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EINFUHRUNG.

De Boer (7)) studierte die Atmung von Kulturen
des Schimmelpilzes Phycomyces Blakesleeanus Burgeff
(= Ph. nitens Kunze) auf natiirlichen Nihrbéden. Er
benutzte zwei Bodentypen, nimlich einen Boden aus Brot
und einen Boden, der aus zerkleinerten Leinsamen bestand.
Auf dem ersten wird die Energie fiir den Aufbau- und
den Erhaltungsstoffwechsel des Pilzes hauptsichlich durch
Kohlehydrate geliefert, auf dem zweiten durch Fette.

Es wurden die O,-Aufnahme und die CO,-Abgabe
gemessen. De Boer untersuchte u.A. die Beziehung der
Atmung zu der Temperatur bei Kulturen optimaler Ent-
wicklung. Soweit die Temperaturen nicht schidlich wirkten,
wurde fiir diese Beziehung eine Gerade gefunden: die
Atmung stieg also proportional mit der Temperatur an.

Es ist von vorne herein wahrscheinlich, dass eine Gerade
als Temperaturkurve eines physiologischen Prozesses der
Ausdruck einer komplizierten Relation ist. Denn wenn
eine chemische Reaktion den begrenzenden Teilprozess
darstellt, wird man erwarten, dass die Geschwindigkeit
des Gesamtprozesses bei jeder 10° TemperaturerhShung
2 bis 3 fach vergrdssert wird (nach der Van 't Hoffschen
Regel). Wenn der Prozess von einer physikalischen Reaktion,
speziell von einem Diffusionsprozesse, limitiert wird, dann
wird im Allgemeinen die Vergrosserung der Geschwindig-

1) Die Zahlen zwischen Klammern beziehen sich auf das Litera-
turverzeichnis. '
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keit bei 10° TemperaturerhShung geringer sein (4 1.2—1.5-
fach). In beiden Fillen wird die Beziehung der Geschwindig-
keit zur Temperatur durch eine Exponentialfunktion zum
Ausdruck gebracht. Im letzten Falle ist es durch den
geringen Anstieg vielleicht oft schwer zu bestimmen, ob
experimentelle Daten zu einer Exponentialkurve oder zu
einer Geraden gehdren. Jedenfalls wird diese Kurve eine
geringe Neigung zur Temperaturachse aufweisen. Dies
aber ist mit den von de Boer erhaltenen Geraden keines-
wegs der Fall.

. Es zeigte sich, dass die Temperaturkurven der O,-
Aufnahme und der CO,-Abgabe ungefihr dieselbe Neigung
zur Temperaturachse aufweisen: der respiratorische Quotient
CoO,
O,
gleicht man die Erh6hung der O,-Aufnahme und der COz
Abgabe von 10° bis 15° von 15° bis 20°, von 20° bis 25°,
so sinkt diese prozentual stark, also: ,,Q;"" wird mit an-
steigender Temperatur immer kleiner.,

Cohen Stuart (14) hat darauf hingewiesen, dass man
aus den von Van 't Hoff und Arrhenius fiir physi-
kalische und chemische Prozesse aufgestellten Formeln
erwarten kann, dass die Grosse des Temperaturkoeffizienten
mit ansteigender Temperatur sinkt. In der speziellen
Literaturbesprechung werde ich noch niher zeigen, dass
die Abnahme des Temperaturkoeffizienten innerhalb der
studierten Temperaturgrenzen aus diesem Grunde aber
weit geringer ist als die Abnahme, die man den Daten
de Boers entnehmen kann, Ubrigens ist auch kaum zu
erwarten, dass die gesamte Atmung einen in physiko-
chemischer Hinsicht einfachen Prozess darstellen werde.
Viel wahrscheinlicher ist es, dass die Anderung des
Temperaturkoeffizienten darauf beruht, dass nicht bei
allen Temperaturen derselbe Teilprozess die Geschwxndlg-
keit der Atmung beschrinkt. (s.a. Crozier c.a.).

ist also nicht von der Temperatur abhingig. Ver-
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Den Gesamtprozess der Atmung auf einem natiirlichen

Nihrboden, z.B. auf Brot, kann man sich aus folgenden
Teilprozessen zusammengesetzt denken:

1.

20

Die enzymatische Spaltung des Substrats: die Bildung
plastischer Nihrstoffe. ‘

Die Diffusion der plasuschen Nihrstoffe von ausserhalb
des Myzels nach innen, der interne Transport und
eventuelle weitere hydrolytische Spaltungen.-

Die Atmungsreaktionen im eingeren Sinne (die oxyda-
tiven Prozesse) ), Falls letztere die Geschwindigkeit der
CO,-Abgabe begrenzen, wird ein hoher Temperatur-
koeffizient zu erwarten sein. Wenn die Geschwindigkeit
von der Diffusion der plastischen Nihrstoffe begrenzt
wird, so ist ein niedriger Q,, zu erwarten.
Bekanntlich hat Blackman in seiner klassischen Ab-

handlung (6) 2 Theorien ausgesprochen, nimlich:

1.

die Theorie {iber das Temperaturoptimum der Lebens-
prozesse, welche zur Voraussetzung hat, dass die
Temperaturkurve bei unschidlichen Temperaturen der
Van 't Hoffschen Regel gemiss verliuft.

die Theorie der begrenzenden Faktoren, welche aussagt,
dass die Geschwindigkeit eines Lebensprozesses pro-
portional mit der Zunahme des begrenzenden Faktors
zunimmt und gar nicht mit der Zunahme eines anderen
Faktors, Wird der begrenzende Faktor dermassen ver-
mehrt, dass ein anderer Faktor in das Minimum gelangt,
so kann die Geschwindigkeit des Prozesses fernerhin
nur durch Vermehrung dieses neuen Faktors ver-
grossert werden., Die Beschrinkung ist also absolut.
Ausdriicklich muss darauf hingewiesen werden, dass
diese Betrachtungsweise nur fiir Reaktionsketten giiltig
sein kann; die Geschwindigkeit einfacher Prozesse ist

7 1) Genauer gesagt: diejenige Umlagerungen, die stattfinden
sobald die Nihrstoffmolekiile am Ende ihrer Wanderung durch das
Plasma angelangt sind.
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von Anderungen in der Menge von jedem der reagie-
- renden Bestandteile abhingig. In Zusammenhang hier-
mit hat Romell (40) hervorgehoben, dass es richtiger
‘. ist, nicht von begrenzenden ,,Faktoren’’ zu reden, wie
es Blackman getan hat, sondern von begrenzenden
»Prozessen” (d.h. Teilprozessen der Reaktionskette).

Dem Wesen nach sind beide Theorien Blackmans
vollkommen getrennt. Besonders Van den Honert (25)
hat die Tatsache benutzt, dass der Verlauf der Temperatur-
kurve einen Indikator fiir die Art des begrenzenden Prozess-
teiles darstellt. :

Es wurde versucht, ob von diesen Anschauungen aus,
eine Einsicht in die Zusammensetzung der geradlinigen
Temperaturkurve de Boers fiir die Atmung von Phy-
comyces zu gewinnen sei. Wie oben bereits auseinander-
gesetzt wurde, kann man ‘den Atmungsprozess ohne
Schwierigkeit in Teilreaktionen zerlegen, die jede fiir sich
als begrenzender Prozess auftreten kdnnen. In erster Linie
hat man es mit der enzymatischen Spaltung des Subtrates
Zu tun. : .

Bei meinen Versuchen habe ich mich auf Kohlehydrat-
kulturen beschrinkt. Um zu untersuchen, ob die Spaltung
der Stirke im Brot bei den héheren Temperaturen als
»limiting factor’ fungiere, war es also notwendig, Kulturen
auf einfachen Zuckerbdéden anzulegen. Aus der von
de Boer gegebenen Ubersicht geht hervor, dass es bisher
nicht moglich war, brauchbare Kulturen von Phycomyces
auf Zuckerldsungen (in Verbindung mit einer anorganischen
Nihrlssung) zu erhalten. Das Verfahren, nach dem dies
gelang, ist in Abschnitt I beschrieben; die Atmungsversuche
mit Glukosekulturen sind in den Abschnitten II bis V
angefiihrt, ,

Alle Versuche wurden mit einem — -Stamm von Phyco-
myces Blakesleeanus, aus dem ,,Centraal Bureau voor
Schimmelcultures’” zu Baarn, ausgefiihrt,
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ABSCHNITT I

DIE KULTUR VON PHYCOMYCES AUF FLUSSIGEN NAHRBODEN MIT
KOHLENSTOFFQUELLEN VON BESTIMMTER ZUSAMMENSETZUNG.

§ 1. Zuchtversuche auf synthetischen Nihrlssungen.

Man kann nicht sagen, dass Phycomyces auf synthetischen
Nihrbéden mit Zucker als Kohlenstoffquelle, gar nicht
wichst, Einige Beobachtungen aus der Literatur iber
ziemlich gutes Wachstum, findet man bei de Boer zitiert.
Welche Zuckerarten die besten sind, dariiber gehen die
Meinungen auseinander. Man fiihrte dies darauf zuriick,
dass verschiedene Pilzstimme verschieden wihlerisch sein
sollten., Immer aber blieb die Entwicklung weit hinter
derjenigen auf einem natiirlichen Substrat, z.B. auf Brot,
zuriick. De Boer versuchte dies so zu erkliren, dass bei
geringen Zuckerkonzentrationen der Nihrwert der Losung
zu klein sein wiirde, wihrend bei hohen Konzentrationen
das Wachstum durch osmotische Schidigungen gehemmt
werden sollte.

Seitdem erschien die Arbeit Nielsens (79) iiber die
Bildung von ,,Rhizopin” durch Mucorineae, Hierin wird
u.a. eine neue Nihrlosung vorgeschlagen und weiter
angegeben, dass die Anwesenheit eines festen Substrates
in der Nihrlosung, Bedingung fiir die Bildung des Wuchs-
stoffes ist. Es war mdglich, dass die Resultate Nielsens
auch fiir die Kultur von Phycomyces von Bedeutung
wiren. Bet meinen ersten Versuchen, Phycomyces synthetisch
zu Ziichten, benutzte ich deshalb die von Nielsen vor-
geschlagene Nihrlosung, in die ein festes Substrat hin-
eingebracht wurde.

In der Tabelle 1 ist die Salzldsung nach Nielsen an-
gegeben (N 1) und zugleich sind aus einer Anzahl
Abinderungen dieser Losung, die ich spiter versuchte,
einige angefiihrt, von denen auf den nichsten Seiten noch
ofter die Rede sein wird (N 3 und N 7).
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TABELLE 1.
Mehrfach verwendete Modifikationen der Nielsenschen
Nihrlosung.
N1 N 3.

Salzlsung nach den Angaben Wie N 1, aber: NH,-Tartrat 5 g
Nielsens (79)

KH; POgoveeivnnnnan 05 ¢g N 7. .

Mg SOgeevvvnnnenns . 05¢g Wie N 1, aber anstatt

NH,-Tartrat ........ . 10 g NH,-Tartrat:

Fe Clysvvvrevenenns NH,Cl covviinninnninnnss 5¢
10 Tropfen einer 1 % Losung .

H,O.vovvvvvvensss 1000 com

Als festes Substrat wurden bei den ersten Versuchen
Stiickchen ausgekochten Gazetuchs, welche auf ein Glas-
viereck gespannt waren, benutzt. Auch Sickchen aus Gaze,
mit "ausgekochtem Sand gefiillt, kamen zur Verwendung.
Sie wurden in Kulturrohren gestellt und steckten mit ihrem
unteren Ende in der Nihrlésung, die dann in den Sand
und in das Tuch emporstieg. Weitere Details der Versuchs-
anordnung {ibergehe ich hier.

In der Tabelle 2 findet man die Resultate einiger Kultur-
versuche mit verschiedenen Zuckerarten in verschiedenen
Konzentrationen. In den meisten Fillen war die Entwick-
lung 4ussert gering. Ich mache noch auf die Rohre e und q
mit Gummi arabicum bezw. 16slicher Stirke als Kohle-
hydratquelle aufmerksam, worauf die Entwicklung ebenfalls
sehr diirftig war und auf die Vergleichskulturen auf Brot
(Rohre d und i), die ein sehr starkes Wachstum zeigten.

Die Ndihrlosung Nielsens, auch wenn festes Substrat
hineingebracht wird, ermdglicht Phycomyces das Wachstum
auf synthetischen Boden also nicht.

§ 2. Einfluss von Hefe auf die Enthcklung
von Phycomyces.

In der Maltosekultur f (Tabelle 2), die zufilligerweise
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TABELLE 2.
Kulturversuche mit Phycomyces (— -Myzel).
Synthetische Nihrlosungen mit festem Substrat (s. Text).

Rohr Nihrlésung éant’gxf; Entwicklung d.d.
20.1 26.1
a. | N1 Glukose 19, 16.1.32 | kein Wachstum| kein Wachstum
b. |IN1 » 1 % 16.1 2 ” »” 2
c N1 ” 5% 16.1 ) ” »” ”
d. | Brot (Kontrolle) 16.1 stark sehr stark
25.1 S 2‘,87.1hs .
: ieml, tum au!
f. [N 1 Maltose 5 9% 22.1 geringes Myzel- gf(ulturf‘l‘éts:?gkeiati nicht auf g::
. WaC.hStunl'\l,I . Gaze, diinne Spor, triger.
eringes el- el
g | N1 Saccharose 1% 22,1 | EBerinees VE ﬁggzamfhggn;b;sg:; mehe auf
h, |N1Sacch.19%+ 2 Tropf.| 22.1 | kein Wachstum kein Wachstum
Zitronensidure 1 9, o
i. | Brot (Kontrolle) 22,1 | bereits Spor. |starke Entwicklung von
triger dicken Spor. trigern
1.2 8.2
geringes My- .
a. [ N1 Maltose 1% 30.1 | {zelwachstum |wie am 1.2
auf der Gaze
geringes My-
c. | N1 Saccharose 19, 30.1 zelwachstum | wie am 1.2
in der Losung
n N1 " 1% % 30.1 | kein Wachstum| kein Wachstum .
e. |N1 Gummi arabic. 19% | 30.1 ’” ” einige Myzelfiden
q. |N1 Amylum solub. 1% | 30.1 ” ” geringes Myzelwachstum
' mn der Fliissigkeit
1. | N1 Saccharose 1 %, 30.1 » o kein Wachstum
2, |N1 »” 1 % 30.1 2” ) 2 ” ”
3. |N1 ” 2% 30.1 ” ” " »
4, IN1 ” 5% 30.1 ” » geringes Wachstum
5 (N1 " 10 9% 30.1 ” v kein Wachstum
6. | N1 Maltose % % 30.1 ” ” sehr geringe Entw.
7 IN1 ” 19 30.1 ” » kein Wachstum
8 |N1 »” 29 30.1 " " | geringes Wachstum
9. N1 »” 5% 30.1 » ” » ”
10, |[N1 ” 10 9% 30.1 »” ” etwas stirkeres Wachstum
11. | N1 Fruktose 1 9, 30.1 ” ’” kein Wachstum
12, IN1 »” 1 % 30.1 ” ” »” ”
13. {N1 »” 2% - 301 ” ‘2 ” ”
19. IN1 »” 5% 30.1 »” »” »” ” '
20. N1 » 10 9% 30.1 " . sehr geringes Wachstum
14. |N1 Glukose 1% 9, 30.1 ” » ” » ’
15. | N1 »” 1 % 30.1 ” 2 2 »” 3
16. |[N1 ” 2% 30.1 ” ” einzelne diinnen Fiden
17. |N1 » 5% 30.1 ” » ” »” ”
18. [N1 »” 10 % 30.1 ” ” »” »” »”»
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stehen geblieben war, entwickelte sich am 12.2,’32 pl6tzlich

eine stark wachsende Generation von dicken Sporangien-

trigern, die den auf Brot gebildeten wenig nachstanden.

Es zeigte sich, dass diese Kultur mit einer roten Hefe

verunreinigt war. Gleichzeitig war eine kleine Penicillium-

kolonie anwesend. Es lag auf der Hand, das plétzliche

Wachstum von Phycomyces auf die Anwesenheit der

anderen Organismen zuriickzufiihren. Beide Infektionen

wurden isoliert und rein weitergeziichtet. In einer Anzahl
dieser Kulturen wurde Phycomyces geimpft. Es zeigte sich,
dass nur die rote Hefe das Wachstum von Phycomyces
sehr stark zu stimulieren vermochte. Eine Kultur von

Phycomyces auf der Nielsenschen Nihrlosung mit 5 9,

Maltose bei Anwesenheit der roten Hefe bleibt wenig

hinter einer Brotkultur zuriick. In Penicilliumkulturen

konnte Phycomyces nicht zu einer gunstlgen Entwicklung
gebracht werden.
Man konnte sich die wachstumsforderende Wirkung der

Hefe auf verschiedenen Weisen vorstellen, und zwar
1. indem die vorhandene Kohlenstoffquelle in fiir Phy-

comyces besser zu verarbeitenden Verbindungen um-
gebildet wiirde,

2. indem von der Hefe ein Stoff an die Kulturfliissigkeit
abgegeben wiirde, der fiir die Entwicklung von Phy-
comyces notwendig ist,
durch Verinderung des PH,
durch stimulierende Wirkung der lebenden Hefezellen
auf das Wachstum von Phycomyces (indem sie z.B.
eine Strahlung aussenden wiirden).

Weil die unter 2 und 3 angebenen Moglichkeiten einer

experimentellen Priifung am leichtesten zuginglich waren,

wurde mit ihrer Untersuchung zuerst angefangen.
Einige PH-Bestimmungen gaben folgendes Resultat:

Nihrlosung Nielsen (N 1) — Maltose 59%... Pr 5.60
idem 5-fach verdiinnt ...c.covvvuvecvcovanas 5.70

&
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Kulturfliissigkeit Kultur f. (s. oben)......... P 4.00
” » 1. (nasses Brot)..... 6.63

Die Kulturfliissigkeit der infizierten Kultur f ist also
betrichtlich siurer geworden, wahrscheinlich hauptsichlich
durch die Anwesenheit von Penicillium., Worauf es hier
ankommt ist die Tatsache, dass das Wachstum von
Phycomyces, also bei einem PH von 4.00 und bei einem
PH von 6.63, sehr {ippig sein kann. Dadurch wird es
unwahrscheinlich, dass das P der Nielsenschen Nihr-
I6sung (<4 5.60) fiir Phycomyces ungeeignet sein wiirde.
In spiteren Versuchen mit NH,Cl als Stickstoffquelle hat
sich ebenfalls gezeigt, das! Phycomyces in sehr saueren
Lésungen noch gut wachsen kann (s. Tabelle 12).

Herr Professor Went hat mich darauf aufmerksam
gemacht, dass die oben unter 2 angefiihrte Moglichkeit viel-
leicht zu der von Wildiers (102) aufgeworfenen Bios-
frage fiihrte. Um dies niher zu studieren, habe ich mit
Bickerhefe gearbeitet, weil hiervon lelcht grossere Mengen
zu erhalten waren.

TABELLE 3.
Kulturversuche mit Zusatz von Hefe.

Agarbdden mit Raulinscher Nihriésung (ohne Weinsiure) + 5 9%
Maltose. Geimpft 6.4.32.-

8.4 Myzelien durch die Mitte geteilt, Hilfte durch 2 Glasstreifen,
Zzwischen die Wachs gegossen wurde, getrennt. ’
Suspension von 1 gr. frischer Bickerhefe in 200 ccm sterilem
aq. dest.

Von dieser 5 ccm in 50 ccem N1 (Lésung A).
0.5 ccm in 50 ccm N1 (Lasung B).
A u. B Y Stunde auf 70° erwirmt.
Kombination in verschiedenen Schalen (2 Stunden Einwir-
kungszeit).
In Schale 1: B neben N1.
In Schalen2,3: A ,, NI
Weiterentwicklung der verschienenen Hilften.
9.4 Schale 1: Kein Unterschied.
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Schalen 2,3: Durchmesser vom Myzel in beiden Hilften gleich,
das Myzel ist aber auf der Seite von Ldsung A
bedeutend dichter. . :
11.4 In den Hilften mit Losung A eine Anzahl Sporangientriger.

” ” 5 B und mit Losung N 1 nicht,
124 W:e 11. 4 1n den Hilften mit der Losung A schon dicke
Sporangientriger.

16.4 Myzelhilfte (mit dem Nihrboden) den Hefesuspensionen in
gesonderten Schalen ausgezetzt. Nachher wieder zusammen-
gebracht.

Hefesuspension: 1 gr. frischer Bickerhefe in 200 ccm aq. dest.
Von dieser: 1 ccm in 9 com N 3 — Erwirmt: 1, St. auf  70°.

1 2 9 9 »” N3— »” l/2 2 120°,
Kombinationen: N 3 gegeniiber Suspension 70°,
N3 ” ” 120°,

Einwirkungszeit 2 St.
17.4 In den Hilften, worauf die Suspensionen gestanden hatten, war
das Myzel etwas grisser und viel dichter als in den N 3-Hilften.

18.4 Ganze Schalen. Der aufzugiessenden Fliissigkeit war Maltose
(in gleicher Konzentration wie im Nihrboden) zugesetzt.
Hefesuspension: s. Vers. 16.4. Einwirkungszeit 2 St.

Schale 1: N3 — 4 9% Maltose.
s 2: N3 — 49, Maltose—Hefesusp. 70°.
s 3t N3 — 49, Maltose—Hefesusp. 120°,

20.4 Resultat., Myzelien bedecken in allen Fillen den ganzen
Nihrboden.

Schale 1: sehr diinn.
s 2¢ viel dichter.
» 3t wie 2.

19.4 Versuch ganz wie 18.4.
20.4 Resultat; Myzelien ungefihr gleich gross (No. 1 etwas kleiner)
Schale 1: sehr diinn,
s 2: am dichtesten.
s»  3: zwischen 1 u. 2 aber mehr wie 2.

26.5 3 Reihen, jede aus 6 Schalen bestehend. Boden: Glukose 3 9%,
Maltose 1 %, N 3, agar 2 %. Geimpft mit Blidckchen aus einer
Malzagarkultur., Folgende Losungen gelangten 2 Stunden zur
Einwirkung: :
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N3—Glukose 3 9% Maltose 1% eeees 150 7,
Reihe B:{ Hefesuspension (s. Vers. 8.4), 4 Tage

auf 70%..uvieiinnnninnnnnnes ceees 15,
N 3 — Glukose 3 %, Maltose 1% ..... 150 ,,

Reihe C: < Hefesuspension (s. Vers. 8.4), ¥ Stunde
auf 120° erwidrmt ... .ooviviirninnes 75 ,

Resultat:

28.5 Durchmesser aller Myzelien ungefahr glexchgross.
Besonders die der Reihe A diinner.

30.5 B und C gleich, der ganze Boden mit ziemlich diinnem Myzel
iiberwachsen; A seit 28.5 wenig gewachsen und sehr diinn.

31.5 A sehr schwach entwickelt,
B und C gleich, s. 30.5.

3.6 B und C 4 gleich, vielleicht B etwas (sehr wenig) kriftiger
als C,

9.6 Entwicklung seit dem 3.6 nicht weiter gegangen.

Eine Anzahl Petrischalen mit Nielsen 1)-Maltoseagar
wurde im Zentrum mit einem Stiickchen Phycomyces-
Myzel beschickt, das sich zu einem diinnen kreisrunden
Myzel entwickelte. Sodann wurde eine Suspension von
Bickerhefe in Nielsenscher Nihrlésung hergestellt und
wihrend einer halben Stunde auf 70° C. erhitzt. Diese
Temperatur wurde deshalb gewihlt, weil iiber die Thermo-
stabilitit eventuell anwesender stimulierender Stoffe vor-
liufig nichts zu sagen war, wihrend Okunuki (86)
angibt, dass Hefe, die 14 Stunde auf 65° erwirmt wird,
nicht weiter wichst. Zum Vergleich wurden aber auch
Versuche mit einer Hefesuspension, die 15 Stunde auf
120° erhitzt war, angestellt.

Ungefihr am Tage nach dem Impfen wurden die Béden
mit den daraufgewachsenen Myzelien mittendurch geteilt
und die beiden Hilften durch ein Paraffinband getrennt
oder in verschiedene (sterile) Schalen gebracht. Eine Hilfte
wurde mit Nielsenscher Nihrlosung begossen, die andere

1) In einigen Fillen wurde Raulinsche Nihriésung verwendet.
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mit derselben Lsung, in der aber Hefe suspendiert war. Nach
einigen Stunden wurden die Losungen wieder abgegossen.
In der Tabelle 3 findet man die Resultate einiger Versuchs-
reihen angegeben. Einige Détails beziiglich der Methode
sind gleichfalls in die Tabelle aufgenommen worden. In
allen Fillen wurde beobachtet, dass das Myzel in den
Hilften, worauf wihrend 2 Stunden die Hefesuspension
gestanden hatte, deutlich dichter war, als in den Hilften,
worauf wihrend 2 Stunden die Nielsensche Losung ohne
Hefe gestanden hatte. Eine grdssere Versuchsreihe bei
der die Nielsensche Lésung und die Suspension auf
ganze Myzelien in gesonderten Schalen zur Einwirkung
gelangten und wo ausserdem die aufzugiessenden Fliissig-
keiten die gleiche Zuckerkonzentration hatten wie die
Nihrbdden, gab dasselbe Resultat (Tabelle 3). In der
Regel waren nur geringe Unterschiede zwischen den
Wirkungsgraden von einer auf 70° oder 120° erwirmten
Suspension zu beobachten.

Die erhaltenen Resultate deuten darauf hin, dass in der
Hefe ein thermostabiler Stoff vorhanden ist, der auf das
Wachstum von Phycomyces stark fordernd wirkt.

Es lag jetzt auf der Hand, das etwas bessere Wachstum
in den in § 1 beschriebenen Versuchen mit Maltose als
Zuckerquelle, so zu deuten, dass die Maltose im Gegensatz
zu den anderen Zuckerarten noch Spuren eines wachstums-
forderenden Stoffes enthalten miisse. Dafiir spricht auch,
dass Phycomyces sich auf Agarbdden mit 1 %, Maltose +
3 % Glukose kaum schlechter entwickelte als auf Bdden
mit 4 9, Maltose, wihrend auf Glukose allein kein Wachstum
stattfand. Durch die spiter zu besprechenden Arbeiten von
Schopfer ist diese Ansicht wohl als erwiesen anzusehen.

Die mit Hefesuspension behandelten Myzelien erreichten
niemals eine iippige Entwicklung. Dafiir war die zugefiihrte
Menge wachstumsférderender Stoffe offenbar zu gering.
Wiirde man aber mehr Hefe zusetzen, dann wiirden damit

38
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auch wieder mehr Nihrstoffe zugesetzt werden und man
wiirde so von der Verabreichung einer Energiequelle
bekannter Zusammensetzung weit entfernt sein. Es musste
also versucht werden, die wachstumsférderende Wirkung
der Hefe von seinen energiereichen Bestandteilen mdglichst
weitgehend zu trennen. Dies gelang in befriedigender
Weise durch Verwendung der von chemischer Seite aus-
gearbeiteten Remlgungsverfahren fiir Bios und andere
Wachstumsfaktoren.

Bevor ich meine diesbeziiglichen Versuche anfiihre,
mochte ich erst einen kurzen Uberblick iiber die in der
Literatur zerstreuten Angaben iiber wachstumsférderende
Wirkungen geben.

§ 3. Literatur iiber wachstumsforderende
Wirkungen.

Wle bereits erwihnt, hat Wildiers (103) als erster
die Frage nach einem bisher unbekannten, in kleinen Dosen
fiir das Wachstum (i.c. von Hefe) erforderlichen Stoff
diskutiert '), Er versuchte, fiir eine Kontroverse zwischen
Liebig und Pasteur eine L&sung zu bringen. Nach
Pasteur konnte Hefe in einer Fliissigkeit wachsen und
giren, in der nur Hefeasche, ein NH,-Salz und Zucker
enthalten ist. Nach Liebig wire dies unmdglich, wenn
keine weiteren organischen Stoffe anwesend sein wiirden.
Wildiers fand nun, dass Wachstum und Girung in einem
Milieu nach Pasteur auftreten, wenn nur mit einer nicht
zu kleinen Hefemenge geimpft wird. Dasselbe Resultat
konnte Wildiers bekommen wenn er der Nihrldsung eine
gewisse Menge gekochter Hefesuspension zusetzte, Wenn
er die gekochte Suspension filtrierte, dann hatte das Filtrat
die wachstumsférderende Wirkung, die festen Zellreste
nicht. Hefeasche war in dieser Hinsicht unwirksam.
Wildiers schliesst hieraus, dass ausser den bekannten

1) Die zoologische Vitaminliteratur bleibt hier ausser Betracht.
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Nihrsalzen und der Kohlenstoffquelle eine kleine Menge
einer unbekannten organischen Substanz fiir das Wachstum
der Hefe notwendig sein muss. Diese Substanz nannte er
,Bios”. Die von ihm verwendete Hefe bildete nach
Wildiers kein Bios., Wildiers bestimmte auch eine
Anzahl Eigenschaften des Bios. Es zeigte sich z.B. 16slich
.in Wasser und hochprozentigem Alkohol, unléslich in
absolutem Alkohol und in Aether, widerstandsfihig gegen
Kochen mit Siure und dialysierbar. _

Die spiteren Angaben, woraus man auf eine spezifische
Wachstumsforderung von kleinen Hefemengen schliessen
kann, beziehen sich fast alle auf mehr oder weniger bei-
laufige Beobachtungen. Robbins (91, 92) fand, dass das
Wachstum von isolierten Wurzeln in sterilen Nihrlésungen
linger anhielt, wenn Hefeextrakt zugesetzt wurde. Brink
(59) stellte fest, dass das Wachstum von Pollenschliuchen
auf einem synthetischen Substrat durch Zuysetzen von
sterilem Hefeextrakt stark geférdert wurde. Der wachstums-
forderende Stoff, der hier eine Rolle spielte, war thermo-
stabil. Hefeasche hatte eine geringere, aber doch noch
deutliche Wirkung. Brink stellte auch Versuche an, zum
Vergleich der Keimung einzelner und in Gruppen liegender
Pollenkdrner. Er schloss hieraus, dass wihrend der Keimung
wachstumsférderende Stoffe abgegeben werden, die nicht
artspezifisch sind. Auffillig war, dass die Differenz zwischen
dem Wachstum einzelner und in Gruppen gekeimter
Pollenkdrner auf einem hefehaltigen Substrat geringer war
als sonst. Die Wirkung der Hefe scheint also in derselben
Richtung zu liegen, wie die der von den Ko&rnern selbst
abgegebenen Stoffe. -
- Ich mdchte aber darauf hinweisen, dass man nicht alle
wachstumsforderenden Wirkungen der Hefe auf Wildiers’
Bios zuriickfiihren kann, da die Hefe mehrere Wachstums--
faktoren enthilt, z.B. auch Auxin (s. Kogl & Haagen
Smit [71]). :
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Okunuki (86) untersuchte den Einfluss von den durch
rote Hefen abgegebenen Substanzen auf das Wachstum
von Schimmelpilzen. Es waren ein wachstumshemmender
und ein wachtumsférdernder Stoff vorhanden. Der Gift-
stoff war u.a. extrahierbar mit Aether; der Rest hatte dann
nur noch eine wachtumsfordernde Wirkung, Beide Stoffe
waren thermostabil und fanden sich nicht in der Asche.
Okunuki macht auch auf die verschiedenen Uberein-
stimmungspunkte des wachstumsférdernden Stoffes mit
Wildiers' Bios aufmerksam. ,

Lepeschkin (72) fand, dass aus Hefe hergestelltes
Vitamin B in kleinen Mengen eine foérderende Wirkung
auf das Hefewachstum in synthetischem Milieu und auf
das Wachstum von Penicillium glaucum hat.

Williams & Honn (107) untersuchten den Einfluss
von Hefeextrakt auf Kulturen verschiedener Schimmel-
pilze auf einem vielseitigen synthetischen Nihrboden.
In vielen Fillen trat eine Wachstumsverbesserung in
Erscheinung, An Vergleichskulturen setzten sie ein Gemisch
aus einigen Aminosiuren zu. Dieses verbesserte das
Wachstum in einigen Fillen, aber meistens weniger als
der Hefeextrakt. Sie fiihren weiter unversffentlichte Ergeb-
nisse Winchells an, woraus hervorgeht, dass die Kultur-
fliissigkeit von Aspergillus niger Bios enthilt.

Nielsen (80, 81) fand, dass ,,Rhizopin’’, von Rhizopus
suinus, das auf der bereits erwihnten Nihrlosung gebildet
wird, eine wachstumsférderende Wirkung auf Kulturen
von Aspergillus niger und der Hefe (in synthetischer
Nihrlosung) hat. Von Nielsen & Hartelius wurde
dies weiter untersucht (82). Wurde die Kulturfliissigkeit
von Rhizopus mit Aether extrahiert, dann ging der Stoff,
der das Wachstum der Avena-koleoptilen férdert (Wuchs-
stoff A) in den Aether iiber, wihrend der Wuchsstoff (B),
der auf die Schimmelpilze giinstig wirkt, in der wisserigen
Lssung zuriickblieb. Beide Stoffe waren thermostabil,
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Es zeigte sich weiter (84, 85) dass der Wirkungsgrad des
Wuchsstoffes B auf die Hefe von der Anwesenheit gewisser
anorganischer Substanzen abhingig ist, die zum Teil in
Filtrierpapierasche vorgefunden werden, und die die
Autoren mit dem Namen Co-Wuchsstoffe belegen. Weiter
hat Hartelius (67, 68) nachgewiesen, dass auch Harn
eine bedeutende Menge des Wuchsstoffs B enthilt, der
wahrscheinlich wenigstens zum Teil direkt aus der Nahrung
hineingelangt (69). Vor einiger Zeit machten Nielsen &
Hartelius (83) die aufsehenerregende Beobachtung, dass
ein’ Stoff der in einigen chemischen Eigenschaften und in
seiner physiologischen Wirkung mit dem Wuchsstoff B
iibereinstimmt, entsteht, wenn man Glukose mit organischen
Siuren oder deren NH,-Salzen eine Stunde lang auf 135°
erhitzt. Besonders interessant ist es, dass fiir diese Reaktion
kein Stickstoff notwendig ist, dass also der chemisch
geblldete Wuchsstoff B stickstofffrei ist:

Altere Beobachtungen iiber wachstumsforderende er-
kungen, von Schimmelpilzen ausgehend, liegen ebenfalls
vor. Zeller & Schmitz (109) liessen verschiedene
Schimmelpilze in Schalen zusammenwachsen oder impften
sie nacheinander in die wieder sterilisierte Kulturfliissigkeit.
Pleurotus sapidus z.B. wurde in seinem Wachstum durch
Kontakt mit Kolonien von Aspergillus glaucus, geférdert.
Auch schidliche Stoffwechselprodukte schienen gebildet
zu werden. Die Sukzessionsversuche sind iibrigens wenig
aussagend, weil am Ende der Kohlehydratvorrat erschépft
war, in den Kontrollen dagegen nicht. Ob auch in den
Versuchen Harders (66) eine spezifische wachstums-
fordernde Wirkung vorliegt, ist schwer zu entscheiden.

Porter (90) beobachtete Hemmungen im Wachstum
von Schimmelkulturen in der Nihe von Bakterienkolonien.
Erwiesen wurde, dass die Wirkung stofflicher‘ Natur sein
muss.

. In neuester Zeit hat-Den Dooren de ]ong (60) Ver-
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suche mit einem Bakterium mitgeteilt, das fiir Wuchs-
“stoffe empfindlich ist. Dabei wurde erwiesen, dass das
wachstumsforderende Agens mit dem Haferwuchsstoff
(Went [102], Kégl & Haagen Smit [71]) nicht iden-
tisch ist. Die angegebenen Eigenschaften stimmen nicht
alle mit denjenigen von Wildiers’ Bios iiberein. Auch
auf diesem Gebiete bestanden einige iltere Beobachtungen
(s. bei Den Dooren de Jong).

Von Euler & Philipson (62) beobachteten die Bildung
eines wachstumsfordernden Faktors fiir Hefe in Kulturen
von Rhizopusarten, Aspergillus Wentii und Penicillium.
Auch Spitzen von Haferkoleoptilen sollten ausser Hafer-
wuchsstoff einen Stoff bilden, der das Wachstum der Hefe
beschleunigt. Aber diese Versuche erscheinen mir nicht
recht beweisend, denn es ist zum mindesten zZu erwigen,
ob in den langen Extraktionszeiten keine Baktenen-
entwicklung stattgefunden habe.

Jedoch steht die Fihigkeit hoherer Pflanzen, einen
Wachstumsfaktor vom diskutierten Typus zu bilden,
ausser Zweifel. Eastcott fand ihn in Tee (was Von
Euler & Philipson [62] als Vergleichsmaterial benutzt
haben). Weiter weise ich auf die z.T. bereits besprochenen
Arbeiten von Den Doorende Jong (60), von Hartelius
(69), von Philipson (89) und von Boas (55a) hin,
worin der Wuchsstoff (B)-Gehalt verschiedener Teile
‘hoherer Pflanzen nachgewiesen wurde.

Weiter ist noch zu erwihnen, dass die Keimung und
das Wachstum mehrerer Schimmelpilze, darunter von
Phycomyces und von Rhizopus, nach Branscheidt (58)
durch die Anwesenheit lebender Pollenkdrner stark ge-
fordert wird.

Dass Hefe ihrerseits in bestimmten Fillen einen Einfluss
auf hohere Pflanzen haben kann, wurde bereits besprochen.

Zum Schluss mége noch darauf hingewiesen werden,
dass die Beobachtungen von Bottomley und Mockeridge
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(56, 57, 75, 76) iiber die Wirkung bestimmter Substanzen
(sog. Auximonen) auf das Wachstum von Lemnakulturen
von Olsen (87) iiberholt wurden, der gezeigt hat, dass
es sich hier nur um die Verabreichung von Eisen in I8slicher
Form handelte, Es scheint mir aber méglich, dass hier
in bestimmten Fillen doch auch noch eine richtige
»Auximon’-Wirkung vorliegt ([76], s. auch Saeger [93]).

Die Reinigungsverfahren von Hefeextrakten sowie die
Arbeiten Schopfers werde ich in § 4 in Anschluss an
meine eigenen Versuche behandeln.

§ 4. Extraktion von Hefe; Reinigung der Extrakte
und Konzentrierung der wachstumsfordernden
Faktoren; Versuche mit Extrakten.

Emen Uberblick iiber die Behandlung der Biosfrage
von chemischer Seite hat Philipson (87) gegeben. Ver-
gleicht man die verschiedenen hierher gehdrenden Arbeiten,
dann zeigt es sich, dass mehrere Autoren den wirksamen
Faktor in eine Anzahl Komponenten zerlegen konnten,
die jede fiir sich einen geringeren Wirkungsgrad aufwiesen
als das Gesamtprodukt (vgl. u.a. Lucas [73]; Williams,
Wilson & Von der Ahe [105]; Eddy & Kerr [61];
Miller, Eastcott & Maconachie [74]). Andere Unter-
sucher, wie Narayanan (77), sahen keine Spaltungen
bei ihrer Behandlungsweise auftreten. In einer der neuesten
Arbeiten (Miller, Eastcott & Maconachie [74]) wird
auseinandergesetzt, dass bei der Methode Narayanans
eben die fraktionnierenden Bearbeitungen umgangen worden
sind. So wiirde sich der scheinbare Widerspruch zwischen
Narayanan und den oben erwihnten Autoren erkliren.
Als ich mit der Reinigung von Hefeextrakten anfing, war
die Arbeit von Miller, Eastcott & Maconachie noch
nicht erschienen, Beim Vergleich der verschiedenen
beschriebenen Verfahren erschien das Verfahren Nara-
yanans am meisten empfehlenswert, eben weil es den
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wirksamen Faktor bis zum Ende homogen weiterfiihrte.
Die Frage ob das Bios eine einheitliche Substanz sei oder
nicht, erachtete ich fiir meine Versuche nicht von primirer
Bedeutung.

In der Tabelle 4 sind die verschiedenen Etappen des
Narayananschen Verfahrens soweit es von mir befolgt
wurde, kurz zusammengestellt. Die letzten Bearbeitungen
wurden hier fortgelassen, weil damit nach den Angaben
Narayanans keine nennenswerte weitere Reinigung erzielt
wurde. Die Ziffern bei den Angaben von Extrakten in den
Versuchstabellen beziehen sich auf diese Ubersicht.

So ist z.B. "Anfangs wurde
Extrakt la 1. Alkoholextrakt die Methode Na-
» 16 2 ” rayanans genau be-
s» 2b Endextrakt Bearbeitung 2 folgt. Der Extrakt 2a
Filtrat 3¢ ' " 3b, ¢
Fillung 3 " " 3, ¢ wurde 2 Stu"nden alff
Filtrat 4b . o, 4 2 Atmosphiren mit
2 56 "o T 5b, d Ba(OH)2 hydml}"
Fillung 5b ” ” 56, ¢ siert, Spiter wurde

diese Hydrolyse fortgelassen weil hierdurch die Stirke des
Extraktes abnahm und weiter die durch Zusatz des Baryts
gebildete Fillung sich beim Autoklavieren zum Teil wieder
zu losen schien. Der Riickgang in der Wirkung des Ex-
traktes beim Autoklavieren wird auch von Miller, East-
cott & Maconachie (74) erwihnt. Es wurde also nur
iiberschiissiges Baryt zugesetzt und die gebildete Fillung
abfiltriert. Die Extrakte, die fiir die im I. Abschnitt be-
schriebenen Versuche benutzt wurden, waren alle 2 St. auf
2 Atm. hydrolysiert. Fiir fast alle Atmungsversuche be-
nutzte ich das ,,Filtrat 3¢” weil mit der Phosphorwolfram-
siurebearbeitung nur eine geringe weitere Reinigung erzielt
wurde und das Filtrat 3¢ den gestellten Anforderungen
durchaus gentigte. Auch die Bearbeitung Nr 4 zeigte wenig
Erfolg, da der erhaltene Sirup sich in dem zugesetzten
Alkohol wieder vollstindig 15ste.
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TABELLE 4.

Auszug aus dem Extraktionsverfahren fiir Bios von Narayanan

(1930) (etwas abgeindert).

1. a. 1 kg Bickerhefe extrahieren mit 0.8 1. 70 % Alkohol bei 70°

b.

b.

by

W
s R &R

wihrend 4 St.

Filtrieren, Rest noch 2 x ‘extrahieren mit ungeféihr der gleichen
Menge 50 9% Alkohol.

Extrakte a u. b zusammenbringen, Alkohol auf einer kleinen
Flamme ausdunsten, wisseriger Extrakt etwas konzentrieren.

. Dem Endextrakt lc Ba(OH), (warme konzentr, Losung)

zusetzen bis keine weitere Fillung entsteht. Eventuell 2 St.
auf 2 Atm. autoklavieren.

Prizipitat abfiltrieren, Ba entfernen mit H,SO,, wieder fil-
trieren. Py 6.8.

. Dem Filtrat 2 Uberschuss neutralen Bleiazetats zusetzen,

nachts stehen lassen.
Filtrieren. Filtrat mit H,S bleifrei machen (—» ,,Flltrat 3c”).

Fillung in heissem Wasser suspendieren, Pb. entfernen durch
Zusatz von H,SO,. Filtrieren. Filtrat neutrahsxeren mit NaOH
(—> ,Fillung 3c”).

Die bleifreien Fliissigkeiten auf Py; 6.8 bringen und konzen-
trieren, Das Filtrat enthilt den Bios, die Fillung das Vita-
min B,.

Filtrat 3¢ konzentrieren zu Sirup. B

Den Sirup 3 x extrahieren mit 5 Vol. heissen Alkohols 80 %,.
Alkohol ausdunsten, den Sirup lésen in 500 ccm 5 9% H,SO,.
Uberschuss Phosphorwolframsiure (konz. Losung) zusetzen.
Bios wird ausgefillt, Abfiltrieren -) Filtrat 5b+ Fillung 5b.
(s. weiter unten).

Bios aus der Fillung wieder 1sen durch Zusatz von Ba(OH),
bis zu alkalischer Reaktion. Filtrieren. Das Filtrat mit H,SO,
neutralisieren bis zu Py 4 6.8. BaSO, abfiltrieren. Ein-,
dampfen (Fertiger Extrakt , Fillung 5b”).

Filtrat 55 ebenfalls mit Ba(OH), alkalisch machen. Filtrieren

Neutralisieren mit H,SO, bis zu PH + 6.8. BaSO, abfiltrieren.
Eindampfen.
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Fiir die Herstellung der Extrakte ging ich immer von
frischer Bickerhefe aus. Die ersten Versuchsreihen aus-
genommen, wurde das Volumen der Extrakte meistens
auf 100 ccm aus 1 kg frischer Hefe gebracht,

Mit den Endextrakten von jeder Bearbeitung wurde erst
eine qualitative Versuchsreihe ahgesetzt. Als Testmyzelien
benutzte ich Phycomycesmyzelien, die in Petrischalen von
einer zentralen Impfung mit Myzel aus, auf einem N3
- Glukose 3 9, - Maltose 1 9%, - Agar 2 % - Boden ge-
wachsen waren. '

Die Impfung wurde in allen Fillen so vorgenommen, dass aus
einem Myzel in einer Malzagarschale mit einem sterilen Messer
quadratische Blockchen geschnitten wurden von nahezu 14 cm Linge
und Breite. Man erhielt also in dieser Weise kleine Agarplittchen,
die an der Oberseite mit Myzel bewachsen waren, und die, als
Impfmaterial verwendet, sehr gleichmissige Kulturen ergaben. Ein
besonderer Vorteil bestand noch darin, dass aus den Bldckchen eine
geringe Menge wachstumsforderender Stoffe in den synthetischen
Nihrboden hinaus diffundierte, wodurch das Myzel leicht auf dem
Nihrboden zu wachsen anfing. Aus den in § 2 angefiihrten Ver-
suchen hat sich iibrigens gezeigt, dass in dieser Weise nur eine geringe
Weiterentwicklung erzielt wird. Die beschriebene Art der Impfung
wurde auch bereits von Zeller & Schmitz (109) erwihnt.

Auf den in dieser Weise erhaltenen diinnen Myzelien
wurden jetzt die gewonnenen Extrakte untersucht. Von
jedem Extrakt wurde 1% ccm mit 4%, ccm Wasser Zzusammen
auf 120° sterilisiert und iiber einem Myzel ausgegossen.
Die Kontrolle erhielt 5 ccm sterilisiertes Aq. dest. In diesen
Versuchen blieb die Fliissigkeit auf den Schalen stehen.

Aus der Tabelle 5 ist ersichtlich, dass alle Extrakte,
welche nach Narayanan eine ,,Bios”-Wirkung auf Hefe
haben, auch das Wachstum von Phycomyces auf den
angegebenen synthetischen Nihrboden stark férdern. Be-
sonders méchte ich noch darauf hinweisen, dass nach dem
Zusatz von Bleiazetat die wachstumsfordernde Wirkung
ganz im Filtrat enthalten war und die Fillung keine wachs-
tumsférderende Wirkung mehr zeigte. (Das Totalvolumen
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der durch Extraktion der Fillung erhaltenen Fliissigkeit
war kleiner als das Volumen des Filtrats). Weiter ist hervor-
zuheben, dass die Differenz zwischen Filtrat 56 und Fillung
5b analog der von Narayanan beobachteten erschien.
Nach Narayanan bewirkt die Bleiazetatbehandlung die
Trennung von Bios (im Filtrat) und Vitamin B, (in der
Fillung). In Ubereinstimmung hiermit war die Fillung
unwirksam bei Hefe, wirkte aber wachstumsfordernd auf
junge Ratten (Narayanan & Drummond [78]). Simt-
liche Tatsachen machen es sehr wahrscheinlich, dass der
namliche Stoffkomplex (Wildiers' ,,Bios"), der das Wachs-
tum von Hefe auf synthetischen Néhrboden fordert, auch das
Wachstum von Phycomyces auf diesen Biden ermdaglicht.

TABELLE 5.
Versuche mit gereinigten Hefeextrakten.

Nihrboden fiir alle Testkulturen: N 3, Glukose 3 %,, Maltose 1 %,

Agar 2 9%, Jeder Schale zugesetzt: ¥, ccm Extrakt + 41 ccm aq.

est., 1, St. zusammen auf 120° sterilisiert, Extrakte nachher nicht
abgegossen.

a. Extrakt 1b.
250 ccm frische Bickerhefe mit 200 ccm 70 % Alkohol
extrahiert, Alkohol verdampfen lassen (Extr. la).
2. Extraktion mit 50 %, Alkohol (Extr. lb)
4 Schalen. Geimpft 6.6.32.
7.6 12 Uhr, Zugesetzt:
Schale 1: Extrakt la.
» 23 " la (weiter eingedampft).
s 3, 1b
» 4, - 1b (weiter eingedampft).
Ergebnis:
9.6 Alle Schalen mit sehr kriftiger Entwicklung von gelbem Myzel.
Untereinander wenig verschieden.

. 13.6 Wie 9.6.

16,6 Alle Schalen sehr dicht ausgefiillt mit diinnen Sporangientrigern..
Schale 4 mit etwas weniger und etwas dickeren Sporangien-
trigern,

~




606

b. Extrakt2b (bariumfrei, Weiterverarbeitung des Extraktes unter a).
2 Schalen. Geimpft 7.6.
8.6 22 Uhr 30. Extrakt zugesetzt. Kontrolle 1 Schale worauf 5 ccm

aq. dest.
Ergebnis:
10.6 Starke Myzelentwicklung. Kontrolle 4+ nichts.
13.6, 16.6 Wie 10.6. 19%

¢. Extrakt 3¢ (bleifrei, pH + 6.8).

2 Schalen, Geimpft 8.6.

9.6 16 Uhr., Extrakt zugesetzt, Kontrolle 1 Schale worauf 5 ccm
ag. dest.

Ergebnis:

10.6 Gute Entwicklung, Kontrolle + nichts.

16.6 Missige Entwicklung von ziemlich diinnen Sporang:entragem.

d. Fillung 3c.

2 Schalen. Geimpft 10.6.

11.6 10 Uhr, Extrakt zugesetzt.

Ergebnis:

13.6 Entwickl. etwas stirker als die Kontrolle, aber doch sehr gering?
16.6 Wie 13.6.

e. Extrakt 4b (Gewicht des Sirups + 1.5 gr., gelést in 15 ccm
aq. dest.).

2 Schalen. Geimpft 10.6.

11.6 10 Uhr. Extrakt zugesetzt. Kontrolle. 1 Schale m1t 5 ccm
aq. dest.

Ergebnis:

13.6 Kriftige Entwicklung. Kontrolle + nichts.

16.6 Missige Entwicklung von diinnen Sporangientrigern. Kon-
trolle 4+ nichts.

TABELLE 6.
Versuche mit gereinigten Hefeextrakten (Quantitative Versuche).

Nihrboden: N 3 - Glukose 3 9, - Maltose 1 9%, - Agar 2 %,
Alle Extrakte 4+ 150 ccm von 400 gr. frischer Hefe. Jedesmal zuge-
setzt 5 ccm verschiedener Verdiinnungen, und zwar:

a=1 com Extrakt mit 4 ccm aq. dest. (1 ccm Extrakt) . -
b=1, a w 4 W » » (/5 ” w ).
¢c=1 , b w & u ” (1/25 2 ” )

d = l ” c »” 4 ” »” ” (1/125 ” ”

) *
-
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Extrakt 15.
13.6.32 Schalen ge1mpft (eme fir jede Verdiinnung) 14.6 Extrakte
Zugesetzt,
Ergebnis:
16,6 a und b ungefihr gleich. Sehr starke Entw., c. weniger, d noch

weniger, kaum kriftiger als ohne Zusatz.

. 22.6 a. sehr kriftig, {ippiger als auf Malzagar.
b. weniger, ungefihr ‘wie auf Malzagar.
c. deutlich schwicher.’
d. wenig kriftiger als ohne Zusatz.

" Extrakt 2b (bariumfrei).
14.6 Schalen geimpft. 15.6. Extrakte zugesetzt.
ErgebmS’ 16.6. a>b > ¢ > d. d nicht merkbar, ¢ kaum kriftiger
als ohne Zusatz.
22.6. a + wie auf Malzagar.
b etwas schwicher.

Extrakt 3¢ (bleifrei).

15.6. Schalen geimpft. 16.6. Extrakte zugesetzt.

Ergebnis: 17.6. a> b > c> d. d 4+ nichts, ¢ merklich besser.
T 22.6. a ziemlich kriftig, etwas schwicher als auf Malzagar.

" In den Tabellen 6 und 7 ist eine Versuchsreihe angefiihrt

-worden, mit Extrakten welche zuvor alle auf dasselbe
Volumen gebracht waren. Hier ist also ein quantitativer
Vergleich méglich. Es zeigt sich, dass im Verlauf der
Bearbeitung die Wirkung einigermassen abnahm, was,
wie bereits gesagt, hauptsichlich wihrend des Auto-
klavierens stattfand.

In dieser Versuchsreihe sind ausserdem 4 Verdiinnungen
der Extrakte verglichen worden., Dabei ist eine regel-
missige Abnahme des Wirkungsgrades zu beobachten.

In einer Anzahl von Fillen hatte auch das Filtrat 5b
eine erhebliche wachstumsférdernde Wirkung. Spiter hat
es sich herausgestellt, dass dabei zu wenig Phosphorwolfram-
siure zugesetzt worden war, und demzufolge nicht alles
Bios gefillt war. Eine prinzipielle Differenz in der Wirkungs-
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TABELLE 7.
Versuche zum Vergleich von Filtrat 35 und Fillung 3b.

Versuche in Schalen. Totale Menge der Extrakte ungefihr dieselbe.

Fillung 3b. Versuchsbeginn 29,7.32 Filtrat 3b. Versuchsbeginn 29.7.32
%'TE Nihrboden Entwicklung % g o Nihrboden Entwicklung
$a . am 5.8 S = am 5.8

a {Agar 29, keine a |Agar 29, sehr wenig
a|, 2%,N3,Gluk. 4% sehr wenig al, 2%,N3,Gluk. 4%, stark

bl , 2%N3, , » »” b, 2%N3 , abneh | mend

¢| . 2%,N3, , ) »” c| » 2%,N3, LW

d ” 2%:N3) » »” »” d » 2%,N3, ,, kein Wachstum

1) s. Tabelle 6.

Resultate der Phosphorwolframsiurebehandlung.

Fillungsauszug und Filtrat beide auf 4+ 20 ccm gebracht (aus 450 gr. Hefe)
Py beider Extrakte £+ 6.5.

Fillung 5b. Versuchsbeginn 30.6.32 Filtrat 5b. Versuchsbeginn 30.6.32
R < Resultat (5% 5 Resultat
g Nih g Nihrbod
52 rboden dd. 47 |82 anrbocen dd. 4.7
a [Agar29%, nichts a |Agar 29, kein Wachstum
! s sehr kriftige Geringe Entw.
i) Entw.v. diin- (etwas mehr
al, 29%N3, Gl‘uk. 4%, nen u. dickenl 2 | * 2%,N3, Gluk. 4% als ¢ der Fil-
Spor. trigern lung)
b, 2%,N3 , idem, etwas b{ , 2%,N3, ,, sehr wenig
weniger - i '
c|{ » 2%,N3, , wenig c| » 2%,N3, , ” ”
d| , 2%,N3, , sehr wenig d| ,, 2%,N3, ,, ”. 2
1) 5. Tabelle 6.

art gab es zwischen Filtrat 5b und Fillung 5b nicht (s.z. .

Tabelle 11).

In der Tabelle 8 findet man die Resultate von Kombl-
nationen verschiedener Nihrbdden mit Extrakt 4b und
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mit Wasser. Es zeigt sich, dass Phycomyces sich nur aus-
giebig entwickelt, wenn der Extrakt mit dem vollstindigen
Nihrboden kombiniert wird. Dass der Nihrboden ohne
Extrakt keine Entwicklung erméglicht, ist in § 2 bereits
‘besprochen; die in obigen Versuchen angewendete Menge
Extrakt auf einem Agarboden ohne Nihrstoffe bildet
ebenfalls kein geeignetes Substrat. Ausserdem wurde die
gleiche Extraktgabe kombiniert mit nur den Zuckern oder
“nur den Salzen (Ldsung N3). In beiden Fillen war die
»‘,Entwicklung sehr gering. Das besagt, dass der Nihrwert
der zugesetzten Extraktmenge (4b) sehr klein ist, dass
. sie nicht als ,,natiirliches Substrat” fungiert, aber den
Schimmelpilz in die Lage setzt, die Nihrstoffe aus dem
synthetischen Boden zu verarbeiten.

TABELLE 8.
Wirkungsweise der Extrakte.

Extrakt 4b (15 ccm von 250 g. Hefe). Versuche in Schalen.

11.6.32 Extrakt unmittelbar nach dem Impfen zugesetzt. (1, ccm Extrakt

+ 41 ccm aq. dest. zusammen sterilisiert).

Entwick-

o -
% Boden Zugesetzt lung
[+ d.d. 13.6
1 | N 3, Glukose 3 %,, Maltose 1%,, Agar 2%, |5 ccmi H,O |(Kontrolle)| 4+ keine
2 | N 3, Glukose 3 9%, Maltose 1%, ,, 29%/| Extrakt |(2 Schalen) stark
3| — - - » 2% ” 2 » )| £ keine
4 | — Glukose 3 %, Maltose 1%, , 2% " 2 s ) * keine

_5_ N3 — - w 2% 1 2 » ) =+ keine

16.6 Wie 13.6

Arbeitet man mit dem Extrakt 3¢, dann liegen die
Verhiltnisse im Grossen und Ganzen dhnlich, nur bekommt
man meistens auf dem Extrakt + der Zuckerlgsung eine
ziemlich gute Entwicklung; auf dem Extrakt + der Salz-
16sung aber nicht.

1 Besonders méchte ich also hervorheben, dass der Extrakt



TABELLE 9.

Kohlehydratkonzentration und Vorrat.

Impfdatum 6.9.32

Bios

Resultat d.d. 15.9

Kohlehydrat

Salzlosung

Zieml. viele dicke

Kolben

» ”

9(2,,

”

1,
% 2

”

13
14

” »”

4 g. losl. Stirke4+ 8 ccm Wasser

+ 10

” 2»”

” ”

+11
+ 113

” ”

12 eccm N3

lcem Fil-
lung 5b

(100 ccm
v. 1 kg.
Hefe)

="

”

” ”

»” ”

»”

Sp. tr,, + keine

diinne,

s Wenigere dicke
Sp. tr. dazwischen
diinne,

Diinnere Sp. tr.,
mehr als in 9. -
+ wie 13,

{ Viele, diinne bis
! sehr diinne Sp. tr.

16 (4%

24 11% ”

26 {05 %,

30 {0.25 %

35 |0.133 %

0.07 %,

39 149%

Glukose 1)

”

”

”»

”

N3 1)

7” ”

»” »

” ”

7 »”

” ”

” ”

keine ”

|

Wenigere Sp. tr.
als 16, zieml. viele
sehr diinne.

Etwas wenigere
S Sp. tr. als 16,
nahezu keine sehr

diinne.
Ungefihr wie 26,
keine sehr diinne

Sp. tr.
Weniger als 30,
keine sehr diinne

Sp. tr.
Ungefihr wie 35,
keine sehr diinne

Sp. tr.
Einige Entw. v.
zieml. dicken
Sp. tm.

Einige Entw. v,
zieml. dicken

1) 2) Zusammen 24 ccm.

Sp. tmn.
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keinen Ersatz bildet fir die Kohlenstoffquelle im synthe-
tischen Ndhrboden, sondern dass sie erst durch die Hilfe
des Extraktes fiir den Pilz zugdnglich gemacht wird. Hin-
sichtlich der Kohlenstoffquelle sind die synthetischen
Nihrboden, denen eine kleine Dosis Extrakt zugesetzt ist,
also vollkommen synthetischen Bdden gleichzusetzen. Fiir
die nacher zu beschreibenden Atmungsversuche ist diese
Folgerung von grosser Wichtigkeit, '

Ein weiterer Beleg fiir diesen Schluss bildet z.B. die geringe
Entwicklung, die auf sehr niedrigen Zuckerkonzentrationen
erzielt wird (s. Tabelle 9, Kolben 16 bis 38). Es zeigt zugleich,
dass das in der Losung N3 vorhandene Tartrat nicht als
Kohlenstoffquelle verarbeitet werden kann,

Es war zu erwarten, dass die wachstumsférdernde Wirkung
vom Hefeextrakt sich nicht nur auf dem Glukose-Maltose-
substrat dussern wiirde, sondern auch auf andern Energie-
quellen. Aus den in der Tabelle 10 angefiihrten Versuchen
(s. auch Abb, 1) geht hervor, dass auch das Wachstum
auf Glukose, Saccharose und auf 16slicher Stirke in 4 9,-iger
Ldsung in Verbindung mit N3 durch Hefeextrakt-Filtrat 3¢
sehr stark gefordert wird, Man sieht in allen Versuchs-
reihen noch eine deutliche Entwicklungsforderung durch
Zugabe von nur 1/25 ccm Extrakt, und einen durchaus
parallelen Verlauf in allen Reihen mit abnehmender Extrakt-
menge. Daraus geht deutlich hervor, dass nur das Fehlen
von Bios der Faktor ist, welcher der Assimilation der ver-
schiedenen Kohlenstoﬂquellen in synthetischem Milieu im
Wege steht.

Die Kulturfliissigkeit einer Stirkekultur von Phycomyces
enthilt ein diastatisches Enzym. Bringt man einen Tropfen
dieser Losung auf eine Stirke-Gelatin-Platte (s. Wijsman
[108], Klinkenberg [70]), und firbt man mit Jodjod-
kalium nachdem die Schale einige Tage im Eisschrank
gestanden hat, so zeigt sich ein helles Feld mit einem
Diffusionsring, Ob ein oder mehrere Enzyme vorhanden

39
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sind, konnte ich bisher nicht ermitteln. Die Kulturfliissig-
keit einer Glukosekultur zeigt diese Reaktion nicht,

- Auch Kulturen auf N3 + Kokosfett in einer mit 4 9,
iibereinstimmenden Gewichtsmenge reagierten in Zhnlicher
Weise auf eine Zugabe von Hefeextrakt (s. Tabelle 10,

TABELLE 10.

Wirkung des Bios auf die Assimilation verschiedener
Kohlenstoffquellen.

—Totalvolumen der Nihrlésung 24 com. Salzlosung N3. Kohlehyd;;f;
konzentr. 4 9%,. Bios: Filtrat 3c. 100 ccm von 1 kg Hefe. Mit Baryt nicht
autoklaviert. Geimpft 23.1,33.

g . : Ver-
'%z° Kohlehydrat diinnung Erfolg d.d. 30.1
M Bios
3 kein a (1 com)|Geringe Anzahl zieml. diinner Sp. tr.
43 Glukose a (1 ccm)|Viele diinne Sp. tr.
44 . b (a:5) (Viele zieml. dicke Sp. tr. Wenigere
diinne.
45 ” c (b:5) |Etwas geringere Entw, als in 44,
46 »” - Nahezu keine Entw.
Sehr viele sehr diinne, zieml. viele
76 Saccharose etwas dickere Sp. tr.
80 9 b Viele dicke Sp. tr. Nahezu keine
diinne.
90 » c Wenigere Sp. tr. Sp. tr. ziemlich diinn.
92 » — _ |Sehr geringe Entw.
95 Losliche Stirtke | a Viele dicke Spor. tr.
96 " 1’ b Zieml. viele dicke Sp. tr.
97 ” ” c Zieml, viele dicke Sp. tr., weniger
als 96.
98 ” »” - Nahezu keine Entw. )
104 | Kokosfettsuspension a Ziem). viele dicke Spor. tr. .
105 » b Zieml, viele dicke Spor. tr., eine
Anzahl diinne.
107 ” c Ungefihr wie 105.
110 » - Geringe Entwickl.,, mehr als in den
Kohlehydratkontrollen.
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TABELLE 11.

Versuche iiber die Glukosekonzentration, die N-Quelle und den Einfluss

von Fe-zitrat,

Impfdatum 30.8.32

, a é;? o
g ] z:f 2 § Zusdtzlicher Resultat am 4.9
.‘31 73 2 6" S Wachstumsfaktor :
65| N7 | 1% |1 com Filtrat 56 (50 ccm aus| Zieml. viele, zieml, dicke Sp. tr.
1 kg Hefe)
66 N7 1 49% Idem sehr viele, sehr diinne Sp. tr.
67| N7 {10% Idem . Viele, diinne Sp. tr.
68| N7 [159% Idem Wie 67
69| N7 {20% Idem Wie 67
70| N3 (1% Idem Zieml. viele, zieml. dicke Sp. tr.
71| N3 | 4% Idem Viele zieml, dicke Sp. tr.
72| N3 (109% Idem Wie 71 S
73| N3 [159% Idem + wie 71
74| N3 (20% | Idem + wie 71
751 N3 | 4% {1 ccm Fillung 56 (50 ccm aus
1 kg Hefe) Wie 66
76 | N3 | 49 |4 com Filtr, 56 4+ % com Fill, 56 | Wie 71
77| N3 | 49% |4 ccm Filtr. 5b + 4 ccm Fill. 5b
+ 4 ccm Fe-zitrat 1%, | Wie 71
78 | N3 | 4% |} com Filtr. 56 + 4 ccm Fe-
zitrat 19 - . Wie 71
79| N3 | 49 |4 com Fill. 56 + 4 com Fe-
zitrat 1% Wie 75
80| N3 | 49% |4 ccm Fe-zitrat 19 Entwicklung sehr gering.

1) 2) Zusammen 24 ccm.

Abb. 1). Ohne Bios ist hier die Entwicklung von Phycomyces
etwas besser als in den Kohlehydratkontrollen, Wahrschein-
lich riihrt das daher, dass das Kokosfett an sich eine kleine
Biosmenge enthilt. Auch hier wird die Entwicklung durch
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63 Brot  95-98 Losliche Starke 4%

104 105

Abb. 1. Wirkung des Bios auf die Assimilation verschiedener Kohlen-
stoffquellen. Hierzu Tabelle 10. '

Kolben-Nr: Nahrlésung:
3 Salzlosung N341 ccm Bios ohne Kohlenstoffquelle
43, 76, 95, 104 » N3+1 ,, , +4% ” :
44: 80: 96r 105 2 N3+ 1/5 »” » + 4 % ”
45, 90, 97, 107 " N3+ 125, , +4% "
46, 92, 98, 110 » N3ohne , ,, +49% ’”

63 Vergleichskultur auf nassem Brot.
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1/25 ccm Extrakt 3¢ bedeutend verbessert. Die giinstige
Entwicklung welche de Boer auf Leinsamen erhielt, ist
also in einem Milieu, das ein gereinigtes Fett und Bios
enthdlt, im Prinzip zu reproduzieren. Methodische Ver-
besserungen (z.B. bessere Verteilung des Fettes) sind
allerdings noch méglich. Bis jetzt habe ich mich mit den
Fettkulturen nicht weiter beschiftigt.

Aus der Tabelle 11 ist ersichtlich, dass innerhalb weiter.
Grenzen die Glukosekonzentration eine starke Entwicklung
von Phycomyces ermdglicht. Unterhalb 1 9% wird die
Entwicklung schlechter (s. Tabelle 9). Bei Konzentrationen
von 15—20 9%, Glukose macht sich noch keine Schidigung
bemerkbar. In der Regel bekommt man den Eindruck,
dass sich auf hohen Glukosekonzentrationen eine grosse
Menge sehr diinner, auf niedrigen Glukosekonzentrationen
wenige, aber dickere Sporangientriger entwickeln. Vielleicht
hingt damit auch zusammen, dass in den Stirkekulturen
hauptsichlich dicke Sporangientriger gebildet werden (indem
niml. die Konzentration direkt aufnehmbaren Zuckers
niedrig ist). Das Problem, wovon die Bildung bestimmter
Sporangientypen abhingig ist, bedarf aber noch einer
niheren Untersuchung.

Aus der Tabelle 11 geht ebenfalls noch hervor, dass
auch mit der Salzlésung N7, worin NH,-tartrat durch
NH,CI ersetzt wurde, eine starke Entwicklung von Phyco-
myces erhalten werden kann. Nur waren die Sporangien-
triger meistens etwas diinner als auf N3, Die Losung N7
hat aber den Nachteil, dass sie durch Verbrauch vom NH,-
ion immer saurer wird. Deshalb wurde meistens mit der
Losung N3 gearbeitet.

In der Tabelle 12 ist noch das Ergebnis zweier Versuchs-
reihen ganz kurz zusammengestellt. Es wurden hier ver-
schiedene Konzentrationen Glukose und NH,Cl kombiniert.
Auf Details der Entwicklungsweise der verschiedenen
Kulturen gehe ich hier weiter nicht ein; nur der Gesamt-
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TABELLE 12.
Ubersicht iiber die Entwicklungsstirke und' den Endwert des PH von
Kulturen auf Nihrboden met verschiedenen Kohlenstoff-
und Stickstoffkonzentrationen.

Die Cesamtentwicklung ist in einer Skala von 1—5 abgeschitzt worden.
Versuche von 9.9.32 und 22.9.32 kombiniert. Resultate nach 5 Tagen.
Kolben von 100 ccm, mit 24 ccm Nihrlosung.

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
0.19%
Pu8.3 P8 Pu7 Pu6.3 PH6.3 Pu6.3
3 3 3 3 3 4 5 4 4 4 4
0.4 % _
Pu7 PH7 Pu6.3 Pu4.1| PH2.5(PH4.6 PH5.5
3 3 3 3 4 5 5 4 3 3 3
1%
Pu4.l| Pu4.l Pu3.6 | Pu3.6 Pu3  Pu25 PH2.5 Pu3
3 3 3 3 4 4 3 2 2 2 2
4%
Pu4.6 Pr4.1 Pu3 PH2.5 Pu3
3 .3 3 3 4 3 2 2 2 2 2
15 9%
Pu4.6 Pu4.6 PH3.5! PH3 PH2.5| Pu3.6 PH3.6
Glakose
/ 0 | 0.0005 % 0.002 %, (0.005 9%0.02%,0.05%| 0.1%, | 0.2% | 0.5% | 1% 2%
NG '

eindruck ist in der Tabelle schitzenderweise wiedergegeben.
Die beste Entwicklung auf diesem Substrat liegt in der
Nihe von 1—4 %, Glukose und 0.05—0.1 9%, NH,Cl. Am
Ende des Versuchs wurde das Py der Kulturfliissigkeit
bestimmt. Die starke Ansiuerung nach kurzer Entwicklung
geht deutlich daraus hervor, sowie die Tatsache, dass
Phycomyces nicht sehr siure-empfindlich ist,
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Herr Dr. Dijkman hatte die Freundlichkeit den Extrakt
»Fillung 5b" auf seinen Gehalt an ,,Avena-Wuchsstoff’’
-zu untersuchen. Es stellte sich heraus, dass der Extrakt
betrichtliche Mengen davon enthielt. Es war interessant
festzustellen, ob die wachstumsforderende Wirkung auf
Phycomyces hiermit in Zusammenhang stiinde. Zu diesem
Zwecke wurde ein Teil des Extraktes mit peroxydfreiem
Aecther ausgeschiittelt (s. 71) und nach dem Ausschiitteln
wieder auf das urspriingliche Volumen zuriickgebracht.
Auf Avena war der ausgeschiittelte Extrakt unwirksam.
Vom ausgeschiittelten sowie vom unbehandelten Extrakt
wurden 3 Verdiinnungen mit synthetischer Nihrlosung
kombiniert, Die Entwicklung von Phycomyces war ungefihr
dieselbe, mit dem ausgeschiittelten Extrakt noch etwas
besser als mit dem unbehandelten, Hieraus ist zu schliessen,
dass Avena-Wuchsstoff jedenfalls keine wachstumsfdrdernde
Wirkung auf Phycomyces hat,

Durch die Freundlichkeit der Herren Prof. Dr. F. K6 gl
und Dr. A. J. Haagen Smit war ich imstande auch einen
direkten Versuch mit gereinigtem Auxin vorzunehmen.
Demselben synthetischen Boden wurden verschiedene
Auxinmengen von 50—1000 AE (s. 71) zugesetzt. Auch
hier zeigte sich keinerlei Entwicklung. Einige Versuche
wobei immer einer Schale mit dem iiblichen Nihrboden
Y2 ccm einer Auxinlésung von 1 mgr/l (also 25000 AE)
zugesetzt wurde, hatten ebenfalls keinen Erfolg. (Ta-
belle 13).

Obwohl es nach oben beschriebener Darstellungsweise
nicht sehr wahrscheinlich war, dass die Wirkung der Hefe-
extrakte bestimmten Elementen zuzuschreiben wire, welche
in kleinen Mengen fiir das Wachstum von Phycomyces
.notwendig wiren, wurden doch einige Vergleichsversuche
angestellt mit gekohltem Extrakt., Wie zu erwarten war,
hatte er keine wachstumsfordernde Wirkung.

Es war noch zu untersuchen, ob sich nicht die Ent-
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TABELLE 13.

Versuche mit Extrakten mit und ohne Wuchsstoff (Auxin).

Verwendeter Extrakt: Fillung 56, 100 ccm von 1 kg Hefe.
Nihrlésung: N91) - Glukose 49 (Zusammen 24 ccm)

Geimpft am 15.11.32.

Kolben Zusatz Effolg am 28.11
54 | mit Aether ausgesch. Extrakt, 1 ccm Verd. a | ) Ziemlich viele diinne
55 2 ” ” ” 1, o» b Sp. tr.

56 | s w " w 1, ,  c|)Die beste Reihe

32 |Unbehandelter Extrakt 1 ccm Verd. a Ahalich obenstehen-

der Reihe, Etwas we-~

33 " o by s b niger gut entwickelt

34 1 , € ger gu icke
” »o »oo besonders Verd. a

13 |1 ccm Auxin = 1000 AE

18 |11 ,, ., = 500 AE

2 |1 , » = 200 AE Kein Wachstum .

26 |1 ,, » = 100 AE

31 1, -, = 50AE

2 Schalen N3 — Glukose 4 9%, — Agar 2 %. Geimpft 15.6.32.

enthdlt 25000 AE).

Am 16.6 zugesetzt 3 ccm einer Auxinldsung von 1 mgr/liter (3 com

Erfolg: 17.6 Kein Unterschied mit einer Kontrolle, der Wasser zugesetzt

worden war.

Von neuem die gleiche Wuchsstoffmenge zugesetzt.

22.6 Keine Anderung.

1) N9. Stickstoff als 1 % NH,CI; p. | zugesetzt 0.1 g KOH, Pu + 5.1.

wicklung auf vollkommen synthetischen Boden verbessern
liesse, durch Zufuhr des Stickstoffes in organischer Bindung,.
Durch Zusatz einer kleinen Menge Pepton tritt tatsichlich
eine geringe Besserung ein. Es ist aber fraglich, ob diese
Wirkung dem Pepton selbst zuzuschreiben ist, und nicht
auf seinem Biosgehalt beruht. Auf einem Boden, worin
der ganze Stickstoffgehalt als Asparagin gegeben wurde,
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entwickelte sich Phycomyces nicht besser als mit einem
Ammoniumsalz (Tabelle 14).

TABELLE 14,
Kulturen auf Substraten mit organischem Stickstoff.

30.5.32 Verglichen wurden:
A :5 Schalen mit N3 - Glukose 3 9%. Maltose 19 -~
Agar 2 9%,.
B :5 Schalen mit N3 - Glukose 3 %. Maltose 19% -~
Agar 2 %, Pepton /s %.
31,5 Kein Unterschied. -
3.6  Ahnlicher Unterschied wie nach Zusatz einer Hefesuspension
(zugunsten von B).
9.6 Entwicklung seit 3.6 nicht weiter gegangen.

8.6.32 Kulturen auf: Glukose 3 9, - Maltose 19% - Agar 29
in Verbindung mit einer Nielsen-Losung, worin der Stick-
stoff gegeben wurde als 5 g Asparagin/l (statt NH,-Tartrat).

16.6  Entwicklung nicht besser als auf N3 - Glukose 3 9, - Maltose
19 - Agar 2 %.

Auch die Frage Bottomley—Olsen wurde in dieser
Hinsicht gepriift. Einigen Kulturen wurde statt Hefe-
extrakt eine kleine Menge Eisenzitratldsung zugesetzt.
An sich gestattete dies keine Entwicklung von Phycomyces
auf synthetischem Nihrboden, auch in Verbindung mit
Hefeextrakt hatte es auf dessen Wirkungsgrad keinen
merklichen Einfluss (Tabelle 11).

Auch ein Torfextrakt, nach den Angaben Olsens (87)
hergestellt, war ohne Wirkung. Eine Abkochung von Tee-
blittern hatte eine geringe wachstumsfordernde Wirkung.

Ein Boden, aus 49 9, Malzextrakt, 49 9, Wasser und
2 9, Agar-agar zusammengesetzt, bildet ein gutes natiirliches
Substrat fiir Phycomyces. Impft man Phycomyces auf
einem 2 9%-igen Agarboden worauf 1 ccm sterilen Malz-
extrakts gegossen worden ist, dann bekommt man eine
geringe Entwicklung, Setzt man aber einem synthetischen
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Boden dieselbe Menge Malzextrakt zu, dann entwickelt
sich Phycomyces kriftig. Der Malzextrakt enthilt also eine
erhebliche Menge ,,Bios”’. Ein Versuch, den Malzextrakt
der Narayananschen Bearbeitung zu unterziehen, gelang
nicht. Durch seinen Reichtum an gelésten Substanzen,
speziell Zucker, ist Malz kein bequemer Ausgangsstoff fiir
die Herstellung eines Biospriparates.

Die Versuche, die in diesem § beschrieben sind, wurden
zum Teil auf Nihrlosungen in Erlenmeyerkolben aus-
gefiihrt. Es wurde dann eine Schicht Watte auf dem Boden
eines jeden Kolbens als ,festes Substrat’’ zugegeben. Die
Salzlésung wurde in doppelter Stirke zugesetzt, wihrend
die Zuckerlosung gleichfalls in doppelter Konzentration
zusammen mit dem wachstumsférdernden Extrakt in einen
anderen Kolben gebracht wurde. Beide ,,Hilften’’ des
Nihrbodens wurden gesondert 14 Stunde auf 120° sterili-
siert; nachher wurde die Zuckerlésung mit dem Extrakt,
unter Beachtung steriler Arbeitsweise, im Kolben mit der
Watteschicht {ibergossen.

Jetzt werde ich die Arbeiten Schopfers (95—100)
besprechen. Referate iiber diese Arbeiten sah ich zur Zeit
meiner Versuche {iber die Wirkung von Hefe. Nach
Beendigung meiner Ernihrungsversuche hatte ich Gelegen-
heit auch die Originale zu studieren. Obgleich Schopfer
hauptsichlich die Entwicklung der Zygoten von Phycomyces
untersucht hat, hat er doch auch schon die Verbesserung
vom vegetativen Wachstum durch kleine Mengen bestimm-
ter organischer Stoffe hervorgehoben. Auch die Anwesen-
heit dieser Stoffe in Hefe hat er nachgewiesen, obwohl
sein Ausgangspunkt ein anderer war. Er beobachtete, dass
das Wachstum von Phycomyces auf synthetischen Boden
mit Maltose als Zucker verschieden war, je nach dem
benutzten Maltosepriparat. Auf den am wenigsten ge-
reinigten Sorten war die Entwicklung am besten, auf sehr
reinen Priparaten fast gleich null. Wurde die unreine
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Maltose aus Alkohol umkristallisiert, dann war die wachstums-
fordernde Wirkung verschwunden, wihrend der Alkohol
das aktive Agens enthielt. Wurde er eingedampft und in
kleinen Mengen einem Boden mit inaktiver Maltose zu-
gesetzt, dann konnte Phycomyces darauf wachsen. Der
wirksame Stoff war thermostabil und wurde erst bei 150°—
160° vernichtet, Schopfer weist darauf hin, dass speziell
das Vitamin B, und Bios so thermostabil sind. Von Hefe
wusste man, dass das Vitamin B, und verwandte Stoffe
darin reichlich vorhanden sind. Deshalb machte Schopfer
auch Versuche mit Hefe. Ein Zusatz von 14—2 9, Hefe
forderte die Zygotenbildung bei Phycomyces sehr stark,
sowie auch wisserige und alkoholische Hefeausziige und
durch Zusatz von Alkohol und Azeton erhaltene Prizipitate.
Die stirkste wachstumsférdernde Wirkung erhielt S., indem
er einer Kultur 2% mgr konzentriertes Vitamin B nach
Osborne & Wakeman, aus dem Harrislaboratorium
in New York, zusetzte, Die Asche dieses Priparats war
unwirksam. Auch in Verbindung mit andern Zuckerarten
zeigten die aktiven Priparate ihre Wirkung.

Ob diese Wirkung dem Vitamin B, oder dem Bios
zuzuschreiben ist, kann Schopfer nicht entscheiden. Wenn
die Mitteilungen von Narayanan (77) und von Narayanan
& Drummond (78) richtig sind (und es gibt m.E. kein
Anlass dieses zu bezweifeln) dann werden Bios und Vita-
min B, durch die Bearbeitung mit Bleiazetat (s. oben)
getrennt. Aus meinen Versuchen geht dann hervor, dass
die wachstumsférderende Wirkung der Hefe auf Phycomyces,
auf Bios zuriickzufiihren ist. In dem Fall miisste also das von
Schopfer benutzte Vitaminpriparat, Bios als Beimischung
enthalten haben, woraus man wohl schliessen kann, dass
Bios auf Phycomyces schon in sehr geringen Mengen eine
starke wachstumsférdernde Wirkung hat.

Wenn wir die in diesem Abschnitte besprochenen Ergeb-
nisse kurz zusammenfassen, dann vergegenwirtigt ein
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natiirlicher Nihrboden (z.B. Brot) in Anschluss an die
schon von Nielsen gemachten Erfahrungen, folgende
Wachstumsbedingungen: :

. Festes Substrat
natiirlicher Nihrboden < Energiequelle

'Niihrlbsung Nihrsalze ,
" Zusitzliche organische
Wachstumsfaktoren
(,,Bios™)

In der letzten Zeit habe ich in der zunichst unklaren
Rolle des ,festen Substrats’’ einen ersten Einblick be-
kommen konnen, den ich hier noch kurz besprechen
méchte, Der Anlass dazu war die eben erschienene Arbeit
von Kluyver & Perquin (26) iiber die Entwicklung
von Pilzkulturen in einem Schiittelapparat. Bei dieser
Kulturmethode wird ein Kolben mit Nihrldsung, worin
Pilzsporen geimpft sind, wihrend der ganzen Entwicklungs-
zeit fortwihrend geschiittelt. Das Ergebnis, das die Ver-
fasser mit Aspergillus niger erzielten, war, dass jedes
Conidium ein kleines untergetauchtes Myzel bildete, also
Deckenbildung ginzlich verhindert und ein ideal homogenes
Versuchsmaterial erhalten wurde.

Um die Entwicklungsmdglichkeit von Phycomyces unter
diesen Bedingungen zu untersuchen, habe ich Sporen in
40 ccm N3 mit 4 9%, Glukose + 1 ccm Bios Filtrat 3cin
einem 100 ccm Erlenmeyerkolben ohne festes Substrat
geimpft und nachher fortwihrend geschiittelt, Unter diesen
Bedingungen tritt eine ganz rasche Entwicklung von
separaten untergetauchten Myzelien ein. Die Entwicklungs-
geschwindigkeit steht derjenigen, die auf einer festen Ober-
fliche in derselben Nihrlosung erzielt wird, nicht nach,
wihrend sie ohne Schiitteln und ohne Substrat sehr langsam
ist. Bemerkenswert ist, dass sich geimpfte Sporen in der
angegebenen Nihrlésung ohne Schiitteln doch am Ende
zu einer kriftigen Kultur entwickeln, allerdings dauert es
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sehr lange. Der Gedanke liegt nahe, dass die bessere Durch-
liftung, die durch die Schiittelung erreicht wird, fiir die
raschere Entwicklung verantwortlich ist, und dass die
feste Oberfliche in der gleichen Weise wirkt, nimlich durch
Verhindern der Sporen in die sauerstoffirmeren Schichten
der Fliissigkeit hinab zu sinken. Ich verfiige aber heute
noch nicht iiber experimentelle Daten, die diese Deutung
sicherstellen wiirden. ‘
Vielleicht wird die Schiittelmethode sich besonders zu
einer weiteren Analyse der begrenzenden Bedingungen bei
der Atmung, zumal des Sauerstoffverbrauchs, eignen.

Die Frage, worauf die wachstumsférdernde Wirkung von
Bios beruht, kann heute wohl noch nicht diskutiert werden.
Als Komponente der Nihrlosung steht es den anorganischen
Salzen niher als der Kohlenstoffquelle. Ob ihm eine spezi-
fische Bedeutung bei einem bestimmten Entwicklungs-
vorgang zukommt, kann man ohne reinere Priparate wohl
nicht erfahren. Man kdnnte denken, dass Bios vielleicht den
Zellteilungsvorgang beeinfliisse. Beweise hierfiir sind nur
Zu bringen durch Versuche an erwachsenen Geweben,
worin nach Bioszusatz erneut Zellteilungen auftreten
miissten. Man gelangt hier in das Gebiet der Wundhormone
Haberlandts (63) und der Ansichten iiber Zellteilungs-
vorginge iiberhaupt (s.z. B. Hammett [64, 65]), die hier
ausser Diskussion bleiben, da hierzu keine experimentellen
Anhaltspunkte vorhanden sind.

‘Vorliufig scheint es mir am besten nur an die Trennung
zwischen der Energiequelle und der weiteren Nihrlosung
festzuhalten und keinen prinzipiellen Unterschied zwischen
dem Bios und den in kleinen Mengen fiir die Entwicklung
erforderlichen anorganischen Stoffen zu machen.
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ABSCHNITT II

ATMUNGSVERSUCHE MIT KULTUREN OPTIMALER ENTWICKLUNG
AUF 4 9, GLUKOSE.

§ 1. Einfiihrung.

Sachs (42) hat bereits darauf aufmerksam gemacht,
dass im Verlauf der Entwicklung einer Pflanze die
Geschwindigkeit verschiedener Lebensprozesse zuerst an-
steigt, dann sich wihrend einiger Zeit wenig indert und
schliesslich allmihlich sinkt. Diese Erscheinung nennt
Sachs (44) ,,Grosse Periode”. Fiir das Wachstum hat
Sachs darauf hingewiesen, dass man den Einfluss der
Temperatur nur an Stadien, die sich im selben Abschnitte
der grossen Periode befinden, vergleichen soll (42), Weiter
hat er berichtet, dass der Einfluss einer Temperatur-
inderung auf das Wachstum sich im Optimum der grossen
Periode am schirfsten dussert (44). Man hat hieraus spiter
meistens die Konsequenz gezogen dass man den Einfluss
dusserer Faktoren auf einen physiologischen Prozess nur
im Optimumgebiet der grossen Periode untersuchen soll.

So untersuchte de Boer (7) auch den Einfluss der
Temperatur auf die Atmung von Phycomyces wihrend
des Optimums der Entwicklung. Die Atmung war wihrend
des 4. Tages nach der Ke¢jmung nahezu konstant. Wie
bereits angefiihrt, kam er zu dem Ergebnis, dass die
Temperaturkurve der Atmung unter diesen Verhiltnissen
eine Gerade ist, sowohl beziiglich der O,-Aufnahme als
der CO,-Abgabe. Der respiratorische Quotient ist bei
de Boer bei verschiedenen Temperaturen ungefihr der-
selbe. Mit ansteigender Temperatur sinkt der Wert des

Temperaturkoeffizienten fortwihrend. Z.B. fand de Boer
o 200
auf Brot fiir Q % den Wert 1.85, fiir Q —150: 1.48, fiir

Q % : 1.30, fir Q Zgo : 1.22. Bis etwa 30° wird der
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Schimmelpilz von der Temperatur nicht geschidigt, erst
oberhalb 30° ist der Verlauf der Temperaturkurven von
der Beobachtungszeit abhingig, Wie in der allgemeinen
Einfiihrung bereits auseinander gesetzt wurde, war es
meine Absicht zu untersuchen, ob der von de Boer
beobachtete Verlauf der Temperaturkurve dadurch bedingt
sein konne, dass irgend ein begrenzender Faktor sich mit
ansteigender Temperatur immer stirker geltend mache.
Um zu beurteilen, ob dieser begrenzende Faktor mit der
Spaltung der Stirke zusammenhinge, fing ich meine
Versuche mit Kulturen von ungefihr gleicher Entwicklung
wie diejenigen de Boers, auf einem Boden mit 4 %
Glukose als Kohlenstoffquelle, an.,

§ 2. Literaturbesprechung,

Ein ausfiihrlicher Uberblick iiber die iltere Literatur
iiber den Einfluss der Temperatur auf die Atmung findet
man bei Kuyper (29). Eine kurze Ubersicht, worin auch
neuere Beobachtungen verwertet worden sind, hat de Boer
gegeben. ‘

In meiner eigenen Arbeit wird nur von Versuchen bei
Temperaturen die nicht ,,schidlich” sind, deren Einwirkung
also keine bleibende Beschidigung zur Folge hat, die Rede
sein, Ich werde mich daher bei der Literaturbesprechung
ebenfalls hierauf beschrinken und die Angaben, die mit
der Deutung des ,,Optimums” in der Temperaturkurve
zusammenhingen, ausser Betracht lassen. Bekanntlich kann:
man fiir die Frage des Optimums die Literatur vor
Blackman eigentlich nicht verwenden, da die friiheren
Autoren die Beziehung zwischen der Einwirkungsdauer.
der hohen Temperaturen und der Lage des Optimums
nicht klar erkannt haben. Zwar gibt es lange vor Black-
man einzelne diesbeziigliche Andeutungen (s. Sachs [43],
Kreusler [27]). Bei niedrigen Temperaturen liegt eine
derartige prinzipielle Schwierigkeit bei den Beobachtungen:
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der ilteren Autoren nicht vor. Die Schwierigkeiten fiir
eine Benutzung der vorhandenen Zahlen liegen hier meistens
in Mingeln der Versuchsanordnung. Ofters verweilten die
Objekte lange in stagnierender Luft oder wurden die
Versuche zu lange hintereinander mit den gleichen Objekten
fortgefiihrt. Am zuverlissigsten sind wohl diejenigen Reihen
wo mit einer Durchstrémungsapparatur mit CQO,-Bestim-
mung durch Absorption gearbeitet wurde — es wurden
hier wenigstens Stdrungen durch weitgehende Her-
absetzung des Sauerstoffdruckes vermieden. Es bedienten
sich dieser Versuchsanordnung z.B. Pedersen (36),
Rischawi (39), Kreusler (27), Ziegenbein (54),
Clausen (13). Bei einigen dieser Autoren sind aber die
verwendeten Objekte wohl nicht sehr geeignet (griine
Blitter, beblitterte Aste, die z.T. im Lichte untersucht
wurden, Kartoffelknollen). Nur Pedersen, Rischawi
und Clausen stellten ausgedehnte Versuchsreihen mit
Keimpflinzchen an. Von den Autoren, die mit stag-
nierendem Luftvolumen arbeiteten, sind zu nennen:
Wolkoff & Mayer (53), Mayer (33), Bonnier &
Mangin (8, 9). Nur Bonnier & Mangin haben ziem-
lich ausfiihrliche Temperaturreihen untersucht. Die Me-
thodik dieser Arbeit ist von grosser Genauigkeit. Jedoch
lisst sich gegen die Versuchsobjekte (z.B. Fruchtkérper
von Hymenomyceten) vieles einwenden und die Tempe-
raturreihen sind auch zu unvollstindig fiir eine weitere
Verwertung.

In unterstehender Tabelle gebe ich Q;-Werte, die ich
aus Versuchsdaten von Pedersen, von Rischawi und
von Clausen errechnete. Soweit die Temperaturintervalle
nicht = 5° waren, habe ich Q;-Werte ausgerechnet nach

5
der Formel Q; = (Q,) =. *

Bei Clausen iussert sich die schidigende Wirkung der
Temperatur oberhalb 40° stark, -
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Rischawi 1877 Pedersen 1878 Clausen 1830
Keimpflan- .
zen von Syrin-
Keimpflanzen Keimpflanzen - —| gablii-
von Triticum von Hordeum Lupi- | Triti- ten
nus | cum
T Qs T | Qs T QG | Q& Qs
°—10°| L.7 0.3° — 5° 1.5 P— 5° | 1.9 1.8 1.7
10°—15°( 1.9 5° —16° 1.3 °—10° | 1.3 15 1.5
15°—20°; 1.3 [ 16° —26° 1.55] 10°—=15° | 1.9 1.5 1.6
20°—25°} 1.4 ||26° —33.6°| 1.3 || 15°—20° | 1.3 14 15
25°=30°| 1.2 0.87°— 7° 1.3 || 20°=25° | 1.4 14 1.3
°—35°1 1.3 7° —165°| L7 || 25°—30° | 1.5 1.2 1.2
35°—40°| 1.3 || 16.5° —18° 19 § 30°—35° | 1.2 1.1 14
18° —295°| 1.4 | 35°—40° | 1.2 1.0 1.2
29.5° —334°1 1.3 ,

Im allgemeinen zeigt es sich also, dass auch diese besten
Reihen aus der ilteren Literatur noch ziemlich unregel-
missige Werte fiir Qg aufweisen. Nur die Reihe von:
Rischawi und die von Clausen mit Triticumkeimlingen
zeigen keine grossen Unregelmissigkeiten, Die Q;-Werte
scheinen in diesen beiden Reihen mit der Erhdhung der
Temperatur allmihlich zu sinken,

Kuyper Pisum Pisum Lupinus Triticum

1910 (Tab. 1) (S. 175) (Tab. 6) (Tab. 8)
Temp. Qs Qs Qs Qs
°— 5° 1.6 1.4 1.7
5°—10° 1.9 1.7 15 15
10°—15° 1.7 1.8 1.4 20
15°—20°. 1.5 . 1.6 1.9 1.2
20°—25° 1.4 J 13 1.5 1.3
25°—30° 1.3 14 13

Ich komme jetzt zu den neueren Arbeiten.
Kuyper (29) bestimmte die Temperaturkurve der CO,-

90
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Abgabe von Keimlingen von Pisum sativum, Lupinus luteus
und Triticum vulgare. Er gibt Ubersichtstabellen iiber die
Daten aus mehreren Versuchen, woraus er Q,,-Werte
berechnet. S. 627 habe ich wiederum einige Q;-Werte
angefiihrt, die ich aus Kuypers Zahlen ausrechnete. =
. Fiir Arachis hypogaea fand Kuyper (30):

Auch die aus Kuypers Daten

T : QA berechneten Q;-Werte schwanken

noch einigermassen. Man kann aber

15°=25° | 165 wohl sagen, dass die Werte ober-

25°=30° | L75 halb 20° im allgemeinen sinken,
°—35° 1.2 . N

35400 | 13 wie das auch Kuyper fiir die Q-

: Werte, die er selber berechnete,:
festgestellt hat. Kuyper vertritt die Ansicht, dass die
Blackmansche Theorie im allgemeinen fiir seine Objekte
wohl giiltig ist. PR )

Van Amstel und Van Iterson (1, 2) untersuchten
die Abhingigkeit der Girungsgeschwindigkeit von der
Temperatur. Sie vertreten die Ansicht, dass hier, auch
bei Eliminierung der schidlichen Wirkung hoherer Tempe-
raturen ein Temperaturoptimum auftritt, was sich also
nicht in die Blackmansche Theorie einfiigen lisst. Diese
Frage beschiftigt uns hier aber weiter nicht. Bis zu 45°
ist die Girung von der Erwirmungszeit unabhingig. Es
lassen sich hier wieder folgende Q;-Werte berechnen:

— E— Man sieht auch hier, dass die

T Qs Werte fiir Q; mit Erhshung der
 Temperatur immer abnehmen. Wie
°—25° 1.6 aber nachher aus meinen eigenen
'25:—30: 1.4 Versuchen hervorgehen wird, kann
0—330 135 man hieraus noch nicht schliessen,
33°—36 1.45 .
36°—39° 1.35 dass die Anschauungen Black-
39°—42° 1.12 mans hier keine Giiltigheit haben.
42°—45° 1.09  Die Kurve sieht gerade so aus, als

ob allmihlich bei den Temperaturen
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zwischen 25° und 35° ein bestimmter Faktor begrenzend
wird, wihrend oberhalb 40° die Begrenzung vollstindig
scheint. Zwar haben die Autoren Bestimmungen aus-
gefilhrt um dieses zu ermitteln, aber diese scheinen mir
nicht ganz unter denselben Bedingungen ausgefiihrt zu
sein, wie die Versuche. Fiir die Versuche wurden verwendet:
16 g. Hefe, 31.5 ccm Wasser und 10 cem 30 9 Zucker-
16sung. Die CO,-Abgabe - ist bis zu 30 9, der Hefe-
konzentration proportional, oberhalb 40 9% von dieser
nicht mehr abhingig. Die benutzte Konzentration liegt
gerade im Ubergangsgebiet dieser Kurve. Der Einfluss
der Glukosekonzentration wurde untersucht mit 6 g. Hefe,
35 ccm Wasser und 10 cem Zuckerldsung. Oberhalb 10 9
ist die Girungsgeschwindigkeit konstant. Es ist hier nicht
angegeben ob Totalkonzentration oder Konzentration der
Zugesetzten Ldsung gemeint ist. Sogar wenn die Konzen-
tration der zugesetzten Losung gemeint ist, ist es m.E.
nicht sicher, dass bei der 3-fach grésseren Hefemenge der
Hauptversuche nicht schon eine Beschrinkung aufgetreten
ist. Von vorne herein ist es zu erwarten, dass eine Begrenzung
nicht in einer ganzen Kultur bei einer bestimmten Tempera-
tur auftritt, weil Zellen sehr ungleicher Entwicklung und
wahrscheinlich also auch ungleicher physiologischer Eigen-
schaften anwesend sind.

Cohen Stuart (14) hat in einer theoretischen Arbeit
hervorgehoben, dass eine Senkung von Q. auch bei
chemischen Reaktionen auftritt und nach der Van 't

Hoffschen Formel auch zu erwarten ist. Es ist niamlich
- 10A

In Q) = T. T Nehmen wir vorliufig an, dass A eine
1+2

Konstante ist, so ist Qp also abhingig von T, X T,

T; und T, sind die um 10° verschiedenen "absoluten

Temperaturen, Bei Arrhenius wird die Grosse A durch

% wiedergegeben. Der Wert p ist der Summe der Aktivie-
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rungswirmen der reagierenden Molekiile proportional.

Man kann nun erstens davon ausgehen, dass eine
bestimmte Reaktion durch eine bestimmte Grosse dieses
Wertes charakterisiert wird, Wir werden nachher sehen,
dass dieser Standpunkt von der Schule Croziers ver-
treten wird. Umgekehrt kann man auch davon ausgehen,
dass man die experimentell gefundenen Werte fiir die
Temperaturkoeffizienten ohne weiteres hinzunehmen hat.
Dann kann man sehen, wie sich A infolgedessen indert,
um so einen Einblick darein zu bekommen, welche Faktoren,
ausser den Aktivierungswirmen, die Grésse des Wertes A
noch weiter beeinfliissen konnen. Cohen Stuart folgt
letztem Wege, und es erscheint ihm besonders einleuchtend,
dass innere Reibungsinderungen, Viskosititsinderungen
des Plasmas usw. dabei eine Rolle spielen. Cohen Stuart
kommt besonders dadurch hierzu, dass Trautz &
Volkmann ein Merkmal der Temperaturkoeffizienten-
kurve eines chemischen Prozesses durch eine Viskositits-
inderung erkliren konnten. Cohen Stuart hat auch
die Q.- und die A-Kurven fiir eine Anzahl Daten aus
der damaligen Literatur, darunter auch die von Kuyper
und von Van Amstel & Van Iterson graphisch dar-
gestellt. Ausnahmslos sinken sie bei TemperaturerhShung
sehr viel stirker als diejenige Volkmanns.

In neuerer Zeit hat Belehradek (3, 4) die Erklirung
von Anderungen des Temperaturkoeffizienten durch Vis-
kosititsinderungen wieder in den Vordergrund geriickt.
ML.E. empfiehlt es sich nicht, dieses Erklirungsprinzip
vorzeitig heranzuziehen, solange man nicht weiss, ob man
im ganzen Temperaturbereich wirklich die Geschwindig-
keitsinderung derselben Reaktion misst. '

Belehradek nimmt also an, dass immer die physika-
lischen Reaktionen die Totalgeschwindigkeit eines Pro-
Zesses bestimmen.
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Im Hinblick auf derartige Fragen vergleiche man auch
besonders die Arbeit Van den Honerts (25).

Wie schon gesagt, vertritt die Schule Croziers die
Ansicht, dass eine bestimmte Reaktion durch einen
bestimmten, konstanten u-Wert charakterisiert wird, und
dass einer Verinderung des u-Wertes ein Wechsel der
begrenzenden Reaktionen zugrunde liegt. Dieser Stand-
punkt erscheint mir als Arbeitshypothese fruchtbarer.

Die Beispiele, die Crozier und seine Mitarbeiter (15—
18; 12; 31, 34, 45) um ihre Ansicht zu belegen, anfiihren,
beziechen sich fast ausnahmslos auf verwickelte Vorginge
aus der Tierphysiologie. Eine der wenigen Ausnahmen
hiervon macht eine Arbeit von Stier (45) iiber die
Beziehung der Hefeatmung zu der Temperatur. Bei ihren
graphischen Darstellungen geben Crozier und seine

Schule immer die Werte fiir p, in Beziehung zu T abs.

wieder. Meistens finden sie, dass die Temperaturkurve
bei niedrigen Temperaturen einen (konstanten) hohen
u-Wert aufweist, der plétzlich durch einen niedrigen Wert
fiir die hoheren Temperaturen ersetzt wird. Gelegentlich
wird der Wert fiir p. bei noch héheren Temperaturen noch
niedriger. So fand Stier (L.c.) 2.B. p = 19500 fiir 3°—15°,
w = 12700 fiir 15°—30° u = 8200 fiir 30°—35°, Diese
Autoren striuben sich alle gegen den Gebrauch von ,,Q,,""
als Temperaturkoeffizienten, weil dieser nicht konstant
ist. Navez, aus derselben Schule, studierte den Einfluss
der Temperatur auf die Atmung von Vicia Faba (34).
. . 17.5° 20° 22.5°
Er findet hier: Q 750 = 2.78, Q 10°= 2.75, Q 12° = 2.6,

Q %55—0 = 2.29. Also ist hier, wie bei Kuyper, den Navez
auch zitiert, Q,, bis zu 20° nahezu konstant, wihrend ober-
halb 20° eine Senkung eintritt. Bis zu 20° hat p. den Wert
16250, Oberhalb dieser Temperatur liegen die Werte
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fiir u, dem niedrigeren Q,, entsprechend, unter dieser Kurve,
Dass Navez Q, im Gegensatz zu p- als ,,a valueless
sconstant’’, as it is variable’’ charakterisiert, geht denn
auch entschieden viel zu weit. Berechnet man aus der For-

mel von Arrhenius Q, bei einem konstanten Wert fiir
300

@ = 16000, dann bekommt man Q - =2.82,Q 5&=2.46.
Viel geringer ist noch die Senkung der Q;-Werte: unter
. . 100 {e]

obiger Voraussetzung ist Q —5 50 = 1.66, Q 22° = 1.56,

eine Differenz, die kaum ausserhalb der Fehlergrenze
liegen diirfte und sicherlich keine Erklirung fiir die immer
wieder gefundenen starken Senkungen von Qg bei physio-
logischen Prozessen geben kann. Bei der Analyse einer
physiologischen Temperaturkurve muss man also ganz
entschieden versuchen, diese Senkungen der Q-Werte zu
erkliren, die Einfilhrung von p-Werten hilft hier nichts.
Die Angabe von Q-Werten hat m.E. noch dazu den grossen
praktischen Vorteil, dass die Kurven viel lesbarer als die

. 1
mit den p-Werten in Beziehung zu T abs. sind. Einen

Massstab fiir die Anderungen vom Logarithmus der
Geschwindigkeit kann man sich nicht mehr direkt vor-
stellen.

In dieselbe Reihe gehtren d1e Arbeiten von Tang
(49—51), der die Atmung von Keimlingen, besonders
von Lupinus albus, in Beziehung zur Temperatur studierte.
Er fand fiir die O,-Aufnahme und fiir die CO,-Abgabe
Temperaturkurven die in 2 Teile mit verschiedenen u-
Werten (hohe fiir die niedrigen Temperaturen und um-
gekehrt) zerlegt werden konnten. Jedoch waren die p-Werte
fiir die beiden Prozesse jeweils verschieden, woraus eine
starke Abhingigkeit des respiratorischen Quotienten von
der Temperatur resultierte. Bei hoherer Temperatur war
sein Wert ebenfalls héher., :
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. Dasselbe beobachtete Puriewitsch (38) bei ver-
schiedenen Objekten (in stagnierender Luft).
Demgegeniiber fand Fernandes (21) fiir Keimlinge

von Pisum sativum, dass der Wert von %Qg unabhingig
2
von der Temperatur ist. .

Nach de Boer (7) ist auch der respiratorische Quotient
bei optimal entwickelten Phycomyceskulturen bei allen
Temperaturen gleichgross.

Pringsheim (37) fand bei Triticum eine geringe Er-
héhung von -CO—O’ mit ansteigender Temperatur,

2

Van der Paauw (35) fand fiir die Atmung der Alge
Hormidium flaccidum eine ungefihr exponentiell ansteigende
Temperaturkurve mit Q;o = 4 2. Bei héheren Tempera-
turen sanken die Q,,-Werte allmihlich. In den meisten
Fillen wurde die Atmung bei 20° durch Zuckerzusatz
etwas gefordert.

Kurbatov & Leonov (28) untersuchten die Beziehung
der CO,-Abgabe von Keimlingen von Phaseolus aureus
zur Temperatur. Die Versuchsanordnung dieser Autoren,
besonders die Wirmereguliering, war ziemlich primitiv.
Mit ansteigender Temperatur sank der p-Wert, ohne dass
die Kurve in 2 scharf getrennte Abschnitte zerlegt werden
konnte.

CO,
| Oy

zur Temperatur ist wichtig seit Tamiya (46) die tiefere
Bedeutung des respiratorischen Quotienten gezeigt hat.
Tamiya beobachtete, dass der Wert des respiratorischen
Quotienten auf verschiedenen Nihrbdden von der Relation
zwischen dem Verbrennungsquotienten des Substrats und
des Myzels (also des Mittelwertes aller beim Aufbau-
stoffwechsel gebildeten Stoffe) abhingig ist. Auf Nihrstoff-
quellen mit niedrigerem Verbrennungsquotienten als dem

Die Frage von der Beziehung des Wertes fiir
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des Myzels war der respiratorische Quotient noch niedriger,
auf Nihrstoffquellen mit h6herem Verbrennungsquotienten
als dem des Myzels, noch héher. Auf Substanzen, die
ungefihr den gleichen Verbrennungsquotienten wie das
Myzel aufwiesen, war der respiratorische Quotient dem
Verbrennungsquotienten gleich, Als Wert des Verbrennungs-
quotienten fiir das Myzel seines Pilzes (Aspergillus Oryzae)
fand Tamiya 4 0.86. Veratmet dieser Pilz ein Kohle-
hydrat, dann ergibt sich ein respiratorischer Quotient = 1.
Wichst er aber zugleich auf Kosten dieses Kohlehydrats,
dann bildet er also aus dem Kohlehydrat stirker reduzierte
Verbindungen. Dies hat zur Folge, dass andere Kohle-
hydratmolekiile, in letzter Instanz zu CO, dehydrogeniert
werden. Zu der CO,-Abgabe der Atmung kommt also noch
eine aus der Synthese stammende CO,-Menge hinzu,
m.a,W. der respiratorische Quotient %O—' wird erhoht,
2

wird also > 1. Wieviel diese Erhohung betragen wird,
hingt von der Wachstumsstirke ab. Bei jungen Myzelien
wird sie also am gréssten sein, Dies wurde auch schon von
de Boer festgestellt und auch bereits als auf einer Bildung
reduzierter Verbindungen beruhend, gedeutet.

Es ist nach dieser Uberlegung leicht einzusehen, dass
z.B. beim Wachstum auf Fetten eine extra Erniedrigung des
respiratorischen Quotienten durch eine Sauerstoffaufnahme
bei der Synthese auftreten wird. Auch dies wurde von
de Boer bereits festgestellt, Zugleich ergibt sich hieraus,
dass auf Kohlehydraten die Sauerstoffaufnahme, auf Fetten
dagegen die Kohlensiureabgabe den richtigen Massstab
fiir die Atmungsintensitit darstellt.

Trotzdem habe ich bei meinen Versuchen uber den
Einfluss der Temperatur auf die Atmung von Kohlehydrat-
kulturen nur CO,-Bestimmungen gemacht. Dies geschah
hauptsichlich um die Apparatur moglichst einfach gestalten
zu koénnen. Ferner glaube ich, durch die Resultate
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de Boers, im Grossen und Ganzen dazu berechtigt zu
. . . . CO,
sein, obglexch dxe Beziehung der Grésse von O, bei
2
jungen Kulturen gesondert untersucht werden soll.

§ 3. Methode.

a. Kultur des Pilzes.

Es wurde so eingerichtet, dass der Kulturkolben ohne
Anderungen als Atmungsgefiss benutzt werden konnte und
also vor einem Versuch keine Manipulationen mit der
Kultur ausgefiihrt zu werden brauchten. Die Anzucht in
Erlenmeyerkolben von 100 ccm Inhalt, die ich bei den
Ernihrungsversuchen 6fters verwendet hatte, war zu diesen
Versuchen nicht geeignet, weil die Sporangientriger im
verengten Oberteil eines Kolben gehiuft wurden, und
dadurch eine gute Ventilation gehindert wurde,

- Nach einigem Herumsuchen kam ich zu folgender Me-
thode, die fiir alle Atmungsversuche verwendet worden ist.

Als Kulturkolben-Atmungsgefiss verwandte ich einen 11
Erlenmeyerkolben aus Pyrexglas, Dieser wurde mit seiner
Achse horizontal gelegt. Als Kulturfliissigkeit benutzte ich
N31) + 4 9% Glukose. Auf 40 ccm, das fiir jede Kultur
verwendete Quantum, wurde 1 ccm Bios f 3¢ (100 ccm
von 1 kgr Hefe) zugesetzt. Als festes Substrat dienten Kies-
stiickchen, welche zuvor mit Salpetersiure und Salzsiure,
und dann griindlich mit Wasser ausgekocht worden waren.
Dieses grobe Substrat wurde benutzt, um Diffusions-
gefillen in engen Riumen mdéglichst vorzubeugen. Fiir
jede Kultur wurden 100 ccm Kiesstiickchen (in einem
Messglase von 500 ccm abgemessen) zusammen mit 41 ccm
Nihrlésung verwendet. :

Der Kolben mit den Kiesstiicken sowie die 2 Komponenten der
Nihrlosung (s. S. 620) wurden gesondert 3, Stunde auf 120° sterili~

1) s. Tabelle 1.
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siert. Dann wurde die Nihrlosung gemischt und —  alles unter
Einhaltung steriler Bedingungen — in den Kolben zu den Kies-
stiickchen zugesetzt. Die Kiesstiickchen waren vor der Sterilisation
so orientiert, dass eine horizontale dreieckige Oberfliche entstand;
bei Benutzung der angegebenen Mengenverhiltnisse stand die
Kulturfliissigkeit im Kolben ungefihr gleich hoch. Geimpft wurde
(soweit nicht sehr junge Stadien zur Untersuchung gelangten, s.
Abschnitt III) mit 3 Blockchen aus einer Malzagarkultur, unweit
jeder Ecke der dreieckigen Kulturoberfliche.

Bis zum Anfang des Versuchs befanden sich die Kulturen
in einem gasfreien Dunkelzimmer mit konstanter Temperatur
von ungefihr 22° C und + 90 9%, Luftfeuchtigkeit. Das
Myzel entwickelte sich hauptsichlich auf den kleinen
Fliissigkeitflichen zwischen den Kiesstiickchen. Ohne festes
Substrat trat keine Entwicklung ein. Es zeigte sich bald,
dass sich das Myzel sehr leicht von den Kiesstiickchen 15ste
und vollstindig sammeln liess. Es wurden denn auch ab
1.4.’33 die Trockengewichte der Versuchsmyzelien bestimmt.
Bei den Versuchen mit keimenden Sporen (Abschnitt I1I)
erwies es sich als notwendig, ein Stiick Fliesspapier iiber
die Kiesstiickchen zu legen, damit eine regelmissig feuchte
Oberfliche entstand. Vom 18.9.’33 ab wurde diese Ein-
richtung fiir alle Kulturen (auch fiir die ilteren) benutzt.
Es mussten dann stwas weniger Kiesstiicke heremgebracht
werden (£ 60 ccm).

b. Atmungsapparat und Versuchsanordnung.

Er zeigte sich bald, dass fiir eine Analyse der Temperatur-
kurve Xiele Versuche notwendig sein wiirden. Es war also
von grosser Bedeutung, moglichst wenige Komplikationen
in die Apparatur einzufiihren, und deshalb habe ich wie
bereits erwihnt, von Sauerstoffbestimmungen abgesehen.
Die abgeschiedene Kohlensiure wurde in Barytwasser von
bekanntem Titer aufgefangen.

Als Apparat benutzte ich die ,,Ventilationsvorrichtung’
vom Apparat de Boers in Verbindung mit einem Paar
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Baryt-Absorptionsrohren. Der Titer der verwendeten Baryt--
lauge war + /5 n. Eine kurze Beschreibung mége hier
folgen. '

Mit Hilfe einer kleinen Pumpe mit 2 Ventilen wird ein regel-
missiger Luftstrom durch den Apparat gesogen. Diese Luft geht
erst durch 2 lange horizontale Absorptionsrohre, die mit Kalium-
bichromatschwefelsiure bezw. 10-prozentiger Kalilauge beschickt
sind. Von hier aus kommt sie in den Apparat, der in einem Wasser-
thermostaten mit elektrischer Temperaturregulierung steht, Im
Apparat passiert die Luft hintereinander: ein Kontrollrdhrchen mit
1/40 n. Baryt, das anzeigt, ob die Luft kohlensiurefrei ist, eine Spirale
zur Vorwirmung, das Atmungsgefiss, ein Rohrchen mit 1/,, n.
Schwefelsiure, einen Dreiwegehahn, die 2 Barytabsorptionsrohre,
einen 2. Dreiwegehahn und geht dann durch die Pumpe hinaus.
Zwischen dem einen Paar Réhrchen der Dreiwegehihne finden sich
also die Absorptionsrohre fiir die abgeschiedene Kohlensiure. Das
andere Paar Réhrchen der Hihne ist unmittelbar verbunden. Es ist
also méglich, den Luftstrom in derselben Weise durch den Apparat
zu fithren, wihrend die Barytrohre ausgeschaltet sind. Dieses wird
durch Umstellen der Dreiwegehihne erreicht. Die Pumpe kann
also beim Herausholen der Absorptionsrohre und bei den Tempera-
turwechseln weiterarbeiten, und es wird keine Kohlensiure im
Atmungsgefiss angehiuft. Die Pumpe wird durch einen Elektro-
motor angetrieben und befdrdert 15 bis 20 1. Luft pro Stunde.

Als Atmungsgefiss wurden, wie bereits gesagt, 1-1-
Kolben benutzt, '

- Diese wurden in den Apparat auf einer mit Blei beschwerten
Blechbiichse, wie es in Abb. 2 angegeben ist, gestellt. Der Wattebausch
wurde vor Anfang eines Versuchs durch einen Gummistopsel ersetzt,
Durch den Stopsel stachen ein horizontal verlaufendes, gegabeltes
Einlassrohrchen, das bis hinten in den Kolben reichte, und ein
Ausflussrohrchen, das unmittelbar hinter dem Stépsel anfing. Vor
dem Einstecken wurden der Stopsel und die RShrchen mit ein wenig
Watte mit 0.1 % Sublimatlosung desinfektiert. Der Stopsel wurde
zum besseren Verschluss mit Vaselin eingefettet und mit einem
Bindfaden befestigt, wodurch ein wasserdichter Verschluss erzielt
‘wurde,

Um den Hals des Kolbens war ein metallener Streifen angebracht,
der mit einem Stabe verbunden war, der die Bewegungen von der
-Saugestange der Pumpe mitmachte, Das weite Unterteil des Kolbens
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wurde in einer Klammer, welche um eine horizontale Achse drehbar
war, festgehalten. (s. Abb. 2).

Durch diese Vorrichtung wurde der Kolben, im Rythmus
der Pumpenschlige in vertikaler Ebene, mit einer Amplitude
von ungefihr 2 cm geschiittelt. Es wurde dadurch eine
geringe, aber doch merkliche Bewegung der Kulturfliissig-
keit verursacht, was zur Erzielung einer mdglichst grossen
Homogenitit in den Bedingungen beitrug. Die Réhrchen
des Atmungsgefisses wurden mittels so langer Kaut-
schukschliuche mit den entsprechenden Teilen der Appara-
tur verbunden, dass die Bewegung des Kolbens gerade
moglich war.

Abb. 2. Montierung des Kulturkol-
ben-Atmungsgefisses im Apparat.

Das Rohrchen mit der 1/, n Schwefelsiure, durch das
die Luft nach dem Verlassen des Atmungsgefisses passierte,
bezweckte die Reguliering der Wasserdampfspannung auf
einem Niveau, das ungefihr mit demjenigen iiber /y n
Barytlauge iibereinstimmte.

Die Barytlauge fiir die Absorptionsrohre wurde nach den Angaben
de Boers hergestellt. Pro Liter Lésung waren 9 g kristallisiertes

Bariumhydroxyd und 1 g Bariumchlorid erforderlich.
Diese Stoffe wurden in einer kleinen Menge heissen Wassers
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gelost, und die Losung weiter mit Leitungswasser verdiinnt. Es
entsteht so eine triibe Fliissigkeit, die sich nach ungefihr einem
halben Tage klirt, in dem die festen Teilchen, welche hauptsichlich
aus Bariumkarbonat bestehen, zu Boden sinken. Die klare Lsung
‘wurde mit einem Hebersystem mit Quetschhahn durch deren Seiten—
rohr in eine Burette iiberfiihrt. Auf die Burette war, wie auch auf
die Vorratsflasche ein Réhrchen mit Natronkalk gestellt. Fiir jede
Bestimmung diente ein Satz aus 2 Pettenkofer-Absorptionsrohren,
welche so aufgestellt waren, dass die Luft sie nacheinander durch-
stromte. In jedem Rohre wurden 80 ccm Lauge mit Hilfe der Burette
abgemessen. Zwischen zwei Bestimmungen wurden die Absorptions-
rohre mit verdiinnter Salpetersiure gereinigt, griindlich gespiilt und
so weit moglich mit einem um einen Stab gewickelten Lippchen
getrocknet, Der Titer der Barytlosung wurde zuvor bestimmt. Fiir
eine solche Bestimmung wurden 80 ccm der Losung in derselben
Weise wie fiir einen Versuch in ein Absorptionsrohr gegeben, das
in der iiblichen Weise gereinigt worden war. Hierdurch wurden
Fehler durch Stirkeinderungen der Barytlauge wihrend des Ein-
stellens eines Versuchs vermieden.

Der Titer der Barytlosung wurde folgendermassen bestunmt. Es
wurde eine 0.1 n-Losung aus Oxalsiure pro Analysi hergestellt.
Die Barytlauge wurde hiergegen mit Phenolphtalein als Indikator
titriert. Sodann wurde eine Salzsiurelosung von ungefihr /g, n durch
Verdiinnen reiner konzentrierter Salzsiure hergestellt, Diese Salzsiure
wurde gegen die Barytlésung titriert und fur alle weiteren Bestim-
mungen benutzt,

Der HCl-Aquivalent von 10 ccm Baryt wurde jeden Tag aus 2
Parallelbestimmungen festgestellt. Nach einem jeden Versuch wurde
die Abnahme des Titers der Barytlauge durch 2 Parallelbestimmungen
von 10 ccm gegen Salzsiure festgestellt. Es konnte so der HCI-
Aequivalent der gebildeten Kohlensiure ermittelt werden. Mit Hilfe
der zuvor bestimmten Normalititen der verschiedenen Fliissigkeiten
wurde die CO,-Abgabe in ccm bei 0° und 1 Atm. Druck ausgedriickt.
Dieser Wert ist in den Tabellen angegeben worden.

Einige Details der Bestimmungen mégen noch weiter angefiihrt
werden.

In der Regel wurde der Mittelwert fiir jedes Pettenkoferrohr aus
2 Titrationen gefunden. Wenn diese 2 Bestimmungen mehr als
0.04 ccm HCI verschieden waren, dann wurde eine 3. Titration
vorgenommen, und der Mittelwert bestimmt zwischen jenen 2
Titrationen, welche nicht mehr als 0.04 ccm HCI divergierten. Es
wurde nimlich allmihlich die Erfahrung gemacht, dass ein grosserer
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Fehler als 0.04 HCl nicht mehr zu den zufilligen Versuchsfehlern
gehorte. In den meisten Fillen divergierten 2 Parallelbestunmungen
nicht mehr als 0.02 ccm HCL

Von der Salzsiure und dem Barytwasser wurden Vorratslosungen
von + 10 1 gleichzeitig hergestellt. Jede Flasche mit Barytwasser
wurde mindestens einmal, aber meistens 6fter in der oben ange-
gebenen weise gegen 0.1 n Oxalsiure titriert. Fiir die Bestimmung
nach einem Versuch wurden die 2 Pettenkoferrohre von einander
losgelost, die Ausflusséffnungen mit glisernen Stdpseln geschlossen
und die Rohre aufrecht in 2 Klammern gestellt. Aus jedem Rohr
wurden dann zweimal 10 ccm wie oben angegeben titriert.

Fiir einen Versuch, der meistens von + 9—21 Uhr
dauerte, wurde die Kultur am Abend vorher in den Apparat

TABELLE 15.
4 Tage alte Kulturen.

Beispiele aufeinanderfolgender Werte (ccm CO; p. Stunde) nach

Temperaturwechsel.
. Da- . Da- .
Datum | Best.zeit| T | Wert Best.zeit | T | Wert Best.zeit |- T | Wert
tum tum
22.5.33 |14.10-15,10| 25° 9;16 235 | 13.-14. [ 25° | 9.35 || 27.5 | 14.-14.4¢ i 25° 1 9.34
16.-17. | 20° | 6.43 15.20-16.2¢} 20° | 6.53 15.45-16.45 20° | 6.23
17.-18. | 20° | 6.23 T |16.%8-17.28| 20° | 6.72 16.45-17.4%. 20° | 6.27
18.-19. | 20° | 6.09 18.15-19.%0 20° | 6.90

29.5

17.10-18.19| 20° | 5.58

13.-14. | 25° | 7.60 || 30.5 | 13.-14. | 25° | 9.43
15.-16. | 20° | 5.48 15.-16. | 20° | 6.54
16.-17. | 20° | 5.58 16.-17. | 20° | 6.49

gestellt und wihrend der Nacht bei 20° ventiliert, Durch
die ziemlich grosse Geschwindigkeit der Pumpe ist nimlich
die CO,-Spannung in allen Teilen des Apparats wihrend
des Versuchs sehr niedrig, und da man annehmen kann,
dass sich wihrend der vorhergehenden Kulturtage ziemlich
viel Kohlensiure angehiuft hat, ist eine lang andauernde
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Ventilation vor Anfang eines Versuchs notwendig (vgl.
auch Geiger [22] und [23]). Die niedrige CO,-Spannung
wihrend eines Versuchs hat den grossen Vorteil, dass die
Gleichgewichtsverschiebungen zwischen Kulturfliissigkeit
und Luft bei Temperaturwechseln in absoluten Werten
gering sein werden und also zwischen 2 Bestimmungen
keine sehr langen Ventilationszeiten erforderlich sind.

Die aufeinanderfolgenden Temperaturen waren meist
um 5° bisweilen um 10° verschieden. Gleich nach Be-
endigung eines Versuchs wurde die Temperatur gewechselt.
Mit Hilfe von kochendem Wasser, kaltem Wasser oder
zerstiickeltem Eis war der Thermostat innerhalb 10 Minuten
auf die gewiinschte Temperatur zu bringen. Die Temperatur
des Kulturmediums und der Luft im Atmungsgefiss inderte
sich erst rasch, dann immer langsamer, Nach einer halben
Stunde war die neue Temperatur ungefihr, nach 45 Minuten
vollig erreicht. Zwischen zwei Bestimmungen wurde meistens
eine Stunde ventiliert. Es zeigte sich, dass auch die CO,-
Spannung sich nach dieser Stunde bis auf zu vernach-
lissigende Fehler auf das neue Gleichgewicht eingestellt
hatte. Wurden nimlich hintereinander mehrere Bestim-
mungen bei derselben Temperatur vorgenommen, so waren
diese nicht nennenswert verschieden, wenigstens bewegten
sich die Differenzen nicht in einer bestimmten Richtung
(Tabelle 15).

Die meiste abgeschiedene Kohlensiure wird durch das 1. Absorp-
tionsrohr aufgenommen, das 2, enthilt nur sehr wenig. Es entweicht
selbstverstindlich auch noch etwas Kohlensiure aus dem 2. Petten-
koferrohre, das zum Teil in einem 3. aufgenommen werden kodnnte,
wihrend der Rest auch hier hindurchgehen wiirde, usw. Mehr als
2 Rohre habe ich niemals verwendet. ' ,

Wie oben auseinandergesetzt, kann der Mittelwert aus den 2
Parallelbestimmungen eines Absorptionsrohrs um 0.04 ccm HCl
divergieren, fiir beide Rohre zusammen konnte dies in einem un-
giinstigen Fall 0.08 ccm HCI betragen, wenn sich nimlich 2 maximale
Ablenkungen in der gleichen Richtung summieren. Im allgemeinen
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betrigt aber der Versuchsfehler eines ganzen Versuchs nicht mehr
als 0.04 ccm HCl = £+ 0.3 ccm CO,, meistens weniger. -
Temperaturen oberhalb der Zimmertemperatur wurden im Thermo-
staten mit Hilfe eines elektrischen Heizk6rpers mit einem Thermore-
gulator und einem Riihrer konstant gehalten. Bei der Temperatur
15° wurde gleichzeitig Leitungswasser durch eine im Thermostaten
angebrachte Spirale geschickt; niedrigere Temperaturen wurden
konstant gehalten, indem regelmissig kleine Stiickchen Eis in das
Thermostatwasser geworfen wurden, Die Temperatur des Thermo-
staten konnte so innerhalb 0.1° C konstant gehalten werden.

TABELLE 16.
Verlauf der Atmung am 4. Entwicklungstage.

cem CO, p. Stunde bei 20°,

- Zeit |Werte] Zeit |Werte| Zeit |Werte
1. Bestimmung | 8.80-9,5 | 7.45 | 9,20-10.%0| 7.98 | 9.55-11.10| 8,24
Zwischengeschal-
tete Temperaturen| 10°, 15°, 5° 10°, 15° 10°, 15°
2. Bestimmung |20.%-21.%] 7.07 |18.5-19.49 8.17 |18.0-19.%5] 833
Versuchsdatum 9.3.33 15.3.33 16.3.33

1. Bestimmung

9.40-10.55| 9.56

9.10-10.1°, 6.18

819,51 | 6.61

Zwischengeschal-

tete Temparaturen 10°, 15° 10°, 15° 10°, 15°

2. Bestimmung | 18.-19.%% | 9.42 |18.%5-19.%] 5.99 | 18.-19.% | 6.08
Versuchsdatum 18.3.33 20.3.33 31.7.33

1. Bestimmung

8549 | 498

8519 | 6.31

8.54-9.: | 6.16

Zwischéngeschal-

tete Temperaturen 15°, 10° 10°, 15° 10°; 15°

2. Bestimmung [16.0-17.29] 4.84 16.0-17.%] 6.17 |16.35-17.3] 6.02
Versuchsdatum 1.8.33 2.833

3.8.33

Vom 5.7.”33 ab wurde die durch den Apparat gesogene
Luft durch ein Glasrohr aus dem Garten zugefiihrt, Das
Reinigungsrohr mit Bichromatschwefelsiure wurde von
da ab fortgelassen. Bestimmte Anderungen, welche auf
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eine schidigende Wirkung der Laboratoriumsluft schliessen
liessen, wurden nicht beobachtet.

Das Atmungsgefiss wurde nicht vor Licht geschiitzt.
Nach De Boer hat Licht auf die Atmung von Phycomyces
keinen Einfluss.

§ 4. Besprechung der Versuche.

Die Kulturen wurden abends um zirka 21 Uhr mit
3 Blockchen aus einem Malzagarmyzel geimpft. Von den
3 Zentren aus wurde der Boden gleichmissig iiberwachsen.
Nach + 2 Tagen waren kleine Sporangientriger sichtbar,
die grossen Sporangientriger erschienen im Verlauf des 3.
Tages (den Tagnach dem Impfen als 1. gerechnet). Wihrend
des 4. Tages war die Atmungsgeschwindigkeit nahezu
konstant (Tabelle 16). Die ersten Versuchsreihen wurden
mit ,,4-tigigen” Kulturen angestellt." Um moglichst zu
erreichen, dass allen Teilen des Myzels geniigend Glukose
zur Verfiigung stand, wurde abends zuvor 40 ccm 4 9,-iger
Glukoselosung zugesetzt, worin das Myzel nahezu ganz
untertauchte. Nur die Sporangientriger ragten heraus.

In der Tabelle 17 sind einige Versuche mit derartigen
Kulturen angefiihrt worden, in untenstehender Tabelle
sind die aus allen Versuchen erhaltenen Mittelwerte an-
gegeben worden. Einzelne sehr abweichende Werte sind
fiir die Berechnung der Mittelwerte fiir Q; nicht in Betracht
gezogen. Diese sind in der Tabelle 17 mit * angegeben.

Die Mittelwerte sind also:

Relative Werte der

10°| 15°| 20°| _25° CO,—Abgabe

Q

51051150 g
| T S e |15 200 | 25°

Die Werte mit *
ausgeschieden | 1.64 | 1.61 | 1.40 | 1.33 | 27 | 44 | 71 | 100|133

Aus allen Wer- .
ten berechnet | 1.68 1.591 143 | 131 | 26 | 44 | 70 {100 131

41
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Die rechts stehenden Zahlen geben die relativen Werte
der CO,-Abgabe fiir die verschiedenen Temperaturen an,
wenn der Wert fiir 20° = 100 gesetzt wird. Man sieht,
dass das Fortlassen einzelner extremer Werte das Bild der
Kurve fiir die relativen CO,-Werte nahezu nicht indert.
Etwas grosser sind die Anderungen in den Q;-Werten, wo
die obere Zeile die Verhiltnisse besser wiedergibt (vgl.
die Einzelwerte).

TABELLE 17.
4 Tage alte Kulturen.

Zugegeben 40 ccm Glukose 4 %,

Versuchs- ' 10° 15° 20° T 25°
datum Q% Q 55 Qi | Qo
8.3.33 1.70 1.62 1.42
9.3 : 1.61 1.59 1.39
113 1.64 1.54
13.3 1.57 1.59
14.3 *1.90 1.61 :

15.3 1.68 . 1.40 1.28 .

16.3 1.57 1.40 1.36
18.3 1.63 1.43 1.34
20.3 *1.40 1.38 1.41
22.3 1.68 1.62 *1.59 *1.10

25.3 \ 1.26
Mittel: 1.64 1.61 1.40 . . 1.33

* ausgeschieden.

Zugegeben 5 ccm Glukose 20 %,

Versuchs- 15° 20° . 250 30°
datum RTE QI Q 5 Q %
31.7.33 1.63 1.44 1.23 1.15
1.8 1.84 - 147 133 | LI5
2.8 1.90 1.37 1.38 111
3.8 1.57 1.51 1.36 1.15

. Mittel: 1.75 145 133 | L4
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- In einer anderen Versuchsreihe mit 4-tigigen Kulturen
wurde der Glukosezusatz als 5 ccm einer 20 9,-Losung
zugegeben. Diese Reihe fiihre ich hier an, weil dabei einige
Werte fiir den Temperaturintervall 25°—30° erhalten
wurden, die fiir den Gesamtverlauf der Kurve von Bedeutung
sind. In der Tabelle 17 sind die Ergebnisse zusammen-
gefasst. Die Mittelwerte fiir Q; sind also:

15° 20° 25° 30°
Q% RTE Q205 Q5
1.75 - 1.45 1.33 114

Beim Vergleich mit der vorigen Ubersichtstabelle sieht

man, dass die Werte fur Q 15° und Q 20° nicht nennens-

o

wert verschieden sind, nur der Wert fiir Q i—g; ist ziemlich

bedeutend héher, was aber wahrscheinlich dem zuzuschreiben
ist, dass sich zufillig 2 sehr hohe Werte vorfinden (s.
Tabelle 17). Auch in Anbetracht von spiter zu besprechenden
Ergebnissen mochte ich  dem hier gefundenen hdheren

-]

. 15 .
Mittelwert fur Q 10° keine prinzipielle Bedeutung bei-

messen, (s. S. 655 und 664).

" Als Zahlen fiir die Temperaturkurve der CO,-Abgabe
finde ich also aus beiden Versuchsreihen mit 4-tigigen
Kulturen:

_ 5° 10° | 15° | 20° | 25° | 30°
+ 40 ccm 4 9% Glukose 27 44 71 | 100 | 133 ’
4+ 5 ccm 20 % Glukose (40) | 69 | 100 | 133 | 151

In der Figur 3 wurde eine Kurve gezeichnet, die die Zahlen:
27 — 44 —' 71 — 100 — 133 — 151

darstellt (Kurve 2.).
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Wenn man diese Kurve aus experimentellen Daten
erhilt, dann ist hieraus vorliufig kein weiterer Schluss zu
ziehen, als dass die Temperaturkurve ungefihr eine Gerade
ist. Doch méchte ich darauf hinweisen, dass den Einzelheiten
dieser Kurve ein grosserer Wert beizumessen ist als denen

K 4, MJ

8 mexa PN
T3

2 & ,
B3 or
[ J I/ e Sporek 15% Gukose
e & 0-25°
R

wly i
'S e eSparek 4% Glutose
& /4 "3/ g O w-as°
r. 9
L [
-

P 1 1 ! 1 L
35° 10° T15° 2°  25° 20° Temp.

Abb. 3. Verschiedene relative Temperaturkurven,
Die Kurve a wurde konstruiert, indem der Wert
fiir 5°=100 gesetzt wurde, und die zugehSrigen
Werte fiir die hdheren Temperaturen mit Hilfe
der ermittelten Q;-Werte berechnet wurden.
Fiir jede weitere Kurve wurde der Wert fiir die
niedrigste untersuchte Temperatur dem entspre-
chenden Werte der Kurve a gleichgesetzt.

einer aus einem einzelnen Versuch gewonnenen Kurve, da
jeder Punkt der erhaltenen Kurve auf einer Anzahl Daten
beruht. .
Gestiitzt auf spiter zu besprechenden Beobachtungen
will ich einige dieser Einzelheiten herausgreifen.
Es sind 2 Zahlenreihen fiir den Verlauf der Kurve von
Bedeutung, und zwar:
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1°. Die Grossen. der Verhiltniszahlen zwischen den

Atmungswerten bei verschiedenen Temperaturen.

2°, Die Gréssen der Differenzen zwxschen den auf—
einanderfolgenden Werten. :
Diese Zahlenreihen sind fiir die erhaltene Kurve:

5°—10°

10—

15°

15°—20°

20°—25°

| 25°—30°

) A 1.64

"1.61

1.40

1.33

1.14

2° 17

27

29

33

Hieraus sind verschiedene Dinge abzulesen.
Aus der zweiten Zeile geht hervor, dass die Kurve
Zwischen 10° und 25° etwas, aber nur wenig stirker ansteigt
als eine Gerade. Demgegeniiber steigt die Kurve von
10° auf 15° betrichtlich mehr an als nach der Differenz
zwischen den Werten fiir 5° und 10° zu erwarten wire;
zwischen 25° und 30° steigt sie viel weniger an als mit dem
vorhergehenden Verlauf iibereinstimmen wiirde.
Aus den in der ersten Zeile erhaltenen Zahlen geht
hervor, dass die CO,-Abgabe zwischen 5° und 15° ziemlich
einer Exponentialkurve mit Q; = 1.6 gemiss verliuft.
Eine Diskussion, ob Q; in diesem Gebiete bereits einiger-
massen sinkt, kann man bei den zur Verfiigung stehenden
Daten nicht anstellen. Theoretisch ist dies auch nicht von
grosser Bedeutung, wie sich spiter niher zeigen wird.
Oberhalb 15° sieht man Q; stark und immer weiter
sinken. Die Folge davon ist, dass die Kurve in diesem
Gebiete bedeutend tiefer verliuft als man nach ihrem
anfinglichen exponentiellen Verlauf erwarten sollte, in
einem Teile ungefihr geradlinig verliuft und schliesslich
(oberhalb 25°) sogar unterhalb die Fortsetzung des gerad-
linigen Abschnitts gelangt, wie oben ausgefiihrt wurde.
Nach dieser Betrachtungsweise ist die beschriebene
Kurve also bei den niedrigen Temperaturen eine Exponen-
tialkurve, d.h. sie hat einen konstanten Q;, wihrend der Q;

18
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oberhalb 15° fortwihrend absinkt und die Kurve also stark
vom exponentiellen Verlauf divergiert. Dass die Kurve
wihrend dieser Ablenkung in einem Abschnitt ungefihr
geradlinig verliuft, ist in dieser Beziehung also als etwas
Nebensichliches zu betrachten. _

Ich will hier nochmals nachdriicklich hervorheben, dass
diese Deutung auf Grund der bisher besprochenen Tat-
sachen eigentlich noch nicht zu geben ist. Ich habe sie
hier aber schon vorausgeschickt, um zu zeigen, dass die
erhaltene Kurve diese Deutung zulisst. In den folgenden
Abschritten werde ich weitere Belege fiir diese Betrachtungs-
weise bringen. . .

Als direkter Schluss aus den Versuchsergebnissen mit
4-tigigen Kulturen bleibt vorliufig also nur:

Die erhaltene Kurve ist ungefdihr eine Gerade, der Wert
fiir die CQO,-Abgabe bei 5° liegt etwas oberhalb, der Wert
fiir 30° etwas unterhalb dieser Geraden.

Es zeigt sich also, dass die Kultur von Phycomyces auf
Glukose eine dhnliche Temperaturkurve fiir die Atmung
aufweist wie das selbe Entwicklungsstadium auf Brot (s.
De Boer). Die Tatsache, dass der Pilz in der Brotkultur
seine plastischen Ndhrstoffe vorwiegend selber durch enzy-
matische Spaltungen herstellen muss, ist also kein limi-
tierender Foktor fiir die Grisse der Atmung. Dieses besagt
aber noch nicht, dass die Glukose iiberhaupt kein be-
grenzender Faktor sein konne.

ABSCHNITT IIL
VERSUCHE MIT KULTUREN VERSCHIEDENEN ALTERS.
§ 1. Einfiihrung.

Nachdem sich gezeigt hatte, dass die Kultur von
Phycomyces auf Nihrbdden mit einer einfachen Kohlen-
stoffquelle (hier Glukose) an sich den Schliissel fiir die
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Deutung der geradlinigen Temperaturkurve nicht lieferte,
wurde versucht, ob vielleicht folgende Uberlegung niher
zum Ziele fiihre,

Eine 4-tigige Kultur von Phycomyces ist ein ziemlich
differenziertes Versuchsobjekt., Man hat darin z.B.: junge
wachsende Myzelspitzen; iltere Hyphen; diinne kurze
Sporangientriger; lange, dicke Sporangientriger mit ihren
Sporangien in verschiedenen Entwicklungsstadien,

Man ist im allgemeinen geneigt gewesen anzunehmen,
dass eine Schimmelpilzkultur ein bedeutend giinstigeres,
einheitlicheres Versuchsobjekt sei als z.B. keimende Samen.
(vgl. de Boer). Es leuchtet ein, dass man nach oben-
stehender Uberlegung fiir diese Behauptung im voraus
keine Griinde anfiihren kann. Es ist a priori kaum zu
erwarten, dass die Atmung aller verschiedenen Myzelteile ),
die in einer 4-tigigen Kultur vorhanden sind, auf eine
bestimmte Temperaturinderung, z.B. von 20° bis 25°
gleichartig reagieren wiirde. Nach der in der Einleitung
gegebenen Auseinandersetzung bedeutet die Verinderung
der Atmung bei einer Temperaturinderung die Verinderung
der Intensitit des begrenzenden Teilprozesses. Ist der
begrenzende Teilprozess ein chemischer Prozess, so wird
man mit einem hohen Temperaturkoeffizienten rechnen
konnen, wihrend bei Limitierung durch einen Diffusions-
prozess die Erhohung der gemessenen Geschwindigkeit der
Atmung bei Temperatursteigerung geringer sein wird. Die
Frage nach der Reaktion eines bestimmten Myzelteiles auf
eine bestimmte Temperaturinderung ist also - zuriick-
zufiihren auf die Frage, welcher Teilprozess unter den
gewihlten Versuchsverhiltnissen die begrenzende Bedingung
darstellt. Ist dieser Teilprozess ein Diffusionsprozess, so
wird man fiir das gewihlte Temperaturintervall einen

1y Dieser Ausdruck wird hier der Kiirze halber benutzt. Man
wolle auch die Sporangientriger darein beziehen.



650

TABELLE 18.
Kulturen verschiedenen Alters.

_Alter 2} Tage. Nichts zugesetzt.  Alter 5 Tage. Nichts zugesetat.

Ver- 15° 20° 250 © s.a. Tabelle 20.

suchs- | Q355 [Q7zs [ Q550 Ver- Ver-
20° . er s er o

datym 10 13 suchs- | Q 2(5)—0 suchs- | Q 25_0
20.7.33] 1.16  datum | 20° | datum
24.7 1.25 1.23
%;; 150 igg igf 11.10.33 igg 13.11 izg
Mittel: | 131 | 123 1610 | 13742001 4 124

- - 30.10 }gg Mittel: 1.36
Alter 3 Tage. Zugegeben 5 ccm . '

Glukose 20 %, 6.11 }%

Ver- 15° 20° 25

suchs- | Q 155 | Qyss | g8
5133 132 .

g; %%3 Alter 5 Tage. Zugegeben 5 ccm
18.5%+ 1.29 Glukose 20 %,

10.7 165 | 138 | 137  Ver- o o .
1.7 | *135 |*161 | 135  suchs- | Q ig Q %g Q 2—(5,0
g; i.53 1.44 igg datum

2.9 61 | 14 1.39 4933 | 1.63 | 1.40 | 139
18.9 1.65 | 1.41 | 141 6.9 1.63 | 145 | 1.34
20.9 1.72 | 147 | 125 9.9 156 | 146 | 1.37
Mittel: | 1.63 | 1.43 | 1,32  Mittel: | 161 | 1.44 | 1.37

*) ausgeschieden.
**) 4+ 10 ccm Glukose 4 %,.

Alter 3 Tage: Zugegeb;l 40ccm  Alter 5 T;ge. iugegeben 40 ccm
Glukose 4 %,. Glukose 4 %.

Ve T yse [ 200 [ 250 Ver- T yse [ 00 [ 250
suchs- | Q1o | Q2% (@21 suchs- Q1 1% o2
dacom | 210° |C15® | Q200 3 Qi |15 |
27333 [ 150 | 132 [ T19° .4
3BT IO 132 T 118 5433 142 | 169 | 130

24 | Tea | 151 | 139
293 | 174 | 138 | 127 &4 | 164 1) 139
303 | 141 | 134 | 126 3 ° 413
14 | 150 | 1a0 | 132 2 . °

35 131
115 119

. 15 128

135 112

65 129
17.5 121 455 128 |
Mittel: | 152 | 138 | 124 133 128

*) ausgeschieden. Mittel: | 1.54 1.46 1.33
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niedrigen Q; finden; ist ein chemischer Prozess begrenzend,
so wird man einen hdheren Q; finden.

Hat man nun ein Versuchsobjekt mit verschiedenen
Gewebearten, so ist es klar, dass man nur in dem Falle,
dass im ganzen untersuchten Temperaturgebiet fiir jede
dieser Gewebearten der gleiche Teilprozess limitiert, eine
Temperaturkurve mit konstantem Q; finden wird. Es ist
aber ebenfalls klar, dass man von diesem Gesichtspunkte
aus nicht die geringste Schwierigkeit hat, eine kompliziert
aussehende Kurve, wie z.B. die in Kapitel II besprochene,
dennoch im Rahmen der Blackmanschen Theorie zu
verstehen. Eine derartige Kurve kann nimlich der Aus-
druck von der durchaus auf der Hand liegenden Méglichkeit
sein, dass nicht fiir das ganze Temperaturgebiet der gleiche
Teilprozess limitiert und dass der Wechselpunkt zweier
Limitierungen fiir die verschiedenen Gewebearten nicht
bei derselben Temperatur liegt. Um diese Méglichkeit zu
untersuchen, stellte ich Versuche mit Kulturen verschiedenen
Alters an. In verschiedenen Altersstadien ist der Anteil der
verschiedenen Gewebearten am Aufbau des Myzels ver-
schieden. Wenn tatsichlich die Atmung dieser Gewebe-
arten nicht in gleicher Weise auf eine Temperaturinderung
reagiert, so miissen die Temperaturkurven fiir Myzelien
verschiedenen Alters verschieden aussehen.

§ 2. Versuche mit Kulturen verschiedenen Alters.

Zunichst beschrinkte ich mich auf Entwicklungsstadien
bei denen die Intensititsinderung der Atmung ansich (also
gemessen bei derselben Temperatur) noch ziemlich gering
ist, nimlich Kulturen im Alter von 3 und von 5 Tagen.
Ich fiihre zunichst nur die Ergebnisse jener Versuche an,
die alle mit der gleichen Versuchsmethodik gemacht worden
sind. Es wurde hier abends vor dem Versuchstage 5 ccm
20-prozentige Glukose zugesetzt und nachts bei 20° ventiliert.
Am folgenden Tage wurden die verschiedenen Tempera-



652

turen zur Einwirkung gebracht. In Tabelle 18 sind diese
Versuchsresultate zusammengefasst worden. In unten-
stehender Tabelle findet man eine Zusammenstellung der
Werte von Q; und der relativen Atmungsgrdssen bei den
verschiedenen Temperaturen.,

15°) 209 259 307
Alter | Qg9 @ 57| Qzge| Qzzq 107 | 15° | 207 | 25° | 30°
3T 163 | 143 | 1.32 43 | 70 [100]132
4T (Abschn, I1)| (1.75)| 1.45 | 1.33 | 1.14 || 40) | 69 | 100]133] 151
5T | 1.61 | 1.44 | 1.37 | | 43 | 69 | 100|137

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dass die Temperatur-
kurven von 3 bis 5 Tagen alten Kulturen einander sehr
dhnlich sehen, und dass von einer nennenswerten Verschie-
bung hier noch keine Rede ist.

Zur Vervollstindigung gebe ich hier ebenfalls noch
einige Versuchsdaten mit etwas anderer Versuchsanordnung,
nimlich: eine Versuchsreihe mit 3 Tagen alten Kulturen
unter Zusatz von 40 ccm 4 9, Glukose und eine mit 5 Tagen
alten Kulturen ohne nachtriglichen Glukosezusatz. (Ta-
.belle 18 und unterstehende).

15 2000 254 | ||,
QW Qﬁ QE(—) 10° | 15°| 20° | 25

3T.+ 40 ccm 4% Gluk. | 152 | 1.38 | 1.24 | 47 | 72 | 100 | 124

5 T. ohne Gluk. Zusatz | t | 136 | |100]136

Aus diesen Werten sieht man, dass ein Glukosezusatz
bei einer 5-tigigen Kultur keinen Einfluss auf die Grésse

°

des Temperaturkoeffizienten Q % hat, wihrend die bei

den dreitigigen Kulturen gewihlte Versuchsanordnung
niedrigere Temperaturkoeffizienten zur Folge hat, wovon
besonders der Wert 1.24 fiir den am genauesten bestimm-
baren Intervall als besonders niedrig auffillt.
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. Einige Versuche mit Kulturen von 2% Tagen alt
ergaben (s auch Tab. 18):

- 1200 25 L
Q| Qgpdl 15° | 20° | 25
21 T. ohne Gluk. Zusatz ...... 131|123 ] 76 | 100 | 123

Es scheint also, als ob man bei jiingeren Kulturen im
allgemeinen etwas niedrigere Werte fiir die Temperatur-
koeffizienten bekommt, aber ein klares Bild lisst sich aus
obigen Daten noch nicht gewinnen. :

Ein solches zeigte sich erst als ich die Untersuchung
verschiedener Altersstadien nach beiden Seiten viel weiter
ausdehnte. Diese Versuchsreihen fing ich mit der Unter-
suchung von jungen Entwicklungsstadien ausgesiter Sporen
an. Um derartige Kulturen zu bekommen, musste die
iibliche Kulturmethode etwas verindert werden. Es 'wurde
nimlich auf die Oberfliche der Kiesstiickchen in dem mit
der gewdhnlichen Menge Nihrlosung beschickten Versuchs-
kolben (s. S. 635) ein passendes dreieckiges Stiick Fliess-
papier gelegt, wodurch eine gleichmissig feuchte Fliche
entstand. Auf dieser Fliche gelangten ausgesite Sporen in
kurzer Zeit zur Keimung. Die Aussaat geschah abends
gegen 21 Uhr. Bei den hauptsichlichsten Versuchsreihen,
die im Herbste angestellt wurden, verblieben die Kulturen
bis zum nichsten Morgen im gewdhnlichen Arbeitszimmer
bei einer Temperatur von +- 18° C, dann wurden sie ins
Dunkelzimmer mit konstanter Feuchtigkeit und konstanter
Temperatur (4 22° s.0.) gestellt, wo sie bis zum Abend
verblieben. Sodann wurden sie in den Atmungsapparat
hineingesetzt, nachts bei 20° in iiblicher Weise mit kohlen-
siurefreier Luft ventiliert, und am nichsten Tage fiir den
Versuch benutzt. Am Morgen des Versuchstages war unter
den gewihlten Umstinden die Kultur eben sichtbar, im
Laufe des Tages wurde das gelbliche Myzel immer deut-
licher. Am Abend dieses Tages waren auf den am weitesten
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entwickelten Stellen die ersten sehr kurzen, diinnen

Sporangientriger sichtbar.,

Die Kultur entwickelte sich also im Laufe des Versuchs-
tages bedeutend weiter, was sich in einer starken Steigerung
der Atmung wiederspiegelte. Diese Versuchsanordnung
entspricht also nicht der iiblichen Forderung dass man
die Wirkung eines dusseren Faktors auf einen physiologischen
Prozess nur studieren sollte, wenn dieser Prozess an sich
konstant bleibt. Das machte eine spezielle Versuchsfolge

notwendig,
TABELLE 19.
Sporenkulturen auf 4 %, Glukose. Nichts zugesetzt.
Ver- o o| Ver- o] Ver- o| Ver- o
suchs- | Q 200 Q 1 “5‘5 suchs- | Q 200 suchs- | Q 250 suchs- | Q _?5_0
datum 10 10°) datum '15 datum 20°| datum 20
2.10.33| 191 30.9 129 | 199 | 1.06 ; 259 | 1.13
2.16 1.21 1.13 . 1.24
21.10 213 19.10 | 132 | 219 | 1.00 | 299 | 1.07
1.90 1.27 1.13° 1.06
Mittel: 2.03 | 1.60")| 1.27 1.10
- . 0° 20°
1) Berechnet aus den Mittelwerten fiir Q 50 und Q 10°

Aus den Versuchen mit ,,optimal entwickelten” Kulturen
hatte ich schon gelernt, dass man mit einer Temperatur-
reihe, die an einer einzelnen Kultur gewonnen ist, schliess-
lich doch wenig anfangen kann, und fiir die Schliisse immer
auf Mittelwerte aus verschiedenen Versuchen angewiesen
ist. Deshalb entschloss ich mich, jedes Temperaturintervall
an einer Anzahl Kulturen gesondert zu studieren, und
Zwar so, dass immer 20° als Vergleichstemperatur benutzt
wurde. Die Versuchsreihe eines Tages sah dann z.B. so
aus: 20°, 25°, 20° 25° 20° jedesmal mit einer Stunde
Ventilation zwischen den Bestimmungen bei verschiedenen
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Temperaturen. Das Verhiltnis der CO,-Abgaben bei 20°
und 25° wurde dann so bestimmt, dass jeder Betrag fiir
25° durch einen Betrag fiir 20° dividiert wurde, der durch
Interpolation zwischen den unmittelbar vor und nach dem
Versuch bei 25° gewonnenen Werten gefunden wurde.
Meistens wurde hierfiir das arithmetische Mittel zwischen
beiden Werten fiir 20° genommen.

Eine Zusammenstellung der Daten, die aus diesen Ver-
suchen gewonnen wurden, findet man in der Tabelle 19.
Untenstehende Tabelle gibt die Mittelwerte fiir die ver-
schiedenen Q; und die relativen Atmungswerte bei den
verschiedenen Temperaturen (der Wert fiir 20° ist gleich
100 gesetzt). '

15° 20° 25°
Q 10° Qs | @ 20°

10° 15° 20° 25°

160 | 127 | 110 | 49 79 10 | 110

25°
Der ausserordentlich niedrige Wert fiir 20° ist hier auffdllig.

20°
15°
15°
10°
ungefihr denselben Wert aufweist wie bei viertigigen
Kulturen. (s. Abb. 3 Kurve b.) '

Wenn wir diese fiir die jiingsten Entwicklungsstadien
erhaltene Temperaturkurve der Atmung mit derjenigen
der vier Tage alten Kulturen (Kap. II) vergleichen, so
kommen wir zu folgenden Schliissen:

Die Neigung beider Kurven ist auf der Strecke 10°—15°
die gleiche, und zwar ist Q; in beiden Fillen 4 1.6. Die
Kurve der jungen Stadien sinkt bei den hsheren Tempera-
turen stirker als die der ilteren Kulturen. Die Neigung
der Kurve fiir 4-tigige Kulturen zwischen 25° und 30°

Weiter ist bemerkenswert, dass auch Q niedriger istals

bei viertigigen Kulturen, wihrend Q demgegentiber



656

ist ungefihr dieselbe, welche junge Kulturen auf der Strecke‘
20°—25° aufweisen (Q; = + l.1). :

M.E. stiitzt dieser Kurvenverlauf die im II. Kapitel ver-
tretene Meinung, dass der geradlinige Verlauf der Temperatur-
kurve fiir die Atmung von Kulturen mit optimaler Entwicklung
keine prinzipielle Bedeutung hat, sondern einen Ubergangs-
zustand darstellt.

Besonders michte ich noch auf die Tatsache hinweisen,
dass beide Kurven mit Qs-Werten von 1.6 anfangen und mit
Werten von 1.1 enden. Die anfinglichen Werte von 1.6 finden’
wir auch bei dem Kurven fiir 3 und 5 Tage alte Kulturen wieder. .

Wie ist das nun zu verstehen? Ich méchte das Gesamt-
bild beider Kurven folgendermassen interpretieren.

Die Tatsache, dass der Temperaturkoeffizient Q; bei
den niedrigen Temperaturen fiir alle erhaltenen Kurven
einen Wert von 1.6 aufweist und ferner, dass bei 4 Tage
alten Kultaren dieser Wert sowohl fiir die Strecke 5°—10°
wie fiir die Strecke 10°—15° erreicht wird, deutet darauf
hin, dass wir in diesem Werte den Temperaturkoeffizienten
des ,,reinen Atmungsprozesses’’, also des Oxydatiotds-
prozesses zu sehen haben. In § 1 dieses Abschnittes habe
ich erbrtert, dass eine Senkung des Temperaturkoeffizienten
Q; zustande kommen konne, wenn irgendein begrenzender
Faktor fiir einen Teil des Myzels wirksam wird. Es wurde
dort auseinandergesetzt, wie dieses einen verschiedenen
Verlauf der Temperaturkurven fiir verschiedene Ent-
wicklungsstadien zur Folge haben wiirde. Wir haben
jetzt gesehen, dass diese Erwartung der Wirklichkeit ent-.
spricht, Wir kénnen also vorliufig daran festhalten, dass
irgend ein begrenzender Faktor bei Temperaturerhhung
den Anstieg der Atmungsintensitit zuriickhilt, und konnen
jetzt weiter noch feststellen, dass dieser Faktor sich bei
jungen Myzelien stirker als bei ilteren bemerkbar macht.
Hieraus folgt offenbar, dass junge Mpyzelien zu einem
grosseren Prozentsatz aus Teilen bestehen, fiir die die
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Beschrinkung der Atmungsintensitit bei - Temperatur-
erhdhung auftritt, In den ilteren Myzelien werden es also
in erster Linie die jungen Teile sein, die fiir die Senkung
der Temperaturkoeffizienten der Atmung bei Temperatur-
erhdhung verantwortlich zu. machen sind. In diesem

TABELLE 20.

Reihenversuche mit alten Kulturen ohne Glukosezusatz.
Glukosekonzentration beim Impfen 4 %, Endkonzentration 4- = 0.

Ver- o | Ver- | o | Ver- °
2 2

suchs- | Alter| Q ~5—° suchs- | Alter | Q io suchs- | Alter | Q 250
datum 20° | datum 20° | datum 20
11.1033{ 5 T 1.36 1210 ([ 6 T 1.51 1310 | 7T 1.62
1.37 1.40 1.49

1610 " | 5T 1.37 1710 | 6 T 1.47 1810 | 7T 1.73
: 1.39 148 | 1.62
30.10 5T 1.38 31lL10 ([ 6 T 1.30 111 | 7T 1.45
‘ - 1.39

1.32 1.31 1.40

6.11 5T 14 711 | 6 T 1.36 811 17T 151
130 - | 1.48 . 1.35

13.11 5T 1.36 1411 | 6 T 1.24 1511 | 7T 1.34
1.45 1.55 1.42

20.11 5T 1.24 21,11 | 6T 1.43 2211 | 71T 1.29
1.33 1.36 1.56

Mittel | 5T | 1.36 | 6T 1.41 7T 1.47

Mittel [Vers.

von 30.10 ab] | [1.35] [1.38] [1.41]

Zusammenhang ist es besonders beachtenswert, dass das
25°
. 20°
in den meisten Fillen schon etwas héher ist als das erste,
als Ausdruck des Alterwerdens. Den Koeffizienten 1.1
betrachte ich als das Resultat der Beschrinkung der Atmung
aller Myzelteile durch vorgeschaltete Diffusions- und
Transportprozesse. g

zweite am Versuchstage gefundene Verhiltnis fiir Q
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Von' diesem Gesichtspunkte aus kdnnte man erwarten,
dass man bei der Untersuchung von Kulturen die z.B.
5, 6 und 7 Tage alt sind, immer héheren Temperatur-
koeffizienten begegnen wiirde. Nun ist aber gleich vorweg
zu nehmen, dass es bei weitem nicht so leicht ist, Kulturen
herzustellen, worin alte Myzelteile die Hauptrolle spielen
als mehr oder weniger homogene junge Kulturen. Es muss
darauf hingewiesen werden, dass auch Kulturen, die schon
weit iiber das ,,Optimum’’ ihrer Entwicklung heraus sind,
immer noch wachsen, also immer noch ein gewisses Quantum
an jungen Entwicklungsstadien enthalten. Auch Tamiya
(48) hat neuerdings darauf aufmerksam gemacht. Daneben
besteht die Tatsache, dass die Atmungsintensitit bei den
alten Myzelteilen auffallend geringer ist als bei den jungen,
worauf ich im nichsten Abschnitt ausfiihrlicher zuriick-
kommen werde. Alles zusammen genommen, gestaltet sich
die Sache fiir das Finden reiner Temperaturkoeffizienten
von der Atmung der alten Myzelteile méglichst ungiinstig.
Der Zusatz von neuer Glukose vor Anfang des Versuches
hat immer ein erneutes Aussprossen der Kultur zur Folge,
schafft also noch mehr neue Myzelteile und macht die
Sachlage verwickelt. Auch das Einsetzen in den Apparat,
wobei die Temperatur etwas schwankt und die Kultur in
Tageslicht gelangt, hat namentlich bei alten Kulturen

Aussprossen zur Folge. Andererseits zeigte es sich, dass
der Glukosezusatz auf den Temperaturkoeffizienten Q g%"
bei 5-tigigen Kulturen keinen merkbaren Einfluss hatte,
dass also die Erhohung der Glukosekonzentration in der
Nihrlésung hier fiir die Atmung nicht von ausschlag-
gebender Bedeutung ist (Tabelle 18). Deshalb entschloss
ich mich, um die Atmung der alternden Myzelteile moglichst
rein heraus zu bekommen, mit 5 Tage alten Kulturen
ohne Glukosezusatz anzufangen und die Versuche am 6.
und am 7, Tage mit denselben Kulturen fortzufiihren.
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Da es sich gezeigt hatte, dass das Temperaturintervall
20°—25° fiir die Analyse der begrenzenden Faktoren am
Giinstigsten ist, wurde dieses Intervall fiir die Untersuchung
benutzt. Die Resultate simtlicher Versuche findet man in
Tabelle 20. Es zeigt sich, dass die Mittelwerte aus allen.

(~]

25
Versuchen ein deutliches Ansteigen von Q 200 Vo 5. bis

zum 7. Entwicklungstage erkennen lassen, nimlich von
1.35—1.47 (s. Abb. 3, Kurve c). Weiter ist aus der Tabelle
ersichtlich, dass besonders bei den zZwei ersten Versuchs-
reihen (11.10—13.10 u. 16.10—18.10) der regelmissige
Anstieg sehr schén zum Ausdruck kommt. Die weiteren
Versuche zeigen ein weniger regelmissiges Bild, aber auch
wenn man nur aus diesen Versuchen die Mittelwerte
bestimmt, tritt das Ansteigen noch hervor (1.35—1.41).
Weshalb gerade die ersten Versuche am schonsten aus-
fielen, ist nicht ohne weiteres zu sagen, vielleicht hat die
immer ungiinstiger werdende Jahreszeit, die sich bekannt-
lich auch unter anscheinend konstanten Ziusseren Um-
stinden auf die Versuchspflanzen geltend macht (vgl. z.B.
Dijkman (20), eine Rolle gespielt.

Die Erwartung, dass der Temperaturkoeffizient fiir ein
Temperaturintervall oberhalb 15° nach dem 4. Entwicklungs-
tage noch hiher steigen werde, hat sich also im grossen und
ganzen als berechtigt erwiesen, womit eine weitere Stiitze
fiir die Auffassung der komplexen Natur der anfangs erhaltenen
geradlinigen Temperaturkurve gebracht worden ist.

In Abb. 4 ist die Verinderung des Temperaturkoeffi-
zienten Q % mit dem Altern der Kultur graphisch dar-
gestellt worden. Zu dieser Abbildung méchte ich erginzend
nur noch bemerken, dass das fiir Versuche iiber Einwirkung
dusserer Umstinde besonders empfohlene optimale Ent-
wicklungsstadium — 4 4 Tage — sich in dieser Kurve
keineswegs als ein spezieller Punkt herausstellt und be-

2
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sondere Beachtung dieses Alters in dieser Hinsicht nicht
gerechtfertigt erscheint. Die Kurve zeigt einen Knick
bei 3T. Ich glaube nicht, dass dieser eine spezielle Be-
deutung hat, Hochstens kann man schliessen, dass die
Kurve im Anfang der Entwicklung rasch, spiter langsamer
ansteigt.

Zum Schlusse dieses Abschnittes mdchte ich noch eine
Figur besprechen, die die gegebene Deutung der Tempe-
raturkurven verschiedener Entwicklungsstadien besonders

-

r 1 1 1 1 | l L 1

J =7 7 % ] s 7 TAIrer.

‘de oHlszugeset Jm”“/’#' t2¢
o5 ﬂl[ S5 zll eserz

impfens MI Kulturen' ous gckchlﬁl

0

Abb. 4. Anderung von Q 200
Altern. Kulturen auf 4 % Glukose.

mit dem

einleuchtend illustriert. In jedem der drei Teile der Figur 5
ist ein Temperaturintervall von 5° dargestellt und der CO,-
Wert fiir die niedrige Temperatur in jedem Entwicklungs-
stadium = 1. gesetzt. Auf die Ordinate der hoheren
Temperatur sind die dazu gehorigen CO,-Werte ein-
getragen, Diese Werte geben also die fiir die verschiedenen
Entwicklungsstadien fiir jeden betreffenden Temperatur--
bereich giiltigen Q;-Werte wieder und wurden mit dem



J%3], *s SunINNEEH 23YEN % F SOYN[D W (OF + = 4u % 0T SOYN[D W ¢ + =, ‘uaqaBadnz syyomr =, auyo

‘ua3un3uUTpaqsyONSIa A -U2p UOA 2[[eArdjuniniesadus ], UaUapaIyIsIaA JIap M- 19p Neydiduryqy

dws) ,§7
|

0z

o5k

ol

) ' 002
A ° .WN

PIY-TD nnlerdy

14

o4

€2

’

97

S i

LT

73

1

I~ MBIy

i

%

7

91

R

<@

2]

01
—iz
-2t
auol £1
&
X
I %
D
..W 17
N
3
—197




662

Wert 1 durch Linien verbunden., Diese Linien driicken
also die Neigung der Temperaturkurve fiir die CO,-Abgabe
im in Frage stehenden Temperaturintervall aus. Man
sieht hier, dass alle Linien von 10°—15° gedringt neben-
einander verlaufen und Q; bei allen Entw1cklungsstad1en
ungefihr = 1.6 ist.

Im Intervall von 15°—20° weichen die Linien mehr
auseinander, und liegeh simtlich auf niedrigerem Niveau,
am meisten die der jiingsten Stadien. Dies besagt, dass
hier fiir einen Teil des Myzels schon ein begrenzender
Faktor auftritt und dass dieser Teil bei den jiingsten Stadien
am grossten ist. Im Intervall 20°—25° tritt dies noch deut-
licher hervor, die Begrenzung der Atmung durch einen
anderen Faktor diirfte fiir die jiingsten Kulturen voll-
stindig sein. Fiir das Intervall 25°—30°, wofiir ich leider
nur iiber wenige Daten verfiige (s. Tabelle 17), kann
man voraussagen, dass die Linien sich aufs neue hiufen
werden, und zwar jetzt gegen Wert 1.1 hin.

Ich habe einen vorliufigen Versuch mit einer dauernd

geschiittelten Sporenkultur, ohne festes Substrat (s. S. 622)

25°

gemacht, Die erhaltenen Temperaturkoefflzlenten Q 20°

waren 1.12 und 1,21, also von ungefihr derselben Grésse

als bei einer Oberflachenkultur im gleichen Entwncklungs-
stadium,

ABSCHNITT 1V.
VERSUCHE ZUR ANALYSE DER BEGRENZENDEN BEDINGUNGEN,
§ 1. Einfithrung. Glukose als limitierender Faktor.

Es hat sich gezeigt, dass der Temperaturkoeffizient Qg
fir das Temperaturintervall von 20°—25° bei jungen
Kulturen = 1.1 ist. Nach meiner Auffassung wird hier
bei 25° die Intensitit der CO,-Abgabe véllig durch die
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Geschwindigkeit vorgeschalteter Prozesse, besonders Dif-
fusionsprozesse, beschrinkt. Der Atmungsvorgang im
engeren Sinne, also die endgiiltigen Oxydationsvorginge,
spielen sich bei einer Glukosekultur zwischen Glukose-
molekiilen, oder deren durch hydrolytische Spaltungen
entstandenen Teile, und Sauerstoff ab. Deshalb kann man
ganz im allgemeinen sagen, dass die Zufuhr der Glukose
sowie die Zufuhr des Sauerstoffs gleichzeitig einen bestim-
menden Einfluss auf die Grosse der CO,-Abgabe haben
kénnen. o

Da die Herkunft und wahrscheinlich auch der Transport-
mechanismus fiir beide verschieden sind, wird man fiir
beide gesondert untersuchen miissen, ob einer dieser
Faktoren in einem gegebenen Falle als begrenzende
Bedingung fungiert. Versuche iiber den limitierenden
Einfluss des Sauerstoffs habe ich bisher noch nicht
angestellt. . '

Um zu untersuchen, ob die pro Zeiteinheit zugefiihrte
Glukosemenge bei den jungen Kulturen die Atmungs-
intensitit begrenzt, fithrte ich eine Anzahl Versuche mit
Kulturen, welche statt 4 %, 15 9% Glukose im Nihrboden
enthielten, aus. Ich wihlte dafiir junge Kulturen aus
ausgesiten Sporen. Die Resultate dieser Versuche sind in
der Tabelle 21 angefiihrt worden; in untenstehender Tabelle
findet man die Mittelwerte fiir die verschiedenen Q; und
fiir die relativen Werte der CO,-Abgabe. -

15°| _20° _ 25°

Qgs Qze| Qe 10° | 15° | 20° | 25

15 % Glukose 1.58 | 1.34 | 1.28 || 47 75 | 100 | 128

4% Glukose | 1.60 | 127 [ 110 | 49 | 79 | 100 | 110

Vergleichen wir diese Werte mit den ebenfalls in der
Tabelle nochmals angefiihrten Werten fiir junge Ent-
wicklungsstadien auf 4 9, Glukose, so sehen wir, dass die
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Erhéhung der dargebotenen Glukosekonzentration das "Bild
der Temperaturkurve. stark verdndert, besonders, dass die
Steigerung der Atmung von 20°—25° viel stirker ist, dass
also der limitierende Faktor sich weniger dussert (Fig. 3,
Kurve d.) Das berechtigt zu dem Schlusse, dass die Glukose-
zufuhr bei den jungen Kulturen auf 4 %, Glukose als limitie-
render Faktor auftritt, Ganz der Erwartung entsprechend
prigt sich die Differenz zwischen beiden Kurven im
Temperaturbezirk von 15°—20° weniger deutlich aus.

TABELLE 21,
Sporenkulturen auf 15 9, Glukose. Nichts zugesetzt.

Versuchs- 20° 15° |Versuchs~ 20° {Versuchs- 25°
datum Q 10° Q 10° | datum Q 15° | datum Q 20°
4.1.34 2.00 -1 16.11.33 1.29 | 26.10.33 | *1.45
2.00 ' 1.27 *1.18
5.1.34 2.16 18.11.33 1.38 4.11.33 119
2.27 : 141 1.30
11.1.34 2.14 -1 23.11.33 1.34 9.11.33 | 1.33
: 2.04 1.34 1.42
‘ 11.11.33 1.14
’ 1.32
Mittel 2.10 1.58 1.34 1.28

* ausgeschieden.

Schliesslich mdchte ich besonders darauf hinweisen, dass
auch auf 15 % Glukose Q lg° = 4 1.6 ist. Diese Tat-
sache stellt eine weitere Stiitze fiir die im III. Kapitel
vertretene Auffassung dar, dass wir hierin den Tempera-
turkoeffizienten der oxydativen Prozesse zu sehen haben.
(s. auch Abb. 5).

Das Verhiltnis der in beiden Versuchsreihen dargebotenen
Glukosekonzentrationen ist beinahe 4 : 1. Setzen wir fiir
den ganzen Temperaturbereich Q;-Werte von 1.6 ein,
so wiirde der Wert der CO,-Abgabe bei 25° beinahe 2 mal
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so hoch' ausfallen wie derjenige, der auf 4 9,-Glukose
erreicht wird. Wenn wir uns vorstellen, dass die Glukose-
zufuhr von ausserhalb des Myzels bis an die Orte, wo das
Gewebe atmet, durch gewdhnliche Diffusion in homogenem
Milieu erfolge, so wiirde die 4-fach hohere Aussen-
konzentration vollig geniigen, um die Glukoselimitierung
im ganzen Temperaturgebiet zu beseitigen, und also bis
25° die Q;-Werte auf 1.6 zu bringen, Ich habe bisher noch
nicht weiter untersucht, weshalb dies nicht erzielt wird.
Erstens ist natiirlich schon gleich zu sagen, dass die Annahme
einer einfachen Diffusion in homogenem Milieu sehr
wahrscheinlich fiir den Transportmechanismus der Glukose
nicht zutrifft, Weiter ist es bei der fiir Phycomyces not-
wendigen Oberflichenkultur méglich, dass auch beim
schiittelnden Versuchskolben dennoch merkliche Kon-
zentrationsgefille um eine Anzahl der Hyphen herum’
entstehen, so dass die Konzentration nicht durchweg 4-fach
erhéht zu sein braucht. Schliesslich ist es moglich, dass
auch die Sauerstoffzufuhr einen limitierenden Faktor dar-
stellt. Wenn der Sauerstoff in dieselben Einzelreaktionen
der ganzen Kette eingreift wie die Glukose, so kénnen
beide (nach dem Massenwirkungsgesetz) gleichzeitig limi-
tieren. Es gibt also eine Anzahl Erklirungsmdglichkeiten
fiir die Tatsache, dass die Limitierung der Atmungs-
intensitit bei Kultur auf 15 9%, Glukose nicht ginzlich
behoben wird. Andererseits gibt uns das Eintreffen einer
Verschiebung in der zu erwartenden Richtung die Gewiss-
heit, dass tatsichlich die Glukoseversorgung des Myzels eine
begrenzende Bedingung darstellt.

Auf einen Punkt muss noch hingewiesen werden. So wie
die Sache oben auseinander gesetzt worden ist, hat sie
ohne weiteres noch keine Beweiskraft fiir den gezogenen
Schluss. Die Frage, die ebenfalls noch beantwortet werden
muss, ist die: ,,Ist die Atmungsintensitit bei 20° bei den
Kulturen auf 15 9, Glukose nicht niedriger als bei den-
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jenigen auf 4 9, Glukose?’’ Es wire doch méglich, dass
infolge der Kultur auf der osmotisch wirksameren Nihr-
16sung die Atmungsintensitit verringert wire. Wenn dieses
der Fall wire, so wire es selbstverstindlich, dass ein etwaiger
limitierender Faktor sich weniger ZHusserte, auch wenn
dieser mit der Glukoseversorgung an sich nichts zu schaffen
hitte, Wir werden unten sehen, dass die Atmungsintensitit
bei Kulturen auf 15 9, Glukose nicht herabgesetzt ist.

Es hat sich also gezeigt, dass die Glukosezufuhr speziell
bei jungen Myzelien einen limitierenden Faktor fiir die
Atmung darstellt. Auf den ersten Blick kann man sich
dariiber wundern, weil gerade diese Stadien auf der am
wenigsten erschdpften Nihrlésung wachsen, und zudem
noch ringsum in der Fliissigkeit sitzen. Uber diese Merk-
wiirdigkeit gibt die Vergleichung der Atmungsintensititen
pro Einheit von Trockengewicht in verschiedenen Ent-
wicklungsstadien Aufschluss.

§ 2. Die Atmung pro Einheit von Trockengewicht.

Im II. Kapitel wurde bereits mitgeteilt, dass die Myzelien
aller spiteren Versuche nachher getrocknet und gewogen
wurden. Die Myzelien wurden in ein gewogenes Papier ge-
packt, mehrere Tage bei 70° und schliesslich lange Zeit im
Exsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet. Soweit sie auf
Filtrierpapieren wuchsen, waren diese vorher im trockenen
Zustande gewogen worden. Aus den erhaltenen Trocken-
gewichten und den gefundenen Werten der CO,-Abgabe
bei 20° wurde fiir jeden Versuch die Atmungsintensitit
pro Einheit von Trockengewicht bei 20° bestimmt. Die
flir unsere weiteren Betrachtungen zu verwendenden
Daten hieriiber sind in der Tabelle 22 zusammengestellt,
Sie beziehen sich auf verschiedene Entwicklungsstadien
und . Versuchsanordnungen auf 4 9, Glukose. In der
Figur 6 ist die Anderung der Mittel fiir die CO,-Abgabe
pro 1 Gramm Trockengewicht pro Stunde bei 20°, mit
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dem Alterwerden der Kultur, graphisch dargestellt worden.

Es ist aus der Abbildung ersichtlich, dass die ,,absolute
Atmungsintensitit’”” im Laufe der Entwicklung stark und
regelmdssig sinkt. Im Alter von 4 Tagen, wenn die Atmung
der Kultur an sich so ziemlich ,,optimal’’ ist, betrigt die
absolute Atmungsintensitit nur noch ungefihr 50 9, vom

TABELLE 23.

ccm CO, p. Stunde bei 20° p. 1 g Trockengewicht bei
Sporenkulturen auf Glukose.

49, (Tab. 22) ] 15%

g 23 . e g S22 | . 2

g §8a | £ « g 8 3 o

I o|B| fs |82 3 | E5g| ge | S

|8 | B | B4 i | 355 | B | Bas

; . vz F & > A -] :_ = & .
21.10.33] 277 | 0.097 | 28.6 ||26.10.33| 2.43 | 0.030 | *81.0
19.9 440 | 0.140 | 31.4 [27.11.33| 421 | 0.074 | *56.9
2.10 3.84 | 0.146 | 263 ||16.11.33| 3.85 | 0.100 | 385

30.9 494 | 0.182 | 27.1 |23.11.33] 4.57 | 0.108 | 42.3
29.9 4.69 | 0.189 | 24.8 |11. 1.34] 4.27 | 0.128 | 33.4
219 558 | 0.199 { 28.0 |l 9.11.33| 3.23 | 0.128 | 25.2
19.10 584 | 0221 | 264 | 4. 1.34| 4.62 | 0.135 | 34.2
259 590 | 0.244 | 24.2 |11.11.33| 345 | 0.177 | 195
Mittelwert 27.1 || 5. 1.34( 4.84 | 0.192 | 25.2

18.11.33; 6.10 | 0.221 | 23.1
4.11.33| 455 | 0.248 | 18.3
Mittelwert [ausser *]  28.9

Wert bei jungen Keimungsstadien. Bei alten Kulturen
von 7 und 8 Tagen ist die Atmungsintensitit sehr gering.
Dieser Kurvenverlauf macht es ohne weiteres verstindlich,
dass ein bestimmter Faktor, z.B. die Glukoseversorgung
in den jungen Stadien viel eher beschrinkend fiir die
Atmungsintensitit sein wird als in Zlteren Stadien. Auch
hinsichtlich dieser Kurve mochte ich wie bei der Kurve
der Fig. 4 darauf aufmerksam machen, dass das ,,optimale”’
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Entwicklungsstadium einer ganzen Kultur (£ 4 Tage)
auch in dieser Hinsicht in keiner Weise einen prinzipiell
wichtigen Punkt der Kurve darstellt und auch diese Kurve
keine Anhaltspunkte dafiir gibt, dass man gerade dieses
Stadium fiir die Untersuchung wihlen sollte.

—o— Vor dem Versuck nichts zugeserzt.
— o SCem 20K Eluk . »

T

20

T

o

T T T
cem COp pSt 6.20° p.1Gramm Trockengewicht

{ 1 : L ! 1
Tlsparek) 2 3 % 5 & 7T Alter &

Abb. 6. Abhingigkeit der absoluten At-

mungsgrossen vom  Alter. Soweit nichts

angegeben,  Anfangskonzentration der
Glukose 4 %.

Aus der Tabelle 22 ist ersichtlich dass, soweit bei 3 bis 5
Tage alten Kulturen die Versuchsumstinde variiert worden
sind, dies keinen grossen Einfluss auf die absoluten Atmungs-
grossen bei 20° gehabt hat. Das steht im Einklang mit der
Tatsache, dass bis 20° die Limitierung der Oxydation durch

[o]

.. 2
anderweitige Prozesse nur noch gering ist (Q 15°— 4+ 1.45,

vgl. auch die Fig. 5).

Jetzt wollen wir noch die absoluten Atmungsintensititen
der Kulturen aus kurz zuvor ausgesiten Sporen betrachten.
Die hieriiber im Herbste 1933 gesammelten Daten sind
in der Tabelle 23 zusammengestellt: in der linken Hilfte
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die auch bereits in der Tabelle 22 angefiihrten Daten fiir
Kulturen auf 4 9%, Glukose, in der rechten Hilfte die Daten
fiir die Kulturen auf 15 9%, Glukose. Es fillt auf, dass die
Werte fiir Kulturen auf 15 9, Glukose mehr variierten als
diejenigen fiir Kulturen auf 4 9%, Glukose. Fiir die
Berechnung der Mittelwerte wurden aus der Reihe fiir
15 9%-Glukose die sehr hohen Werte * ausgeschieden.
In Figur 7 ist die Beziehung der absoluten Atmungs-
intensititen zum Trockengewicht der Kulturen wieder-
gegeben. Ich habe diese Kurve konstruiert um zu sehen,

8
T

]
T
eem COg p.SY.6. 20°p.7 gr Trockengewicht »
'd

- e 4 % G/uth0SO
N . ———-is .

2]

]
T
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3

&

' | | Trockengew/icht
) 1 1 1 1 t |
20 80 & & M) 20 we 1Mo e 200 220 MH0my

Abb. 7. Absolute Atmungsintensititen von Sporen-
kulturen in Beziehung zu ihrem Trockengewicht,

ob sich schon innerhalb dieser Stadien ein Abfall der
Atmungsintensitit bemerkbar macht. Im allgemeinen wird
ein grosseres Trockengewicht ein vorgeschritteneres Ent-
wicklungsstadium andeuten, obgleich man hieran nicht
zu streng festhalten darf, weil die Sporenaussaat gewissen
Schwankungen unterliegt.

Eine streng regelmissige Relation zwischen Trocken-
gewicht und absoluter Atmungsintensitit wird man also
von vorne herein nicht erwarten kénnen. Auch sind gerade
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die kleinsten Gewichte schwer bestimmbar, weil man die
grossen toten Gewichte von dem Kulturpapier und. dem
Packpapier (zusammen etwa 1.2 gr) dabei hat. Besonders
den Werten, die aus diesen kleinen Gewichten gewonnen
sind, mochte ich deshalb keinen grossen Wert beilegen.
Immerhin zeigt die Kurve fiir die Kulturen auf 15 9,
Glukose einen ziemlich regelmissigen Verlauf und gerade
die abnorm hohen Atmungswerte fiir die sehr jungen
Stadien sehen in diesem Verband nicht so sinnlos aus als
man auf dem ersten Blick sagen sollte. _

Es hat mir bis jetzt die Zeit gefehlt, diese Sache weiter
zu verfolgen. Als Konsequenz aus der in ‘dieser Arbeit
entwickelten Anschauung kdnnte man erwarten, dass bei
sehr jungen Stadien z.B. auf 4 9, Glukose, auch im
Temperaturbezirk von 15—20° bereits eine starke Limi-
tierung der Atmung auftrite. So wire auch bei 20° besonders
in den sehr jungen Stadien auf 15 9, Glukose eine Erhéhung
der ‘Atmungsintensitit zu bekommen, Ob der durch die’
vorhandenen Zahlen gegebene Anhaltspunkt eine Bedeutung
in dieser Richting zukommt, ist ohne weitere Versuche
nicht zu entscheiden. Man sieht, dass die iibrigen Werte
ein etwas hoheres Mittel ergeben als die der Kulturen
auf 4 9%, Glukose. Das Mittel fiir 20° ist auf 4 9, Glukose
27.1 ccm CO, p. Stunde, fiir 15 9% Glukose 28.9 ccm.
Diese Zahlen differieren auffallend wenig. Es fragt sich
nun, ob man aus den Temperaturkurven der Atmung
nicht eine viel grossere Differenz erwarten sollte. Nimmt
man die Zahl 27.1 ccm fiir 4 9, Kulturen als Basis und
rechnet man mit Hilfe der Q;-Werte aus der Tabelle 21
aus, was man bei 20° fiir die 15 9%,-Kulturen auf Grund
des gefundenen Atmungsverlaufes erwarten kann, so findet
man 28.2 ccm. Eine scharf hervortretende Differenz war
hier also nicht zu erwarten. Immer ist wieder auf die
Figur 5 hinzuweisen, welche zeigt, dass erst oberhalb 20°
der limitierende Faktor sich deutlich geltend macht.
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§ 3. Versuche zur weiteren Analyse des Verhaltens
von 5-tigigen Kulturen, ‘ ,

Mlt diesen Versuchen kann ich kurz sein, weil sie mir
wenig weitere Anhaltspunkte zur Deutung der Verhaltnisse
gegeben haben. Oben wurde bereits auseinandergesetzt,
(S. 658), dass experimentelle Eingriffe bei alten Kulturen
immer Komplikationen zur Folge haben.

Die Frage, die ich zu beantworten suchte, war die:
Ist der Riickgang der Atmungsintensitit allein die Ursache
des Ansteigens der Temperaturkoeffizienten beim Altern,
oder ist es vielleicht méglich, dass sich in alten Myzelien
noch ein anderes Atmungssubstrat vorfindet als die Kohlen-
stoffquelle aus der Nihrldsung. Man kénnte sich vorstellen,
dass nur die jiingeren Myzelspitzen die Kohlenstoffquelle
fiir ihre Atmung mehr oder weniger geradewegs aus der
Nihrlésung beziehen, wihrend die ilteren Teile, z.B. die
erwachsenen Sporangientriger auf Kosten vorhandener
Reservestoffe atmeten, welche geringeren Diffusions-
schwierigkeiten unterliegen und so zu héheren Temperatur-
koeffizienten Anlass geben wiirden,

Um eine eventuelle Atmung auf Kosten vorhandener
Reservestoffe rein zu bekommen, entfernte ich die Kultur-
fliissigkeit, wusch einige Male mit Leitungswasser aus,
wodurch ich nachher auch die Kulturfliissigkeit ersetzte.
In dieser Weise war eine Atmung auf Kosten direkt aus
der Nihrlosung zugefiihrter Stoffe nicht mehr moglich.
Zwei Arten von Versuchen wurden hierbei gemacht. Bei
der einen Reihe wurde die Kulturfliissigkeit schon abends
vor dem Versuchstage entfernt, damit sich beim Anfang
der Versuche keine bereits aufgenommene Glukose mehr
im Myzel befinde. Bei der 2. Reihe wurde die Kultur-
fliissigkeit erst kurz vor dem Anfang der Versuche durch
Leitungswasser ersetzt. In Tabelle 24 findet man die
Resultate dieser Versuche. :

Vom ersten Typus verfiige ich nur uber einen Versuch
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(8.1.’34), dessen Atmungswerte bei 20° noch dazu unregel-
missig sind, so dass ich iiber die erhaltenen Werte nicht weiter
zu sprechen brauche. Aus den 3 anderen Versuchen sieht
man, dass der Atmungswert schon 2 St. nach Entfernen der
Nihrlésung niedrig ist und zZwischen der ersten und der
zweiten Bestimmung bei 20° noch auffallend stark sinkt.
In den weiteren Stunden ist die Senkung geringer. Die

TABELLE 25.

Beispiele von der Reaktion der Atmung auf Zusitze
von Aethylurethan [ccm 3-Mol. Losung].

Ver- Zusatz ccm | Ver- Zusatz ccm
suchs- Zeit (Zeit, T | CO, | suchs- Zeit | (Zeit, T | CO4
datum Menge) p. St. | datum Menge) p. St.
1.2.34 ! 9,-9 45 20° | 6.81 | 15.2 9.-9,15 20° | 4.61
j 9.50: 2 ccm 9.5%0: 3 ccm
| 11.-12, 20° | 3,55 12.-13,40 20° | 2.12
13.30.14,30 20° | 3.85 14.40-15 40 25° | 245
15851715 25° | 5.12 16.50-18.3¢ 20° | 1.57
18,%5-19, 50 20° | 3.47
8.2 9,05.9 80 20° | 7.32 ; 19.2 | 9.%-10,% 20° | 341
9.55: 2 ccm 10.%8: 3 ccm
12.35-13,28 20° | 4.74 12.25-13 .40 20° | 1.89
14.40-1540 25° | 5.92 14,35-15,38 25° | 2.15
16.40-17.40 20° | 3.93 16.%5-18.98 20° | 1.39

Interpolation fiir einen Vergleichswert bei 20° zur Zeit
der ersten Bestimmung bei 25° wird dadurch ziemlich
unsicher, was natiirlich auch vom hier bestimmten
Temperaturkoeffizienten gilt. Fiir den 2. Versuch des
Tages liegen diese Verhiltnisse besser, Die hier erhaltenen

o

Temperaturkoeffizienten Q z—f)" sind ziemlich hoch. Die

Atmungsintensititen, die sich am Ende des Versuchstages
wohl auf die reine Reservestoffveratmung beziehen, nihern
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sich den Werten fiir normale 7-tigige Kulturen (s. Ta-
belle 22). Auch die dort erhaltenen Werte sind zweifellos
grosstenteils auf die Reservestoffveratmung zuriickzufiihren.
Eine bei einer jener alten Kulturen vorgenommene Zucker-
titration der Kulturfliissigkeit zeigte, dass die Lésung nach
Beendigung der Versuchsreihe nur noch sehr wenig Zucker
enthielt. ' ‘

Das Versuchsmatenal 1st nach dieser Richtung zu durftlg,

um die Frage, weshalb Q fur die Reservestoffveratmung

20°
nicht gleich 1.6 ist, zu diskutieren.

§ 4. Versuche mit narkotisierten Myzelien,

Diese Versuche wurden von der folgenden Uberlegung
ausgehend, angestellt:
Es hat sich gezeigt, dass man bei jungen Kulturen

o

25
Q 20° erhdhen kann, wenn man die Konzentration der zu

veratmenden Glukose erhdht (dieser Abschn. § 1.), also
die Versorgung mit Nihrstoffen verbessert. Das gleiche
Resultat wird man zu erwarten haben, wenn man die
Versorgung mit Nihrstoffen unverindert lisst, aber die
Atmungsintensitit herabsetzt. Letzteres kann man 2z.B.
durch Narkose erzielen.

Bei einem Vorversuch wurde probiert, das junge Myzel
mit Aether zu narkotisieren. Es wurde den 40 ccm Kultur-
fliissigkeit 5 ccm mit Aether gesittigtes Wasser zugesetzt,
und weiterhin der Kulturkolben mit Luft durchstromt,
welche mit Aether gesittigtes Wasser passiert hatte. Obgleich
z.B. die Barytlauge in den Absorptionsrohren nach Be-
endigung eines Versuchs stark nach Aether roch, war in
dieser Weise so gut wie keine Narkose herbeizufiihren.

Da die Versuchsanordnung iiberdies kompliziert war,
habe ich mich mit der Aethernarkose nicht weiter
beschiftigt, aber die Narkose fernerhin durch Aethylurethan

43
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bewirkt. Es wurde hiervon eine L&ésung hergestellt die
3 Mol. Aethylurethan pro 1. enthielt (27 9,). Den 40 ccm
Kulturfliissigkeit wurde hiervon vor Anfang des Narkose-
versuchs 5 ccm zugesetzt. Die ganze Fliissigkeitsmenge
hatte dann eine Urethankonzentration von 3 9, oder
0.33 Mol., mit der nach Angabe Warburgs (52 : S. 2, 15)
eine Atmungshemmung von -+ 50 %, erzielt wird.

Vor der Zugabe des Narkotikums

TABELLE 26. wurde eine CO,-Bestimmung bei 20°
Sporenkulturen 4%, gemacht, um die Grosse der Hemmung
Glukose. ermitteln zu kdnnen und ausserdem

Narkose + 50 %

mit Aethylurethan, eine Vorstellung von dem Entwick-

lungsstadium der Kultur zu bekom-

Versuchs- | 25°  men. Es zeigte sich, dass Phycomyces
datum Q2  durch die oben angegebene Urethan-
" menge nahezu 100 % narkotisiert wurde.
1.2.'34 1.39- .
22 1.29 Durch Zugabe von 1 ccm einer 3
3.2 1.24 Mol. Aethylurethanlésung wurde eine
6.2 1.26 Atmungshemmung von ungefihr 25 9
8.2 1.36 erzielt, durch Zugabe von 2 ccm war
9.2 - 1.33 die Hemmung rund 40 9%, durch
10.2 1.33 o
13.2 1.30 Zugabe von 3 ccm gegen 60 %,.
Mit einer Anzahl Kulturen, denen 2
15.2 1.32
16.2 1.40 oder 3 ccm Urethan zugesetzt worden
19.2 "1.31 war, wurde das Verhiltnis der CO,-
22.2 1.35 Abgaben fiir 20° und 25° untersucht.
Mittel ' 1.32 Nach Zugabe des Narkotikums wurde

2 bis 3 Stunden ventiliert (s. Ta-
belle 25). Die gesamten Versuchsdaten sind in der
Tabelle 26 enthalten. Aus der Tabelle sieht man, dass die

o

erhaltenen Werte fiir Q g—g; simtlich hoher liegen als bei

nicht narkotisierten jungen Kulturen auf 4 9, Glukose.
Aus Tabelle 25 ist weiter ersichtlich, dass, besonders bei
der stirkeren Narkose, der Atmungswert fiir 20° wihrend
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des Versuches noch ziemlich stark abfillt. Ich habe nicht
bestimmt, inwieweit eine Wiederherstellung der Lebens-
funktionen aus der Narkose mdglich ist. MLE. ist diese
Frage fiir die Deutung der vorliegenden Versuche nicht
von primirer Bedeutung. Wenn man annihme, dass das
Resultat der sogenannten Narkose nur ein teilweises Ab-
sterben der Gewebe und Intaktlassen des Uberrestes wire,
dann wiren gerade die erhshten Temperaturkoeffizienten
unverstindlich. ' ' .

Schliesslich weise ich darauf hin, dass die Kulturen bis
zum 13.2 am Anfang des Versuchstages etwas weiter ent-
wickelt waren als im Herbste der Fall war und hier also
im normalen Versuche auch schon etwas héhere Temperatur-
koeffizienten zu erwarten wiren. Deshalb wurden ab 15.2
noch einige Versuche mit sehr jungen Kulturen aus ge-
keimten Sporen ausgefiihrt, welche erst am Morgen des
Tages vor dem Versuch ausgesit waren. Man sieht, dass
diese genau das gleiche Bild lieferten. :

Gegen Narkoseversuche ist an sich manches einzuwenden.
Ich sehe in diesen Versuchen denn auch nicht die Haupt-.
stlitze fiir die in den vorangehenden Seiten auseinander-
gesetzte Auffassung der Temperaturkurve fiir die Atmung
von Phycomyces-Kulturen, Dennoch wage ich zu behaupten,
dass es eine Stiitze fiir diese Auffassung bildet, dass die
Resultate dieser Versuche in der vorauszusehenden Richtung
liegen, .

Es wire interessant zu erfahren, wie die Temperatur-
kurve der Atmung junger Kulturen aussieht, die eine
Cyangabe erhalten haben, MLE. wird hier etwas Ahnliches
auftreten wie bei den Narkoseversuchen. Es fehlte mir
bisher die Zeit, dieses zu untersuchen. ?)

1) Die Arbeit musste heute zu einem vorliufigen Abschluss ge-
bracht werden. Deshalb musste an mehreren Stellen auf noch offene
Fragen hingewiesen werden.
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ABSCHNITT V.
ALLGEMEINE BETRACHTUNGEN,

§ 1. Die Temperaturabhingigkeit
der Protoplasmastrémung.

Hille Ris Lambers (24) fand fiir die Temperatur-
kurve der Protoplasmastrémung bei Nitella eine Gerade,
die er als Temperaturkurve der Plasmaviskositit deutete.
Neuerdings hat Bottelier (10) den Einfluss der Tempe-
ratur auf die Protoplasmastromung in Avenakoleoptilen
verschiedenen Alters untersucht, Merkwiirdigerweise war
hier eine ihnliche Verschiebung zu beobachten, wie bei
der Atmung von Phycomyces. Bei jungen Koleoptilen
waren die Temperaturkoeffizienten unterhalb 15° hoch,
dariiber niedrig; bei alten Koleoptilen waren sie bis zu
ungefihr 25° hoch. Man konnte geneigt sein, in diese
Ubereinstimmung eine Stiitze fiir die Anschauung Beleh-
radeks zu sehen (s. S. 630). Man beachte aber gleichfalls
die Arbeit Romijns (41), der fiir Nitella auf Grund von
Anderungen in der Plasmolyseform, zu einem Viskositits-
maximum bei -+ 20° schloss. Wenn auch die Plasmolyse-
formen keine Aussage iiber Viskosititsinderungen in den
Schichten, wo Strémung stattfindet, zu geben brauchen,
so beweisen die Versuche Romijns doch, dass ,,Viskositits-
inderungen’’ im Plasma, an sich sehr komplizierte Prozesse
mit einer keineswegs universell verwendbaren Temperatur-
kurve, sein kénnen.

§ 2. Reversible Beschidigungen durch
hohe Temperaturen,

Ofters ist beobachtet worden, dass Pflanzen bei einer
normalen Temperatur, z.B. bei 20° weniger als vorher
atmen, nachdem sie eine Zeit lang auf einer hohen Tempe-
ratur, z.B. auf 40°, gehalten worden sind. (s. bei Kuyper).
Ist die Temperatur nicht zu hoch gewesen, dann wird
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diese Beschidigung nach einiger Zeit wieder riickgingig
gemacht. Es liegt m.E. auf der Hand, diese reversiblen
Beschidigungen ganz oder teilweise als Beschrinkungen
zu deuten. Durch die grosse Intensitit der Atmung bei der
hohen Temperatur wird die vorhandene Menge Substrat
stark in Anspruch genommen, das Gleichgewicht zwischen
Zufuhr und Verbrauch, das sich bei 20° eingestellt hatte,
gestért, und die im Innern der Gewebe vorhandene
Konzentration herabgesetzt. Diese Verschiebung wird sich
bei erneuter Senkung der Temperatur in der ersten Zeit
noch in den Atmungswerten Zussern kdnnen. Kuyper
fand die besprochene Erscheinung fiir die Temperatur-
reihe 20°—40°—20°, Fiir die Reihe 5°—25°—5° trat sie
nicht auf, Es ist hier wahrscheinlich von Bedeutung, dass
die Atmung bei 5° im Falle Kuypers weit von einer
Beschrinkung durch die Nihrstoffmenge entfernt ist.

§ 3. Allgemeine Schliisse.

Es wurde am Anfang dieser Arbeit sozusagen die Richtig-
keit der Blackmanschen Anschauung {iber die Natur
der begrenzenden Bedingungen vorausgesetzt. Wihrend
der Untersuchung zeigte sich, dass die beobachteten Er-
scheinungen sich im Rahmen dieser Theorie erkliren liessen.
Wie in der Arbeit Van den Honerts wurde die
Temperaturkurve als Indikator fiir die Natur der begren-
zenden Bedingungen benutzt. Es wurde immer wieder
darauf hingewiesen, dass die Verinderung der Menge
des Endproduktes mit der Temperatur von der Reaktion
des beschrinkenden Teilprozesses auf die Temperatur-
inderung abhingig ist, wie das auch von der Schule
Croziers hervorgehoben wird.

Die Temperaturkurve liefert also ein Mittel um zu be-
stimmen, von welcher Art der begrenzende Teilprozess ist.
Es ist im allgemeinen mdglich, dass mitten im untersuchten
Temperaturbereich ein anderer Teilprozess beschrinkend
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wird. Sind diese beiden Teilprozesse gleichartig, so wird
man es in der Temperaturkurve nicht bemerken. Sind sie
aber verschiedener Art — beschrinkt z.B. bei den niederen
Temperaturen ein chemischer Prozess, bei den héheren
ein Diffusionsvorgang — so bekommt man eine Temperatur-
kurve mit einem Knick. Wenn das Versuchsobjekt mehrere
Gewebearten enthilt, so wird im allgemeinen dieser Knick
fiir jede Art nicht bei derselben Temperatur liegen, und
man bekommt eine Kurve mit einem langen Ubergangs-
gebiet. So begrenzt, wie oben schon angedeutet, in der in
Abschnitt II besprochenen Temperaturkurve der eigentliche
Atmungsvorgang die Grésse ,der CO,-Abgabe unterhalb
4 15°, oberhalb 25° ist wahrscheinlich fiir beinahe alle
Myzelteile die Zufuhr der Nihrstoffe ,,limiting factor’’. Das
Ubergangsgebiet dehnt sich von 15°—25° aus. Ich mdchte
noch darauf hinweisen, dass man auch in einer Kurve,
wo der Wechsel der Begrenzung fiir alle Gewebearten bei
derselben Temperatur liegt, ein Ubergangsgebiet erhalten
kann, wenn man nimlich nicht bei der Wechseltemperatur
beobachtet. Beobachtet man z.B. bei .10°, 15°, 20°, 25°,
30°, und die Wechseltemperatur ist fiir alle Gewebe 20°,
dann hat die Temperaturkurve kein Ubergangsgebiet und
einen Knick bei 20°, Liegt der Wechsel bei 17°, dann
bekommt man bei der gewihlten Versuchsanordnung eine
Kurve, worin die Strecke von 15°—20° ein Ubergangs-
gebiet darstellt. Das Ubergangsgebiet kann sich mit
homogenem Material nie weiter als iiber ein Temperatur-
intervall ausdehnen. Moglicherweise ist dieser Fall bei
meiner Temperaturkurve fiir junge Stadien auf 4 9,
Glukose realisiert. In Beziehung zu dieser Frage haben
Crozier und seine Mitarbeiter mit Recht auf die Bedeutung
moglichst kleiner Temperaturintervalle hingewiesen.
Eine Pilzkultur, die sich in einer Nihrlésung entwickelt,
kénnte man in mancher Hinsicht ein Individuum nennen.
Sie wichst, differenziert sich, ist eine Zeit lang ,,erwachsen’’
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und altert. Welche Bedingungen diese typische Entwicklung
veranlassen oder beeinfliissen, ist noch sehr ungeniigend
bekannt. Das Erwachsensein iussert sich hinsichtlich der
Atmung in der Konstanz der Intensitit, wenn die dusseren
Bedingungen gleichbleiben. Man ist frilher der Meinung
gewesen, dass dieses Stadium deshalb fiir die Untersuchung
iusserer Einfliisse besonders geeignet sei. MLE. trifft
dieses Kriterium nicht den Kernpunkt der Verhiltnisse.
Wir haben gesehen, dass gerade dieses Stadium hinsichtlich
der beschrinkenden Faktoren bei der Atmung am kom-
pliziertesten ist. Ob ein gewisser Lebensvorgang ohne
experimentelle Eingriffe eine Zeit lang konstant bleibt oder
nicht, ist fiir einen Versuch iiber Aussere Einfliisse nur von
sekundirer Bedeutung. Die aus einer Verinderung resul-
tierenden Schwierigkeiten soll man durch die Versuchs-
anordnung zu beseitigen suchen. Worauf es fiir die physio-
logischen Schliisse ankommt, ist, dass das gesamte Material
gegeniiber dem zu variierenden Faktor in der gleichen
Lage ist, m.a.W., dass die beschrinkenden Bedingungen
fiir alle vorhandenen Gewebeteile die gleichen sind.

§ 4. Uebersicht der Ergebnisse.

Aus der vorliegenden Arbeit méchte ich folgendes hervor-
heben:
1. Der Schimmelpilz Phycomyces Blakesleeanus Burgeff
(Ph. nitens Kunze) kann auf einer Nihrldsung aus
Zucker und anorganischen Salzen ohne Weiteres nicht
“wachsen. (Es wurde mit einem — -Stamm gearbeitet.)
Die Kultur gelingt aber leicht, wenn man dieser Nihr-
16sung etwas gereinigten Hefeextrakt zusetzt, (der an
sich keinen nennenswerten Nihrwert mehr hat) und ein
festes Substrat hineinbringt. (Abschnitt I).
. Als wirksamer Bestandteil des Hefeextraktes ist wohl
das Bios Wildiers anzusehen. In der letzten Zeit
habe ich die Erfahrung gemacht, dass sich das feste



682

Substrat bei einer dauernd geschiittelten Kultur (nach
der Methode von Kluyver & Perquin) eriibrigt. .
An Myzelien, die auf glukosehaltigen Ld&sungen mit
festem Substrat geziichtet wurden, wurde die Tempe-
raturkurve der CO,-Abgabe im Stadium optimaler
Entwicklung bestimmt. - Diese Kurve war ungefihr
geradlinig, dhnlich wie de Boer das im gleichen Ent-
wicklungsstadium auf einem natiirlichen Kohlehydrat-
substrat erhielt (Abschnitt II).

Durch Versuche an Kulturen verschiedenen Alters
wurde gezeigt, dass der geradlinige Verlauf nicht etwas
prinzipiell Wichtiges ist, sondern ein Ubergangsstadium
darstellt. Dies kommt dadurch zustande, dass mit zu-
nehmendem Alter die Q;-Werte fiir die héheren
Temperaturbereiche ansteigen, wihrend der Wert fiir
das Intervall 10°—15° vom Entwicklungsstadium unab-
hingig ist. (Abschnitt III). Dies legt die Deutung nahe,
dass die Atmung der verschiedenen Myzelteile bei
verschieden hohen Temperaturen einer Beschrinkung
unterworfen wird. Es liegt auf der Hand, diese Be-
schrinkung in der Zufuhr der bei der Atmung reagie-
renden Stoffe zu suchen. Versuche mit narkotisierten
Myzelien stiitzten diese Anschauung (Abschaitt IV).
Fiir die Glukose konnte nachgewiesen werden, dass sie
bei jungen Kulturen im Intervall 20°—25° als begren-
zende Bedingung fungiert (Abschnitt IV). Ob gleichfalls
Beschrinkung durch Sauerstoffzufuhr besteht, habe
ich noch nicht untersucht,

Die in vorliegender Arbeit beschriebenen Versuche

wurden im Botanischen Institut der Universitit Utrecht
ausgefiihrt, Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor
Dr. F. A. F. C. Went, danke ich fiir sein fortwihrendes
Interesse an meinen Versuchen und fiir viele Ratschlige.
Friulein Prof. Dr. G. von Ubisch und Friulein Dr.
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L. Ronsdorf danke ich bestens fiir ihre Hilfe bei der
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