steigerung des T.G.
tritt mit Zn ein. Darauf folgen Fe, Mn und Ca. Werden alle Me-
talle gleichzeitig zugesetzt, so addieren sich die Forderungen, d. h.
die Metallmischung wirkt synergistisch.

Tabelle 28.
Prozentuale Forderung des Wachstums von Absidia Lichtheimi durch Spuren-
elemente nach Steinberg in verschiedener Kombination (mit 2,729/, KNO,
als Stickstoffquelle). ,

Zn + Fe 4+ Mn + Mo + Cu 98“/0]
Mo allein 5
alle ohne Mo 97
Fe allein 6
alle ohne Fe 58
Mn allein 8
alle ohne Mn 97
Zn allein 45
alle ohne Zn 34
Cu allein 0
allée ohne Cu 77

Tabelle 28 ergibt, dass auch die Steinbergkatalysatoren syner-
gistisch wirken. Es fallt auf, dass Fe und Cu einzeln nicht oder
sehr schwach férdern, aber beim Fehlen in der Spurenelement-
mischung eine betrichtliche Erniedrigung des T.G. zur Folge
haben. :

d) Diskussion der verschiedenen Wirksamkeit der
untersuchten Spurenelementmischungen,

Es wurde festgestellt, dass die aus nur wenigen Spurenelemen-
ten zusammengesetzten Katalysatorenmischungen nach Linde-
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TG
mg In+M Fe+C
190 ’ | /\ +Mn+re+La

0 NAoo No N 10N 100N

Abbildung 13.

Der Einfluss der Lindebérgkatalysat()ren (einzeln und gemischt) in verschie-
dener Konzentration auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi (mit 109/y,
KNO; als Stickstofiquelle).

N = Normalkonzentration (Tabelle 18).

berg und Steinberg grosse, diejenigen von Berthelot und
vor allem von Hoagland nur geringe Gewichtssteigerungen be-
wirken. Versuche von Lindeberg (1944) ergaben fir Maras-
mius rotula ebenfalls durch die A-Z-Lésung im Vergleich zu
seiner eigenen Spurenelementmischung eine geringe Steigerung des
T.G. Auf Grund der Einzeluntersuchung der in der A-Z-Lésung
verwandten Elemente muss die schwache Wirksamkeit einerseits
auf die zu geringe Konzentration des besonders wirksamen Zinks
und auf das véllige Fehlen des Eisens, andererseits auf eine ge-
wisse Hemmung durch Elemente wie Ti, Co, Al und Ni zuriick-
gefithrt werden.



102 Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft Bern

e) Die Abhidngigkeit der Spurenelementwirkung
von den Versuchsbedingungen.

Zeit.

Aus Abbildung 14 ist die Spurenelementwirkung als Funktion
der Zeit bei niederer KNOj-Konzentration ersichtlich. Bis zum
Abschluss der Hauptwachstumsperiode steigt die durch die Kata-
lysatoren bedingte Forderung rasch bis zu einem Maximum von
170 9% an, um danach allméhlich abzusinken. .

Werden die Katalysatoren erst nachtriglich beigefiigt, so setzt
sofort ein intensives Wachstum ein. Nach 34 Tagen ist der
Wachstumsriickstand beinahe eingeholt. Die Spurenelemente wir-
ken also in Gegenwart von notwendigem Vitamin als beschranken-
der Faktor.

T.G.

VG \\
"o - / .
/ | I Cin %)
120
I 11 Cin mg)
100 ) // T ] IV. (in mg) ‘
80 / < ‘
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Abbildung 14.

Absidia Lichtheimi: Die Spurenelementwirkung als Funktion der Zeit. Mit
1,36 %/, KNO; als Stickstoffquelle. Mit Steinbergkatalysatoren in Normal-
konzentration (Tabelle 18).

I: Kontrolle ohne Spurenelemente; II: mit Spurenelementen; IiI: Forderung
in %; IV: Nachtriglicher Zusatz von Spurenelementen.
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Mit hohen KNOj-Konzentrationen (Abb. 15) sind die Ergeb-
nisse dhnlich. Die Forderung ist aber anfinglich gering, um sehr
rasch zu einem betrichtlich hoheren Maximum (274 o) anzustei-
gen und hierauf wieder infolge Autolyse stark abzusinken (bis auf
etwa 60 0)).
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Abbildung 15.

Absidia Lichtheimi: Die Spurenelementwirkung als Funktion der Zeit. Mit
544%/oy KNO, als Stickstoffquelle. Mit Steinbergkatalysatoren in Normal-
konzentration (Tabelle 18).

I: Kontrolle ohne Spurenelemente; II: Mit Spurenelementen;
IIl: Forderung in 9.

Aus Abbildung 16 sind die Ergebnisse eines entsprechenden
Zeitversuchs mit Asparagin als Stickstoffquelle ersichtlich. Bei
einer Asparaginkonzentration von 19/, iiben die Spurenelemente
keinen Einfluss aus. Mit 40/, Asparagin sind die Ergebnisse
dhnlich wie mit hohen KNOs-Dosen. Die Férderungen sind aber
bedeutend geringer (bis maximal 82 9p). In spiten Entwicklungs-
stadien wird die Autolyse durch die metallischen Katalysatoren
stark erh6ht, so dass eine Hemmung festzustellen ist,
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, Abbildung 16. ' k
Absidia Lichtheimi: Die Spurenelementwirkung als Funktion der Zeit, mit
Asparagin als Stickstoffquelle.
= Steinbergkatalysatoren in Normalkonzentration (Tabelle 18).
- Asparagin.

I

S
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Stickstoffkonzentration.

Abbildung 17 zeigt das Wachstum von Absidia Lichtheimi als
Funktion der Stickstoffkonzentration, mit und ohne Zugabe von
Lindebergkatalysatoren. Der Stickstoff wird durch Asparagin, Am-
moniumcitrat, Ammoniumtartrat oder KNO; geliefert. Die Kurven
mit Spurenelementen stimmen im grossen und ganzen iiberein. Ohne
Katalysatoren weichen sie bis zu einer Stickstoffdosis von 2,5 mg
pro 25 ccm Nihrlosung ebenfalls nicht voneinander ab. Gréssere
Stickstoffgaben erhohen die T.G. mit KNOg nur sehr wenig, mit
Ammoniumcitrat und Ammoniumtartrat wenig, mit Asparagin da-
gegen wesentlich mehr. Hurni (1944) konnte bei Phycomyces
Blakesleeanus mit Ammoniumcitrat, Ammoniumtartrat und Aspara-
gin dasselbe beobachten. Er schloss daraus, dass Phycomyces Bla-
kesleeanus keine andere Stickstoffquelle so gut ausniitzen koénne
wie Asparagin. 1945 stellte er aber fest, dass auch mit Ammo-
niumcitrat bei Zugabe von Spurenelementen hohe T.G. erreicht
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\ Abbildung 17,
Absidia Lichtheimi: Die Spurenelementwirkung als Funktion der Stickstofi-
konzentration. Versuchsdauer: 8 Tage.
L = Lindebergkatalysatoren in Normalkonzentration (Tabelle 18).

werden. Die durch die Katalysatoren maximal erzielte Forderung
betrug 270 oj.

Nach meiner Ansicht sind die Ergebnisse etwa folgendermassen
- zu deuten: Ich nehme an, dass Absidia Lichtheimi den Stickstoff
aus Asparagin, Ammoniumcitrat, Ammoniumtartrat und KNO,
gleich gut aufnehmen kann, dass aber eine maximale Entwicklung
(maximale Ausnutzung der vorhandenen Nihrstoffe wie Glukose
und Stickstoffquelle) an die Anwesenheit von Spurenelementen ge-

10
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bunden ist. Ein Teil der Spurenelemente kommt durch die Glukose
in die Nahrlosung. Ist die Stickstoffmenge gering, so wirken der
Stickstoffmangel und nicht die metallischen Katalysatoren als be-
grenzender Faktor. Werden hoéhere Stickstoffgaben geboten, so
steigt bei dem praktisch von Verunreinigungen freien KNO,; das
T. G. nicht mehr an. Die Spurenelemente wirken als beschrinken-
der Faktor. Mit dem weniger reinen Ammoniumcitrat und -Tar-
trat gelangen zusitzlich kleine Spurenelementmengen in die Néihr-
lésung und erlauben ein geringes weiteres Wachstum. Die Trok-
kengewichtskurven steigen noch schwach an. Mit Asparagin sind
die T.G. bis zu einer Konzentration von 190/, (5mg N pro
25 ccm Nihrlésung) mit und ohne Katalysatoren ungefihr gleich.
Die in der Glukose und dem wenig reinen Asparagin enthaltenen,
metallischen Katalysatoren geniigen, um ein optimales Wachstum
zu ermoglichen. Bei hoheren Asparagindosen reicht die noch zusitz-
lich durch das Asparagin in die Nahrlésung gelangende Spurenele-
mentmenge nicht mehr aus, um ein optimales Wachstum zu gewéhr-
leisten. Eine Zugabe von Spurenelementen wirkt daher fordernd.
Ohne einen Stickstoffkonzentrationsversuch hitte der falsche
Schluss gezogen werden konnen, dass die Spurenelemente nur bei
KNOj;, Ammoniumcitrat und -Tartrat eine Steigerung des Trocken-
gewichts bedingen. Das hitte leicht zu der falschen Vermutung ge-
fithrt, dass die Spurenelemente eine besondere Rolle bei der As-
similation von anorganischem Nitrat- und Ammoniakstickstoff spie-
len, dagegen nicht bei einer organischen Stickstoffquelle wie Aspa-
ragin. Es scheint aber, wenigstens fiir Absidia Lichtheimi, dass fiir
die maximale Entwicklung mit irgendeiner Stickstoffquelle Spuren-
elemente nétig sind. Asparagin wiirde also nicht deshalb das beste
Wachstum ermoglichen, weil es ein Amid ist, sondern weil es als
relativ unreine Substanz die notwendigen Spurenelemente enthilt.
Mit KNO; konnen bei Zugabe von Spurenelementen gleich hohe
oder hohere Trockengewichte wie mit derselben Stickstoffmenge in
Form von Asparagin ohne Katalysatoren erreicht werden. In vie-
len Versuchen kann daher an Stelle des teuren Asparagins das bil-
lige KNO, mit Zusatz von Spurenelementen verwendet werden.

Verschiedene Stickstoffquellen.

Tabelle 29 zeigt die Wirksamkeit der Spurenelementmischungen
nach Lindeberg und Steinberg mit verschiedenen Stickstoff-
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quellen. Pro Erlenmeyerkolben wurden 20 mg N (entspricht einer
20/,0igen Asparaginlosung) beigefiigt. Ohne Zugabe von metal-
lischen Katalysatoren weichen die erhaltenen Trockengewichte stark
voneinander ab. Nur Asparagin scheint leicht assimilierbar. Mit
Zugabe von Steinberg- oder Lindeberg-Katalysatoren sind
die Ergebnisse viel ausgeglichener, wenn wir von Harnsidure, NH,-
oxalat, (NH,),SO,, NH,Cl und NH,NO; (d.h. meist Salze star-
ker Sduren, die sich wegen der freiwerdenden Sidure nicht als
Stickstoffquelle eignen) absehen. Giinstig sind neben Asparagin
vor allem Ammoniumsalze organischer Siuren, Nitrate und die
Aminosaure Glykokoll, die ohne Zugabe von Metallen nur ein ge-
ringes Wachstum ergibt. Ammonniumsalze werden im allgemei-
nen um so besser aufgenommen, je schwicher die freiwerdende
Sdure ist, was mit den Beobachtungen von Ritter (1909, 1911) an
verschiedenen Schimmelpilzen iibereinstimmt. Interessant ist die
Feststellung, dass Asparagin zwar ein hohes Trockengewicht, aber
ein verhiltnismissig wenig zusammenhidngendes Substrat- und ein

Tabelle 29.-
Absidia Lichtheimi: Die Abhingigkeit der Spurenelementwirkung von de
Stickstoffquelle. ' -
I N-Quelle Kontrolle Lindebergkat. Steinbergkat.
T. G. T. G. T. G T. G T. G. T. G,
in mg in %o in mg in % inmg in %
1 Ca(NOs)s 55 100 117 212 | 136 247
! KNOs 58 100 109 188 122 210
* NH.CI 43 100 44 102 42 98
* (NH4)%SO4 37 100 44 119 43 116
* NH:«NOs 48 100 58 121 56 117
+ NH.-oxalat 64 100 65 102 65 102
+ NHas-citrat 70 100 100 143 104 149
! NHs-acetat 61 100 114 186 130 213
+ NHs-tartrat 71 100 118 166 138 194
-+ Harnstoff 61 100 149 245 175 287
+ Glykokoll 68 100 93 137 132 194
-+ Asparagin 130 100 145 112 160 123
| Harnsdure 63 100 63 100 64 102

Substratmycel zusammenhdngend, reichlich entwickeltes Luftmycel.
Substratmycel mehr oder weniger zusammenhingend, wenig Luftmycel.
Mycel kndllchenférmig, unzusammenhingend, kein Luftmycel. -

* 4 -
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schlecht ausgebildetes Luftmycel ergibt. Mit KNO; erhalten wir
etwas niedrigere Trockengewichte, aber stets ein gleichmissiges
Luft- und ein zusammenhingendes Substratmycel.

Dieselbe Spurenelementmischung fordert die Aufnahme von
Nitrat- und Ammoniakstickstoff. Dies steht im Gegensatz zu den
von Utiger (1942) in der Symbiose Mucor Ramannianus-Rhodo-
torula rubra gemachten Beobachtungen, wo die Ausniitzbarkeit der
beiden Stickstoffarten durch verschiedene Spurenelementgemische’
gesteigert wurde.

Meine Ergebnisse stimmen gut mit denjenigen von Saka-
mura (1934, 1936, 1941), der den Einfluss von Schwermetallen
auf die Ammoniak- und Nitrataufnahme bei Aspergillus oryzae un-
tersuchte, iiberein. Sakamura fand, dass Zn, Fe, Cu und Mn die
Aufnahme von Nitraten und Ammoniumsalzen férderten. Unabge-
klart blieb die Frage, warum in der Ammoniumnitratkultur Cu
hemmend auf die Nitrataufnahme wirkte, obschon mit Cu sowohl bei
Nitraten (Ca(NOy),) als auch bei Ammoniumsalzen ((NH/),SO,)
eine Steigerung des Trockengewichts eintrat. Sakamura nimmt
an, dass diese Metalle, wenn auch die Wirkung im einzelnen noch
unklar ist, bei der Nitratreduktion und der Aminosiduresynthese -
eine Rolle spielen.

Aneurinkonzentration.

Die Abhingigkeit der Spurenelementwirkung von der Aneurin-
konzentration ist aus den Abbildungen 18 und 19 ersichtlich. Die
Versuche wurden gleichzeitig durchgefiihrt, so dass die Ergebnisse
mit 29/,, Asparagin und 2,729/,, KNO; miteinander verglichen
werden kénnen. Mit KNO, ist bei einer bestimmten Aneurinmenge
das erhaltene Trockengewicht weitgehend von der Zugabe von
Spurenelementen abhingig. Die hoéchsten Trockengewichte wer-
den bei einer bestimmten Aneurinmenge mit den Katalysatoren
von Steinberg erreicht. Mit 29/,, Asparagin als Stickstoff-
quelle fallen die Ergebnisse dhnlich aus. Jedoch sind die durch
die Spurenelemente erreichten Steigerungen bedeutend geringer.
Die Berthelotkatalysatoren, die mit KNO; als Stickstoffquelle
nur eine geringe Steigerung des Trockengewichts verursachten, wir-
ken hier bei hoheren Aneurinkonzentrationen giinstiger als die Spu-
renelementmischung nach Steinberg. Das unterschiedliche Ver-
halten von Asparagin und KNO; als Stickstoffquelle wird, wie be-



R. Vogt, Zur Physiologie der pathogenen Schimmelpilze 109

T.G.
o | /L\_ Steinberg |
120 1 . N
‘ [ Lindeberg
100
80 | Berthelot
/ | Hoagland
60 :
i L Knntrol'le
20
01 02 04 1 2 &y

Aneurin pro25 ccm Nahrlésung

Abbildung 18.
Absidia Lichtheimi: Der Einfluss der Spurenelemente auf den Aneurinkonzen-
trationsversuch (mit 2729/, KNO; als Stickstoffquelle; fiir die Aneurin-
konzentrationen sind die Wurzelwerte aufgetragen).

reits besprochen, durch den verschiedenen Spurenelementgehalt
bedingt. Beim reinen KNO, wirkt der Gehalt der Nihrlésung an
metallischen Katalysatoren schon bei einer geringen Aneurinkon-
zentration als beschrinkender Faktor. Asparagin enthilt mehr
Spurenelemente, die erst bei hoheren Aneurinkonzentrationen als
beschrinkender Faktor wirken.

Abschliessend sei festgestellt, dass mit metallischen Katalysa-
toren auf einer wirkstofffreien Nihrlosung, oder mit Pyrimidin
oder Thiazol allein, kein Wachstum ausgelést werden konnte. Es
stimmt dies mit den Ergebnissen von Utiger (1942) iiberein,
der fiir die beiden auxoheterotrophen Organismen, Mucor Raman-
nianus und Rhodotorula rubra, keine Nihrlésung fand, welche die
beiden Organismen auxoautotroph werden liess.

Ebenso war es mir nicht méglich, durch Spurenelemente eines
der in Tabelle 16 und 17 erwihnten, inaktiven Pyrimidin- oder
Thiazolderivate zu aktivieren. |
 Metallische Katalysatoren allein erlaubten also auf einer wirk-
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Abbildung 19.
Absidia Lichtheimi: Der Einfluss der Spurenelemente auf den Aneurinkonzen-
trationsversuch (mit 29/, Asparagin als Stickstoffquelle; fiir die Aneurinkon-
- zentrationen sind die Wurzelwerte aufgetragen).

stofffreien Nahrlosung keine Entwicklung, bewirkten aber in An-
wesenheit von notwendigen Vitaminen unter den angewandten Ver-
suchsbedingungen ein dauerndes Mehrwachstum. Lohmann (1934)
erbrachte den Beweis, dass Aspergillus niger auf einer mit Tier-
kohle gereinigten Nahrlosung ohne Spurenelemente iiberhaupt nicht
gedeiht. Die Spurenelemente wiren in diesem Falle wie die Vita-

mine fiir die Entwicklung unbedingt notwendige Hauptwachstums-
faktoren.

2. Das Meerwasser als Quelle von Spurenelementen.

Unter verschiedenen Bedingungen wurde die Wirkung von
Meerwasser untersucht. Die Ergebnisse fielen nicht eindeutig aus.
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In einzelnen Versuchen konnte eine Forderung bis zu 30 o/ erzielt
werden. In andern wurden mit und ohne Meerwasser ungefihr
gleiche Ertrige erreicht. Schopfer und Utiger (1941) be-
obachteten an einem allerdings etwas kiimmerlichen Stamm von
Phycomyces Blakesleeanus Steigerungen bis zu 157 0jp. Da das von
mir verwandte Meerwasser lingere Zeit aufbewahrt worden war,
und es moglich ist, dass Spurenelemente vom Glas adsorbiert wer-
den, diirfen meine Versuche nicht als absolut sicher betrachtet wer-
den. .

3. Der Einfluss von Aschen.

Die Priifung der Aschen erfolgte mit 1,36°9/,, KNO;3 und 19/,
Asparagin als Stickstoffquelle. Die zugegebenen Aéchenmengen
entsprechen einer 2 ojpigen Losung der unveraschten, auf das Trok-
kengewicht bezogenen, pflanzlichen Produkte. Die Ergebnisse sind
aus Tabelle 30 ersichtlich. Mit dem spurenelementreichen Aspara-
gin ist die Wirksamkeit der zugegebenen Aschen gering, mit KNOg
dagegen teilweise betrdachtlich. Vor allem fordert Rottannen-,
Hefe-, Vollmehl-, Weissmehl- und Randenasche das Wachstum.
Auch Asparaginasche erhoht das Trockengewicht ansehnlich. Schon
Utiger (1942) beobachtete, dass Aschen organischer Kohlenstoff-
stoff-Stickstoff-Verbindungen, wie z. B. Asparagin, die Symbiose

Tabelle 30.
Der Einfluss von Aschen auf das Wachstum von Absidia Lichtheimi.
Asche 1,36 %00 KNOs 1 °/0 Asparagin

Kontrolle 45 mg T.G. 87 mg T.G.
Steinberg 95 106
Holz (Rottanne) ) - 96

. Hefe 124 92
Weissmehl 111 91
Vollmehl 109 92
Apfel 23 96
Birne 55 : 85 -
Karotte 61 99
Rande 103 114
NH,-Citrat 58 87
Asparagin 74 -
Glukose 78 —
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von Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubra mit Ammonsulfat
als Stickstoffquelle ermoglichten. Er schloss daraus, dass die or-
ganischen Kohlenstoff-Stickstoff-Verbindungen nicht deshalb giin-
stig auf die Symbiose wirken, weil sie Kohlenstoff und Stickstoff
in derselben Verbindung enthalten, sondern weil sie mit Spuren-
elementen verunreinigt sind.

Zusammenfassung

1. Der fir den Hauptteil meiner Untersuchungen beniitzte
Stamm von Absidia ramosa aus Baarn scheint wegen der Form und
Grosse der Sporen der sehr nahe verwandten Art Absidia Licht-
heimi anzugehoren.

Aus einer Anzahl mit Rindermundspeichel geimpfter Kulturen
aus dem Tierspital in Bern konnten Stimme isoliert werden, die ich
teils als Absidia Lichtheimi (Var. Rasti), teils als Absidia ramosa
Var. Rasti und Zircheri bestimmte, Fiir einen Teil meiner Versuche
zog ich einige dieser Stimme bei.

2. Absidia Lichtheimi und Absidia ramosa gedeihen auf syn-
thetischer, wirkstofffreier Nahrlosung nicht. Ein optimales Wachs-
tum wird mit 0,4y Aneurin pro 25cem Nihrlosung ermoglicht.
Die Angaben von Schopfer (1937b) iiber den Aneurinbedarf
von Absidia ramosa (nach 1. wahrscheinlich Absidia Lichtheimi)
wurden somit bestitigt.

Als Kohlenstoffquellen konnen die meisten Kohlehydrate (aus-
ser Cellulose, Lignin, Xylan und Inulin) sowie hohere Alkohole,
als Stickstoffquellen organische Stickstoffverbindungen wie Amino-
sduren, Amide (Harnstoff und Asparagin), Peptone und Eiweisse
und anorganische wie Nitrate und Ammoniumsalze schwacher Siu-
ren gut ausgenutzt werden.

Absidia Lichtheimi und ramosa sind thermophil (Optimum um
370C, Maximum um 46 °9C, Minimum um 209°C).

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration liegt zwischen pH
3,8 und 6,8.

3. Die Angaben von Schopfer (1937Db) iiber einen Ersatz von
Aneurin durch Pyrimidin und Thiazol bei Absidia ramosa (also
wahrscheinlich Absidia Lichtheimi) konnten bestitigt werden. Das
schwache Wachstum auf Pyrimidin all¢in wurde dagegen nicht
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mehr beobachtet. Thiazol allein erlaubte ebenfalls keine Entwick-
lung. Alle gepriiften Stimme aus dem Tierspital in Bern (Absidia
ramosa, Variationen Rasti und Ziircheri und Absidia Lichtheimi,
Var. Rasti) verhielten sich gleich.

Die Konstitutionsspezifitit des Pyrimidins und des Thiazols
ist sehr gross.

4. Die Spurenelementmischungen von Lindeberg und Stein-
berg erwiesen sich als besonders wirksam, wéhrend diejenigen
von Berthelot und Hoagland nur eine geringe Erhéhung
des Trockengewichts verursachten.

Von den untersuchten Spurenelementen sind Zn besonders, Fe,
Mn und Cu weniger wirksam. Li, Be, Ca, B, Al, Ti, Sn, Mo,
Br, J, Co und Ni beeinflussten unter den gegebenen Versuchsbe-
dingungen das Wachstum kaum oder hemmten in hoheren Kon-
zentrationen.

Die fordernden Spurenelemente wirken synergistisch, d.h. sie
unterstiitzen sich gegenseitig.

In einem Zeitversuch nimmt die durch die Spurenelemente be-
dingte Wachstumsforderung rasch bis zu einem Optimum am Ende
der Hauptwachstumsperiode zu, um hierauf bei niederen Stick-
stoffkonzentrationen langsam, bei hohen Stickstoffgaben schnell
abzusinken.

Die durch die metallischen Katalysatoren innerhalb der Haupt-
wachstumsperiode bedingte Erhéhung des Trockengewichts ist um
so ausgepragter, je hoher die Stickstoffkonzentration und je reiner
die Stickstoffquelle ist (mit Asparagin bis maximal 82 0j, mit
KNO; bis maximal 275 ).

Meersalz und vor allem Pflanzenaschen konnen als natiirliche
Spurenelementquelle dienen und in einzelnen Fillen giinstiger
wirken als die Steinbergkatalysatoren.

Mit den gebrauchten metallischen Katalysatoren konnte weder
auf einer wirkstofffreien Nihrlosung noch mit Pyrimidin oder
Thiazol allein ein Wachstum ausgeldost werden. Ebenso war es
mir nicht moéglich, durch Spurenelemente eines der untersuchten,
inaktiven Pyrimidin- und Thiazolderivate zu aktivieren. Die ver-
wendeten Spurenelemente konnten also bei einem auxoheterotro-
phen Organismus Vitamine nicht ersetzen oder die Wirkstoffsyn-
these ermdglichen.
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Die vorliegende Arbeit wurde vom Friihjahr 1943 bis Sommer
1945 im Botanischen Institut der Universitit Bern ausgefiihrt. Ich
mochte meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. H.
Schopfer, fiir die Ueberlassung des Themas, die wertvolle Unter-
stittzung und das grosse Interesse, das er meiner Arbeit stets ent-
gegenbrachte, meinen herzlichsten Dank aussprechen.

Ferner sei Herrn Chr. Kampf, Lehrer fiir Schreibkunst, in
Bern, fiir die sorgfiltige Beschriftung meiner Abbildungen ge-
dankt. “
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