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??? VOORWOORD. Bij het beeindigen van dit proefschrift neem ik gaarne de gelegenheidte baat allen, die mij bij mijn studie hebben geholpen, daarvoor mijn dankte brengen. Wel in de eerste plaats gaan daarbij mijn gedachten uit naar U, Hoogge-leerde Kluyver. Met zeer veel genoegen zal ik steeds terugdenken aanden Delftschen tijd, waarin ik het voorrecht had onder Uw enthousiasteen zoo stimuleerende leiding dit proefschrift te mogen bewerken. Dat tenslotte de microbiologie voor mij wel het meest gewaardeerdeterrein van studie is geworden, is voor een groot deel te danken aan hetfeit, dat ik juist van U daarbij voorlichting heb ontvangen. Het is heel moeilijk onder woorden te brengen, hoe dankbaar ik Uben voor den krachtigen steun en voor de groote belangstelling, die iksteeds van U mocht ondervinden. Eenmaal uit de Delftsche sfeerzal ik pas goed kunnen beseffen van hoeveel waarde de

tijd, waarin Umij met raad en daad hebt willen bijstaan, voor mij is geweest. Evenzeer zal ik steeds erkentelijk blijven voor de gastvrijheid, welkeik meermalen van Mevrouw Kluyver en U heb ondervonden. U, Hoogleeraren en Lectoren in de faculteit der Wis- en Natuurkunde,die tot mijn opleiding hebben bijgedragen, ben ik hiervoor ten zeerstedank verschuldigd. Aan de wijze, waarop door U de veelzijdige en belang-wekkende stof wordt gedoceerd, dank ik de groote voldoening, die ikin de biologische studie heb gevonden. In het bijzonder gedenk ik hier wijlen mijn leermeesters Went en Nier-strass, die in mijn dankbare herinnering zullen blijven voortleven. Hooggeleerde Koningsberger, Hooggeachte Promotor. Het stemt mijtot groote dankbaarheid, dat U zich, hoewel dit proefschrift buiten U omis bewerkt, bereid verklaard hebt als mijn promotor op te treden. Voor de groote medewerking, die ik daarbij

van U heb ondervonden,ben ik U in hooge mate erkentelijk. Hooggeleerde Honing, U ben ik zeer verplicht voor Uw kritiekbetreffende het tweede gedeelte van mijn proefschrift. Zeergeleerde van Konijnenburg, U waart zoo welwillend mij in staat



??? te stellen dit proefschrift te voltooien. Deze tegemoetkoming zal ik steedsop hoogen prijs stellen. Zeergeleerde Kingma Boltjes, waarde Perquin, voor de mij betoondehulp en de fraaie fotografie??n, die U voor mij hebt willen maken, ben ikU zeer dankbaar. Waarde Rottier, Grever en Soeters, ook U dank ik voor den raaden de hulp, die ik steeds van U mocht ontvangen. Tevens wil ik hier gaarne allen laboranten mijn besten dank betuigenvoor den prettigen en vriendschappelijken omgang. Waarde Brettschneider en Mejuffrouw Hoette, ook U ben ik zeererkentelijk voor de mij betoonde hulp. Hoewel het mij niet mogelijk is allen te noemen, wier vriendschap ik inmijn studietijd mocht ondervinden, wil ik toch in het bijzonder U, besteThomas, Dahst?Š en Giesberger, daarvoor danken. Aan den tijd, dien wijals studievrienden samen hebben doorgebracht, zal ik steeds een mooieherinnering bewaren.

Tenslotte rest mij nog mijn waardeering uit te spreken voor de mede-werking en hulpvaardigheid, die ik van het geheele personeel van hetLaboratorium voor Microbiologie te Delft heb ondervonden. Ik dank hen allen zeer daarvoor en in het bijzonder U, waarde Veenhofvoor de fraaie, door U gemaakte fotografie??n. Ook U, waarde de Bouter,wil ik danken voor het keurige teekenwerk.
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??? EINLEITUNG. Unter â€žTibiquot; wird eine k??rnige Masse verstanden,welche aus einem Gemisch (Konsortium) einer Hefeund eines Bakteriums besteht. Im Jahre 1934 ver??ffentlichte Dr. S. Blumer eine Abhandlung unterdem Titel â€žUntersuchungen ??ber die Tibi-G?¤rungquot;. Anl?¤sslich dieser Ver??ffentlichung ersuchte Professor Kluyver, unterdessen Leitung diese Dissertation bearbeitet ist, genannten Forscherihm eine kleine Menge dieses in seiner Mitteilung beschriebenen Tibi-Materials f??r eine n?¤here Untersuchung ??berlassen zu wollen. Dr.Blumer war so freundlich dieser Bitte nachzukommen. Ein Jahr sp?¤terwar Frl. Dr. B. Porchet in Lausanne, die inzwischen ebenfalls eineStudie ??ber den â€žTibiquot; ver??ffendichte (1934), so liebensw??rdig mirauf meine Anfrage eine Probe Tibi-K??rner zu senden. Die von mir empfangenen Tibi-K??rner bestanden aus gelatin??sen,halb

durchsichtigen bis glasigen Kl??mpchen, deren Gr??sse zwischeneiner Erbse und einer Haselnuss schwankte. Sie waren unregelm?¤ssigvon Form und hatten eine gefurchte und gelappte Oberfl?¤che. In frischem, gesundem Zustand besteht das Kl??mpchen aus einerfesten, ziemlich harten Substanz, deren Konsistenz einigermassen angekochten Reis erinnert, obwohl die Masse beim Auseinanderdr??ckenzwischen den Fingern sich etwas spr??de anf??hlt. L?¤sst man das Produkteinige Zeit eintrocknen, dann wird die Konsistenz elastischer. Dieses merkw??rdige Material, welches im Jahre 1890 in Paris bereitsunter dem Namen â€žgraines vivantesquot; bekannt war, wurde zur Zeit derblumer'schen Ver??ffentlichung bereits einige Jahre von einem Teil derSchweizer Bev??lkerung zur Bereitung eines s??ss-sauren, moussierendenHausgetr?¤nkes gebraucht. Hierzu l?¤sst man eine 15%

Rohrzuckerl??sung,welcher man einige frische oder getrocknete Feigen, Trauben und etwasZitronensaft zuf??gt, unter dem Einfluss einer Anzahl dieser Kl??mpchenbei einer Temperatur von 25Â° C g?¤ren. Nach etwa 2 bis 5 Tagen wirddie noch nicht ganz ausgegorene Fl??ssigkeit abgegossen und filtriert, sieist dann bereits f??r den Konsum geeignet. Wichtig ist bei dieser Bereitung des Getr?¤nkes die Erscheinung, dassdie Tibi-Kl??mpchen w?¤hrend der G?¤rung an Gr??sse zunehmen und



??? unter dem Druck der sich im Innern bildenden Kohlens?¤uregasblasenan vorher gebildeten Furchen in zwei oder mehrere St??cke zerfallen, dieihrerseits wieder anwachsen und auseinanderfallen. Diese Vermehrungkann sehr intensiv verlaufen und zur Folge haben, dass man nach einerWoche eine zwei-bis dreifache Menge von Kl??mpchen erh?¤lt. Aus den Ver??ffentlichungen von Blumer und Porchet geht hervor,dass das Tibi-Kl??mpchen als ein Konsortium zwischen einer Hefe undeinem Bakterium anzusehen ist. Obwohl diese Ver??ffentlichungen viel Wissenswertes enthalten, sinddarin die an dem â€žTibiquot; verkn??pften Probleme keineswegs ersch??pft. An erster Stelle muss hervorgehoben werden, dass durch die genanntenForscher eine Synthese des Konsortiums aus Reinkulturen der zusammen-geh??rigen Organismen nicht erzielt werden konnte. Ganz richtig wurdendie

symbiontischen Bakterien von Porchet als Milchsa??rebakteriencharakterisiert. Jedoch steht wohl noch die Frage offen, in welchemZusammenhang diese, durch ihre ausgesprochene Kapselform gekenn-zeichnete, Art zu den bereits bekannten St?¤bchen- f??rmigen Milchsa??re-bakterien steht. Hinsichtlich der Art der gelatin??sen Substanz desKonsortiums werden in den genannten Ver??ffentHchungen Vermutungenge?¤ussert. Dazu kommt noch, dass eine kritische Betrachtung derge?¤usserten Meinungen hinsichtlich der Faktoren, welche die Produktiondieser Substanz im Konsortium bestimmen, uns an der Richtigkeitdieser Meinungen sehr zweifeln l?¤sst. Es bestand daher gegr??ndeter Anlass die bereits angestellten Unter-suchungen nach verschiedenen Seiten hin weiterzuf??hren. Schon kurz nach dem Anfang meiner diesbez??ghchen Untersuchungenfiel mir auf, dass die Kulturen des

symbiontischen Bakteriums in hohemMasse ein Dissoziationsph?¤nomen zeigten. Da ausserdem hervorging,dass sich diese Dissoziation in charakteristischer Weise in derjenigenbiochemischen Eigenschaft, welche f??r das Studium des Konsortiumsvon ausschlaggebender Bedeutung ist, n?¤mlich das Verm??gen derSchleimbildung, ?¤usserte, war eine tiefergehende Untersuchung dieserDissoziation unvermeidlich. Im Laufe der Untersuchung stellte sich allm?¤hlich heraus, dass dieVariabilit?¤t der zu untersuchenden Bakterienart dermassen verschiedeneErscheinungsformen zeigte, dass ein tiefergehendes Studium davonschliesslich zu einer beinahe selbst?¤ndigen Arbeit heranwuchs. Diedabei hervorgegangenen Resultate wurden in einem gesonderten zweitenTeil dieser Dissertation zusammengefasst.



??? ERSTER TEIL. DAS TIBI-KONSORTIUM.



??? quot;quot; ^^^M.....



??? KAPITEL L HISTORISCHE ?œBERSICHT. Nach Lutz (1899) stammt das Tibi-Konsortium urspr??nglich ausMexiko, wo es auf den scheibenf??rmigen Stengeln der Opuntia vor-kommen soll. Weiterhin gibt er eine Beschreibung der Bereitung desTibi-Getr?¤nkes und vom Aussehen der K??rner. Mit den bereits in derEinleitung erw?¤hnten Tatsachen stimmen seine Angaben befriedigend??berein. Das mikroskopische Bild eines Kl??mpchens zeigt eine schleimigeMasse, in der kurze Bakterien â€” manchmal auch l?¤ngere spiralf??rmigeF?¤den â€” und grosse Hefezellen eingebettet sind. Lutz kommt in seiner Untersuchung zum Schluss, dass das Tibi-Kl??mpchen das Resultat einer Symbiose zwischen einer Hefe und einemBakterium ist und verweist im Zusammenhang damit auf das klassischeBeispiel: die Kefir-K??rner. Um die betreffenden Organismen zu isoheren, geht er von der ausge-

gorenen Fl??ssigkeit aus und nicht von den K??rnern selbst. Dies istjedoch ein prinzipiell unrichtiges und gef?¤hrliches Verfahren. Auf diese Weise isolierte er: 1.nbsp;ein eingekapseltes, polymorphes. Gram-negatives, obligat-aerobesund bewegliches St?¤bchen, welchem er den Namen Bacillus mexicanus gab. Diese Bakterienart soll unter bestimmten Bedingungen k??rzere undl?¤ngere eingekapselte Formen (1.5â€”3.3 /.i) annehmen. In weissen Zusam-menklumpungen an der Oberfl?¤che der Kulturfl??ssigkeit soll der Organis-mus ebenfalls in der Form von 250â€”300 langen F?¤den auftreten.In N?¤hrl??sungen mit Pepton und Zuckerarten war die Entwicklungschlecht; unter dem Einfluss anorganischer Stickstoffverbindungen warsie besser. 2.nbsp;eine Hefeart: Saccharomyces Radaisii, die sich durch ein aerobesWachstum in zuckerhaltigen Medien unter Hautbildung auszeichnete,w?¤hrend

eine G?¤rung v??llig ausblieb. Die Zellen erschienen lose undim Sprossverband. Unter gewissen Bedingungen wurden Ascosporen â€”1 bis 4 pro Zelle â€” gebildet. Zwang Lutz die Hefe in der Hautformanaerob zu leben, indem er die Haut in kleine Fetzen sch??ttelte und diesein der Fl??ssigkeit sinken Hess, so wirkte die Entziehung des Sauerstoffesg?¤rungsausl??send.



??? Diese Erscheinung bringt ihn zu der ?œberzeugung, dass die Wirkungdes Bakterienschleimes der Kl??mpchen ausschliesslich als die einesmechanischen Agenzes zu betrachten ist. Die Umh??llung der Hefezellenzwingt diese zu einer anaeroben Lebensweise. Auf diese Weise soll eineKombination beider Organismen zu einer G?¤rung f??hren. Wie weiter unten zu sehen ist, erscheint die Schlussfolgerung be-rechtigt, dass Lutz in seiner Bem??hung zur Isolierung der beiden, denTibi zusammensetzenden Organismen, fehlschlug und dass er in Wirk-lichkeit nur begleitende, mehr oder weniger zuf?¤llig in der G?¤rungs-fl??ssigkeit vorhandene Mikroben, vermutlich ein Essigbakterium undeine Kahmhefe erhielt. Seine Behauptung, es w?¤re ihm gelungen das Konsortium aus denvon ihm isolierten Mikro-Organismen herzustellen, kann nie richtiggewesen sein, wenn man die Beschreibung seiner

Organismen in Er-w?¤gung zieht (siehe die folgenden Kapitel). Soweit mir bekannt ist, erschien danach bis zum Jahre 1934 ??ber denâ€žTibiquot; keine Ver??ffentUchung mehr. Im genannten Jahr aber erschienenungef?¤hr zur gleichen Zeit, die beiden bereits genannten Ver??ffent-lichungen von Blumer (1934) und von Porchet (1934). Blumer gibt erst eine sorgf?¤ltige Beschreibung der Kl??mpchen undder Bereitung des Getr?¤nkes. Dann stellt er fest, dass bei einer mikros-kopischen Untersuchung die Substanz nicht homogen ist. Die Masseerscheint als eine Zusammenballung von. teils geraden, teils wurmf??rmiggekr??mmten Schleimkapseln eines St?¤bchenbakteriums, welche ausserdemHefezellen umschliessen. In Fl??ssigkeitskulturen erscheinen die Bakterien als St?¤bchen, oderinfolge unvollkommener Teilung als lange F?¤den, ohne Schleimh??lle. Bez??glich der chemischen Art dieses

Schleimes, berichtet Blumer,dass sich nach einer Untersuchung Grogg's herausstellte, dass nachHydrolyse mit S?¤ure reduzierende Kohlehydrate entstehen, w?¤hrend imHydrolysat die Resorcin-Reaktion positiv ausf?¤llt. Da die fehling'scheReaktion positiv, die millon'sche Reaktion schwach positiv ausf?¤llt,erachtet er es sehr wahrscheinlich, dass die Kapselsubstanz aus Glyco-proteiden besteht. GrooG stellt ausserdem fest, dass die Tibi-G?¤rung im Rohrzucker-Feigenmedium mit S?¤urebildung gepaart geht, wobei als Reaktionsprodukte: Milchs?¤ure, Essigs?¤ure, Ameisens?¤ure und Alkohol nachgewiesenwerden konnten. Nach einigen Tagen ist der Alkoholgehalt bereits4 Vol. Proz.; er nimmt weiterhin noch zu und kann manchmal selbst



??? 7 Vol. Proz. betragen. F??r eine gute Vermehrung der K??rner scheintdas Vorhandensein von Feigen notwendig zu sein, w?¤hrend eine synthe-tische N?¤hrl??sung f??r diesen Zweck ungeeignet ist. Blumer schliesst sich teilweise den Erfahrungen und BetrachtungenLutz's an. Die von ihm isolierte Hefe ist ebenfalls eine Kahmhefe undBlumer ist geneigt anzunehmen, dass diese Hefe erst unter dem Einflussder symbiontischen Bakterien eine G?¤rung verursacht i). Was die Bakterien betrifft, weist er darauf hin, dass die Schleimkapselnin den Tibi-Kl??mpchen sehr stark an die von Ward beschriebenenScheiden von Bacterium vermiforme erinnern, welche von dem genanntenForscher als eines der essentiellen Elemente der â€žGinger Beer Plantquot;ausf??hrlich beschrieben wurde. PoRCHET (1934) geb??hrt die Ehre als Erste die essentiellen Organismenisoliert und auf N?¤hrb??den als

Reinkulturen gez??chtet zu haben; sieging hierbei aus von Tibi-K??rnern, welche unter aseptischen Vorbe-dingungen in Wasser zerrieben wurden. Auch nach der Meinung dieser Forscherin sind die essentiellen Orga-nismen ein Bakterium und eine Hefe; sie beschreibt diese folgender-massen: Hefe, elliptisch-langgestreckte Zellen; Abmessungen auf Gelatine(2â€”4) X (8â€”12) jA.. Auf Gips tritt Sporenbildung leicht auf, mit 4â€”8Sporen in langgestreckten Zellen. Sie identifiziert diese Hefe als Sac-charomyces pastorianus. Bakterium: st?¤bchenf??rmig, (2â€”4) Gram-positiv, unbeweglich,ohne Sporen, auch in langen Ketten und F?¤den vorkommend. Gelatine-verfl??ssigung ist negativ; Impfung in Milch ergibt darin keinerlei Ver?¤n-derungen, w?¤hrend St?¤rke nicht angegriffen wird. Bei der Reinkultur in Hefewasser -3% Glucose tritt sowohl aerobals auaerob eine kr?¤ftige S?¤urebildung auf â€”

Milchs?¤ure und fl??chtigeS?¤ure â€” und ausserdem wird Alkohol gebildet. Die schliesslich erreichteAcidit?¤t war 43 cm^ N. pro L. In den Kulturen bildet sich ein flockiges,weisses Sediment, aber keine Haut und kein Ring. PoRCHET bemerkt, dass das Bakterium in dem System von Lehmann 1) In einer brieflichen Mitteilung an Prof. Kluyver hat Blumer jedoch bald hieraufdiese Ansicht widerrufen. Er erw?¤hnt in seinem Schreiben, dass es ihm bei Fort-setzung seiner Untersuchungen nicht gelang, die anf?¤nglich isolierte Hefeart wiederaufzufinden. Dagegen fand er regelm?¤ssig eine Saccharomyces- Art,welche keine Kahm-haut bildet und ohne Mitwirkung der Bakterien g?¤rf?¤hig ist. Blumer betrachtet jetztdiese Art als den eigentlichen Hefekomponent der Tibi-K??rner.



??? und Neumann in die Gattung: Plocamobacterium, im System von Bergeyin die Gattung Lactobacillus einzureihen ist. Im allgemeinen umfassendiese Genera also jene Bakterien, welche in der Literatur vielfach alsâ€žlange Milchs?¤urebakterienquot; bekannt sind. In einer 15% Rohrzuckerl??sung findet eine Vermehrung der Kl??mp-chen nicht allein bei Hinzuf??gen von Feigen, sondern auch von Dattelnoder Bananen statt. Ein Weiterz??chten der Kl??mpchen in nicht sterilemSaccharose-Feigenmedium ohne regelm?¤ssige Erneuerung, f??hrt schliess-lich zu einer Verunreinigung mit einer begleitenden Mikroflora, wovonKahmhefen und Essigbakterien die haupts?¤chlichsten Vertreter sind. Die Synthese des Tibi-Konsortiums aus den beiden, als essentiellerkannten, Komponenten gelang nicht. Hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung der Grundsubstanzder Tibi-K??rner wird die Vermutung

ausgesprochen, dass es sich hierum ein Polysaccharid handelt und zwar entweder um ein Achroodextrinoder ein komplexes Kohlehydrat, welches zu der Gruppe der Hemizellu-losen geh??rt. Bez??glich der Faktoren, welche die Synthese dieser Substanz bedingen,?¤ussert Porchet die Meinung, dass die Mikroben, namentlich die Hefe,dieses Polysaccharid aus Spuren St?¤rke bilden. Diese Auffassung erkl?¤rtihr die Tatsache, dass bereits bei Hinzuf??gen einiger Feigen die Ver-mehrung der Tibi-Kl??mpchen sehr gut erfolgt. Das Parenchymgewebedieser Fr??chte enth?¤lt n?¤mlich eine kleine Menge St?¤rke. Diese Vorstellung erscheint a priori sehr unwahrscheinlich, wenn mandie grossen Quantit?¤ten der gebildeten Tibi-Masse in Betracht zieht. Das bisher Besprochene zusammenfassend, k??nnen wir folgern, dassuns die Schweizer Mitteilungen das Nachstehende lehren: 1.nbsp;Die Tibi-K??rner

sind das Resultat einer Symbiose einer Hefeund eines Bakteriums. 2.nbsp;Die essentielle Hefe ist eine g?¤rungserregende Saccharomyces-kvt. 3.nbsp;Das essentielle Bakterium ist ein st?¤bchenf??rmiger, polymorpher.Gram-positiver Organismus, der zur Gruppe der sogenannten heterofer-mentativen Milchs?¤urebakterien geh??rt. 4.nbsp;In Bezug auf die chemische Natur der festen Substanz des Tibi-Konsortiums wurden auseinandergehende Vermutungen ge?¤ussert:Glucoproteide, Achroodextrin oder Hemizellulose.



??? KAPITEL IL ISOLIERUNG VON IM TIBI-ROHMATERIAL VORHANDENENMIKROORGANISMEN UND AUFFINDUNG DER DIESESKONSORTIUM ZUSAMMENSETZENDEN SYMBIONTEN. Â§ 1. AUSGANGSMATERIAL UND METHODE. Als Material habe ich die, bereits in der Einleitung genannten Probenvon Bluher und Porchet verwendet; sie werden in der Folge mit BMund PM bezeichnet. Infolge des durch besondere Umst?¤nde verz??gerten Empfangesbefand BM sich in nicht all zu gutem Zustand, roch sauer und erwiessich bei einer n?¤heren Untersuchung stark verunreinigt. Es ist nichtverwunderlich, dass damit eine geringere Vitalit?¤t des Produktes zusam-menging. Die sp?¤ter empfangene PM-Probe hingegen bestand aus frischen,gesunden Kl??mpchen. Um nun hieraus die Organismen mittels der Plattenmethode zu isolieren,folgte ich Porchet's Methode, indem ich die Suspension

von vorher gutabgesp??lten und in sterilem Wasser so viel wie m??glich feingeriebenenKl??mpchen auf verschiedene feste N?¤hrb??den abstrich. Als solche gebrauchte ich an erster Stelle 10% Saccharose-Hefewasser-Gelatine (in der Folge als Saccharosegelatine bezeichnet). Ich will michvorl?¤ufig nur auf die Beschreibung der Mikroorganismen beschr?¤nken,welche ich auf diesem N?¤hrboden zur Entwicklung bringen konnte. Aus beiden Proben kamen sowohl Hefe- als auch Bakterienkolonienzum Vorschein, welche ich gesondert besprechen werde, Â§ 2. DIE HEFEARTEN. BM lieferte mir zwei verschiedene Typen von Hefekolonien. Auf Saccharosegelatine war der eine Typus weisslich -gelb und zeigtedie Form eines abgestumpften Kegels, w?¤hrend sich der andere durchein braun-rosiges, plattes, netzf??rmig gefaltenes Plakat mit gewelltemRande auszeichnete. F??r weitere Besonderheiten

der ersteren Hefeart verweise ich auf dasbei PM Mitgeteilte.



??? Die letztgenannte platte Kolonieart geh??rte einer Kahmhefe an, diesich in W??rze aerob in der Form einer matten, netzf??rmig gefaltetenKahmhaut entwickelte. Auf Gips, Karotten oder W??rzeagar fand eineSporenbildung statt und zwar in der Form von 2â€”4 halbkugel- oderkugelf??rmigen Sporen pro Zelle. Die Zellen waren oval und langgestreckt und konnten entweder einzelnoder paarweise, aber auch in Ketten oder in Sprossverband auftreten. Die Abmessungen schwankten zwischen (1.5â€”4) x (6â€”25) fx. Auf Grund dieser Resultate schien eine Identifizierung dieser Hefeartgerechtfertigt, stimmte sie doch mit der von Lutz aus â€žTibiquot; isoliertenHefe, der er den Namen Saccharomyces Radaisii gab, in morphologischerHinsicht v??llig uberein i). Jedoch bestand ein grundlegender Unterschied. Die von mir isoherteHefeart konnte, auch unter Verwendung der von Lutz hierzu angege-benen

Massregel, n?¤mlich das Zersch??tteln der Kahmhaut um dadurchdie Hefezellen zu einem anaeroben Leben zu zwingen, keine Verg?¤rungdes Zuckers hervorrufen. Unter Benutzung der Monographie von Stelling-Dekker (1931)identifizierten wir schliesslich diese Hefe als: Pichia membranaefaciensHansen. Ausstriche von Suspensionen von PM Hessen, hinsichtlich der hefear-tigen Organismen, zahlreiche Kolonien eines und desselben Typus auf-treten. In jungem Zustand waren diese Kolonien weisslich-gelb, matt undvon der Form eines abgestumpften Kegels; sie stimmten v??llig mit demschon erw?¤hnten, aus der BM-Probe erhaltenen Typus ??berein. Nach 2â€”3Wochen zeigten die ?¤ltere Kolonien oft am ganzen Aussenrande platte,dick und grobgefaltete Ausw??chse, w?¤hrend im Zentrum die urspr??ng-liche kegelf??rmige Spitze erhalten blieb. Auf Gelatineb??den ist die halbkugelige oder

abgestumpfte Kegelformeine gew??hnliche Erscheinung. Diese Form erwies sich von Gehaltund der thermischen Vorbehandlung der Gelatine, sowie von der Z??ch-tungstemperatur direkt abh?¤ngig. In diesem Zusammenhang verweise ich auf die Normal-, Bolzen- undZapfenform von Hefekolonien auf Gelatine, wie sie Schachner be-schrieb (1929). Auf W??rzeagar waren die Kolonien linsenf??rmig, glatt-gl?¤nzend undkreisrund, aus ovalen und langgestreckten Zellen zusammengesetzt. Sp?¤ter hat Guilliermond diesen Namen in Pichia Radaisii ge?¤ndert.



??? welche im mikroskopischen Pr?¤parate einzeln oder paarweise vorkamen. Die Abmessungen schwankten zwischen (3â€”5.5) x (8â€”25) fi. Auchdie Kulturen in W??rze zeigten sowohl einzelne als auch paarweise Zellen;von einem Sprossverband war wenig oder gar nichts zu bemerken.Auf Gips und Kartoffeln fand Sporenbildung leicht statt. Im allgemeinenwaren es 1-4 kugelrunde Sporen pro Ascus, w?¤hrend in langgestrecktenZellen manchmal auch 5â€”6 St??ck beobachtet werden konnten. Niekonnte ich â€” wie Porchet angibt â€” die Anwesenheit von 8 Sporenfeststellen.Zuckerverg?¤rung. Dextrose, Laevulose, Mannose .............. Saccharose . ....................^ Galactose ....................._i_ Lactose ................_ Raffinose........................_!_!?’ Nach Stelling-Dekker wurde diese Hefe als Saccharomyces inter- medius Hansen; synon. Saccharomyces pastorianus II Uansamp;n idzn????zizn Es

besteht aller Anlass diese Hefe mit der bereits von Porchet ausTibi-K??rner isolierten und von ihr Saccharomyces pastorianus genanntenArt zu identifizieren. Sowohl das regelm?¤ssige Vorkommen dieser Hefe in allen untersuchtenTibi-Proben (vergl. auch die Fussnote auf Seite 19) als auch ihr kr?¤ftigesG?¤rverm??gen zwingt uns diese Hefe als den essentiellen Hefesymbiontdes Tibi-Konsortiums zu betrachten. F??r die n?¤here Beweisf??hrungverweisen wir auf Kapitel IV. Wir m??ssen hingegen die sowohl von Blumer als auch von mir aus BMisolierte Kahmhefe als zuf?¤llige Verunreinigung auffassen. Â§ 3. DIE AUS DEN TIBI-PROBEN ISOLIERTEN BAKTERIENARTEN.Der bereits fr??her erw?¤hnte Qualit?¤tsunterschied der beiden Probenkam auch hinsichtlich der aufgefundenen Bakterien stark zum Ausdruck.Die Zahl der untereinander abweichenden Kolonietypen war in beidenF?¤llen sehr

verschieden. BM. Die Saccharosegelatineplatten zeigten nach 5â€”6 Tagen bei 22Â° Cnebst den Kolonien der bereits erw?¤hnten zwei Hefearten zahlreicheBakterienkolonien. Teils waren dies kleine, trockene Rosetten (weisslich-gelbe, gelblich und rosafarbige Kolonien mit oder ohne feiner radi?¤rerStreifung), teils waren es d??nnschleimige, helle, sp?¤ter sich braun ver-f?¤rbende Tr??pfchen.



??? Diese verschiedenen Typen wurden St??ck f??r St??ck auf Glucose-Hefewasser-Agar-Kreide in Reinkultur gebracht und entpuppten sichals Anh?¤ufungen von Gram-negativen, dicken, kurzen, abgerundetenSt?¤bchen, welche kr?¤ftig S?¤ure produzierten und oft eine Etgenbewegungzeigten. Die Vermutung, dass wir es hier mit verschiedenen Arten aus derGattung Acetobacter zu tun hatten, wurde durch die n?¤here Untersuchungbald best?¤tigt. Das im Laboratorium f??r Mikrobiologie gebr?¤uchliche System vonFrate??r, welches eine Einteilung der Gattung Acetobacter gem?¤ss derst?¤rkeren oder schw?¤cheren Oxydationsintensit?¤t in drei Gruppenbringt: oxydans-mesoxydans-suboxydans, gestattete eine Trennung derisolierten St?¤mme in drei verschiedene Spezies. Jede dieser Arten ver-gegenw?¤rtigte dabei eine der oben erw?¤hnten Gruppen. Keiner dieserTypen bildete in Bier

ausgesprochene H?¤ute, w?¤hrend in Hoyer's mine-ralem Medium keine Entwicklung auftrat. Diejenige Art, welche den N?¤hrboden mit Kreide braun f?¤rbte, einRepr?¤sentant der Suboxydansgruppe, konnte als Acetobacter melano-genum erkannt werden. Der Repr?¤sentant der Oxydansgruppe war wahr-scheinlich Acetobacter rancens. Diese Erfahrungen Hessen uns nicht mehr an der Natur des von Lutzbeschriebenen Gram-negativen, beweglichen Organismus zweifeln: eshandelte sich gewiss um ein Essigbakterium. Im Zusammenhang hiermit verweise ich auf die Bemerkung Porchet's,die ebenfalls auf die M??glichkeit einer Verunreinigung der Tibi-K??rner mit Acetobacter spec, hinweist. In dem Chaos der beschriebenen Kolonien auf den Saccharosegelatine-platten fielen einige Kolonien durch ihre besondere Form als empor-ragende, gelatin??se Kl??mpchen ganz besonders auf. Bei

der nachfolgen-den Besprechung der Resultate, die ich mit PM erhielt, werde ich aufdiese Kolonien eingehend zur??ckkommen. PM. Saccharosegelatineplatten, welche mit einer Suspension der Tibi-Kl??mpchen bestrichen waren, boten nach 5â€”6 Tagen bei 22Â° C ein ganzanderes Bild. Neben dem einen kegelf??rmigen Hefetypus, waren zahl-reiche, kreisrunde, platte bis leichtkonkave mattglasige Scheiben, derenDicke zwischen 1â€”1.5 mm schwankte und deren Durchmesser bis 5 mmbetrug, zur Entwicklung gekommen. (Abb. 1 und 2). Sie bestanden aus einer festen, etwas elastischen gelatin??sen Sub-stanz, welche v??llig mit der der Tibi-Kl??mpchen ??bereinstimmte, nur



??? Abb. 1: Hefewasser - 12% Gelatine - 10Â°'o Saccharoseplatte, auf welche die Suspensioneines frischen und aktiven Tibi-Kl??mpchens abgestrichen ist. Es sind die Kolonien von drei verschiedenen Organismen zu beobachten, siehe weiterAbb. 2. Auf Â? 3/4 der Originalgr??sse. Abb. 2: Eine ?¤hnliche Platte wie in Abb. 1; Â? Originalgr??sse.Die drei verschiedenen Kolonietypen sind: 1.nbsp;Die scheibenf??rmigen, gelatin??sen Kolonien des Tibi-Bakteriums. 2.nbsp;Die linsenf??rmigen, weichschleimigen Kolonien von Betacoccus arabinosaceus. 3.nbsp;Die weissen, kegelf??rmigen Kolonien von Saccharomyces intermedius. Hefewasser - 12% Gelatine - 10% Saccharoseplatte mit kl?¤mpchenf??rmigen, gela-tin??sen Kolonien des Tibi-Bakteriums. Auf halbe Originalgr??sse,



??? beim Zerdr??cken zwischen den Fingern etwas weniger fest und solideschien. Die mikroskopische Untersuchung lehrte, dass diese Masse auseinem Konglomerat von volumin??sen Kapseln, in welchen st?¤bchen-f??rmige Bakterien eingebettet waren, bestand. Neben diesen soeben beschriebenen, von den Kulturplatten leichtabnehmbaren Scheibchen, kam hier und da eine kugel- bis linsenf??rmige,tr??be Tropfenkolonie von einer weichen, butterartigen Beschaffenheitvor. (Abb. 1 und 2). Dieses halbfl??ssige, schleimige Material zeigte im mikroskopischenBild nackte Kokken, die zu Paaren oder in Ketten zusammenlagen. Abund zu wurden in einem Gesichtsfeld Gruppen ovaler oder auch runder,dickwandiger Kapseln, in welchen sich Diplokokken befanden, vorge-funden. Schon bei schwacher Vergr??sserung waren diese Kapselkl??mp-chen aufzufinden. Aus verschiedenen triftigen Gr??nden

bestand kein Zweifel, dass wires hier mit dem so bekannten Leuconostoc mesenterioides zu tun hatten.Nach der heutigen, von Orla-Jensen entworfenen Systematik derMilchs?¤urebakterien erh?¤lt diese Bakterienart den Namen Betacoccusarabinosaceus. Wenn wir die Resultate aus den Plattenkulturen der, die Tibi-K??rnerzusammensetzenden, Organismen n?¤her betrachten, dann ist man geneigtin ?œbereinstimmung mit den Mitteilungen von Blumer und Porchet zuschliessen, dass die Tibi-K??rner zu betrachten sind als das Produkteiner Symbiose zwischen einer Hefe und einem St?¤bchenbakterium. Aus beiden Proben konnte doch eine g?¤rungerzeugende Saccharomycesisoliert werden, welche mit der von Porchet beschriebenen Art befriedi-gend ??bereinstimmt. Es besteht auch wohl kaum ein Zweifel, dass die mikroskopisch in denTibi-Kl??mpchen aufgefundenen st?¤bchenf??rmigen

Bakterien in den obenbeschriebenen gelatin??sen, scheibenf??rmigen Kolonien zur??ckzufindensind. In dieser Hinsicht kann darauf hingewiesen werden, dass einemikroskopische Untersuchung lehrte, dass diese Kolonien ebenfalls ausstark eingekapselten st?¤bchenf??rmigen Individuen bestehen. Zu Gunsten der Identit?¤t dieser Bakterienart mit dem st?¤bchenf??r-migen Tibi-Symbiont spricht weiterhin, dass sie der einzige st?¤bchen-f??rmige Organismus war, der bei der Analyse von PM auf den Plattenzur Entwicklung kam. Auch beim Abstreichen von BM wurden diese Kolonien erhalten,



??? obwohl sich daneben ??berwiegend Kolonien der anderen, schon erw?¤hntenst?¤bchenf??rmigen Bakterien entwickelten. Mit R??cksicht auf das bereits Gesagte besteht aber aller Anlass, dieseals Essigbakterien identifizierten Arten als Verunreinigung des Konsor-tmms zu betrachten. Eine eingehendere Beschreibung der Eigenschaftensowie eine Identifizierung des bisher vorl?¤ufig als Symbiont charakteri-sierten st?¤bchenf??rmigen Bakteriums folgt im n?¤chsten Kapitel.



??? KAPITEL III. EIGENSCHAFTEN DES ST?„BCHENF?–RMIGEN TIBI-BAKTERIUMS UND SEINE EINREIHUNG IN DAS SYSTEM. Â§ 1. EIN GEMEINSCHAFTLICHES MERKMAL DES TIBI-BAKTERIUMSUND BETACOCCUS ARABINOSACEUS. Wie schon erw?¤hnt, lehrten die vorl?¤ufigen Untersuchungen, dassbeim Ausstreichen feinzerriebener Tibi-Kl??mpchen auf Platten, welchean Stelle von Saccharose, Glucose enthielten, die im vorhergehendenKapitel beschriebenen Bakterienkolonien nicht auftraten. Dieser Umstandliess uns vermuten, dass die Schleimbildung des st?¤bchenf??rmigen Tibi-Bakteriums ebenso an das Vorhandensein von Saccharose gebundensein w??rde, wie dies bereits lange f??r Betacoccus arabinosaceus {Leuco-nostoc mesenterioides) bekannt ist. Dies veranlasst uns an dieser Stelle einige Bemerkungen ??ber letzt-genannte Bakterienart einzuf??gen. Betacoccus

arabinosaceus wurde im Jahre 1878 bereits von van Tieghemunter dem Namen Leuconostoc mesenterioides beschrieben und sp?¤terunter anderen von Beijerinck (1912, A) und von Smit (1919) ausf??hrlichuntersucht. Durch seine F?¤higkeit froschlaich?¤hnliche, schleimige Propfen zubilden und dadurch die Saftleitungen der Zuckerfabriken zu verstopfen,kam dieser Organismus schon bald in ??blen Ruf. Diese Kalamit?¤t ist diedirekte Folge der hervorragenden Eigenschaft des Bakteriums um ausSaccharose grosse Quantit?¤ten eines schleimigen Wandstoffes â€” Dextranâ€” zu erzeugen. Dieses Dextran erwies sich als ein rechtsdrehendes, nur aus Glucose-molek??len aufgebautes Polysaccharid. Es tritt die, hinsichtlich dieserZusammensetzung merkw??rdige Tatsache auf, dass wohl Saccharose,nicht aber Glucose und Fructose und auch nicht ein ?¤quimolek??laresGemisch dieser Zuckerarten,

als Ausgangsstoff f??r die Dextransynthesedienen k??nnen. Auch andere Zuckerarten kommen hierf??r nicht inBetracht. Beijerinck teilte mit, dass er den Organismus, den er Lactococcusdextranicus nannte, beinahe immer mit Erfolg aus Gartenerde, Graben-wasser oder Kanalschlamm anreichern konnte.



??? Der Organismus, ein heterofermentatives Milchsa??rebakterium, in derForm von Diplo- und Streptokokken, kommt in der froschlaich?¤hnlichenSubstanz nur in sehr dick eingekapselter Form vor. Z??chtet man sie aufSaccharosegelatinen?¤hrboden, dann tritt ??fters an Stelle dieses festenWachstums ein solches in weich-schleimigen Dextrankolonien auf. Indiesen Kolonien treten die nackten Kokken gegen??ber den wenigenkleinen Kl??mpchen gekapselter Individuen, stark in den Vordergrund. Smit wies nach, dass es sich hier um zwei Modifikationen einer undderselben Bakterienart handelt, n?¤mlich die gekapselte Leuconostoc-Formund die nackte Form. Beide aber sind unstabil und gehen wieder teilweiseineinander ??ber. Im Anschluss hiermit konnte vor einigen Jahren von Louwe-Kooymans(1930) gezeigt werden, dass unter den dextranbildenden Streptokokkenzwei verschiedene

Typen zu unterscheiden sind, von welchen der eineausschliesslich kapsellose Individuen erzeugt, w?¤hrend der andere immerdas von Smit beschriebene Gemisch von gekapselten und ungekapseltenZellen bildet. Orla-Jensen (1919) brachte in seinem System der Milch-s?¤urebakterien diese Dextranbildner in der Gattung Betacoccus unter.Diese Gattung umfasst alle kokkenf??rmigen, heterofermentativen Milch-s?¤urebakterien, d.h. diejenigen kokkenf??rmigen Milchs?¤urebakterien,welche aus Zuckerarten neben Milchs?¤ure auch Kohlens?¤ure, Essigs?¤ureund Alkohol, weiterhin aus Fructose Mannit erzeugen. Dabei sind siealle in Milch inaktiv. Die Verteilung in zwei Arten B. arabinosaceus undB. bovis beruht haupts?¤chhch auf der Eigenschaft der Arabinosever-g?¤rung der erstgenannten Art. Kluyver (1931) neigt zur Ansicht, dass alle dextranbildenden Strepto-kokken zu der Art

Betacoccus arabinosaceus gerechnet werden m??ssen. Da es, wie bereits erw?¤hnt wurde, nicht unwahrscheinlich schien, dasssich das st?¤bchenf??rmige Tibi-Bakterium hinsichtlich der Saccharoseebenso spezifisch verhaken w??rde, wie dies f??r Betacoccus arabinosaceusder Fall ist, wurde allererst der folgende Versuch angestellt. Es wurde in sterilem Wasser eine der scheibenf??rmigen Kolonien derSaccharosegelatineplatten sorgf?¤ltig suspendiert. Aus dieser Suspensionwurden sowohl auf Saccharosegelatine, Glucosegelatine als auch aufGlucoseagarplatten Ausstriche gemacht. Als wir die Platten nach 6 TagenBebr??tung bei 22Â° C untersuchten, lieferte die Wuchsform der Bakterienauf den verschiedenen Medien einen volkommenen Beweis f??r das obenge?¤usserte Vermuten. Auf Saccharosegelatine entstanden wiederum die gleichen Scheiben-



??? f??rmigen Kolonien, w?¤hrend auf der Glucosegelatine nur kleine, 1â€”1,5mm grosse, trockene Kolonien von sehr unregelm?¤ssiger Form auftraten.Das mikroskopische Bild, welches uns ausschliesslich nackte St?¤bchenzeigte, unterst??tzt den Schluss, dass auf Glucosegelatine Schleim- undKapselbildung vollkommen ausbleiben. Auch auf Glucoseagar tratkeinerlei Schleimbildung auf. Die Kolonien waren hierauf etwas gr??sserals auf Gelatine, platt-linsenf??rmig und schwach fettgl?¤nzend. Sie be-sassen eine deudich rauh-k??rnige Oberfl?¤che und eine unregelm?¤ssigeForm. Als experimentum crucis wurde von diesem Bakterienmaterial etwas aufeine kleine Probeplatte mit Saccharosegelatine gestrichen. Bereits nach5 Stunden zeigten sich bei 22Â° C d??nne Streifen einer zusammenh?¤ngen-den gelatin??sen Substanz, welche auf eine rege Schleimbildung ausSaccharose hinwiesen. In

HinbUck auf das Ausbleiben einer Schleimbildung auf Medien, dieandere Zuckerarten enthalten, ist der Schluss berechtigt, dass dasvon mir isolierte st?¤bchenf??rmige Tibi-Bakterium mit Betacoccus arabi-nosaceus die auffallende Eigenschaft gemein hat, nur aus Saccharose einenschleimigen Wandstoff zu bilden. Es w?¤re hier nun angebracht zwecks Identifizierung des Bakteriumseine sorgf?¤ltige Beschreibung seiner morphologischen und physiologi-schen Eigenschaften zu geben. Jedoch kam ich bald zur ?œberzeugung,dass das Bakterium ausserdem durch eine regelm?¤ssig auftretende Disso-ziationserscheinung gekennzeichnet war. Obwohl dar??ber erst im zweitenTeil dieser Dissertation N?¤heres mitgeteilt wird, scheint doch hier schoneine kurze Mitteilung vonn??ten. Â§ 2. DIE BEI DEM TIBI-BAKTERIUM EINTRETENDE DISSOZIATION. Es wurde die Entwicklung des

st?¤bchenf??rmigen Tibi-Bakteriums aufGlucoseagar in schleimlosem Zustande zur Erreichung einer Reinkulturben??tzt. Zu diesem Zwecke wurde in der gebr?¤uchlichen Weise einigeMale hintereinander eine verd??nnte Suspension der vollkommen frei-liegenden Kolonien auf eine n?¤chste Platte abgestrichen. Da das Wachs-tum bei 22Â° C zu langsam verl?¤uft, wurden die Platten bei 30Â° C bebr??tet,wodurch ich schon nach 3â€”4 Tagen ??ber gut entwickelte Kolonienverf??gte. Trotz der Tatsache, dass von einigen aufeinanderfolgenden Plattengut isolierte, rauhe Kolonien suspendiert und abgestrichen wurden, und



??? eine Reinkultur bereits zu erwarten war, fiel neben dem rauhen Typusregelm?¤ssig ein anderer Kolonietypus auf. Em Studium dieser Erscheinung in Plattenserien konnte bei aeroberZ??chtung auf die Dauer nicht stattfinden, da die Entwicklung vonPlatte zu Platte zusehends abnahm und nach 5 bis 6 Passagen g?¤nzlichausblieb. Diese Schwierigkeit konnte ich allerdings sofort beseitigen,wenn ich das Bakterium vollkommen anaerob, oder zum mindesten in einerUmgebung mit stark verminderter Sauerstoffspannung, z??chtete. DieseMassregel wurde bei der Z??chtung bei 30Â° C auf Glucoseagarbodenweiterhin eingehalten. Jedoch blieb die Erscheinung der Kolonieheterogenit?¤t auch beimanaeroben Z??chten in zahlreichen aufeinanderfolgenden Platten bestehen.Auch hier war der vorherrschende Kolonietypus â€žrauhquot;, matt odertrockengl?¤nzend, unregelm?¤ssig am

Aussenrande, linsenf??rmig abge-plattet und 1,5â€”3 mm im Durchmesser. Der andere, von der rauhenForm sehr gut zu unterscheidende Typus war ?¤usserst d??nn und platt, anseiner Oberfl?¤che feingefaltet, bl?¤ulich durchscheinend und von unregel-m?¤ssigen Einschnitten an seinem Rande begrenzt. Diese oft ?¤usserst d??nnen, plakatartigen Kolonien konnten eine be-tr?¤chtliche Gr??sse erreichen, welche zwischen 3â€”10 mm schwankte.In ihrer Mitte konnte ein graues, emporragendes, feuchtgl?¤nzendes,glattes Zentrum fehlen oder vorhanden sein. Beim Vorhandensein eines zentralen Knopfes konnte man den Typuswie folgt schildern: es ist eine kleine, glatte, gew??lbte Kolonie, welchein eine sehr breite, d??nne, feingefaltete Randzone ausl?¤uft. Diese kannin manchen F?¤llen mehr oder weniger reduziert sein oder g?¤nzlich fehlen. Die Tatsache, dass diese zweite Form sehr

hartn?¤ckig, sei es auch inwechselndem Masse stets wieder auftrat, schloss die Vermutung auf eineVerunreinigung v??llig aus. Es zeigte sich die sehr auffallende Erscheinung,dass bei Pr??fung jeder Kolonie auf ihr Schleimbildungsverm??gen geradedie rauhen Typen auf Saccharosegelatineplatten immer, dagegen diegrossen, sehr d??nnen und kleinen glatten Typen niemals Streifen einerschleimig gelatin??sen Substanz bildeten. Wie bei so vielen Bakterienarten, haben wir augenscheinlich auch hiereinen Fall von â€žDissoziationquot; vor uns, wobei ein fortw?¤hrendes Abspalteneiner Kolonievariante in diesem Falle merkw??rdigerweise gepaart geht,mit einem vollkommenen Verlust der Eigenschaft: Schleim aus Saccharosezu bilden. Es zeigte sich diese Dissoziation nicht nur auf Glucoseagar, sondern



??? auch auf allen anderen N?¤hrb??den. Wurden die Bakterien beispielsweiseauf Saccharosegelatine st?¤ndig weiter gez??chtet, dann erhielt ich immerPlatten, welche neben den gelatin??sen Scheibchen eine oft sehr wech-selnde Zahl kleiner trockener Kolonien aufwiesen. Das Vorhandenseinvon Saccharose beugt also keineswegs die Ver?¤nderungen vor. Bez??glich der weiteren Beschreibung der Dissoziation und den darananzukn??pfenden Betrachtungen verweise ich auf den zweiten Teil. Die vorgenommene Trennung des behandelten Stoffes in zwei Teilebringt mit sich, dass die in dem folgenden Paragraphen gegebene Be-schreibung der Morphologie der Zellen des Tibi-Bakteriums unvoll-kommen bleiben muss. Â§ 3. ZELLMORPHOLOGIE DES TIBI-BAKTERIUMS. Es kommen f??r eine mikroskopische Untersuchung in Frage: einfrisches Tibi-Kl??mpchen, eine scheibenf??rmige

gelatin??se Kolonie vonSaccharosegelatine, eine trockene â€žrauhequot; Kolonie auf Glucoseagar. Das Tibi-Kl??mpchen. Zerdr??ckt man ein kleines Kl??mpchen in einerges?¤ttigten Nigrosinl??sung unter dem Deckglas, dann erh?¤lt man einsehr interessantes Bild von zahlreichen durcheinander geschl?¤ngelten,schlanken, zylindrischen Kapseln, von welchen viele eine betr?¤chtlicheL?¤nge besitzen. In den meisten F?¤llen kann man in den Enden der Kapseln ein St?¤b-chen beobachten, welches entweder eingebettet oder aber auch hervor-stehend sein kann und deren L?¤nge in den meisten F?¤llen zwischen(2â€”4,5) /i, bei einer Dicke von (0,8â€”1) fi, schwankt. Gelatin??se Scheibenkolonie. Auch hier stossen wir wieder auf Zusammen-ballungen von meist rund-ovalen Kapseln, wobei wir manchmal auchplumpe, dicke, gestreckte Formen antreffen. Die normalen Abmessungender St?¤bchen

(2â€”6) X 1 ^ werden ab und zu von fadenf??rmigen Typen??berschritten. Trockene, rauhe Kolonie. Pr?¤parate von 3â€”4 Tagen alten Kolonienbestehen aus nackten, gerade bis leichtgebogenen St?¤bchen, haupts?¤chlicheinzeln aber auch in Diplo oder in kurzen Ketten erscheinend. Die f??rdiese rauhe Kolonie typischen Zellen besitzen eine L?¤nge von (2â€”6) /.iund eine mittlere Dicke von (0,8â€”1,3) ^t. Jedoch besteht eine deuthche Pleomorphie, da neben l?¤ngeren Indivi-duen auch schleifenf??rmige F?¤den von 20, 30 bis 40 fi selten fehlen;andererseits finden wir kleine kokkenartige Elemente und Granulavon 0,5 fi Durchmesser und selbst kleinere, welche sowohl in freiem



??? Zustand (besonders in alten Kulturen) als auch in den Zellen zu findensind. Die im letzten Abschnitte gegebenen Dimensionen stimmen mitdenjenigen des von Porchet isolierten Bakteriums ??berein. Es bestehtalso hinreichender Grund das von mir isolierte Bakterium mit jenem vonPorchet als Bakterien-Symbiont der Tibi-K??rner beschriebenen Orga-nismus zu identifizieren. Â§ 4. STOFFWECHSEL UND ANDERE EIGENSCHAFTEN DES TIBI-BAKTERIUMS. In erster Linie muss ich darauf hinweisen, dass alle in diesem Para-graphen besprochenen Eigenschaften nicht allein f??r die schleimbildenden,sondern auch f??r alle anderen Varianten des Bakteriums gelten. Sowohl die Ergebnisse Porchet's als auch die bereits festgestellteAnalogie des Tibi-Bakteriums in biochemischer Hinsicht mit Betacoccusarabinosaceus, machte es vom Anfang an wahrscheinlich, dass auch dasTibi-

Bakterium zu den eigentlichen Milchs?¤urebakterien geh??rt. Anerster Stelle wurde festgestellt, dass das Bakterium Gram-positiv war,Wasserstoffperoxyd nicht spaltete, also keine Katalase enthielt undGelatine auch auf die Dauer nicht verfl??ssigte. Unter keinerlei Bedin-gungen konnte eine Sporenbildung nachgewiesen werden. Hiernach versuchten wir festzustellen, ob das Bakterium wirklichimstande war Zuckerarten unter Bildung von Milchs?¤ure zu verg?¤ren,wobei allererst die Glucose auf ihre Tauglichkeit als Verg?¤rungs-substrat untersucht wurde. Da in dem bereits.geschilderten Gedanken-gang zu erwarten war, dass das Bakterium an die Art der stickstoffhaltigenKomponente des N?¤hrmediums grosse Anforderungen stellen w??rde,wurde die Glucose verg?¤rung in Hefeautolysat mit 2% Glucose unter-sucht. Bei Versuchen einerseits in den gebr?¤uchlichen

G?¤rungsgef?¤sschennach Einhorn, andererseits in G?¤rungsfl?¤schchen nach Struyk, wurdenun sowohl starke S?¤ure- als auch Gasbildung tats?¤chlich festgestellt. Das gebildete Gas wurde von Lauge vollkommen absorbiert undbestand also ausschhesslich aus Kohlens?¤ure. In geimpften Kontrol-fl?¤schchen mit Hefeautolysat, aber ohne Zucker, unterblieb die Gasbildung. Da in der ausgegorenen Fl??ssigkeit sowohl Milchs?¤ure als auch Essig-s?¤ure als Aethylalkohol vorgefunden wurde, ist der Schluss berechtigt,dass das Tibi-Bakterium tats?¤chlich zur Gruppe der heterofermentativenMilchs?¤urebakterien geh??rt.



??? In ?œbereinstimmung hiermit stellte sich heraus, dass sich das Bak-terium hinsichtlich seiner Stickstoffern?¤hrung ebenso verh?¤lt wie dieanderen Vertreter der genannten Gruppe. Die Entwicklung in glucose-haltigen Medien mit Ammoniumsahen als einzige Stickstoffquelle warn?¤mlich sehr gering. Dagegen ergaben verschiedene zuckerhaltige Medien,m welchen Eiweissabbauprodukte vorkamen, wie z.B. Hefewasser oderHefeautolysat mit Glucose, Tomatenextrakt oder W??rze, stets eine sehrgute Entwicklung. Weiterhin war es f??r eine n?¤here Charakterisierung der Bakterienarterw??nscht ihr Verhalten einer Reihe verschiedener Zuckerarten gegen-??ber zu untersuchen. Ich habe dabei die Methodik Elema's (1927) gefolgt. Als Stickstoff-quelle gebrauchte ich Hefeautolysat. Da diese Stickstoffern?¤hrung ambesten den Anforderungen entspricht, ist in diesem Medium die S?¤ure-produktion

optimal. Autolysat und Zuckerl??sung wurden getrennt sterilisiert; der Zucker-gehalt der N?¤hrl??sung betrug vor der Impfung 2%. Nach vierw??chentlicher Bebr??tung bei 25Â° C wurden 5 cmÂŽ G?¤rungs-fl??ssigkeit leicht aufgekocht um die gel??ste Kohlens?¤ure zu vertreibenin ein Becherglas gegossen und mit ausgekochtem dest. Wasser auf 50 cm^angef??llt. Mit 0,1 N Lauge und Phenolphtalein als Indikator wurdetitriert. Der totale S?¤uregehah ist der Mittelwert aus einer Reihe von Bestim-mungen und als cmÂŽ Normals?¤ure pro 100 cm^^ N?¤hrl??sung berechnet. Ein Vergleich unserer Resultate mit denjenigen eines anderen hetero-fermentativen, st?¤bchenf??rmigen Bakteriums schien uns wichtig, weshalbwir in der nachfolgenden Tabelle I die von Elema f??r seinen StammNo 8 des Betabacterium breve mitgeteilten Zahlen mit aufnahmen. Im Anschluss an diese Tabelle sei bemerkt, dass

die in den Medienmit verschiedenen Zuckerarten â€” mit einer Ausnahme â€” auftretendeS?¤urebiJdung f??r alle untersuchten Varianten des Tibi-Bakteriumsqualitativ v??llig und quantitativ praktisch gleich war. Die Ausnahmewurde gebildet bei dem Medium, dem Saccharose als G?¤rsubstrat hinzu-gef??gt war. Hierin verursachten die schleimbildenden Varianten nur einS?¤uregrad von 5,0, w?¤hrend die schleimlosen Varianten dieses Mediumviel st?¤rker ans?¤uerten, bis 9,1. Nach alledem was im Â§ 1 bereits ??ber die spezifische Schleimbildungaus Saccharose mitgeteilt wurde, kann dieses Ergebnis nicht verwundern.3



??? TABELLE L S?¤urebildmg in cm? Normals?¤ure pro 100 c/nÂŽ Kulturfl??ssigkeit mit ver-schiedenen Zucker arten {Zuckeralkoholen und Glucosiden). Betabact. breveStamm 8 Elema Substrate: Tibi-Bakteriu m Glucose Maltose Dextrin St?¤rke (l??sl.) Fructose Inulin Saccharose Galactose Lactose Mannose Arabinose Mannit Glycerin Salicin Xylose 9.5 8.6 9.912.2 8.2 8.4 9.08.48.9 32.0 5.0(9.1) 1) 9.6 1.5 21.9 1.321.5 nicht untersucht. F??r die Erkl?¤rung des zweiten Wertes vergleiche man den Text. Es kann noch hinzugef??gt werden, dass nach Verg?¤rung von Fructosedurch das Tibi-Bakterium eine reichliche Bildung von Mannit fest-gestellt werden konnte. In ?œbereinstimmung mit der in der Tabelle I mitgeteilten geringenS?¤urebildung aus Lactose, erwies sich, dass beim Z??chten in Lackmus-milch keine Koagulation der Milch und h??chstens nur eine geringeFarben?¤nderung

auftrat. Â§ 5. EINREIHUNG DES TIBI-BAKTERIUMS IN DAS SYSTEM. Â? Die gesamten in den beiden vorhergehenden Paragraphen mitgeteiltenErgebnisse lassen keinen Zweifel mehr, dass das von mir isolierte Tibi-Bakterium zu den st?¤bchenf??rmigen, heterofermentativen Milchs?¤ure-bakterien geh??rt, welche in Orla-Jensen's System der Milchs?¤ure-bakterien (1919) in der Gattung Betabacterium vereinigt sind. Es erhebt sich nun die Frage, inwieweit das Tibi-Bakterium, miteiner der von diesem Forscher beschriebenen Arten identifiziertwerden kann.



??? Orla-Jensen unterscheidet drei Arten: Betab. longum, Betab. breveund Betab. caucasicum. Die letztgenannte Art kann von vornhereinausser Betracht gelassen werden, da sie â€” als Symbiont des Kefir-Konsortiums â€” gerade durch ihre S?¤urebildung in Milch und durchihre darin auftretende Bildung von Miniaturk??rnchen ausgezeichnet ist. Bez??glich der beiden anderen Arten berichtet Orla-Jensen als wich-tigste Unterschiede, dass die St?¤bchen von Betabac. longum viel gr??ssersind, w?¤hrend andererseits Betab. breve Arabinose und durchwegs auchXylose sehr kr?¤ftig verg?¤rt und Betab. longum diese Zuckerarten, in jedemFalle Arabinose, nicht angreift. Unter diesen Gesichtspunkten betrachtet, k??nnen wir also feststellen,dass das symbiontische Bakterium des Tibi-Konsortiums gewiss sehrnahe mit Betabacterium breve Orla-Jensen verwandt ist. Ein Hindernis allerdings verbietet uns

eine v??llige Identifizierungdurchzuf??hren, da Orla-Jensen ausdr??cklich berichtet, dass keinerseiner St?¤mme von Betab. breve durch eine so ?¤usserst charakteristischeSchleimbildung aus Saccharose gekennzeichnet ist. Trotzdem schien es mir erw??nscht, die im Laboratorium f??r Mikro-biologie vorhandenen St?¤mme von Betab. breve in dieser Hinsicht zuuntersuchen. Von der 6 vorhandenen St?¤mmen lieferten in der Tat 5 ein vollkommennegatives Resultat. Nur einer der St?¤mme, welcher vor vielen Jahrenvon Eleha aus saurer Kartoffelp??lpe einer Groningschen Kartoffel-st?¤rkefabrik isoliert wurde, zeigte eine schwache, wenn auch unzwei-deutige Schleimbildung. Es scheint mir daher eine Abspaltung des Tibi-Bakteriums von Betab.breve n??tig und damit die Unterbringung dieses Organismus in eine neueArt der Gattung Betabacterium. Da es sich sp?¤ter zeigte, dass das Bakterium sich

doch noch mit einerschon fr??her beschriebenen Art identifizieren Hess, unterlasse ich hiereinen Vorschlag f??r die Speziesbenennung; ich komme hierauf in KapitelV zur??ck. Vorher will ich auf das Verhalten des Bakteriums im Tibi-Konsortium eingehen.



??? KAPITEL IV. EINFLUSS DER KULTURBEDINGUNGEN AUF DIE KON-SISTENZ DES BAKTERIENWANDSTOFFES UND DIE SYN-THESE DES TIBI-KONSORTIUMS. Â§ 1. EINLEITUNG. Dass die in den vorhergehenden Kapiteln als essentielle Elemente desTibi-Konsortiums beschriebenen Organismen tats?¤chlich als solchebetrachtet werden k??nnen, sollte jetzt durch die Synthese des Konsor-tiums aus diesen Mikrobenarten bewiesen werden. Im Anfang versuchte ich dies dadurch zu erreichen, dass ich dasst?¤bchenf??rmige Bakterium und Saccharomyces intermedius gleichzeitigoder nacheinander in N?¤hrmedien, wie Hefewasser- und Feigenwasser-15% Saccharose, impfte. Das hierin geimpfte Bakterium machte dieKulturfl??ssigkeit durch ihre Schleimbildung visk??s. Wurde nun im Stadium der beginnenden Schleimbildung die Kulturmit der Hefe geimpft, dann war das Resultat

eine starke und schnelleSteigerung der Viskosit?¤t des g?¤renden Mediums. In dieser dicken,breiartigen Fl??ssigkeit zeigte sich aber keineswegs eine Bildung vonTibi-Kl??mpchen. Nur einmal traten in einem Feigen-Saccharosemediumsehr weiche Schleimflocken auf, welche beim Weiterkultivieren anGr??sse zunahmen und selbst die urspr??ngliche Gr??sse des Tibi-Produktesannehmen konnten. Die Festigkeit dieser Flocken war aber sehr gering;auch zeigten sie keinerlei ?œbereinstimmung mit den echten, scharfbegrenzten Tibi-Kl??mpchen, sodass ich von weiteren Versuchen indieser Richtung absah. Diese negativen Resultate stehen also mit den gescheiterten VersuchenPorchet's um die Symbiose wieder herzustellen im Einklang. Inzwischen erkannte ich, dass eine Reinkultur des Tibi-Bakteriumsje nach den Umst?¤nden der Kulturbedingungen Wandstoff verschiedenerFestigkeit bilden

konnte. Daher kam mir der Gedanke f??r die Synthesedas Bakterium in einer derartigen Form zu ben??tzen, in welcher seinWandstoff fest und gel-artig ist. Anschliessend an diese ?œberlegungenwar es erst geboten systematisch diejenige Faktoren ausfindig zu machen,welche die Festigkeit des Wandstoffes bestimmen.



??? Â§ 2. DIE ABH?„NGIGKEIT DER KONSISTENZ DES BAKTERIENWAND-STOFFES VON DEN KULTURBEDINGUNGEN. a. Saccharosegelatineplatten. Wenn man eine Suspension des Bakteriums auf 10% Saccharosegelatine(12%) abstreicht und die Platte bei 22Â° C kultiviert, dann kann manKolonien in Form von platten bis leichtkonkaven Scheibchen feststellen,deren Substanz tr??be und gelatin??s ist. (Abb. 1 und 2, Seite 24). Die 1â€”1.5 mm hohen Kolonien (Diameter 5 mm) und auch die Gelatineum die Kolonien herum sind vollkommen trocken. Nach ungef?¤hr10 Tagen f?¤llt auf, dass die Oberfl?¤che dieser Scheibchen, die dannoft sch??sseif??rmig geworden sind, feucht ist. Schliesslich sind nachzwei und mehr Wochen, alle Kolonien von einem v??llig durchsich-tigen, wasserd??nnen Fl??ssigkeitsmantel, der meist nicht drahtziehendist, umgeben. Inzwischen hat sich die Kolonie oft

schon in kleinere Bruchst??ckezerteilt; die Festigkeit der Substanz ist meistens geringer wie vorher.Als Erkl?¤rung dieser Erscheinung, deren Auftreten an ein bestimmtesAlter der Kulturplatte (mindestens 10 Tage) gebunden ist, wurde erstan eine Verfl??ssigung der Gelatine gedacht. Die Tatsache, dass das Tibi-Bakterium nach monatelangem Z??chtenauf Glucosegelatine, diese nicht verfl??ssigt, machte diese Auffassungdoch sehr unwahrscheinlich. Ausserdem stellte sich heraus, dass mannach Entfernung der Kolonien und der Fl??ssigkeit an deren Stellen keineAnweisung f??r Gelatineverfl??ssigung hatte. Allerdings ist oft an der Unterseite der Scheibchen ein kleiner, hervor-stehender Knoten in den N?¤hrboden eingesenkt. Jedoch gibt die Grube,die beim Abheben der Kolonie entsteht, keinen Anlass diese Erscheinungeiner Verfl??ssigung zuzuschreiben. Eher konnte man denken an

eineAuspressung von Wasser durch den Wandstoff oder durch die Gelatine. Gegen diese Annahme spricht aber wiederum folgendes Experiment:bringt man etwas v??llig getrockneten, pulverisierten Wandstoff i) aufSaccharosegelatine, dann quellt dieser Stoff unter Wasseraufnahme ausder Gelatine zu einer glasigen, gel-artigen Masse, welche auch auf dieDauer nicht feucht wird, sodass also vom Auftreten eines Fl??ssigkeits-mantels durchaus nicht die Rede ist. Diese Erscheinung ist also offenbar gebunden entweder an die noch F??r die Gewinnung dieses Wandstoffes sei auf Kapitel VIII verwiesen.



??? wachsende Kolonie oder an die besondere Form, in welcher sich derWandstoff innerhalb der Kolonie befindet. Nachdem l?¤ngere Zeit hindurch auf diesen 10% Saccharose-12%Gelatineplatten immer Kolonien in der Form von Scheibchen auftraten,ver?¤nderte sich dieses Koloniebild pl??tzlich; die Kolonien wuchsenn?¤mlich zu unregelm?¤ssigen Kl??mpchen aus. Viele unter ihnen glichenin ihrer Form den Tibi-Kl??mpchen. Andere wieder hatten die Formgerader oder abgestumpfter Kegel, w?¤hrend auch regelm?¤ssig einigelinsen- oder scheibenf??rmige Kolonien dazwischen waren. Im allge-meinen waren diese Gel-Kl??mpchen zum gr??ssten Teil in die Gelatinehineingewachsen. Das pl??tzliche Auftreten dieser Kolonien mit abweichendem Habitusveranlasste uns die Faktoren, welche diese Erscheinung bedingten,aufzufinden. Da es hinsichtlich der Resultate Schachner's (1929)

sehrwahrscheinlich war, dass die Konsistenz der Gelatineb??den f??r dieseErscheinung von grossem Einfluss war, bereitete ich N?¤hrb??den mitgeringerem Gelatinegehalt.' Tats?¤chlich wurden nun auf Platten mit einem Gelatinegehalt von9â€”10% wieder ausschliesslich scheibenf??rmige Kolonien erhalten.Sp?¤ter erschienen sie selbst wieder in einigen Plattenserien mit 12%Gelatine. Offenbar sind kleine Unterschiede in der thermischen Vorbe-handlung der Gelatine f??r diese Variationen verantwortlich. Erniedrigt man weiterhin den Gelatinegehalt der B??den bis 6%, dannentwickeln sich am Rande abgerundete, 2.5 mm dicke Scheibchen, nichtauf, sondern im Substrat, wobei die obere Seite der Kolonie und dieGelatine in einer Fl?¤che liegen. Bei 3% Gelatine, welche bei 22Â° C fl??ssig ist, war das Bild wiederanders. Hier wuchs das Bakterium in der Form von 1.5 cm

grossen,linsenf??rmigen, konvexen Kolonien, welche sich auf dem Boden derGlasdosen befanden und von einer koh?¤renten, weichschleimigen Be-schaffenheit waren. Die sehr steife 18% Gelatineplatte Hess andererseits ausschliesslichunregelm?¤ssige, tief und fest in den B??den versunkene Kl??mpchenentstehen. In der Festigkeit der Substanz von Scheiben und Kl??mpchen, welcheauf 10%, 12% und 18% Gelatine zur Entwicklung kamen, bestand keinerheblicher Unterschied; das Gel war ziemlich solid, kam aber dem derfrischen Tibi-Kl??mpchen nicht gleich. Beim Gelatinegehalt von 6% wurde ein geringerer Festigkeitsgrad



??? des Gels bemerkbar, w?¤hrend bei 3% diese Materie auffallend weicherund breiartig wurde. Aus der bereits erw?¤hnten Mitteilung Schachner's ??ber die Kolonie-formen auf Gelatineb??den, ist zu entnehmen, dass f??r die Form derKolonien die Konsistenz des Gelatine-Gels von ausschlaggebenderBedeutung ist. Diese Konsistenz wird sowohl durch den Gehalt als auchdurch die thermische Vorbehandlung der Gelatine und durch die Z??ch-tungstemperatur bestimmt. Da die Z??chtungstemperatur in unseremFalle konstant auf 22Â° C war, konnte sie bei den soebengenannten ver-gleichenden Versuchen keine Rolle spielen. Wir sahen oben, dass auch f??r die Kolonieformen des Tibi-Bakteriumsdiese Faktoren â€” Gelatinegehalt, und thermische Vorbehandlung â€” vongrossem Einfluss sind. Die Konsistenz des Gelatine-Gels ist bei 6% noch zu gering um dieKolonien an der Oberfl?¤che zu

halten. Dass die Entwicklung nicht ineiner Kugel, sondern in einer Scheibe mit abgerundetem Rande erfolgt,wird auf die Festigkeit der gelatin??sen Wandsubstanz zur??ckzuf??hrensein. Bei den IOO/q und 12% Gelatineb??den k??nnen die Faktoren wie dieOberfl?¤chenspannung und Konsistenz der Gelatine und die Konsistenzdes Wandstoffes gerade so zusammenwirken, dass die zunehmenden Aus-breitung der Kolonie auf dem Substrat und die weitere Vermehrung derKoloniesubstanz mit einer gleichm?¤ssigen Erh??hung durch den â€žvis atergoquot; zusammengehen. Das Resultat ist dann ein beinahe rundes Scheibchen. Wenn unter demEmfluss der Konsistenz und der Oberfl?¤chenspannung die horizontaleAusbreitung verz??gert wird, findet das Wachstum zugleich in vertikalerRichtung, sowohl nach oben als nach unten statt und eine kegel- oderzapfenf??rmige Kolonie resultiert. (Abb. 3,

Seite 24). b. Saccharoseagarplatten. Impft man mit einer frischen, aktiven Bakterienkultur, dann ist inallen Entwicklungsphasen der Kolonien der Bakterienwandstoff aufGelatinemedien durch einen Gel-Zustand gekennzeichnet. Die Agarmedien verhalten sich in dieser Hinsicht anfangs etwas anders.Auf 10% Saccharose-2% Agarb??den wird die Anfangsperiode derKolonieentwicklung durch die Bildung eines durchsichtigen, d??nnen,etwas fadenziehenden Schleimes gekennzeichnet. Da sich die Oberfl?¤chedes Agarbodens viel leichter beleuchten l?¤sst als die Gelatineoberfl?¤che,



??? breitet sich darauf die Kolonie besser aus, was wiederum zur Folge hat,dass vor allem auf stark geimpften Stellen meist ein Zusammenfliessender einzelnen Kolonien eintritt (Bildung gr??sserer und kleinerer Schleim-felder). Sowohl in diesen Feldern als auch in den einzelnen Kolonien sehen wir,dass vom Zentrum aus nach der Peripherie hin die fl??ssige Substanztr??be und viskoser wird. Schliesslich endet dies mit dem ?œbergangder Masse in ein weiches Gel und nur der ?¤usserste Rand der Koloniebleibt durchsichtig und fl??ssig. Da im Anfang viel Wasser zur Verf??gungsteht, liegen wahrscheinlich die noch sp?¤rlichen, hydratierten Schleim-teilchen zu weit auseinander um zusammenfliessen zu k??nnen. Inzwischennimmt die Zahl dieser Teilchen fortw?¤hrend zu und wird schliesslich sogross, dass sie sich zu einem Gel aneinander schliessen. c. Fl??ssiges Medium: Hefewasser-

Saccharose. Wird eine Reinkultur des Tibi-Bakteriums in fl??ssigem, saccharose-haltigem Medium gez??chtet, dann hat man es in der Hand, ob auf demBoden des Kolbens ein Gel auftritt oder nicht. L?¤sst man n?¤mlich den Kolben oder die Kulturr??hre nach der Impfungruhig stehen, dann ist die Entwicklung der Bakterien am Boden und inden unteren Fl??ssigkeitsschichten am st?¤rksten. Es f?¤ngt an mit einerkolloidalen Tr??bung, der eine rasche Zunahme der Viskosit?¤t folgt.Diese nimmt dermassen zu, dass das Sediment zu einer ziemlich weichen,mehr oder weniger elastischen, dicken Gel-Platte erstarrt. Die Konsistenz des Gels auf Agar und in der Kulturfl??ssigkeit istdurchweg weniger solid, als die der scheiben-oder kl??mpchenf??rmigenKolonien auf 12%-Gelatine. Die Fl??ssigkeit oberhalb des Gel-Sedimentswird nur m?¤ssig visk??s. Sch??ttelt man aber t?¤glich vor und w?¤hrend

der Entwicklung dieKulturgef?¤sse gut durch, dann unterbleibt die Gel-Bildung und dasMedium wird in seiner Gesamtheit gleichm?¤ssig und sehr dick visk??s. Dieser Effekt ist ja sehr begreifhch, denn durch das Sch??tteln ver-hindert man, dass sich die Teilchen lokal stark anh?¤ufen und ihr Abstandso gering wird, dass sie zu einem Gel zusammenschliessen k??nnen. Â§ 3. SYNTHESE DES KONSORTIUMS AUS DEN REINKULTUREN DERISOLIERTEN HEFE UND DES TIBI-BAKTERIUMS. Nachdem ich mich ??ber die M??glichkeit die Bakterien mit festem,gel-artigem Wandstoff zu erhalten in den soeben beschriebenen Ver-



??? Abb. 4: Grobe, weich-gelatin??se, hefefreie St??cke eines Gel-Sediments von Betabacteriumvermiforme, welche f??r die Synthese des Konsortiums verwendet worden sind (Origi-nalgr??sse). Abb. 5: Synthetische, aus den Reinkulturen von Saccharomyces intermedius und Betabacteriumvermiforme erhaltene, mit dem Originalprodukt v??llig gleichwertige, Tibi-Kl??mpchen(Auf etwa Va der Originalgr??sse).



??? Abb. 6: Em Kolben mit 15-pro2entiger Saccharosel??sung, an welche einige entzwei gerissene,getrocknete Feigen zugef??gt sind. Die am Boden des Kolbens befindlichen und zumTeil auch an der Oberfl?¤che treibenden Tibi-K??rner erregen eine kr?¤ftige G?¤rung.Gleichzeitig vermehren sich die K??rner.



??? suchen orientiert hatte, entschloss ich mich meine Versuche zur Synthesedes Konsortiums wieder aufzunehmen. Um als Ausgangsmaterial eine Reihe von gelatin??sen Kernen zubekommen, zerteilte ich unter aseptischen Bedingungen eine 0,5 cmdicke, zwar noch relativ weiche, Gel-Platte, die in Saccharose-Hefewasser-Reinkultur gez??chtet war, in kleinere St??cke (Abb. 4). Diese wurden wieder in frisches N?¤hrmedium gebracht. Die Bakterienwuchsen schnell und nach 24 Stunden hatten die Gel-Klumpen bereitsan Gr??sse zugenommen, w?¤hrend das Medium einigermassen visk??sgeworden war. Ich f??gte nun einige cmÂŽ einer konzentrierten Suspension von Saccha-romyces intermedius hinzu. Gar bald stellte sich nun beim Heranwachsender plumpen St??cke heraus, dass in den ?¤usseren Schichten ein Hefe-einschluss stattfand. Man konnte dies durch das Auftreten grauer Adernund

Flecken innerhalb der gelatin??sen Masse bereits feststellen. Auchdiese hefehaltigen Klumpen wurden nun einige Male ohne weitere Hefe-impfung in frisches N?¤hrmedium ??bertragen. In verschiedenen dieser unregelm?¤ssigen, an grosse Tibi-K??rnererinnernden Klumpen, welche an der Oberfl?¤che der N?¤hrfl??ssigkeittrieben, fand bereits bald eine sehr rege G?¤rung statt, wobei sich imInnern Kohlens?¤ureblasen bildeten. Nach 10 Tagen setzten wir dieZ??chtung im Feigen-Saccharosemedium, in welchem sich bei regel-m?¤ssiger Erneuerung das Konsortium normal zu entwickeln pflegt,fort. Durch Spaltung, Auseinanderfallen und Wiederanwachsen erhielt ichnach einigen Wochen einen Ertrag an Kl??mpchen, die in allen Hinsich-ten: Form, Gr??sse, Konsistenzfestigkeit und mikroskopischem Bild, demurspr??nglichen, echten Tibi-Produkt entsprachen (Abb. 5). Auch dieG?¤rungs- und

Vermehrungskapazit?¤t war normal (Abb. 6). Wir sehenhieraus, dass man nach Hinzuf??gen von Hefe an ein verh?¤ltnism?¤ssigweiches Reinkultur-Gel und durch Z??chten bei mehrmaliger Wechs-lung des Mediums, schliesslich ein Gel erh?¤lt, das viel steifer undh?¤rter ist. Die Festigkeitszunahme ging mit einem Sch?¤rferwerden des mikros-kopischen Bildes der Kapseln Hand in Hand. In der Anfangsperiode derSynthese bestand die noch weiche Materie aus meist kurzen, unscharfbegrenzten, schlangenf??rmigen Kapseln, welche beim vollwertigenProdukt sch?¤rfer begrenzt, l?¤nger und schl?¤nker von Form sind. Dass esgelungen ist, das Konsortium aus Reinkulturen aufzubauen, liefert den



??? endg??ltigen Beweis, dass die respektivisch in den Kapiteln ii und iiials Saccharomyces intermedius und als st?¤bchenf??rmiges Tibi-Bakterium- Betabacterium spec. - beschriebenen Organismen in der Tat dieeigentlichen Komponenten des Tibi-Konsortiums sind.



??? KAPITEL V. mikroskopische untersuchung des tibi-konsor-tiums und seine identit?¤t mit derâ€žginger beer plantquot;. Â§ 1. MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG DER TIBI-KL?œMPCHEN. Nachdem die im vorigen Kapitel beschriebene Synthese des Konsor-tmms gelungen war, ging ich an ein mikroskopisches Studium derTibi-Kl??mpchen heran. Bereits im Kapitel III wurde dar??ber einiges mitgeteilt; hier folgtnun eine eingehendere Beschreibung. Schon Blumer berichtet in seinerVer??ffentlichung, dass das Konsortium keine homogene mikroskopischeStruktur besitzt, sondern aus einer Zusammenballung geradener und ge-bogener Schleimkapseln besteht. Zerdr??ckte ich unter einem Deck-gl?¤schen ein frisches Tibi-K??rnchen in Nigrosinl??sung, dann sah ichgr??ssere und kleinere, scharf begrenzte Schollen, welche aus Bakterien-wandstoff bestanden und in welchen sich Kn?¤uel von

langen, bizarrgewundenen, schlangenf??rmigen Kapseln mit ovalen und langgestrecktenHefezellen befanden. Obwohl das Verfolgen der einzelnen Kapseln in diesen Kn?¤uelnschwer war, zeigten die Kapseln doch eine sehr scharfe Begrenzung.In vielen F?¤llen schienen die Wandstoffschollen ganz aus Kapselkn?¤uelaufgebaut zu sein. Bei h??herer oder niedriger mikroskopischer Einstellungauf verschiedene Punkte der scheinbar homogenen Substanz, kann mandiese Kapseln hervorheben. Es bestehen aber auch Schollen, bei denenauf keinerlei Weise Kapseln aufzufinden sind. Daraus ist zu schliessen,dass ein Teil des Wandstoffes auch in amorphem Zustande vorhanden ist. Soweit es mir m??glich war die Enden der Kapseln zu verfolgen, konnteich fast immer ein St?¤bchen beobachten, welches stets zentrisch oderexzentrisch in den Kapselenden eingebettet war. Die L?¤ngenachse

diesesIndividuums konnte mit der Kapselachse zusammenfallen, aber auch imrechten Winkel zu ihr stehen. Es kommen aber auch Kapseln vor, deren St?¤bchen zur H?¤lfte odernahezu ganz aus ihr herausgetreten sind; auch bakterienlose Kapselnk??nnen vorkommen.



??? Die L?¤nge der St?¤bchen schwankte zwischen 2,5-5 nicht seltenwar ein granul?¤rer Zerfall festzustellen. Es ist begreiflich, dass die beschriebenen Pr?¤parate sich f??r eine genaue Erforschung der Form und Dimensionen der schl?¤ngelnden Kapselnwenig eigneten. Ein gl??cklicher Umstand hat mich nun jedoch in die Lage gesetztUber die Gestalt der einzelnen Kapseln genauere Beobachtungen zumachen. Es gelang mir n?¤mlich einen Organismus aufzufinden, der denBakterienschleim aufzul??sen imstande war. Zur Beschreibung diesessporenbildenden Bakteriums und der Art und Weise, wie ich es aufdas Tibi-Kl??mpchen einwirken Hess, verweise ich auf Kapitel IX. Durch die lytische Wirkung des Bakteriums, fielen nun die hartenKornchen bald auseinander. Obwohl hierbei der Wandstoff zum gr??sstenTeil abgebaut und aufgel??st wurde, blieb doch stets ein feiner, grauerflockiger

Niederschlag zur??ck, der nach einer Konzentration durchAbzentrifugieren aus einer grossen Menge von Bakterien, Bakterien-sporen, Hefezellen und halbverdauten aber auch intakten Kapseln zubestehen schien. Die meisten aus dem Kn?¤uelverband herausgel??stenKapseln, zeigten sehr deutlich ihre bizarren Formen (Abb. 7, Seite 45). Neben Kapseln, die noch so gut wie unber??hrt waren, kamen oft auchKapseln vor, die durch das lytische Agens einigermassen angefressenwaren, was sich zeigte m einem unscharfen Bilde des Kapselumrisses.(Abb. 7, E). Die L?¤ngemasse der Kapseln variierten meistens zwischen 30 und 100/., jedoch k??nnen auch noch l?¤ngere, bis zu 175 ^ vorkommen. Ihre Dicke schwankt meistens zwischen 2-5.5^. Man findet nicht allein rechte oder gekr??mmte, einfache, sondern auch zusammengesetzteFormen. Zu den verschiedenen, in Abb. 7 (A-E)

wiedergegebenen und imKonsortium ausgewachsenen Kapseln ist Folgendes zu bemerken. Dieschlangenf??rmigen Kapseln entstehen, wie aus dem folgenden Kapitelhervorgehen wird, durch ein bleibend einseitiges Wachstum aus ur-spr??nglich ovalen Formen. Durch dieses einseitige Wachstum schiebtsich das St?¤bchen am Kapselende fortw?¤hrend weiter. Das Vorhandensein eines St?¤bchens an beiden Enden einer schlangen-f??rmigen Kapsel ist unzweifelhaft auf eine Zellteilung unmittelbar vordem Auswachsen der Kapsel zur??ckzuf??hren. Dabei werden beide Indi-viduen in entgegengesetzter Richtung am Auswachsen der Kapsel be-teiligt sein (Abb. 7, B: die mittelste Kapsel).



??? ABB.7 Verschiedene Formen und Abmessungen freier Bakterienkapseln (von Betabacteriumvermiforme), welche nach bakterieller Hydrolyse von Tibi-K??rnern in der Kultur-flussigkeit vorgefunden sind.F??r weitere Erkl?¤rung siehe Text.



??? Auch k??nnen, wenn im Anfangsstadium des Kapselwachstums Zell-teilungen stattgefunden haben, die Individuen beim Auswachsen Armebilden, welche in verschiedenen Richtungen verlaufen und eine gemein-schaftliche Basis besitzen (Abb. 7, Gruppe C). Anscheinend kann sich ein St?¤bchen auch (erst) teilen, nachdem esbereits ein l?¤ngeres Trajekt zur??ckgelegt hat; beim weiteren Auswachsender Kapsel verfolgen die beiden Individuen ihren eigenen Weg undf??hren somit zu einer Spaltung des urspr??nglichen Kapselstammes(Abb. 7, B und D). Ich konnte solche Spaltungen nicht allein von derersten Ordnung, sondern auch von der zweiten feststellen (Abb. 7, D). Bei diesen Ab?¤nderungen findet man sowohl F?¤lle, in denen sich dasBakterium in der L?¤ngsrichtung verschiebt, als auch solche in denen esin Querrichtung weitergeschoben wird. Â§ 2. IDENTIT?„T DES TIBI-

KONSORTIUMS MIT DER â€žGINGERBEER PLANTquot;. Die Bemerkung Blumer's ??ber die grosse ?œbereinstimmung derSchleimscheiden des Tibi-Konsortiums mit denen der â€žGinger BeerPlantquot;, eines von Ward (1892) beschriebenen symbiotischen Produktes,bracht mich dazu die sehr ausf??hrliche und wichtige Abhandlung diesesenglischen Forschers zu studieren. Ward liefert in der genannten Arbeit den experimentellen Nachweis,dass die â€žGinger Beer Plantquot; ebenfalls ein Konsortium von einer Hefeund einem Bakterium darstellt. Was er ??ber das Aussehen und den mikroskopischen Bau dieses Kon-sortiums mitteilt, stimmt vollkommen ??berein mit dem Bild, das wir vonunserem Tibi-Kl??mpchen erhalten. Auch die gelatin??se Substanz der â€žGinger Beer Plantquot; scheint ausKn?¤ueln, wurstf??rmig gekr??mmten und sich windenden Schleimkapselnzu bestehen,

die von kurzen oder l?¤ngeren eventuell fadenf??rmigenSt?¤bchenbakterien gebildet werden. Die Kapseln k??nnen an ihrem Endeein st?¤bchenf??rmiges Bakterium enthalten, welches ganz oder teilweiseeingebettet ist, jedoch kommen auch bakterienlose Kapselenden vor. Im Anschluss an die Beschreibungen und Abbildungen Ward's ??berdie Kapseln der â€žGinger Beer Plantquot;, erhob sich bei uns bald die Ver-mutung, dass der Bakteriensymbiont der â€žGinger Beer Plantquot; mit jenemdes Tibi-Konsortiums identisch sein w??rde. Mit der, in der letztenH?¤lfte des vergangenen Jahrhunderts in England sehr bekannten â€žGingerBeer Plantquot; kann durch Verg?¤rung einer 10â€”20% Rohrzuckerl??sung



??? mit Hinzuf??gen eines St??ckes Ingwer, ein saures, alkoholhaltiges, mus-sierendes Getr?¤nk erzeugt werden. Aus allem, was wir in Ward's Abhandlung ??ber die Eigenschaften derSymbionten lernen, geht hervor, dass die von ihm aus der â€žGingerBeer Plantquot; isolierte Hefe Saccharomyces piriformis mit ihrer leicht ein-tretenden Sporenbildung eine sehr grosse ?œbereinstimmung mit Saccharo-myces intermedius aus dem Tibi-Konsortium aufweist. Aus der weiteren Beschreibung ??ber das essentielle Bakterium derâ€žGinger Beer Plantquot; folgt, dass dieser Organismus pleomorph-st?¤bchen-f??rmig und ausgesprochen anaerophil ist. In Medien mit Zuckerarten,unter welchen Ward die Saccharose besonders hervorhebt ohne sie jedochals exklusiv brauchbar zu kennzeichnen, findet die Bildung eines Wand-stoffes statt. Aus Zuckerarten wird ausser Milchs?¤ure auch

Kohlens?¤ure,fl??chtige S?¤ure und Alkohol gebildet (Vergl. Lafar, 1905-1914). Nach diesen Mitteilungen unterliegt es keinem Zweifel, dass auchdieser Organismus zu den heterofermentativen Milchs?¤urebakteriengeh??rt. Zusammenfassend, kommt man zum Schluss, dass sowohl die â€žGingerBeer Plantquot; und das Tibi-Konsortium als auch die sie zusammenset-zenden Organismen mit einander identisch sind. Da Ward f??r die st?¤b-chenf??rmigen Bakterien der â€žGinger Beer Plantquot; den Namen Bacteriumvermiforme einf??hrte, wollen wir auch f??r den Bakteriensymbiont desTibi-Konsortiums diese Speziesbenennung beibehalten. Wir haben allerdings in Kapitel III auseinandergesetzt, dass es nachdem heutigen Stand der Systematik der Milchs?¤urebakterien angebrachtist, diese Organismen in der Gattung Betabacterium unterzubringen.Darum wollen wir k??nftig den Bakteriensymbiont

des Tibi-Konsortiumsals Betabacterium vermiforme nov. comb, bezeichnen; diese Bakterienartist, wie schon erw?¤hnt, mit dem Betabacterium breve Orla-Jensen engverwandt.



??? KAPITEL VL DIE KAPSELBILDUNG VON BETABACTERIUMVERMIFORME IN REINKULTUR. Â§ 1. MIKROSKOPISCHE BEOBACHTUNGEN BEZ?œGLICH DER ER-SCHEINUNGSFORMEN DES BAKTERIUMS IN DER REINKULTUR. Da die mikroskopische Untersuchung erwiesen hat, dass sich dieBakterien im Konsortium als in schlangenf??rmig ausgewachsenen undscharf begrenzten Kapseln ganz oder teilweise eingeh??llte St?¤bchenkennzeichnen, erhebt sich die Frage, ob diese Erscheinungsform f??r dasSymbioseprodukt spezifisch ist oder nicht. Um dieses festzustellen habe ich die wichtigsten Erscheinungsformender Bakterien in Gegenwart von Saccharose im Kulturmedium in Rein-kulturen mikroskopisch untersucht. a.nbsp;Die Erscheinungsform des Bakteriums im viskosen Teil einer Fl??ssig-keitskultur. Das mikroskopische Bild eines Tropfens viskoser Kulturfl??ssigkeit

inNigrosinl??sung zeigt einen unter dem Deckgl?¤schen meistens str??mendenSchleim, in welchem sich sehr viele nackte St?¤bchen und teilweise langeF?¤den befinden. Deutlich sichtbare Kapseln fehlen hierin g?¤nzlich. b.nbsp;Die Erscheinungsform des Bakteriums in einem Gel-Sediment einerFl??ssigkeitskultur. Zerdr??cken wir vorsichtig unter dem Deckglas ein St??ck weichesSediment in Nigrosinl??sung, dann zeigen sich im Pr?¤parat gr??ssere undkleinere Flocken, ausserdem noch zusammenh?¤ngende Felder einergrauen Substanz, die auf den ersten Blick einen ganz homogenen Ein-druck macht. Auf einigen d??nneren Stellen gl??ckt es manchmal diese graue Substanzin sehr dicke, grobe und lange Str?¤nge zerfasert zu sehen, deren Verlaufauf k??rzeren und l?¤ngeren Strecken hin zu verfolgen ist. In der Regel verlieren sich diese Str?¤nge wieder schnell in der Homo-genit?¤t

des Gesichtsfeldes. Aus dieser Beobachtung kann man schliessen,dass das Gel aus einer Anh?¤ufung solcher Str?¤nge besteht. Wahrschein-lich ist es ihrer weichen Konsistenz zuzuschreiben, dass diese Str?¤nge



??? miteinander zu einer homogenen Substanz verkleben und ihr faserigerAufbau nur an jenen Stellen sichtbar wird, an welchen ein bestimmterDruck eingewirkt hat. Bei eingehenderer Betrachtung f?¤llt es auf, dass in dieser homogen er-scheinenden Grundsubstanz die Dichte der Masse um den St?¤bchen herumoft etwas gr??sser ist als ihre n?¤chste Umgebung; die St?¤bchen bilden dannden Mittelpunkt eines ?¤usserst unscharf begrenzten â€žhellerenquot; Fleckes. Unzweifelhaft handelt es sich hier um noch kleine, ovale und kurz-gedehnte Kapseln (Abb. 8). Ungef?¤hr das gleiche Bild finden wir im Gel, das von Saccharosea-garmedien herr??hrt. c. Die Erscheinungsform des Bakteriums im scheibchen- und kl??mpchen-f??rmigen Gel von Kolonien auf Gelatineplatten. Beim scheibenf??rmigen Gel, welches auf einer 6% Gelatine-10%Saccharoseplatte gebildet wird, ist an d??nnen Stellen in der

grauenSubstanz eine verschwommene Abgrenzung ziemlich grosser, oval-runder Kapseln zu unterscheiden, die viele St?¤bchen enthalten; sieliegen in grossen Komplexen zusammen (Abb. 10). An Orten, wo sie in mehreren Schichten aufeinander liegen, machtdas Gesichtsfeld einen vollst?¤ndig homogenen Eindruck und nur an derAnh?¤ufung der Individuen verr?¤t sich das Vorhandensein von Kapseln.Neben Formen, in welchen viele Bakterien eingeschlossen sind, zeigensich kleinere Kapseln mit einer geringeren Anzahl (1â€”5) Individuen. Hier und da sieht man bei einzelnen Kapseln bereits Typen, welcheeinen Anfang eines einseitigen Wachstums aufweisen, (kurz-ausgewach-sene, plumpe Typen). Ihre Umrisse sind hier sehr verschwommen. Die scheibenf??rmigenKolonien auf 10%- und 12%-Geladne zeigen grunds?¤tzlich den gleichenBau, jedoch ist das Kapselbild um vieles sch?¤rfer. Da

in den Pr?¤paraten aber immer die Materie, auch dort wo sie in d??nnenSchichten vorhanden ist, homogen erscheint, m??ssen wir damit rechnen,dass hier ebenso wie im Konsortium eine homogene, undifferenzierteSubstanz vorhanden ist. In vielen F?¤llen kennzeichneten sich die Scheibchen durch Komplexeausschliesslich grosser, rund-ovaler und viele St?¤bchen f??hrender Kapseln(Abb. 10). Auch kleinere ovale und einseitig ausgewachsene, kurz-schlangenf??rmigeTypen k??nnen vorkommen.4



??? Bei kl??mpchenf??rmigen Kolonien von 12%- und 18%-Gelatine kom-men ausschliesslich diese letztgenannten Kapseltypen vor. Einige derEntwicklungsstadien, welche nebeneinander angetroffen werden, sindin den Abb. 11 und 12 wiedergegeben. Bei der Mannigfaltigkeit der Kapselformen (mehr oder weniger rundenbis ovalen, kurz-schlangenf??rmigen- und ?œbergangstypen) bekommt manden Eindruck, dass die mehr gestreckten, kurz-schlangenf??rmigenKapseln durch einseitiges Wachstum der ovalen Formen, innerhalbwelcher sich oft nur ein, meist aber nicht mehr als 4â€”5 Individuen be-finden, entstehen. Aus alledem ersieht man, dass Betabacterium vermiforme auch inder Reinkultur seinen Wandstoff in Form von Kapseln abscheidet. Aller-dings aber stimmen alle diese verschiedenen Kapselformen nicht mitden langgestreckten und schlanken Typen des Konsortiums ??berein.

Die im Reinkultur-Gel vorkommenden plumpen, gestreckten Formenmit ihren St?¤bchen am Ende k??nnen h??chstens als Anbahnungen derausgesprochenen â€žSchlangenformenquot; angemerkt werden. Mit Hinsicht auf die genannten mikroskopischen Beobachtungen mussman schliessen, dass die ausgesprochen schlangenf??rmigen Kapseln einespezifische Erscheinungsform des Bakterienwandstoffes des symbiotischenProduktes sind. Auch in einem anderen Punkt weicht die Kapselform des in Reinkulturgez??chteten Gels von der des Konsortiums ab; im Reinkultur-Gel sinddie Kapseln n?¤mlich viel weniger scharf begrenzt als im Konsortium.Hiermit geht auch eine geringere Festigkeit des Gels im Reinkultur-zustand zusammen. Es war nun angebracht zu untersuchen, ob der Unterschied der Festig-keit, der Sch?¤rfe des mikroskopischen Bildes und der Form der Kapselnzwischen in

Reinkultur gez??chteten und aus dem Konsortium stammen-den Kapseln wirklich ein Symptom ist einer gegenseitigen Beeinflussungbeider Symbionten. Da aus Kapitel IV hervorging, dass w?¤hrend des Z??chtens zur Erlan-gung der Synthese des Konsortiums der Wandstoff langsamerhand dief??r das Konsortium kennzeichnende Festigkeit erreicht, war es denkbar,dass unter ??bereinstimmenden Kulturbedingungen, n?¤mhch beimWeiterz??chten unter regelm?¤ssiger Erneuerung des Mediums auch dasReinkultur-Gel den gleichen Festigkeitsgrad erhalten w??rde. ?œber die diesbez??glichen Versuche wird im n?¤chsten Paragraphenberichtet.



??? ABB. 8 ABB 10 ABB.11 Kapselformen von Betabacterium vermiforme in Reinkultur. Abb. 8: Sehr unscharf begrenzte Kapseln im weichen Gel-Sediment einer 5â€”6 Tagealten Fl??ssigkeitskultur. Abb. 9: Kapseln in weiter kultiviertem Gel-Sediment (in hefefreien K??rnern). Abb. 10â€”11â€”12: Kapseln in gelatin??sen Kolonien von Hefewasser-10 % Saccha-rose-Gelatineplatten. Nur f??r Abb. 10 ist das Zeichenprisma verwendet.F??r weitere Erkl?¤rung siehe Text.



??? SCHAFFENnbsp;HEFEFREIER K?–RNER UND DEREN EIGEN- Das in Hefewasser-15% Saccharose weitergez??chtete Reinkultur-Gel,zu welchem eine scheibenf??rmige Kolonie als Impfmaterial diente, liefertenach mehrmaligem N?¤hrmediumwechsel eine betr?¤chtliche Menge hefe-freier K??rner. Unter diesen Bedingungen beschr?¤nkte das Wachstum sich haupt-s?¤chlich auf die Volumvergr??sserung des urspr??nglichen Scheibchens;dieses wuchs zu einem derben, unregelm?¤ssigen Kl??mpchen an undwar an seiner Oberfl?¤che mit Furchen und Spalten bedeckt. Beim Be-r??hren fiel es in mehrere St??cke auseinander. Jedoch erreichte die Konsistenz dieser Kl??mpchen noch nicht ann?¤-hernd die des Konsortiums. Mit diesem Material setzte ich nun einige Male hintereinander dieKultur fort und erhielt schliesslich nach einer Passage von 5 Kolbeneine gr??ssere Anzahl von

Kl??mpchen, die in ihrem Aussehen viel ?œberein-stimmung mit dem nat??rlichen Tibi-Material zeigten. Auch in diesemFalle fand eine Vermehrung, und zwar durch Spalten conchoidalerFl?¤chen entlang, statt, w?¤hrend kleine Gasblasen ebenfalls nicht fehlten.Auch nach 8-maliger Erneuerung des N?¤hrmediums trat keine Abnahmeder Vermehrungsf?¤higkeit dieser hefefreien K??rner auf. Obwolh im Vergleich zum Impfmaterial die Festigkeit tats?¤chlichgr??sser wurde, erreichte sie doch keineswegs die des Konsortiums. Es ist daher der Schluss erlaubt, dass die Hefe auf die Bakterieneigen-schaften, insbesondere auf die Festigkeit des Wandstoffes im Konsor-tium einen Einfluss hat. Es erhebt sich die Frage, ob wir uns ??ber den Mechanismus dieserBeeinflussung eine n?¤here Vorstellung machen k??nnen. In erster Linie ist an zwei m??gliche Faktoren zu denken: das Vorhan-densein der

Hefe im Konsortium f??hrt sowohl zu einer stark erh??htenProduktion von Kohlens?¤ure, als auch zu einer betr?¤chtlichen Alkohol-zunahme des die Bakterien umringenden N?¤hrmediums. Es war alsodenkbar, dass entweder eine h??here Kohlens?¤urekonzentration oder eineh??here Alkoholkonzentration die Festigkeit des Bakterienwandstoffesg??nstig beeinflussen w??rde. Allererst habe ich daher die K??rner in normalem N?¤hrmedium,aber in einer Kohlens?¤ureatmosph?¤re, gez??chtet. Obwohl unter diesenBedingungen die K??rner sich rascher vermehrten und ihre Form unregel-m?¤ssiger wurde, zeigte sich doch keine merkbare Verbesserung der



??? Konsistenz. Auch Z??chten der K??rner in einem N?¤hrmedium, dem3â€”4% Alkohol hinzugef??gt war, ver?¤nderte ihre Festigkeit nicht.Immerhin scheint es nicht ausgeschlossen, dass die im Innern sich be-findenden Hefezellen eine ??rtlich h??here Alkoholkonzentration ent-wickeln und dass diese durch Wasserentzug die Festigkeit des Wand-stoffes der Bakterien beeinflusst. Die obenmitgeteilten Versuche lehren, dass es nicht gelingt ein Rein-kultur-Gel darzustellen, welches genau dieselbe Konsistenz hat wie dasKonsortium. Es schien nun von Bedeutung festzustellen, inwieweit diese Differenzsich auch in der mikroskopischen Struktur der betreffenden Gele abspie-geln w??rde. Eine mikroskopische Untersuchung des Gels, sowie es nach drei-maligem N?¤hrmediumwechsel gebildet war, zeigte, dass nun im Gelneben den ovalen Kapseln eine Menge stark in die L?¤nge gewachsene,grobe,

schlangenf??rmige Typen vorkamen, welche ein oder mehrereSt?¤bchen enthielten. Als wir diese Kulturen fortsetzten (nach 6 Passagen), konnten wirsowohl Kn?¤uel kurzer als auch langgestreckter, schlangenf??rmiger Kap-seln feststellen, welche aus â€žhelleremquot;, nicht scharf aber doch gut sichtbarbegrenztem Wandstoff bestanden. Abgesehen von dieser noch unvoll-kommenen Begrenzung stimmte das mikroskopische Bild jetzt in erfreu-licher Weise mit dem des Konsortiums ??berein. Die Kapseln hatten alle m??glichen Formen; sie waren gerade, gekr??mmt,mit kurzen Verzweigungen usw. (Abb. 9, Seite 51). In dem einen der Kapselenden lagen ganz oder teilweise ein odermehrere Individuen eingebettet. An jenen Kapseln, deren Anfang undEnde aufzufinden war, zeigte sich der Anfang (Basis) oft als kolbenf??rmig,oval oder abgerundet. Auch konnten zwei Kapseln eine gemeinschaftliche

Basis haben. Neben langen Typen, in denen die L?¤ngenachse des eingebettetenSt?¤bchens mit der der Kapsel zusammenf?¤llt, findet man auch plumpe,breite Formen mit quer zur Kapselachse eingebetteten Individuen. Inden Kn?¤ueln finden wir neben Kapseln in verschiedenen Stadien desAuswachsens auch solche, die sich erst zu strecken anfangen. Die â€žschlan-genf??rmigenquot; Kapseltypen mit ihrem einseitigen Wachstum entstehendurch eine fortw?¤hrende Synthese von Wandstoff durch das terminalhegende St?¤bchen, welches sich dabei in die Richtung seiner Achse oderauch quer zu ihr aufschiebt. Zwischen und um den Kapseln herum



??? bleibt eine homogene Substanz sichtbar. Es ist nicht ausgeschlossen, dassauch diese anw?¤chst. Aus dem Obenstehenden ist also der Schluss zu ziehen, dass die mikros-kopische Struktur des gel-artigen Wandstoffes im â€žhefefreien Tibi-Kl??mpchenquot; von dem Bakterienwandstoff des Konsortiums im Grossenund Ganzen nicht wesentlich abweicht. Allerdings sind die typischenâ€žschlangenf??rmigenquot; Kapseln im erstgenannten Falle etwas gr??ber undweniger lang, w?¤hrend auch ihre Begrenzung weniger scharf ist. Es istanzunehmen, dass diese Abweichungen verantwortlich sind f??r den be-reits mitgeteilten Unterschied in der Konsistenz des Reinkultur-Gelseinerseits und des Gels im Konsortium andererseits. Â§ 3. MIKROSKOPISCHE BEOBACHTUNGEN ?œBER DIE ART DERKAPSELENTWICKLUNG. Im Anschluss an die Beobachtung, dass beim Weiterkultivieren

desReinkultur-Gels in N?¤hrmedien sehr rasch die typisch â€žschlangen-f??rmigequot; Kapselform auftritt und schliesslich zu dominieren scheint,versuchte ich in Tropfenkulturen mikroskopisch das Wachstum dieserKapseln zu verfolgen. Mitbestimmend f??r diese Beobachtungen waren die diesbez??glichenResultate Ward's. Nach zahlreichen Fehlschl?¤gen gl??ckte es diesem Forscher schliess-lich, die schlangenf??rmigen Kapseln der â€žGinger Beer Plantquot; in Tropfen-kulturen wachsen zu sehen. Bei diesem Prozess von Kapselverl?¤ngerungzeigte sich, dass sich das terminal liegende St?¤bchen recht voraus oderseitw?¤rts verschob und gleichzeitig in seiner Spur neues Kapselmaterialbildete. In diesem Falle konnte das St?¤bchen g?¤nzlich oder nur teilweiseeingebettet sein. Ward beobachtete ausserdem St?¤bchen, welche aus ihren Kapselng?¤nzlich heraustraten. Diese

Erscheinung sollte nach ihm mit demSauerstoff der Luft im Zusammenhang stehen. Beim ?œbertrageneines eingekapselten Individuums aus einer stark g?¤renden N?¤hrl??sungvon Pasteur i) in eine Tropfenkultur desselben N?¤hrmediums, fandWard, dass sich das St?¤bchen sogleich aus seiner Kapsel befreite. EineReihe von Beobachtungen lehrte weiter, dass bei der gleichzeitigen 1) Die von Ward verwendete N?¤hrl??sung von Pasteur ist ein synthetisches Mediummit: 15 % Saccharose, 1 % Ammoniumtartrat, 0,02 % KH2PO4, 0,002 % MgSO,,0,002 % Ca3(P04)2, welchem etwas Ingwer zugef??gt wurde.



??? Anwesenheit von Hefezellen in der Tropfenkultur bald um das ausge-krochene St?¤bchen wieder eine Kapsel entstand. Ward schreibt dies dem schnellen Verbrauch des Sauerstoffes durchdie Hefezellen zu und verweist in diesem Zusammenhang auf eine ?¤hnlicheErscheinung bei der Entwicklung der â€žGinger Beer Plantquot;. DieseEntwicklung bleibt in der N?¤hrl??sung von Pasteur (in Kolben undFlaschen), solange noch freier Sauerstoff im Medium ist, aus. Es trittn?¤mlich zuerst eine G?¤rung auf und erst dann setzt die Entwicklungder â€žGinger Beer Plantquot; ein. Wie wir sp?¤ter sehen werden, m??ssen diese Erscheinungen jedochwahrscheinlich anders interpretiert werden. Im Laufe meiner Beobachtungen ??ber die Vermehrung der gekapseltenBakterien habe ich der merkw??rdigen, von Ward mitgeteilten, Erschei-nung des ganz oder teilweisen Austretens der St?¤bchen besondere

Auf-merksamkeit geschenkt. Es wurde hierzu im hangenden Tropfen einerN?¤hrfl??ssigkeit folgender Zusammensetzung: Hefewasser, Hefeautolysatmit 15% Saccharose, 2% Gelatine und verd??nnte Nigrosinl??sung, kulti-viert. Als Ausgangsmaterial wurde eine sehr kleine Menge eines zer-dr??ckten, frischen Tibi-Kl??mpchens oder des Reinkultur- Gels verwendet.Trotz mehrerer Versuche konnte ich innerhalb der Zeit von 2â€”4 Tagennie ein Auswachsen der schlangenf??rmigen Kapseln beobachten, wederbeim Fehlen, noch beim Vorhandensein von Hefezellen. Dagegen fand eine sehr reiche Wandstoffproduktion statt und zwarunter dem Einfluss freier, nackter, im Pr?¤parat befindlicher St?¤bchen.Infolge einer schnellen Vermehrung der Individuen f??llte sich dasGesichtsfeld zusehends mit einer amorphen Schleimmasse, in welcherkeine Kapselformen sichtbar waren. Da uns also die

Tropfenkultur ??ber die Vermehrung der gekapseltenIndividuen nichts lehrte, begann ich mit mikroskopischen Beobachtungenan Kulturen von Kapselmaterial auf kleinen Saccharosegelatineplatten. Auch unter diesen Bedingungen zeigte der ??bergrosse Teil der Kapselnkein Wachstum. Einmal konnte ich jedoch bei einer Kapsel einegeringe Verl?¤ngerung (2 und ebenfalls eine deutliche Verschiebungdes St?¤bchens in der Kapsel feststellen. In der Abb. 13 (A) sieht man das gekr??mmte Ende einer schlangen-f??rmigen Kapsel, in welcher man ein kurzes St?¤bchen auf einem bestimm-ten Abstand von der Kontur liegen sieht. Drei Stunden sp?¤ter (B) wardas Individuum so weit aufgeschoben, dass es die Kapselkontur erreichte.



??? Die n?¤chstfolgende Beobachtung zeigte das Austreten unter Rich-tungsver?¤nderung (C, D). In E liegt das St?¤bchen quer und wiedereingebettet. Aus der Zeichnung F ist eine Verl?¤ngerung der Kapsel mitbloss 2 fi ersichtlich. Das Kapselende zeigt eine leichte Anschwellung,zugleich hat sich das St?¤bchen geteilt. Ein anderes Mal beobachtete ich ein deutlich einseitiges Wachstumeiner noch ungef?¤hr ovalen Kapsel (Abb. 14, A), deren Verl?¤ngerung ineiner bestimmten Richtung schon angefangen hatte. Im Anfang setztesich dieses Wachstum in die gleiche Richtung fort, jedoch ver?¤ndertesich diese Richtung nach einem Wachstum von IpLxnl Stunden radikal.Nachdem noch eine Teilung stattgefunden hatte, ?¤nderte sich abermalsdie Richtung (Abb. 14 C). Ausserdem ist in diesem Stadium zusehen, dass eines der Individuen aus der Kapsel heraustrat. Danachtraten im Pr?¤parat

Ver?¤nderungen auf, die eine weitere Beobachtungausschl??ssen. Trotzdem die Gelatinekulturen zur Beobachtung der Vermehrung dergekapselten Individuen nicht beitrugen, waren sie doch sehr lehrreich,da sie uns sehr deutlich zeigten auf welche Weise sich die nackten St?¤bcheneinkapselten. Diese Kapseln nahmen rasch an Gr??sse zu. Mit Ausnahme??rtlicher Unregelm?¤ssigkeiten, hatten sie eine runde bis ovale Form. Infolge einer st?¤ndigen Vermehrung der St?¤bchen nimmt die rundUcheAusdehnung der Kapseln schnell zu (Abb. 15). Bei diesen Kapseltypen traten vielfach Verschiebungen der Individuenauf; ausserdem konnte hier das v??llige oder teilweise Austreten derSt?¤bchen gut beobachtet werden. Verschiedene Male war ein Verschiebender St?¤bchen innerhalb der Kapsel und zwar in der Richtung der Wandzu beobachten. War der Kapselrand erreicht, dann konnte

trotzdemnoch die Verschiebung in derselben Richtung weiterhin stattfinden;eine kleine Ausst??lpung der elastischen Kapselwand war dann die Folge.Einige Zeit hernach wurde diese durchbrochen und das St?¤bchen tratmehr oder weniger weit nach aussen. In den meisten F?¤llen jedoch fandnur ein teilweises Heraustretten statt (Abb. 16, A und B). Es zeigte sich nun, dass das freie nackte Ende des St?¤bchens anfing sicheinzukapseln. Dieses Kapselchen sass â€” gleich einer M??tze â€” der altenKapsel auf. Die Substanz dieser neuen Kapsel war weniger dicht unddadurch von der urspr??nglichen Kapsel scharf abgegrenzt (Abb. 16, D).Die gemeinschaftliche Grenze beider wurde jedoch allm?¤hlich undeut-licher, so dass schhesslich Auswuchs und Kapsel ineinander ??bergingen. Merkw??rdigerweise behielten diese Ausw??chse nicht ihr einseitiges



??? 16.15 10 20_!_I_ 15.30 n.30 10 I 15.30 30 ifO Beobachtung-szeit ABB.13 B 1U.15 23.00 30 lt;fO 1_I D 16.30 spfl 2U5 ABB.15 Abb. 13: Mikroskopische Beobachtung eines aufschiebenden St?¤bchens in einer schlangen-f??rmigen Kapsel von Betabacterium vermiforme aus dem Tibi-Konsortium. Abb. 14: Mikroskopische Beobachtung des Kapselzuwachses. Die Kapsel r??hrt her von einer gelatin??sen Kolonie von Betabacterium vermiforme. Abb. 15: Mikroskopische Beobachtung aufeinanderfolgender Stadien von Kapselbildung undKapselzuwachs bei einem nackten St?¤bchen von Betabacterium vermiforme. 23.50



??? Wachstum bei, sondern es trat entweder gleichzeitig oder gleich hinterdem sich fortschiebenden St?¤bchen ein Dickenwachstum ein. Dasanf?¤nglich mehr oder weniger langgestrecktes Aussehen verschwandgr??sstenteils wieder. Gleich wie die urspr??nglichen Kapseln werden auch die Ausw??chsemeistens von aufgeblasener, ovaler-runder Form (Abb. 18). Schliesslicherscheinen sie als â€žQuappenquot;. Beim Entstehen eines Auswuchses konnte allerdings auch ein teilweisesHeraustreten der St?¤bchen hinterbleiben (Abb. 17). Auch habe ich das v??llige Heraustreten der St?¤bchen aus den Kapselnkonstatiert. Ein dergleicher Fall, der mit der Bildung einer eigenenKapsel neben der Ausgangsform zusammenging, ist in der Abb. 16,Bâ€”E dargestellt. Am Ende der Beobachtungszeit wiesen mehr oder weniger bizarre,oft vollkommen bakterienlose Ausl?¤ufer riesig ausgewachsener

Kapselnauf die Tatsache, dass auch Wandstoffproduktion stattfinden kann, beider nur das Produkt allm?¤hlich nach der Peripherie aufgeschobenwird. Die verschiedenen Kapselformen, unter ihnen auch jene mit seitlicheingebetteten St?¤bchen (Abb. 7, 9, 11, 12), brachten mich zur ?œberzeu-gung, dass sowohl die St?¤bchenverschiebung, als auch ihr Austreten ausder Kapsel dem â€žvis a tergoquot; zuzuschreiben ist, der hinwieder die Folgeeiner fortw?¤hrenden Wandstoffproduktion ist. Sowohl im Konsortiumals auch im weiterkultivierten Reinkultur-Gel muss dann die einseitigeWandstoffbildung zu einem einseitigen Anwachsen, d. h. zu langge-streckten, schlangenf??rmigen Kapseltypen, f??hren. Dass die Kapseln auf Gelatine nicht dauernd und ausgesprochen ein-seitig anwachsen, m. a. W. dass hier die Wandstoffbildung mehr oderweniger in allen Richtungen stattfindet, w??rde den

besonderen dortherrschenden Kulturbedingungen zuzuschreiben sein. Die besondereArt der N?¤hrstoffdiffusion k??nnte eine Rolle spielen. In dieser Hinsichtwird sich in dem Gel-Kl??mpchen, mit seinen vielen in weiterwachsendenKapseln befindlichen Individuen ein komplizierter und nicht analysier-barer Komplex von Faktoren geltend machen. Aus dem oben Beschriebenen l?¤sst sich ersehen, dass ich die von Wardf??r Bacterium vermiforme beschriebenen Eigenschaften des Kapsel-wachstums gr??sstenteils best?¤tigen kann. Nur glaube ich, dass Ward zuUnrecht den freien Sauerstoff f??r das Austreten der St?¤bchen aus denKapseln verantwortlich macht. Es ist schon deshalb unwahrscheinlich.



??? 23.15 Beobachtungszeit ABB. 16 C 21.00ABB.1? B 1U.00 17.U5 23.30 23.00 16.50 18.00 21.00 4.00 ABB.18 10I 20 30 â€”I_ SOf. Abb. 16: wie Abb. 15 â€” In aufeinanderfolgenden Stadien ist das teilweise und vollst?¤ndigeHeraustreten von St?¤bchen wiedergegeben. Das hervorstehende, nackte Ende des St?¤bchens beginnt sich wieder einzukapseln(C und D). Zu gleicher Zeit zeigen D und E die Bildung einer eigenen, gesondertenKapsel durch ein vollst?¤ndig herausgetretenes St?¤bchen. Die sich vermehrenden St?¤bchen im Kapselk??rper sind in den Stadien C, D und Enicht mehr angegeben. F??r weitere Erkl?¤rung siehe Text Abb. 17: zeigt wie Abb. 15 die Bildung eines Auswuchses bei einer Kapsel ohne Heraustretendes St?¤bchens.nbsp;* Abb. 18: Beispiel eines aufgeblasenen, quappenf??rmigen Kapselauswuchses.



??? weil es sich hier um einen Organismus handelt, von dem Ward selbstschon angibt, dass er in hohem Masse mikro-aerophil ist. Ausserdem konnte ich das Heraustreten der St?¤bchen feststellen, wennin den mit einem Deckgl?¤schen abgeschlossenen Gelatinekulturenunzweifelhaft schon eine starke Anaerobie vorhanden war.



??? KAPITEL VIL DIE GEGENSEITIGE BEEINFLUSSUNG DERquot; SYMBIONTENIM KONSORTIUM. Â§ 1. EINLEITUNG. Von allen Forschern, die sich mit dem Studium des Tibi besch?¤ftigthaben, wird angegeben, dass es sich um einen Fall von Symbiose handelt. Es ist ohne weiteres deutlich, dass das Wort â€žSymbiosequot; in seinerneutralen Bedeutung eines blossen Zusammenlebens zweier Organismen,f??r die Tibi-K??rner anzunehmen ist und in diesem Sinne ist diesesWort â€žSymbiosequot; denn auch bisher in dieser Arbeit verwendet worden. Eine beschr?¤nktere Definition dieses Begriffs, wobei zur n?¤herenAndeutung von â€žmutualistischerquot; Symbiose gesprochen wird, enth?¤lt,dass beide Organismen einander gegenseitig g??nstig beeinflussen. Die Frage entsteht nun, ob tats?¤chlich die Tibi-Symbiose einen solchenZustand darstellt. Aus der Literatur geht hervor, dass diese

Frage nichtn?¤her untersucht worden ist. Was die â€žGinger Beer Plantquot; anbelangt, ist Ward (1892) aber derMeinung, dass in diesem Produkt das Bakterium und die Hefe sichgegenseitig derartig beeinflussen, dass beider Aktivit?¤t gesteigert wird. Aus dem in fr??heren Kapiteln Besprochenen bekommt man denEindruck, dass es im Tibi-Kl??mpchen ebenfalls eine Beeinflussungs-sph?¤re der Organismen gibt. In diesem Zusammenhang weise ich hinauf die Konsistenz des Wandstoffes, die in den hefefreien K??rnern ab-weicht von der im Konsortium. Auch in der mikroskopischen Strukturdes Wandstoff-Gels gibt es unverkennbare, obwohl keine prinzipiellenUnterschiede. Andererseits m??ssen wir im Auge behalten, dass neben diesen Symp-tomen deutlicher Aktivit?¤tserh??hung der Bakterien zwischen diesen undder Hefe eine Konkurrenz besteht hinsichtlich des in der N?¤hrungs-fl??ssigkeit

anwesenden Zuckers; beide Organismen sind doch f??r ihreVermehrung auf dieses Substrat angewiesen. Die in den folgenden Paragraphen beschriebenen Beobachtungenhaben den Zweck, n?¤here Angaben ??ber eine eventuelle gegenseitigeBeeinflussung zu sammeln.



??? Â§ 2. DER G?œNSTIGE EINFLUSS DER HEFE AUF DIE ENTWICKLUNGVON BETABACTERIUM VERMIFORME UNTER VERSCHIEDENEN BE-DINGUNGEN. a. Gleichzeitige Entwicklung der Hefe mit dem Bakterium als geschiedeneReinkulturen in einer und derselben Kulturfl??ssigkeit. In erster Linie habe ich die Entwicklung von jedem der Symbiontenseparat und von ihrer Mischung in einem Hefewasser-15% Saccharose-medium beobachtet. In diesem Medium zeigen sowohl die Hefe wieauch das Bakterium in Reinkultur eine sehr gute Vermehrung. Es fiel auf, dass in dem Medium, welches mit dem Gemisch von beidenOrganismen geimpft wurde, die Anwesenheit der Hefe eine viel schnellereund gleichm?¤ssigere Entwicklung des Bakteriums in der ganzen Kultur-fl??ssigkeit zur Folge hatte. Die in der Reinkultur auf dem Boden desKolbens sonst gebildete Gel-Platte blieb aus,

dagegen wurde die L??sunggleichm?¤ssig und stark visk??s. Dies war offenbar die Folge der kr?¤ftigenvon der Hefe verursachten Gasentwicklung, wodurch das Mediumdurchbrodelt wurde. Eine noch deutlichere Einsicht d??rfte von der hierunterfolgendenVersuchsaufstellung erwartet werden, die Ward angewandt hat bei seinerUntersuchung der Beeinflussung der Organismen aus der â€žGinger BeerPlantquot;. Das Prinzip beruht auf einer ??rthch geschiedenen Entwicklung derHefe und des Bakteriums in einer und derselben N?¤hrfl??ssigkeit. Zudiesem Zwecke gebrauchte er eine einfache Apparatur, wobei eine Filter-kerze in ein, mit einer geeigneten Kulturfl??ssigkeit gef??lltes Zylinder-glas geste??t war. Die L??sung ausserhalb der Kerze wurde nun mitdem Bakterium geimpft, w?¤hrend er innerhalb der Kerze gleichzeitigmit Hefe impfte. Ward teilt nun mit, dass er bei dieser Versuchsauf-

stellung einen deuthch g??nstigen Einfluss des Hefewachstums auf dieBakterienentwicklung feststellen konnte; nach einiger Zeit gelangte dasMedium ausserhalb der Kerze durch eine intensive Schleimbildung ineinen halbfesten Zustand. Bei meinen Untersuchungen verwendete ich kleine (50 cmÂ?) Kolben,welche zu Dreiviertel mit Hefewasser-15% Saccharose gef??llt wurden.In jeden dieser kleinen Kolben wurde eine vorher gut gereinigte Filter-kerze gestellt. Nach Sterilisation wurde das Medium ausserhalb derKerze mit dem Bakterium geimpft. Zur Verh??tung der Gel-Bildungwurde das Impfmaterial durch t??chtiges Umsch??tteln m??ghchst gleich-m?¤ssig in der Fl??ssigkeit verteilt. Bei einem Teil der Kolben wurde



??? gleichzeitig innerhalb der Kerze mit einer Reinkultur von Saccharomycesintermedius geimpft. Alle Kolben wurden bebr??tet bei 30Â° C. Nach 30 Stunden konnte einerheblicher Unterschied in der Entwicklung festgestellt werden. In den Kolben mit Hefe (m. H.) zeigte das Medium eine stark kolloidaleTr??bung und eine deutlich erh??hte Viskosit?¤t. Zehn Stunden sp?¤terhatte m. H. das dick-viskose Stadium erreicht, w?¤hrend das Niveau derEntwicklung in der Kontrolle (o. H.), obwohl noch merklich geringer,in starkem Masse gestiegen war. Nach im ganzen zwei Tagen war derViskosit?¤tsunterschied noch gering und bald war der R??ckstand vono. H. nachgeholt. Die wachstumstimulierende Wirkung der Hefe auf das Bakterium istin diesem Falle unzweifelhaft der Ausscheidung von Stoffen zuzu-schreiben, welche durch die Kerzenwand in das umgebende Mediumdiffundiert sind. b. Vermehrung

des Konsortiums und des Bakteriums in Reinkultur inSaccharose-Feigen- und in synthetischem Medium. Wenn wir das Verhalten des Konsortiums und des Bakteriums inReinkultur in verschiedenen N?¤hrl??sungen vergleichen, k??nnen wir auchauf einen im Konsortium t?¤tigen Einfluss der Hefe auf die Entwicklungder Bakterien schliessen. Wird eine Reinkultur von Betabacterium vermiforme geimpft in Saccha-rose-Feigenmedium 1), dann w?¤chst der Organismus darin ziemlich gut. Das Medium ?¤ndert sich in eine einigermassen visk??se Fl??ssigkeit,wobei der Boden des Kolbens dann und wann die ersten Anzeichen einerGel-Absetzung aufweist. Der Grad der Entwicklung ist aber bedeutendgeringer als in Saccharose-Hefewasser. Bei Kultur des Konsortiums imgenannten Feigenmedium hingegen zeigt sich die Entwicklung diesesProduktes als auffallend gut. In Anbetracht der reichlichen

Produktion von neuen K??rnern unter-liegt es keinem Zweifel, dass das Bakterium sich in dieser Form aktiverZeigt als in Reinkultur. Noch deutiicher kommt dieser Unterschied zum Ausdruck, wenn mandie gleichen Versuche macht in einem Medium, in dem neben Saccharose, Dieses Medium wird hergestellt, indem man 8 entzwei gerissene, getrockneteFeigen in 1 Liter Wasser sterilisiert und die Fl??ssigkeit w?¤hrend einer Woche bei25Â° C stehen l?¤sst; danach wird abfiltriert, 15 % Saccharose hinzugef??gt und wird dieL??sung aufs neue sterilisiert.



??? ausschliesslich anorganischer Stickstoff in Form eines Ammoniumsalzesanwesend ist. Hierbei m??ge an die blumer'sche Mitteilung erinnertwerden, dass es nicht m??glich sei, das Konsortium in einem synthetischenMedium mit Zucker zu erhalten. In einer synthetischen N?¤hrl??sung, bestehend aus 0.1% KH2PO4, 0.5%(NH4)2S04, 0.01% MgSOi und 15% Saccharose ist das Wachstum desBakteriums in Reinkultur sehr beschr?¤nkt. Die Entwicklung ist eigent-lich nicht mehr als ein â€žAngehenquot; der Kultur, welches sich ?¤ussertin einer geringen, blau-opalisierenden Tr??bung kolloidaler Natur;von einer merkbaren Viskosit?¤tserh??hung ist nicht oder kaum die Rede. Im Gegensatz hierzu zeigte eine Reinkultur von Saccharomyces inter-medius bei nicht zu schwacher Impfung eine befriedigende Entwicklung indiesem Medium. Bringen wir in die Kulturfl??ssigkeit mit Ammonium-sulfat

als Stickstoffquelle eine Anzahl aktiver, im voraus gut gesp??lterTibi-Kl??mpchen ein, dann zeigt sich nach einigen Tagen bei 25Â° C eineunverkennbare Vermehrung der Masse. Allm?¤hlich sieht man auch dieHefe in der N?¤hrfl??ssigkeit auswachsen. Auffallend war, dass darnachauch das Bakterium anfing sich in der L??sung zu entwickeln und einenicht unbetr?¤chtliche kolloidale Tr??bung, viel st?¤rker als in der Rein-kultur, eintrat. Nach 5â€”6 Tagen bestand der Ertrag aus oft noch gerade nicht ausein-andergefallenen Klumpen, die mindestens zweimal so gross waren alsdie des Impfmaterials. Bei Untersuchung stellte sich heraus, dass dieseK??rner relativ reich an Hefe waren. Von diesem Material wurdewieder eine Anzahl St??cke in frisches Medium gebracht, wobei dasAnwachsen, obwohl meistens etwas geringer als das erste Mal, dennochsehr deutlich war. Die Hefezellen hatten

sich hierbei aber noch sehrstark vermehrt, was den K??rnern ein mehr oder weniger kr?¤nklichesund gr^tics ff beschlagenesquot; Aussehen gab. Als wir die Kultur fortsetzten, stellte sich heraus, dass die Hefe??ber-wucherung sowohl in-wie auswendig,immer gr??ssere Dimensionen annahm,mit der Folge, dass das Bakterium schUessHch praktisch ganz einging. Dennoch unterliegt es keinem Zweifel, dass die Anwesenheit der Hefeim Konsortium eine viel st?¤rkere Entwicklung des Bakteriums im frag-lichen Medium m??glich gemacht hat als diejenige, welche bei Impfungdes Bakteriums allein eintritt. Im Anschluss an diesen Befunden m??ge noch auf das Folgendehingewiesen werden. Porchet teilt in ihrer Ver??ffentlichung mit, dass sich in einem



??? Mineralmedium mit Ammoniumstickstoff und 10% Saccharose einenormale K??rnerzunahme zeigt, vorausgesetzt, dass diesem Medium noch0.5% St?¤rke hinzugef??gt wird. Sie wurde zu diesem Versuch veranlasst auf Grund ihrer Hypothese,dass die g??nstige Wirkung des Feigenzusatzes (und die anderer Fr??chte,wie z.B. Bananen) zum Saccharosemedium, der in diesen Fr??chten anwe-senden St?¤rke zuzuschreiben w?¤re. Diese St?¤rke w??rde dann besondersder Mutterstoff sein f??r die Bildung der K??rnersubstanz. Obwohl dieseHypothese auf Grund von Erw?¤gungen quantitativer Art schon gleichwenig annehmbar ist, habe ich begreiflicherweise im ObenstehendenAnlass gefunden, die Versuche von Porchet zu wiederholen. Ich machte also auch Kulturversuche in den ganz laut Rezept vonPorchet bereiteten synthetischen Medien. Hierbei kam ich zu einemErgebnis, dass vollst?¤ndig

abwich von dem Porchet's: es stellte sich mirn?¤mlich heraus, dass das wohl oder nicht Anwesendsein von 0.5% St?¤rkein der saccharosehaltenden Kulturfl??ssigkeit keinerlei merkbaren Einflussauf die Entwicklung des Konsortiums hat. Auf Grund aller meiner Erfahrungen glaube ich denn auch mit Sicher-heit sagen zu d??rfen, dass die Saccharose das einzige Substrat ist f??rdie Synthese des Wandstoffes, sowohl f??r die Reinkultur von Betabac-terium vermiforme, wie f??r das Konsortium. Merkw??rdig und unbegreiflich ist es denn auch, dass weder Porchet,noch Bluher oder Lutz die Bedeutung der Saccharose als des einzigbrauchbaren Substrates f??r die Synthese des Wandstoffes eingesehen zuhaben scheinen. Dasselbe gilt in gewissem Sinne auch f??r Ward, was die Wandstoff-bildung durch Bacterium vermiforme, als Bestandteil der â€žGinger BeerPlantquot;, anbelangt. Dieser Forscher

berichtet zwar, dass Saccharoseihm in dieser Hinsicht die g??nstigsten Resultate lieferte, andererseitsaber schliesst er die Brauchbarkeit von Glucose keineswegs vollst?¤ndig aus. Â§ 3. DER EINFLUSS VON KOHLENS?„URE AUF DIE ENTWICKLUNGVON BETABACTERIUM VERMIFORME IN REINKULTUR. Aus den im Â§ 2 beschriebenen Experimenten geht wohl deutlich hervor,dass auf verschiedenen Wegen ein Einfluss der Hefe auf die Entwicklungdes Bakteriums nachweisbar ist. Zun?¤chst werden wir versuchen, uns klar zu werden ??ber das Wesen der Beeinflussung, die bei dem Versuch mit der Filterkerze an den Tag getreten ist.5



??? Hierbei ist zu ??berlegen, dass die Entwicklung des Bakteriums ja nurim Anfangsstadium stimuliert wird, w?¤hrend am Schluss von einemdeudichen Unterschied in der Entwicklung keine Rede mehr war. Diesesbedeutet, dass die Hefe nur die â€žlag phasequot; des Bakterienwachstumsbedeutend verk??rzt. Hat das Wachstum einmal eingesetzt, dann zeigtes sich, dass Hefewasser -15% Saccharose auch f??r das Bakteriumallein ein gutes N?¤hrmedium ist, wie z.B. aus der kr?¤ftigen Wand-stoffproduktion hervorgeht, die sich manifestiert entweder durch daskr?¤ftig visk??s Werden des Mediums, oder durch die Bildung eines Gels. Bei dem Filterkerzenversuch liegt denn auch keine Veranlassung vor,an einen Mangel von prim?¤r notwendigen Nahrungsstoffen zu denken. Wie kann man sich nun denken, dass die aus der Hefekultur diffun-dierenden Stoffe die initiale Entwicklung des

Bakteriums so merkbarf??rdern ? Hier gibt es a priori verschiedene M??glichkeiten. Einerseits scheint essehr annehmbar, dass die Entstehung von stark reduzierten Systemen inder Hefekultur dazu gef??hrt hat, dass auch der mit dem Bakteriumgeimpfte Teil der Kulturfl??ssigkeit betr?¤chthch reduziert ist und es isteine bekannte Tatsache, dass dies besonders auch f??r Milchs?¤urebakterieneine unentbehrliche Bedingung f??r kr?¤ftiges Wachstum ist. Andererseits bestand auch Anlass um in dieser Hinsicht an eine zweiteM??glichkeit zu denken. Zahlreiche, in den letzten Jahren verrichteteUntersuchungen haben die h??chst unerwartete und bemerkenswerteTatsache ans Licht gebracht, dass sehr auseinandergehende, heterotropheBakterien f??r ihre Entwicklung die Anwesenheit freier Kohlens?¤ure inihrem Kulturmedium ??berhaupt n??tig haben (Siehe hierf??r z.B. Glad-stone, Fildes und

Richardson, 1935). Dass bestimmte Milchs?¤urebakterien in dieser Hinsicht keine Ausnah-me bilden, ist neuerdings noch von Longsworth und Mac Innes (1936)bewiesen worden. Unter diesen Umst?¤nden schien es mir wichtig zu untersuchen, obauch f??r Betabacterium vermiforme von einem solchen Einfluss derKohlens?¤ure die Rede sein konnte. In erster Linie habe ich dies untersucht bei dem Kultivieren aufPlatten. Hierzu wurde aus der Suspension einer Bakterienreinkultur auf zweiSaccharosegelatineplatten abgestrichen. Nach Umkehrung der Petri-schalen wurde in den Deckel einer Kultur ein mit 1.5 cmÂ? 10% Laugeangefeuchtetes Filtrierpapierchen gelegt.



??? Nach 5â€”6 Tagen bei 22Â° C zeigte es sich, dass in dieser Kultur dieEntwicklung der gelatin??sen Kolonien sehr stark hinter der der Kontroll-kultur zur??ckgeblieben war. Im ersten Falle gab es nur kleine, gelatin??seTr??pfchen in der Gr??sse von 0.3â€”0.5 mm. Der Beweis, dass die kon-statierte, starke Hemmung von dem Papierchen mit Kalilauge nichtberuht auf der austrocknenden Wirkung, welche von der konzentriertenL??sung auf die Oberfl?¤che der Gelatineplatte ausge??bt wird, wurdefolgendermassen geliefert. Das Papierchen mit Lauge wurde ersetzt durch ein Sch?¤lchen mitwasserfreiem Natriumsulfat. Es stellte sich nun heraus, dass die Ent-wicklung auf diesen Platten, trotz einer bedeutenden Anziehung vonWasser in drei Tagen ihren R??ckstand aufholte. Der anf?¤nglichbeobachtete â€žhemmendequot; Effekt ist also offenbar eine Folge der Kohlen-

s?¤urespannungserniedrigung in der Schale. Das Resultat dieses ersten orientierenden Versuches hat mich dazugef??hrt, das Verhalten des Bakteriums zu untersuchen in absolut kohlen-s?¤urefreier Atmosph?¤re. Hierzu wurde in einer Wasserstoffatmosph?¤rebei 30Â° C gez??chtet auf Saccharose- und Glucoseagar. Auf Grund fr??herer Erfahrungen wusste ich schon, dass das mikro-aerophile Bakterium unter diesen Bedingungen sehr gut gedeiht. ?œber-zeugender ist dies noch hervorgetreten bei den sp?¤ter zu beschreibendenVersuchen betreffs der Dissoziationserscheinung auf Glucoseplatten.Es stellte sich hierbei heraus, dass nur Kultur in Wasserstoffatmosph?¤rein langen Reihen von Subkulturen eine konstante Entwicklung verb??rgte. Um nun f??r den speziellen Versuch, den ich machen wollte, die Atmos-ph?¤re vollst?¤ndig kohlens?¤urefrei zu bekommen, deponierte ich zusammenmit

den Plattenkulturen eine Schale mit 50% Kalilauge in das Gef?¤ssf??r anaerobe Z??chtung; nachdem ein Vakuum gesogen und Wasserstoffdurchgeleitet worden waren, wurden ausserdem die letzten Reste vonSauerstoff mit alkalischem Pyrogallol absorbiert. In einem zweiten Gef?¤ss z??chtete ich die Platten in Wasserstoffatmos-ph?¤re ohne Lauge, wobei zur Sicherung einer v??lligen Anaerobie der mitWasserstoff gef??llte Raum in kurzen Zeitabst?¤nden einige Male mitWasserstoff durchstr??mt wurde. Bei Wiederholungen des Experimentesmachte ich den Inhalt des Gef?¤sses auch wohl auf andere Weise, n.l.mittels einer kleinen Menge Presshefe, sauerstofffrei. Bei einem Vergleich der Kulturresultate in beiden Gef?¤ssen konntedas Folgende beobachtet werden. In der Atmosph?¤re ohne Lauge zeigten die Glucoseplatten nach 3â€”4



??? Tagen gut entwickelte, schleimlose Kolonien, die Saccharoseplatten ??fterszusammengeflossene, schleimige â€” schliesslich weich-gelatin??se -Kolonien. Die Entwicklung in kohlens?¤urefreier Umgebung (Gef?¤ss mitLauge) blieb auf beiden N?¤hrb??den g?¤nzlich aus. Nach einer Woche ??ffnete ich dieses Gef?¤ss schnell, ersetzte die Laugeund die alkalische Pyrogalloll??sung durch ein wenig Presshefe und leitetenun, nach Herstellung eines Vakuums, reine Kohlens?¤ure ein. Der Erfolg war ??berraschend, denn zwei Tage sp?¤ter fingen dieKolonien an, sich sehr deutlich abzuzeichnen. Dieser Versuch, den icheinige Male mit Erfolg wiederholt habe, beweist also, dass Kohlens?¤uref??r die Entwicklung des Bakteriums notwendig ist. Wenn wir weiterber??cksichtigen, dass ohne absichtliche Hinzuf??gung von Kohlens?¤ure â€”d. h. in der Wasserstoffatmosph?¤re bei Abwesenheit von

Presshefe â€”auch noch eine Entwicklung eintritt, dann m??ssen wir wahrscheinlichdaraus schliessen, dass das Wachstum schon erm??glicht wird, wenn dievon dem Bakterium in seinem Stoffwechsel gebildete Kohlens?¤ure nichtweggenommen wird. Beim Vergleich von Kulturen in Wasserstoffatmosph?¤re mit denjenigen,welche in reiner Kohlens?¤ure entstanden waren, hat sich herausgestellt,dass bei letzteren die Entwicklung im allgemeinen schneller vor sich ging. Auch in der Abhandlung Ward's wird schon ??ber die Wirkung derKohlens?¤ure gesprochen. Es kann kaum Wunder nehmen, dass Wardseinerzeit noch nicht den Schluss gezogen hat, Kohlens?¤ure sei f??r dieEntwicklung eines heterotrophen Bakteriums wie Bacterium vermiformeunentbehrlich. Wohl schliesst er aber aus seinen Beobachtungen, dass dasBakterium seine gelatin??se Kapseln (Gel) nur bildet, wenn das

MediumKohlens?¤ure enth?¤lt. Der von ihm beschriebene, umst?¤ndliche, vieleWochen dauernde Versuch rechtfertigt diese Schlussfolgerung abernicht. Bei diesen Versuchen verwendete er eine Fl??ssigkeitskultur desBakteriums. W?¤hrend der ersten Periode wurde mit sehr unregelm?¤ssigenZeitabschnitten die gebildete Kohlens?¤ure weggepumpt und es zeigtesich Ward nun, dass erst nach dem Zuschmelzen der Kulturr??hre (2tePenode) sich ein Gel absetzte. Wenn man bedenkt, dass das Medium keinen Augenblick ohne Kohlen-s?¤ure gewesen ist und dass im Gegenteil w?¤hrend der grossen Inter-valle zwischen den Momenten des Vakuumpumpens die Mengen derKohlens?¤ure nicht unbetr?¤chtlich gewesen sind, dann scheint es wohl??bereilt, hieraus auf die essentielle Bedeutung der Kohlens?¤ure f??r dieGel-Bildung zu schliessen.



??? In Anbetracht der grossen Bedeutung, die Ward diesem Ergebnisbeilegt, hielt ich es f??r angebracht, seine Kulturversuche zu wieder-holen. Um die Kohlens?¤ure so effektiv wie m??glich zu entfernen, habe ichaber Lauge verwendet. Kulturr??hren mit 5 cc. Hefewasser-15% Saccha-rose wurden, nach Impfung aus einer jungen Glucose-Fl??ssigkeitskulturund nachdem ein Teil versehen war mit einem zweiten Wattenpfropfenmit einigen Tr??pfen 50% Kalilauge und ein Teil mit einem Watten-pfropfen ohne Lauge, in der Flamme ausgezogen. Die genannten R??hrenwurden evakuiert, wobei das Medium unter dem Einfluss einer sehrgeringen Erw?¤rmung die Gelegenheit bekam, t??chtig auszukochen. Die R??hren, welche mit laugehaltiger Watte versehen worden waren,schmolz ich danach direkt zu, w?¤hrend die anderen erst eine F??llungerhielten mit reiner Kohlens?¤ure bei 1 Atmosph?¤re. Bei

30Â° C war nach einiger Zeit bei allen Kulturen eine gute Ent-wicklung eingetreten in Form einer visk??sen Tr??bung und eines Gelsunten in der R??hre. Die ziemlich stark wechselende Dicke des Gel-Kissensstand im umgekehrten Verh?¤ltnis zu dem Grad der Viskosit?¤t derFl??ssigkeit. Als der Versuch unter den gleichen Bedingungen wiederholt und dieKultur ausserdem einige Male t??chtig gesch??ttelt wurde, blieb jedocheine deutliche Gel-Bildung ??berall aus. Aus Obenstehendem kann folgendes geschlossen werden: 1.nbsp;In anaerober Fl??ssigkeitskultur ist es nicht m??glich, lediglichdadurch, dass man etwas Lauge in die ??ber der Fl??ssigkeit stehendenGasatmosph?¤re anbringt, die Entwicklung des Bakteriums ganz zu unter-dr??cken. Wir m??ssen offenbar annehmen, dass unter diesen Bedingungendie Produktion von Kohlens?¤ure im Medium infolge der G?¤rungskapazit?¤tder in die

L??sung eingebrachten Keime schneller stattgefunden hat alsdie Entfernung derselben unter dem Einfluss der Lauge. 2.nbsp;Die Bildung eines Gels kann sehr wohl auftreten in einer Kulturunter Bedingungen, die im Prinzip denen entsprechen, welche in derersten Periode von Ward's Versuch galten. Neben der Tatsache, dass Kohlens?¤ure wachstumsausl??send undstimulierend wirkt, ist noch zu erw?¤hnen, dass die Z??chtung in einerreinen Kohlens?¤ureatmosph?¤re einen sehr deutlichen Effekt hat auf dasAussehen der sich bildenden gel-artigen Substanz. Es ist mir u.a. aufgefallen dass, auf Saccharosegelatineplatten, welche



??? unter normalen aeroben Kulturbedingungen nur â€žscheibenf??rmigequot;Kolonien zur Entwicklung brachten, in reiner Kohlens?¤ureatmosph?¤reder Habitus dieser Kolonien sich ge?¤ndert hatte. Das Plattenbild wargekennzeichnet durch unregelm?¤ssige Kl??mpchen auf der ganzen Linie;dieser Kolonietypus kann sich ??brigens auch unter normalen Kultur-verh?¤ltnissen auf Gelatine zeigen. Dass der obengenannte Effekt tats?¤chlich der Kohlens?¤ure zugeschrie-ben werden konnte, ging hervor aus Kontrollplatten, worauf in Wasser-stoffatmosph?¤re der urspr??nghche Typus erhalten blieb. Auch beianwachsenden Gel-Br??ckchen in Fl??ssigkeitskultur ist die Tendenz derKohlens?¤ure, um dem Produkt ein ausgesprochen unregelm?¤ssiges,Tibi-K??rner-artiges Aussehen zu geben, ans Licht getreten. Z??chtet man ein St??ckchen Gel, z.B. einer scheibenf??rmigen Kolonie,in kleinen

Kolben mit fl??ssigem Medium (Hefewasser-15% Saccharose)einerseits anaerob in reiner Kohlens?¤ure, andererseits anaerob in Wasser-stoff unter m??glichst vollst?¤ndiger Absorption der Kohlens?¤ure durchLauge, dann konstatiert man nach einer Woche (bei 30Â° C), dass inbeiden F?¤llen die Kulturfl??ssigkeit visk??s geworden ist und sich auchein mehr oder weniger entwickeltes Gel-Sediment gebildet hat. Dasurspr??ngliche Impfmaterial ist dann auch angewachsen zu einem t??chti-gen Klumpen. In der Kohlens?¤ureatmosph?¤re ist die Form des Klumpenssehr unregelm?¤ssig, gekraust, mit Einschnitten und Furchen versehen,wodurch das Ganze nur locker zusammenh?¤ngt. Dagegen hat das im MiUeu mit Wasserstoff und mit Lauge ausgewach-sene Kl??mpchen ein glatteres und weniger unregelm?¤ssigeres Aussehen. Bei wiederholter ?œberimpfung in frischem Medium

behauptete sichdieser Unterschied. Bei Z??chtung unter normalen, aeroben Verh?¤ltnissen bekommt dasKl??mpchen gleichfalls ein mehr oder weniger gekraustes, eingeschnit-tenes Aussehen. Â§ 4. DIE BEDEUTUNG DER HEFE F?œR DIE STICKSTOFFERN?„HRUNGDES BETABACTERIUM VERMIFORME. Jetzt bleibt uns noch die n?¤here Betrachtung des im Â§ 2 dieses Kapitelsbeschriebenen Versuchs, der lehrte, dass in der gebrauchten synthetischenN?¤hrl??sung das Bakterium in Reinkultur schlecht und bei Anwesenheitvon Hefe erheblich besser w?¤chst. Dieser g??nstige Einfluss der Hefe kommt auch zum Ausdruck in einernicht unbedeutenden Vermehrung des Konsortiums in diesem Medium.



??? Der Umstand, dass die stimulierende Wirkung der Hefe deutlicher inErscheinung tritt, je nachdem das Medium ?¤rmer ist in seiner Stick-stoffern?¤hrung, bringt uns von selbst zu einer Betrachtung der â€žStick-stoffern?¤hrungquot; bei Milchs?¤urebakterien. Hier??ber m??ge kurz das Folgende mitgeteilt werden. Bis vor einigen Jahren hatte man immer gedacht, dass Milchs?¤ure-bakterien f??r ihren Stickstoff bedarf jederzeit auf ein mehr oder wenigervollst?¤ndiges Gemisch von Eiweissbausteinen angewiesen waren. Orla-Jensen hat dann bewiesen, dass diese Bakterien sich auch in einer synthe-tischen N?¤hrl??sung mit Ammoniumsalzen als Stickstoffquelle durchausentwicklen k??nnen. Besonders ist dies der Fall, wenn neben den Ammoniumsalzen aucheinige Aminos?¤uren in kleinen Mengen im Medium anwesend sind.Auch dann aber zeigt sich die Entwicklung nur m??glich, wenn gleich-

Zeitig Bio-Aktivatoren anwesend sind. Als solche nennt Orla-Jensen (1936) in erster Linie Flavin undâ€žBiosquot; 1). Diese Aktivatoren, wovon der letztere aus verschiedenen Kompo-nenten besteht, kommen denn auch vor in allen, f??r Milchs?¤urebakterienals ausnehmend geeignet betrachteten stickstoffhaltigen N?¤hrmedien,wie Hefeautolysat, Hefewasser, Tomatenextrakt, W??rze und Milch. Mit Biospr?¤paraten, die aus Hefeautolysat und Molken bereitet wordensind, wird die Entwicklung der kokken- und st?¤bchenf??rmigen Milch-s?¤urebakterien stimuliert, nicht nur in synthetischen Medien, sondernauch in Milch, welche durch eine Noritbehandlung inaktiviert worden ist.Wir sahen bereits, dass auch Betabacterium vermiforme f??r seine Ent-wicklung einen ausgesprochenen Bedarf an organischer Stickstoffver-bindungen hat, denn in einem rein synthetischen Medium mit Ammo-niumsalzen als

einzige Stickstoffquelle ist die Entwicklung sehr schlecht.Hefeautolysat, Hefewasser und Tomatenextrakt eignen sich dagegenausgezeichnet um den Stickstoffbedarf des Bakteriums zu decken. Nun hat Nielsen (1937) noch neuerdings in ??berzeugender Weisegezeigt, dass Hefe w?¤hrend ihres Wachstums in synthetischer N?¤hr-l??sung mit Ammoniumsalzen, organische Stickstoffverbindungen insMedium ausscheidet, und zwar zeigte es sich, dass diese Ausscheidungst?¤rker war, je nachdem die Hefe sich kr?¤ftiger entwickelte. Nach Beendi- Orla-Jensen versteht hier unter â€žBiosquot; offenbar den Hauptbestandteil desBios-Gemisches, nach ihm sollte dies wahrscheinlich Pantothens?¤ure sein.



??? gung des Wachstums trat schhesslich Autolyse ein, die aus der Natur derSache gleichfalls mit Ausscheidung organischer Stickstoffverbindungenverbunden war. Auf Grund dessen war zu erwarten, dass, wenn man in einer synthe-tischen N?¤hrl??sung im voraus eine Reinkultur von Saccharomyces inter-medius zur Entwicklung kommen l?¤sst, dieses Medium f??r das Wachstumvon Betabacterium vermiforme betr?¤chtlich g??nstiger geworden sein wird.Der folgende Versuch zeigt, dass dies denn auch wirklich der Fall ist. In 100 cms N?¤hrl??sung mit 0.1% KH2PO4, 0,5% (NH^^SO^, 0.01%MgS04 und 4% Glucose (pH : Â? 7.0) schlug die Hefe, bei nicht allzugeringer Impfung, richtig an. Die Entwicklung resultierte im Auftreteneines t??chtigen, grauen Sedimentes. Nachdem ich eine Woche gez??chtethatte bei 30Â° C, filtrierte ich den Inhalt des Kulturkolbens durch eineSeitz

â€žKeimschichtquot;, worauf s?¤mtliche Hefezellen zur??ckblieben. Das vollkommen klare Filtrat wurde einige Zeit gut aufgekocht umallen Alkohol und alle Kohlens?¤ure, die sich gebildet hatten, zu ver-treiben. Nach Abk??hlung und Nachf??llung mit aqua dest. bis auf dasurspr??ngliche Volum, brachte ich die Fl??ssigkeit auf ein Saccharose-gehalt von 15% und ein pH von Â? 6.0. Die H?¤lfte der vorhandenenFl??ssigkeit wurde durch eine Keimschicht, die andere H?¤lfte im Auto-klaven sterilisiert. Beide Portionen wurden nun mit dem Bakteriumgeimpft. Nachdem sie 3â€”4 Tage bei 30Â° C gestanden hatten, zeigten sie einedeutliche kolloidale Tr??bung, w?¤hrend auf die Dauer das Medium sogarm?¤ssig viskos wurde. Die st?¤rkste Entwicklung fand statt in demKolben, der bei 120Â° C sterilisiert worden war. Obwohl die Entwicklungnoch weit hinter der im Hefewasser zur??ckblieb, war der

Effekt dochdeutlich genug um sagen zu k??nnen, dass aus den Hefezellen stammendeStoffe, welche die Entwicklung des Bakteriums g??nstig beeinflussen,im Medium anwesend gewesen sein m??ssen. Unter Ber??cksichtigung des Resultates dieses Versuches wird es dahersehr annehmbar, dass auch in dem Tibi-Konsortium die Entwicklung vonBetabacterium vermiforme g??nstig beeinflusst wird durch, von den Hefe-Zellen stammende, organische Stickstoffverbindungen, inkl. der erforder-lichen Bioaktivatoren. Dies wird besonders in den F?¤llen deutUch hervortreten, wo sich dasKonsortium in einem Medium befindet, das arm ist an organischenStickstoffverbindungen. Daher unterliegt es keinem Zweifel, dass dieim Â§ 2 dieses Kapitels mitgeteilten Beobachtungen bez??glich der besseren



??? Entwicklung des Konsortiums als der Reinkultur des Bakteriums in demerw?¤hnten synthetischem Milieu, zu einem betr?¤chtlichen Teile derStickstoffversorgung des Bakteriums durch die Hefe zugeschriebenwerden muss. In diesem Zusammenhang m??chte ich noch mal zur??ckkommen aufdie in Kapitel VI, Â§ 3, beschriebenen Beobachtungen von Ward, der inTropfenkulturen St?¤bchen aus ihren Kapseln schl??pfen sah und dabeifeststellte, dass nur bei Anwesenheit von Hefezellen erneute Einkapselungstattfand. Ward meint hieraus schliessen zu m??ssen, dass das Ausschl??p-fen aus den Kapseln der Einwirkung des freien Sauerstoffes und dassofort Neu-Einkapseln des Individuums bei Anwesenheit von Hefezellender Entziehung des Sauerstoffes zugeschrieben werden m??ssen. Die Einkapselungserscheinung m??chte ich aber eher als eine Folge desg??nstigen Einflusses der Hefe

hinsichtlich der Ausscheidung von organi-schen Stickstoffverbindungen, bezw. von Kohlens?¤ure, betrachten. Im Anschluss an das Vorhergesagte m??chte ich nicht unterlassen zuerinnern an die schon mehrmals in der Literatur erw?¤hnte Tatsache, dassHefen im grossen und ganzen eine â€žkonservierendequot; Wirkung auf sehrverschiedene Milchs?¤urebakterien haben, m.a.W. dass Fl??ssigkeitskul-turen dieser Bakterien l?¤nger lebensf?¤hig bleiben, wenn gleichzeitig eine Hefeart daneben geimpft wurde. Sacchetti (1936) fand Leuconostoc mesenterioides in Mischkultur miteiner aus Froschlaiche isolierten Hefe nach 10 Monaten noch lebens-f?¤hig, w?¤hrend die Reinkultur schon nach 1 Monat steril war. Bei Mischkulturen von Streptokokken mit Hefe zeigte sich dieseErscheinung ebenfalls. Â§ 5. BEG?œNSTIGT BETABACTERIUM VERMIFORME DIE ENTWICK-LUNG DER HEFE? In den

vorhergehenden Paragraphen ist wahrscheinlich gemacht, dassder Bakterienkomponent im Konsortium einen bedeutenden Vorteil erf?¤hrt durch die Anwesenheit der Hefe. Wir k??nnen uns nun die Frage stellen, ob dieser Vorteil gegenseitig ist,m.a.W. ob die Entwicklung der Hefe g??nstig beeinflusst wird durch das Bakterium. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass unter nat??rhchenBedingungen die saure Reaktion, welche unter dem Einfluss des Bak-teriums schnell in der N?¤hrfl??ssigkeit entsteht, die Entwicklung vieleranderer Bakterien ausschliessen und dadurch die Hefeentwicklung



??? beg??nstigen wird. Dem steht dann gegen??ber, dass das Bakterium selbstder Hefe Konkurrenz macht, was den Verbrauch des erforderlichenDissimilationssubstrats: des Zuckers anbelangt. Es steht jedoch wohl fest,dass die Hefezellen gut gedeihen im Konsortium und hierin also offenbaJkeinen zu grossen Nachteil von dem Bakterium erfahren. Es muss auf Grund des Vorhergehenden zugegeben werden, dass derVorteil, den die Hefe vom Zusammenleben mit dem Bakterium hat, nocheinigermassen problematisch ist. Â§ 6. ?œBER DAS WESEN DER TIBI-SYMBIOSE. In obigen Ausf??hrungen ist der Ausdruck Symbiose ledighch in derw??rtlichen Bedeutung von Zusammenleben gebraucht. Es ist jedoch in der Biologie gebr?¤uchlich das Wort Symbiose zu reser-vieren f??r diejenigen Typen des Zusammenlebens, wobei die fraglichenOrganismen aus diesem Zusammenleben

gegenseitig Nutzen ziehen. Wirwollen also hier die Frage stellen, ob ein Grund vorhanden sei zur An-nahme, dass die Tibi-K??rner auch in dieser engeren Bezeichnung einenFall von Symbiose darstellen. Diese Frage kann nur beantwortet werdenim Lichte unserer allgemeinen Kenntnis des Symbiose-Ph?¤nomens.Ohne hierauf n?¤her eingehen zu wollen â€” ich verweise hierzu z.B. aufdie Monographie von Caullery (1922) - darf wohl gesagt werden,dass man allm?¤hlich eine grosse Anzahl von Symbiosef?¤llen (im w??rt-lichen Sinne) kennen gelernt hat, welche so ziemlich eine kontinue ?œber-gangsreihe bilden vom ausgesprochenen Parasitismus bis zur â€žechtenquot;oder mutualistischen Symbiose. Diese ?œbergangsformen sind nun dadurch gekennzeichnet, dasseinerseits kein sch?¤dlicher Einfluss auf einen der Symbionten festzu-stellen ist, w?¤hrend andererseits ebenso wenig mit

Sicherheit behauptetwerden kann, dass beide Symbionten von dem Zusammenleben profi-tieren. F??r diejenigen F?¤lle, wobei der g??nstige Einfluss des Zusammen-lebens nur einem der Organismen zu Gute kommt (einseitige Symbiose)hat man wohl spezielle Bezeichnungen eingef??hrt. So hat Schneider(Vergl.: Engler-Prantl 2e. Aufl., 8e. Band 1926) hierf??r den weniggl??cklichen Ausdruck Nutrizismus eingef??hrt. Caullery spricht hierbei von Kommensalismus, w?¤hrend auch noch eindritter Ausdruck: Syn?¤kie in der Literatur vorkommt (vergl. hierf??r z.B.Reichensperger im Handw??rterbuch der Naturwissenschaften Bd IX1913, S. 921). Hierzu muss aber bemerkt werden, dass man sich in der Praxis meistens



??? nicht genau an diese Begriffsbestimmung h?¤h und Caullery z.B. auchF?¤lle mit einem einseitig, gering mutualistischen Einschlag noch zum Kommensalismus rechnet. F??r bestimmte, ebensowenig scharf umgrenzte F?¤lle, wobei die Sym-biose wohl unverkennbar mutualistisch ist, aber der Vorteil f??r einen derSymbionten betr?¤chtlich ??berwiegt, hat Schwendener den AusdruckHelotismus eingef??hrt. Man ber??cksichtigt dann, dass die Sicherstellungdes Fortbestehens desjenigen Symbiontes, der den Vorteil verschafft,vor allem von Bedeutung ist f??r den nutzniessenden Symbionten, eineSituation, welche im Worte Helotismus richtig zum Ausdruck kommt. Wenn wir nun die Tibi-Symbiose betrachten, dann d??rfen wir aufGrund der in den vorherigen Paragraphen beschriebenen Versuche sicherschliessen, dass die Hefe unter verschiedenen Verh?¤hnissen einen unver-kennbar g??nstigen

Einfluss aus??bt auf die Entwicklung des Bakteriums. Die Versuche haben ergeben, dass Kohlens?¤ure in niedriger Konzen-tration einerseits unentbehrlich ist um das Wachstum des Bakteriumsauszul??sen und dass andererseits das einmal angefangene Wachstum â€”als auch die Produktion des Wandstoffes - durch etwas h??here Kohlen-s?¤urekonzentration in der umgebenden Atmosph?¤re deutlich gef??rdert wird. Dieser Tatsache darf der g??nstige Einfluss der Hefe auf das Bakteriumgewiss zum Teil zugeschrieben werden. Andererseits hat sich herausgesteUt, dass in einer synthetischen N?¤hr-l??sung mit Ammoniumstickstoff das Wachstum einer Reinkultur desBakteriums sehr g??nstig beeinflusst wurde durch eine vorherige Ent-wicklung der Hefe. Dieses Resultat muss unzweifelhaft der Tatsachezugeschrieben werden, dass die Hefe im Medium organische Stickstoff-verbindingen, welche

f??r das Bakterium, bei ausschliesslicher Anwesen-heit von anorganischem Stickstoff unentbehrlich sind, ausscheidet. Da es andererseits Zweifel unterliegt, ob das Bakterium f??rdernd wirktauf die Entwicklung der Hefe, ist die Tibi-Symbiose wahrscheinlich ambesten als einen Fall von Kommensalismus oder Syn??kie zu betrachten. Schliesslich muss hier noch eine andere Frage in Betracht gezogenwerden. In dem Vorhergehenden sind die Tibi-K??rner als das Produktdes Zusammenlebens von Betabacterium vermiforme und Saccharomycesintermedius wiederholt als Konsortium angedeutet. Es ist jedoch zweifel-haft, ob der Gebrauch dieses Ausdrucks, den man auch schon bei Blumerantrifft, genau genommen, berechtigt ist. Reinke (1894), der diesen Ausdruck f??r das Zusammenleben von Algeund Pilz, sowie dieses in den Flechten realisiert ist, einf??hrte, ist offenbar



??? geneigt, diesen zu reservieren f??r diejenigen F?¤lle, in denen die zusammenle-benden Organismen eine neue, selbst?¤ndige morphologische Einheit bilden. Ist diese Bedingung nun auch bei den Tibi-K??rnern erf??llt? F??r dieBeantwortung dieser Frage muss in erster Linie darauf hingewiesenwerden, dass man beim Tibi-Korn schwerlich von einer spezifisch innerenStruktur, bezw. von einer spezifisch ?¤usseren Form sprechen kann. Istdoch die Verteilung der Hefe in und auf dem Korn gar nicht planm?¤ssig. In Anbetracht der Tatsache, dass ??ber das nat??rhche Vorkommen derTibi-K??rner eigentlich alle Angaben fehlen, kann man die M??glichkeitnicht ausschliessen, dass alles bisher studierte Tibi-Material einen unddenselben nat??rlichen Ursprung hat und daraus durch Menschen-hand weitergez??chtet ist. Damit w?¤re dann gesagt, dass wir in denTibi-K??rnern mit einer rein

zuf?¤llig eingetretenen Assoziation zweierfreilebender Mikroorganismen zu tun h?¤tten. Auch dieser Gesichtspunkt macht es nun eigenthch zweifelhaft, ob dasTibi-Korn strikt genommen unter dem Begriff des Konsortiums falle,wie dies durch Reinke definiert ist. Jedoch kann man darauf hinweisen, dass im Tibi-Korn doch auch wohleinige ?„usserungen einer spezifischen Morphologie zu finden sind. Icherinnere daf??r an das typische Vorkommen der im Tibi-Korn anwesendenBakterienkapseln: ihre ausgesprochene Schlangenform, ihre Schlank-heit und ihre scharfe Umgrenzung (feste Konsistenz des Wandstoffes). Zieht man dies alles in Betracht und ferner auch, dass Untersuchungenbetreffs des nat??rhchen Vorkommens des Tibi-Produktes wohl noch malzu ?œberraschungen f??hren k??nnen, dann scheint es wohl zul?¤ssig umauch f??r dieses Produkt der Assoziation zweier

Mikroorganismen vor-l?¤ufig den Ausdruck Konsortium zu gebrauchen.



??? KAPITEL VIIL DER WANDSTOFF VON BETABACTERIUM VERMIFORMEUND DESSEN EIGENSCHAFTEN. Â§ 1. DIE BEREITUNG DES WANDSTOFFES IN PULVERFORM. Zur Bereitung einer gr??sseren Menge Wandstoff in Pulverform, impfteich 800 cm3 Hefewasser-15% Saccharose (ohne Kreide) mit einigencm3 einer visk??sen Reinkulturfl??ssigkeit. Da Gel-Bildung vermiedenwerden sollte, wurde die Kultur oftmals gut gesch??ttelt. Der ganze Kolbeninhalt war schon nach 4 Tagen (30Â° C) in eine sehrdicke, visk??se Masse ver?¤ndert und enthielt zahlreiche Kohlens?¤uregas-blasen. Bevor ich nach 14 Tagen den Wandstoff einer weiteren Behandlungunterzog, machte ich mit 10 cmÂŽ eine quantitative Bestimmung und zwarmit der Alkohol-Pr?¤zipitierungsmethode von Tarr und Hibbert (1931). Auf diese Weise fand ich als Trockengewicht 0,501 gr, was bedeutet,dass ungef?¤hr ein

Drittel des urspr??nglichen Saccharosegewichtes in derForm eines allerdings unreinen Wandstoffes zur??ckgefunden wurde. Zur Verarbeitung des Wandstoffes in Pulverform ben??tzte ich die vonBeijerinck (1912, A) f??r die Dextranbereitung aus Betacoccus arabi-nosaceus verwendete Methode. Der gesamte Kolbeninhalt wurde in eingrosses Becherglas ??bergegossen und mit 96% Alkohol genau auf einenGehah von 50% gebracht. Unter sorgf?¤ltigem Umr??hren entstand ein volumin??ses, elastisches,teigartiges Pr?¤zipitat, welches nach dem Sinken mit der Hand ausgedr??cktwerden konnte. Nach nochmaligem gr??ndlichem Nachsp??len mit 50%Alkohol liess ich die Substanz bei 45Â° C trocknen. Zur weiteren Reinigungwurde alles wieder in kochendem Wasser zu einer egalen kleisterartigenMasse verrieben. Das Ganze wurde in einen Buchner-Trichter gebrachtund zweimal mit kochendem

Wasser gewaschen um alle in Wasserl??sUchen Stoffe zu entfernen. Hierauf wurde wieder soviel Alkohol(96%) zugesetzt, bis eine 50% L??sung zustande kam. Nach dem Abfiltrieren, Nachsp??len und Trocknen des Pr?¤zipitateswurde die Masse zu Pulver zerrieben und dieses weisslich-lichtgraue,hygroskopische Pulver bei 45Â° C aufgehoben.



??? Bei diesem Vorgehen wurde also einer weitgehenden Reinigung desProduktes von l??slichen Kohlehydraten, (event. Reste von Saccharose,Glucose, Fructose) nachgestrebt. Allerdings werden bei dieser Methodedie eigentlichen Bakterienk??rper, d.h. die darin vorkommenden, mWasser und in 50% Alkohol unl??slichen Bestandteile â€” haupts?¤chhchalso Eiweissstoffe und deren h??here Abbauprodukte â€” nicht entfernt.Zur Erlangung eines vorl?¤ufigen Eindruckes der Wandstoffzusammen-setzung schien diese zur??ckbleibende Verunreinigung nur von germgerBedeutung. Â§ 2. EINIGE EIGENSCHAFTEN DES WANDSTOFFPR?„PARATES.Das auf die soeben beschriebene Weise erhaltene Pulver war selbstnach langem Kochen in Wasser nur sehr wenig l??slich. Die fehling'scheReaktion war negativ, w?¤hrend Jod keine Blauf?¤rbung gab. Im Anschluss an Mitteilungen fr??herer

Forscher ??ber den Wandstoffvon Leuconostoc mesenterioides versuchte ich mein Produkt in verd??nnterLauge in L??sung zu bringen. Inwieweit hiermit aber eine mehr oderweniger eingreifende Ver?¤nderung des Produktes zusammengeht, muss unentschieden bleiben. Eine kleine Quantit?¤t von diesem Produkt wurde l?¤ngere Zeit mitkochendem Wasser behandelt, bis es zu einer flockigen Masse aufge-quollen war. Nach Abk??hlen wurde dann soviel 10% Kahlauge hinzu-gef??gt, bis eine finale Laugenkonzentration von 3â€”4% erreicht war. Schon bei einer Konzentration von 0.015% des Pulvers entstand eineblau-opalisierende Fl??ssigkeit. Obwohl es unm??glich war eine spezifischeDrehung dieser nur wenig durchsichtigen Fl??ssigkeit genau zu bestimmen,erwies sie sich doch deuthch rechtsdrehend. In einer 0.1% L??sung konnte ich unter Zuhilfenahme einer 1 dmlangen R??hre den

ann?¤hernden Wert der Drehung ablesen. Sie betrugungef?¤hr -fO.18 â€” 0.21Â°, aus der sich die spezifische Drehung dieserWandstoffl??sung auf etwa 180 bis 210Â° berechnen l?¤sst. Unter Anwendung der S?¤urehydrolyse wurde hierauf untersucht, auswelchen Bausteinen der Bakterienwandstoff zusammengesetzt ist. Eserwies sich, dass bei der unten beschriebenen Hydrolysemethode eineL??sung erhalten wurde, welche die fehlino'sche L??sung kr?¤ftig reduzierte. Die Art des gebildeten Zuckers wurde durch quantitative Reduktions-besdmmungen, kombiniert mit polarimetrischen Bestimmungen, n?¤heruntersucht. Schliesshch wurden die Ergebnisse noch mit der quanti-tativen Verg?¤rungsmethode verifiziert.



??? Zur Hydrolyse ben??tzte ich die Methode, welche das â€žWarenwet(Jam en Limonade Besluit)quot; zur quantitativen Hydrolyse des Dextrinsvorschreibt. Nach einigen orientierenden Proben, konnte ich jedoch feststellen, dassdie Zeit des Erhitzens in diesem Falle ziemhch verk??rzt werden konnte,ohne dass hierdurch das Reduktionsverm??gen des Hydrolysates beein-tr?¤chtigt wurde. Dies brachte mich schliesslich zur folgenden Methode: 500 mgr Pulverwurden abgewogen und dann der Hydrolyse unterzogen, indem wir es70 Minuten hindurch in 50 cmÂ? 3% HCl an einem R??ckflussk??hlergelinde kochten. Nachher wurde die hchtgelb gef?¤rbte L??sung mit10% KOH neutralisiert; hierauf wurde das Ganze unter Nachsp??len ineinen Kolben von 100 cm^ gegossen und mit aqua dest. auf 100 cmÂŽaufgef??llt. In der Fl??ssigkeit wurde beim Gebrauch einer 2 dm langen Polari-meterr??hre eine

Rechtsdrehung von 0,52Â° festgestellt. Nimmt man an,dass ausschliesslich Glucose vorhanden ist, [al?? = 52,5Â°, dann folgthieraus, dass 495 mgr Glucose pro 100 cmÂŽ vorhanden sein w??rden. Diesbesagt denn auch, dass in diesem Falle aus 500 mgr Wandstoffpr?¤parat495 mgr Glucose gebildet worden sind. In zweiter Linie wurde von dem auf 100 cmÂŽ verd??nnten Hydrolysatdie fehling-Reduktion nach Schoorl bestimmt. Die mittleren Werte aus mehreren Bestimmungen ergaben: 10 cmÂŽFl??ssigkeit verbrauchten 14,12 cmÂŽ 0,1049 N, oder 14,81 cmÂŽ 0,1 NThiosulfat. Nach der Tabelle bezieht sich dies auf 48,6 mgr Glucose, wasalso bedeuten w??rde, dass aus 500 mgr Wandstoff 486 mgr Glucoseentstanden sein sollen. Die befriedigende ?œbereinstimmung dieser Resultate mit jenen obenerhaltenen polarimetrischen l?¤sst uns zu dem Schluss kommen, dassbei der Hydrolyse in der Tat

Glucose als einziger Zucker entstanden ist. Um hier??ber noch gr??ssere Sicherheit zu bekommen, wurde ebenfallseine biochemische Analyse nach der G?¤rungsmethode unternommen. Hierzu wurde das im Masskolben zur??ckgebliebene Quantum bis zuTrocken eingedampft und dieser Rest in Hefewasser bis auf 15 cmÂŽaufgel??st. (Das pH betrug 6.0). 1 cmÂŽ dieser Fl??ssigkeit wurde in demquantitativen Verg?¤rungsapparat von van Iterson-Kluyver vergoren.Das Volum der gebildeten Kohlens?¤ure wurde abgelesen und hernach auf0Â° C und 760 mm umgerechnet. F??r die gel??ste Kohlens?¤ure wendete ichdie von Kluyver angegebene Korrektion von 1,2 cmÂŽ Kohlens?¤ure an



??? (1914) Um sicher zu sein, dass nicht etwa vorhandene sch?¤dliche Stoffedie G?¤rung behindern, wurde zur Kontrolle in einem zweiten Apparate1 cmÂŽ mit einer Zugabe von 20 mgr Glucose vergoren. Die G?¤rung fandmit einer Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae (Presshefe) statt. Das totale auf 0Â° C und 760 mm umgerechnete Kohlens?¤urevolumbetrug im ersten Apparate 4,30 cmÂŽ, welcher Wert mit 17,2 mgr Glucose??bereinstimmt. Die pehlinc'sche Reaktion an der ausgegorenen Fl??ssig-keit angestellt, war negativ. Im zweiten Apparat betrug das gesamte auf 0Â° C und 760 mm umge-rechnete Kohlens?¤urevolum 9.30 cmÂŽ. Ziehen wir hiervon die 4.30 cmÂŽdes ersten Apparates ab, dann folgt hieraus, dass aus den hinzugef??gten20 mgr Glucose 5.0 cmÂŽ (auf 0Â° C und 760 mm umgerechnet) frei kamen.Die zu erwartene Menge wurde also gebildet, ein Beweis, dass

dieVerg?¤rung selbst im zweiten Apparat quantitativ verlaufen war. Von dem eingedampften Hydrolysat wurde sowohl vor als auch nacherfolgter G?¤rung die reduzierende Wirkung auf die pehlinc'sche L??sungfestgestellt. Hieraus ergab sich, dass der R??ckgang in Reduktionswert, welcher vonder G?¤rung bewirkt war, in der Annahme, dass nur Glucose vergorenworden ist, 16.25 mgr dieser Zuckerart entsprach. Dieser Betrag stimmtin befriedigender Weise mit dem Wert 17.2 mgr ??berein, den wir ausden Ergebnissen der quantitativen Verg?¤rung berechneten. Auch dieses Resultat unterst??tzt daher die bereits gemachte Schluss-folgerung, dass das Wandstoffpr?¤parat bei der S?¤urehydrolyse nurGlucose aufliefert. Â§ 3. ?œBER DIE NATUR DES WANDSTOFFES. Die im vorigen Paragraphen mitgeteilten Resultate ??ber die Hydrolysedes Wandstoffpr?¤parates lassen nicht daran

zweifeln, dass der Wandstoffvon Betabacterium vermiforme zu den Polysacchariden gerechnet werdenmuss. Weiterhin ist zu bedenken, dass die quantitative Untersuchungder optischen Drehung, des Reduktionsverm??gens und der Verg?¤rbarkeit ') Im Delfter Institut hat sich schon lange herausgestellt, dass dieser Wert eigent-lich etwas zu hoch ist. Die Erfahrung aber lehrt, dass bei der Annahme dieses Wertesbei gleichzeitigem Gebrauch der durch Kluyver festgestellten Umrechnungskonstantennur sehr geringe Fehler gemacht werden. Will man die tats?¤chlichen Werte f??r diegel??ste Kohlens?¤ure anwenden, dann m??ssen erst andere Umrechnungsfaktoren fest-gestellt werden.



??? des Hydrolysats zum Schl??sse f??hrt, dass Glucose der in quantitativerHinsicht weitaus wichtigste Baustein des Wandstoffes ist. Doch brauchthieraus noch nicht geschlossen zu werden, dass Glucose nun auch dereinzige Baustein des betreffenden Polysaccharids ist. Falls dieses tats?¤chlich die empirische Formel (CgH^oOg)!! besitze,hatte doch bei der quantitativen Hydrolyse aus 500 mgr Wandstoff550 mgr Glucose entstehen m??ssen, w?¤hrend in Wirklichkeit maximal495 mgr Glucose aufgefunden wurden. Dieses Manko l?¤sst die M??glich-keit offen, dass im Wandstoff neben Glucose ein oder mehrere andereBausteine vorhanden sind. Das Manko bei der Hydrolyse kann aber auch darauf zur??ckzuf??hrensein, dass das Pr?¤parat nur bei niederer Temperatur (45Â° C) getrocknetwar und daher noch Wasser enthielt. Auch kann durch die unvermeidlicheErhitzung bei der Hydrolyse eine

geringe Zerst??rung von Glucose statt-gefunden haben. Dies unterst??tzen einige, bei der Hydrolyse von St?¤rkegemachte Beobachtungen. Wenn man also vorl?¤ufig annimmt, dass derWandstoff von Betabacterium vermiforme ein Glucosepolymer ist, dannwird man sofort an die Tatsache erinnert, dass man auch bei dem so oftschon untersuchten Wandstoff von Leuconostoc mesenterioides zum glei-chen Schluss gekommen ist. Im Vorhergehenden haben wir schon des ??ftern auf die grosse ?œber-einstimmung der Wandstoffe bei den beiden Bakterienarten hingewiesen.Am st?¤rksten kommt diese ?œbereinstimmung dadurch zum Ausdruck,dass merkw??rdigerweise in beiden F?¤llen die Wandstoff bildung strengan das Vorhandensein von Saccharose im N?¤hrmedium gebunden ist,w?¤hrend im Wandstoff doch nur Glucose als Baustein vorkommt. Die bereits schon lange bekannte Tatsache,

dass weder Glucose, nochInvertzucker zur Wandstoffsynthese zu gebrauchen ist, entbehrt nochimmer einer Erkl?¤rung. Angesichts dieser Lage ist der Schluss berechtigt, dass der Wandstoffvon Betabacterium vermiforme zu derselben Klasse von Verbindungengeh??rt als der Wandstoff von Leuconostoc mesenterioides, an welchem manden Namen Dextran gegeben hat. Es wird diese Auffassung ausserdem noch durch die ungef?¤hre Be-stimmung des optischen Drehungswertes verd??nnter L??sungen in Laugeunterst??tzt. Bei von Lippmann (1904) findet man doch f??r die spez.Drehung von Leaconostoc-Dextran in laugenhaltigen L??sungen ausein-andergehende Werte, die zwischen 195Â° und -f227Â° liegen. Jedoch m??ssen tiefergehende Untersuchungen ??ber die chemische



??? Konfiguration und die molekulare Struktur der beiden Wandstoffe â€”u.a. unter Hinanziehung der ?„??ntgen-Untersuchung â€” die Frage be-antworten, wie weit die ?œbereinstimmung zwischen beiden Polysac-chariden geht 1) Mit einer derartigen Untersuchung ist inzwischen von Dr. M. Stagey in Bir-mingham ein Anfang gemacht worden; die dabei erhaltenen Resultate werden wahr-scheinlich bald publiziert.



??? KAPITEL IX. BAKTERIELLE HYDROLYSE DES TIBI-DEXTRANS. Â§ 1. ISOLIERUNG EINES DEXTRANHYDROLYSIERENDEN BAKTE-RIUMS. Eines Tages beobachtete ich zuf?¤Uigerweise, dass nicht sterihsierte, instr??mendem Wasser gut gesp??lte und im Eisschrank aufbewahrte Tibi-Kl??mpchen nahezu ganz in eine ziemhch d??nne, tr??be Fl??ssigkeitver?¤ndert waren. Deutlich war eine Trennung in ein unl??sliches, breiiges Sediment, dasnoch Reste in Aufl??sung befindlicher Kl??mpchen enthielt, und in einertr??ben dar??berstehenden Fl??ssigkeit festzustellen. Die Vermutung, dasssich dieser Prozess schneller abspielen w??rde, wenn man die K??rnerbei 30Â° C stehen l?¤sst, traf zu. Die sch??nen, harten Dextrankl??mpchenfielen langsam ein und wurden zusehends feuchter und breiiger, w?¤hrendgleichzeitig die Kontouren der Kl??mpchen undeutlicher wurden. Bereitsnach zwei

bis drei Wochen war das Volum auf die H?¤lfte verringert undkonnte die breiige d??nne Masse durchgesch??ttelt werden. Im mikroskopischen Bild erschienen in der Fl??ssigkeit zahlreichegr??sstenteils tote Hefezellen und st?¤bchenf??rmige Individuen des Tibi-Bakteriums. Gleichzeitig fielen mir jedoch zahlreiche bewegliche undaufgeschwollene sporenf??hrende St?¤bchen auf. Es entstand hierdurch dieVermutung, dass eine als Infektion aufgetretene Bakterienart f??r dieVerfl??ssigung der Tibi-Kl??mpchen verantwortlich war. Im Zusammenhang hiermit sei auf Beijerinck (1912, A) verwiesen,welcher bereits feststellte, dass der Wandstoff von Leuconostoc mesenteri-oides von verschiedenen sporenf??hrenden Bakterien angegriffen werdenkann. Auch Sacchetti stellte neulich fest, dass das sporenf??hrendeBakterium Bacillus vulgatus imstande ist den genannten Wandstoffanzugreifen. Ich strich

daher eine nicht zu sehr verd??nnte Suspension dieses Breiesauf eine Peptonagarplatte und bebr??tete sie bei 35Â° C. Dies ergab einnahezu einheitliches Bild kleiner, ziemhch d??nner, w?¤sserig-durchsich-tiger Kolonien (1 mm), welche auf einigen feuchten Stellen Ausl?¤uferbildeten.



??? Dieser auf genannten Boden zur Reinkultur gebrachte Organismuswurde auf seine wandstoffangreifende Wirkung gepr??ft. Nach Impfungdieses Bakteriums in R??hrchen mit sterilisierten Tibi-Kl??mpchen fandein kr?¤ftiger Abbau der Masse statt i). Â§ 2. EIGENSCHAFTEN UND IDENTIFIZIERUNG DER ISOLIERTENBAKTERIENART. Im mikroskopischen Pr?¤parat sehr junger Kulturen zeigten sich meistkleine, gerade bis leichtgebogene, sehr bewegliche und zum Teil paarweiseauftretende St?¤bchen. Nach Methylenblauf?¤rbung zeigten sich oft vieleauffallend dunkler gef?¤rbte Granula. In etwas ?¤lteren Kulturen von Peptonagarplatten war der gr??sste Teilder Bakterien zentral stark aufgeschwollen, infolge der Anwesenheiteiner grossen, ovalen Spore. Abgesehen von einigen Ausnahmen, ist das Auftreten von solchenKlostridien bei der Sporenbildung hier ein typisches Merkmal.

DieAbmessungen der normalen St?¤bchen lagen zwischen (1,5â€”5) X (0,6â€”1)^.F??r die Sporen betrugen sie 1,8â€”1,5 /(. Die Organismen sind Gram-negativ, katalase-positiv und besitzenperitriche Zilien (F?¤rbung nach Zettnow). Die Gelatineverfl??ssigungwar negativ. Beim Vergleich der verschiedenen N?¤hrb??den stellte sichheraus, dass die Entwicklung auf Hefeagar -2% Glucose -2% Kreidebesser war als auf Platten ohne Kreide. Das Vorhandensein von Glucoseist deshalb g??nstig, weil in der ersten Zeit die Sporenbildung unterdr??cktwird. Auf Glucose-Kreideboden entstehen trockengl?¤nzende, cremefarbigeKolonien von 1â€”1,5 mm, welche ziemlich platt sind und zentral etwaskegelf??rmig anschwellen. Ihre Konsistenz ist z?¤h-schleimig. Der Strich-kultur auf Schr?¤gagar mit Kreide f??hrt zur Bildung eines d??nnen elasti-schen H?¤utchens. Das mikroskopische Bild dieser

trocken-z?¤hen Massezeigt uns amorphe Schleimflocken, in welchen viele St?¤bchen eingebettetsind. Ausserhalb dieser Substanz sind die St?¤bchen entweder nackt odervon einer Kapsel umgeben, welche bei dem einen sehr d??nn und beinahenicht zu unterscheiden ist, bei anderen wiederum deu??ich und betr?¤cht-lich dicker ist (0,75 F??r eine auff?¤llige Produktion dieses z?¤hen Wand- 1) Im Delfter Laboratorium hat Ir. Soeters (1936) weiter gezeigt, dass die Tibi-K??rner ebenfalls v??llig abgebaut werden unter dem Einfluss eines obligat-anaerobenSporenbildners: BojcUIus cellulosae dissolvens, einer aus menschlichen F?¤kalien iso-lierten Art.



??? stoffes ist das Vorhandensein von Kreide und Zucker bestimmt notwendig. Bez??ghch des Stoffwechsels wurde in erster Linie die Eigenschaft derWandstoffhydrolyse untersucht. Zu diesem Zwecke impfte ich dasBakterium in Kolben von 300 cmÂ? Inhalt mit 50 cmÂ? Peptonwasser, inwelchem vor der Sterihsation 2 Gramm getrocknete Tibi-Kl??mpchenzugef??gt worden waren. Beim Z??chten bei 35Â° C fand eine schnelleEntwicklung des Bakteriums statt, bald ging ein sichtbares Angreifen derTibi-Kl??mpchen hiermit zusammen. Nach 5â€”6 Tagen waren diese voll-st?¤ndig verfl??ssigt, w?¤hrend auf dem Boden des Kolbens doch noch einflockiges Sediment vorhanden war. Im gleichen Kulturmedium unter-suchte ich die optimale Temperatur f??r die Wandstoff hydrolyse und zwarbei Temperaturen von: 50Â°, 45Â°, 40Â°, 37Â°, 35Â° und 30Â° C. Als Optimaltemperatur kommt 40Â° C in

Frage, obwohl 37Â° und 35Â° Cin nichts davon abwichen. Falls keine andere Temperatur genannt wird,beziehen sich die folgenden Experimente auf 35Â°â€”37Â° C. Fortgesetzte Untersuchungen lehrten, dass die Geschwindigkeit,womit die Tibi-K??rner abgebaut wurden, nicht allein von der Temperatur,sondern auch in hohem Masse von der Aeration der Kultur abh?¤ngigwar. Je gr??sser der Kolben ist, d.h. je gr??sser die Oberfl?¤che der Kultur-fl??ssigkeit wird, um desto schneller verschwinden die Tibi-Kl??mpchen;darum vollzieht die Hydrolyse sich in Kulturr??hren langsamer. Ausserdem untersuchte ich, inwiefern das Bakterium g?¤rf?¤hig istund impfte hierzu die Kulturen in Gef?¤sschen nach Einhorn, welchePeptonwasser mit 2% Glucose enthielten. Es trat keine Gasbildung auf,w?¤hrend das Wachstum haupts?¤chlich auf den offenen Arm beschr?¤nktbheb. Ferner wurde untersucht, wie

verschiedene Zucker: Glucose, Fructose,Galactose, Saccharose, Maltose und Lactose in 1% Konzentrationin Peptonwasser unter aeroben Bedingungen das Wachstum beeinflussten.Es zeigte sich, dass die Entwicklung nach dem Grade der Tr??bungbeurteilt, bei den Disacchariden auffallend st?¤rker war als bei den Mono-sacchariden (Vergl. auch Seite 88-89). Bei den letztgenannten war kaumein Unterschied mit Kulturen in Peptonwasser allein zu sehen. Dieser kennzeichnende Unterschied kann nicht dem gemeinsamenSterihsieren von Peptonwasser und den Zuckerarten zuzuschreiben sein,da beim gesonderten Sterihsieren das gleiche Resultat auftritt. Wurden Kulturkolben mit Peptonwasser 1% Glucose oder mit Pepton-wasser und sterilisierten Tibi-Kl??mpchen nach dem Impfen mit demBakterium unter anaeroben Bedingungen belassen, dann war nach Be-



??? br??tung bei 37Â° C selbst nach 3 Wochen weder von einer Entwicklungnoch von einer K??rnerverfl??ssigung etwas zu bemerken. Als ich nachdieser Zeit der Luft Zutritt verschaffte, trat sofort eine gute Entwicklungein. Nach einer Periode von 3 Wochen habe ich in der genannten Pepton-wasser-I% Glucose-Kultur eine quantitative Bestimmung des Glucose-verbrauches und der S?¤urebildung angestellt. 0,41% Glucose wareninnerhalb dieser Zeit verschwunden, w?¤hrend die Azidit?¤t nur geringwar, 0,40 mÂŽ N pro 100 cmÂŽ Kulturfl??ssigkeit. An der Hand aller diesen Kriterien bestand kein Zweifel, dass das unter-suchte Bakterium zur grossen Gruppe der aeroben, sporenbildendenBakterien der Gattung Bacillus geh??rte. Eine systematisch durchgef??hrte Untersuchung zur Identifizierungdes isolierten Bakteriums mit einer der zahlreichen bereits beschriebenenArten dieser Gattung,

muss heutzutage als undurchf??hrbar gelten. Mankann nur feststellen, dass das Bakterium nicht identisch ist mit einer derbesser bekannten Arten der Gattung Bacillus. Hiergegen sprechen ver-schiedene Eigenschaften insbesondere das Auftreten von Clostridium-Formen w?¤hrend der Sporulation. In dieser Hinsicht zeigt sich mehr?œbereinstimmung mit Aerobacillus polymyxa und Zymobacillus macerans(siehe Kluyver und van Niel, 1936), obwohl sich das neue Bakteriumvon diesen Arten wiederum durch das Fehlen einer G?¤rung deutlichunterscheidet. Da von diesen Arten bekannt ist, dass sie verschiedenePflanzengewebe zum Zerfall bringen, schien mir eine Untersuchunginwieweit sie ebenfalls den Wandstoff der Tibi-Kl??mpchen anzugreifenverm??gen, erw??nscht. Deshalb wurden Reinkulturen beider Bakterien-arten in Kolben mit Peptonwasser und Tibi-Kl??mpchen geimpft;

jedochzeigte sich auch auf die Dauer kein Zerfall der Kl??mpchen. Mehr versprach ich mir von einem Vergleich der neu isolierten Art mitden Beschreibungen einiger St?¤mme aerober, sporenbildender Bakterien,welche in den letzten Jahren hinsichtlich ihrer Eigenschaft den Wandstoffbestimmter anderer Bakterien â€” insbesondere von Pneumococcus-Typen â€”aufzul??sen, von sich reden machten. Die ersten Forscher, die einesolche Bacillus-kn isolierten, waren Dubos und Avery (1931). Sie isolier-ten aus dem Boden der â€žcranberry bogs of New Jerseyquot; ein bewegliches,sporenbildendes Bakterium, welches die F?¤higkeit besass um das kap-sulare Polysaccharid der virulenten S-Variante Typus III Pneumococcusabzubauen. Injizieren vom aus den Kuhuren der sporenbildenden Bak-terien bereiteten, hydrolysierenden Enzym in Versuchstiere, welchemit lebenden, virulenten

Pneumococcen vorher infiziert waren, bracht



??? einen Schutz dieser Tiere zuwege. ?œbereinstimmende, wahrscheinlichselbst identische St?¤mme dieser sporenbildenden Bakterien, welcheebenfalls den Wandstoff der genannten Pneumococcus-Typen aufl??sen,wurden sp?¤ter von Sickles und Shaw isoliert und ausf??hrlich beschrie-ben (1933 und 1934). Diese Forscher vereinigen die von ihnen isolierten St?¤mme in einerneu aufgestellten Art, der sie den Namen Bacillus palustris geben. Da dieBeschreibung dieser Art in befriedigender Weise mit der oben von mirf??r meinen Stamm gegebenen ??bereinstimmt, scheint mir eine vorl?¤ufigeEinordung in die Art Bacillus palustris vollauf angebracht. Zu einer vollst?¤ndigen Identifizierung kann allerdings erst geschrittenwerden, wenn sich herausstellen w??rde, dass die St?¤mme der amerikani-schen Forscher imstande sind das Tibi-Dextran aufzul??sen undumgekehrt mein Stamm auch das

Typus III Pneumococcus Polysaccharidaufzul??sen vermag. In dieser Hinsicht ist aber ein gewisser Vorbehalt zubetrachten, da die Wirkung der hydrolysierenden Bakterien von denamerikanischen Forschern als streng spezifisch f??r das Polysacchariddes Typus III Pneumococcus beschrieben wird: sogar die Polysaccharideder Typen I und II werden nicht angegriffen. Ausserdem steht fest, dass die Wandstoffe der Pneumococcen in chemi-scher Hinsicht vom Tibi-Wandstoff abweichen, denn in den Pneumo-coccen-Wandstoffen sind Urons?¤ure-Bausteine mit Sicherheit nachge-wiesen worden. Um aber das Aufstellen neuer ??berfl??ssiger Arten zuvermeiden, will ich das von mir isolierte Bakterium bis auf weiteres alsBacillus palustris bezeichnen. Â§ 3. HYDROLYSE DES GEREINIGTEN DEXTRANPR?„PARATES DURCHBACILLUS PALUSTRIS. Wie bereits bemerkt wurde, ist das gereinigte

Dextranpr?¤parat in kal-tem Wasser gar nicht, in kochendem Wasser nur sehr wenig l??slich. Umnun festzustellen, wie schnell eine bestimmte Gewichtsmenge des pul-verf??rmigen Dextrans von Bacillus palustris hydrolysiert (aufgel??st) werdenkann und inwieweit gleichzeitig vorhandene Glucose auf die Hydrolysevon Einfluss ist, stellte ich folgenden Versuch an. In Kolben von 100 cmÂŽ Inhalt brachte ich neben 40 cmÂŽ Peptonwasser(pH :7,4): bezw. 50 mgr, 200 mgr, und 400 mgr Dextran. Ausser-dem wurden noch zwei Kolben mit der gleichen Menge Peptonwasserfertig gestellt, an welche unterschiedlich 200 mgr Dextran mit 1% Glucoseund 200 mgr l??sl. St?¤rke zugef??gt wurden. Nach dem Sterihsieren befand



??? sich das Dextran als ein umfangreiches, flockiges Sediment am Bodendes Kolbens, w?¤hrend die St?¤rke gel??st war. Nach der Impfung mit einerjungen Kultur zeigte sich, dass die 50 mgr in 4, die 200 mgr in 6 unddie 400 mgr Dextranpulver in 7 Tagen verschwunden waren. In derKultur mit der 1%-igen Glucosel??sung war das Sediment hingegen, trotzeiner deutlichen Entwicklung des Bakteriums, unber??hrt geblieben.Nachdem das Sediment vollst?¤ndig verschwunden war, zeigte sich, dass5 cmÂŽ des tr??ben Mediums in den obengenannten Kolben eine positivepehling'sche Reaktion ergaben. Eine Ausnahme machte die Hydrolyse-fl??ssigkeit von 50 mgr, bei der mindestens 20 cmÂŽ zur Erzielung einersichtbaren Reaktion n??tig waren. Es zeigte sich, dass die St?¤rke eben-falls hydrolysiert worden war; der Organismus verf??gt also ebenfalls??ber eine Amylase. Aus der

Beobachtung, dass der Abbau des Dextrans nicht stattfindet,wenn gleichzeitig Glucose vorhanden ist, l?¤sst sich schliessen, dass dasHydrolyse verursachende Enzym nicht gebildet wird, wenn leichter zuverarbeitende Energiequellen zur Verf??gung stehen. Diese Erscheinung konnten auch Dubos und Avery f??r das bakterielleEnzym feststellen, das die Pneumococciis-Polysaccharidkapseln abbaut. ?„hnliche Versuche mit Mengen von 50 mgr und 200 mgr Dextran-pulver wurden auch in mineralen Medien folgender Zusammensetzungangestellt: 0,2% (NH4)2S04, 0,2% K2HPO4, 0,01% MgS04, (pH : 7,4). Auch bei dieser Untersuchung wurde ein Vergleich mit Aerobacilluspolymyxa und Zymobacillus macerans durchgef??hrt, aber auch diesmalerfolgte mit diesen Arten kein Abbau. (Siehe Beijerinck en den Doorende JoNG, 1923; Schardinger, 1905 und Donker, 1926). Der Abbau des

pulverf??rmigen Dextrans durch Bacillus palustris wardurch eine Zone mit kolloidaler Tr??bung ??berhalb des an Dicke abneh-menden Sedimentes gekennzeichnet; sie wurde ?¤ugenscheinlich durch dieBildung von Hydrolyseprodukten aus dem Dextran hervorgerufen. Derhemmende Effekt der Glucose war hier ebenfalls vorhanden. Erw?¤hnenswert ist, dass das von Betabacterium vermiforme gebildetePolysaccharid und das daraus durch bakterielle Hydrolyse erhalteneDextrinpr?¤parat (siehe Â§ 4) als Kohlenstoffquelle weitaus g??nstiger warals Zucker. H??chstwahrscheinlich wird dies auch bei Anwesenheit vonPepton als Stickstoffquelle der Fall sein, obwohl sich dies schwierigerfeststellen l?¤sst. F??r Bacillus palustris k??nnen wir also eine Kohlenhydratreihe auf-stellen, welche nach dem Grade der Tauglichkeit jedes einzelnen Kohle-



??? Hydrates als Kohlenstoffquelle angeordnet ist und folgendermassenaussieht: Dextran, Dextrine, Disaccharide, Monosaccharide. Im Zusammenhang hiermit sei erw?¤hnt, dass Sacchetti (1936) f??rBacillus vulgatus etwas ?¤hnhches feststellen konnte, denn er teilt mit,dass die Entwicklung dieses Bakteriums beim Vorhandensein von Dextran(von Leuconostoc mesenterioides) und Dextrin besser vor sich geht als mitSaccharose und Glucose. Â§ 4. EINIGE WEITERE BEOBACHTUNGEN ?œBER DIE BAKTERIELLEHYDROLYSE DES TIBI-DEXTRANS. Es sei hier noch kurz etwas n?¤her auf die bakterielle Hydrolyse desTibi-Dextrans und auf die dabei gebildeten Produkte eingegangen. Zur Erzielung einer gen??gend grossen Menge von Abbauproduktewurde im Grossen vorgegangen und zwar gebrauchten wir als Ausgangs-material Tibi-K??rner, welche stundenlang in str??mendem Wasser

gesp??ltund hernach getrocknet wurden. In einem | Liter Kolben sterilisierte ich 90 cmÂŽ Peptonwasser und15 gr des getrockneten Materials. Das Medium hatte sich nach dieser Be-handlung infolge der starken Quellung der Tibi-Kl??mpchen zu einerfeuchten, unbeweglichen und kompakten Masse ver?¤ndert; von einerfreien Kulturfl??ssigkeit war keine Spur mehr zu finden. In diesemZustande wurde der Kolben mit einer jungen Agarkultur von Bacilluspalustris kr?¤ftig geimpft. Der Verfl??ssigungsvorgang setzte schnell und intensiv ein. Nach6 Tagen hatte sich das Ganze in einen d??nnen Brei mit einem Sediment ver-?¤ndert, worin noch einige Reste von Tibi-K??rnern zu sehen waren. Beider Kontrolle am Ende der dritten Woche war in der grauen tr??benFl??ssigkeit ein feinflockiger Niederschlag mit einigen halbverfl??ssigtenTibi-K??rnern vermengt zu beobachten. Zur Trennung der aufgel??sten

von den nicht aufgel??sten Stoffen zentri-fugierten wir den Inhalt sorgf?¤ltig. Die mikroskopische Untersuchung derin den Zentrifugenr??hren zur??ckgebliebenen Substanz enthielt nebeneiner grossen Menge von Bakterien, Sporen und Hefezellen auch nochfreie und zusammengeballte schlangenf??rmige Kapseln. Wie wir bereits in Kapitel V mitteilten, zeichneten sich diese freienKapseln durch ihr klares und ??bersichtliches Bild aus, sodass Form undAbmessung um vieles besser zu erforschen waren als bei den Kapselnder kompakten K??rner. Von der kolloidal-tr??ben Fl??ssigkeit hielt ich eine kleine Menge zur



??? Bestimmung des pH und verg?¤rbarer Zucker zur??ck. Aus dem pH 5,2,welches elektrisch bestimmt wurde, war zu ersehen, dass nur eine geringeS?¤urebildung stattgefunden hatte. Zur Bestimmung event. vorhandener,verg?¤rbarer Zucker, benutzte ich den quantitativen Verg?¤rungsapparat. Es zeigte sich, dass nur sehr wenig gasf??rmige Kohlens?¤ure erzeugtwurde (0,05 cmÂŽ). Verg?¤rbare Zucker waren also nur in sehr geringerKonzentration vorhanden. In einem Kontrollapparat wurden zu 1 cmÂŽ Fl??ssigkeit 20 mgr Glucosehinzugef??gt; das Volum der bei der G?¤rung gebildeten gasf??rmigen Kohlen-s?¤ure, auf 0Â° C und 760 mm umgerechnet, betrug 5,05 cmÂŽ. Auf Glucoseumgerechnet bedeutet dies pro 1 cmÂŽ Hydrolysat (5.05 -t- 1.2) X 4 =25 mgr; also muss in der zur Verg?¤rung gebrachten Fl??ssigkeit 5 mgr ver-g?¤rbarer Zucker â€” als Glucose berechnet â€”

vorhanden gewesen sein. Zu der abzentrifugierten Fl??ssigkeit wurde nun ein gleiches Volum 96%Alkohol hinzugef??gt, wobei sich ein Niederschlag in der Form einergelblichen, z?¤hen, teigf??rmigen Masse bildete. Dieses nur sehr geringePr?¤zipitat wurde nach dem Trocknen wieder in kochendem Wasser zueiner kolloidalen L??sung aufgerieben und hieraus wieder durch Alkohol-behandlung auf 50% ein Niederschlag erzeugt. Nach dem Trocknenwurde der Niederschlag zu einem weissen Pulver zerrieben. Im Gegensatz zum Dextranpulver l??ste sich diese erste Fraktion desAbbauprozesses in kaltem Wasser ziemlich gut auf. Die L??sung zeigteeine starke kolloidale Tr??bung, w?¤hrend die FEHLiNG'sche Reaktion derL??sung sehr schwach positiv war. Nach sorgf?¤ltigem Abfiltrieren wurdedie ??briggebliebene alkoholhaltige Fl??ssigkeit auf einem Wasserbade zueinem braunen (durch

das Vorhandensein von Pepton) visk??s-sirupartigenR??ckstand eingedampft. Zu diesem Sirup wurde soviel 96% Alkoholgegossen bis der Alkoholgehalt 80% betrug. Unter gutem Umr??hrensetzte sich eine fadenziehende Substanz ab, welche in aussergew??hn-lich starker Weise an den Instrumenten kleben blieb. Nachdem diese Substanz zur weiteren Reinigung noch zweimal inWasser aufgel??st und mit Alkohol (80%) pr?¤zipitiert war, erhielt ichnach dem Trocknen und Zerreiben ein weisslich-lichtgelbes Pulver,welches sich sehr gut, bei nicht zu hoher Konzentration ohne Tr??bung,in kaltem Wasser aufl??ste. Es reduzierte FEHLiNG'sche L??sung starkund ergab mit Jod keine F?¤rbung. Dass es sich hier um ein Gemischreduzierender dextrinartiger Stoffe handelte, wird auf Grund der folgen-den Beobachtungen wahrscheinlich;



??? 1.nbsp;Der hohe Wert f??r die spez. Drehung: [ajp = 170Â°. 2.nbsp;Das praktisch volkommene Fehlen von verg?¤rbarem Zucker. ImVerg?¤rungsapparat blieb nach der zweiten Reinigung (Pr?¤zipitieren mitAlkohol) die Kohlens?¤urebildung in einer 5% L??sung in Hefewasserbeinahe ganz aus, nur eine ganz kleine Gasblase war sichtbar. Im Kontroll-apparat, in dem ausserdem noch 2% Glucose zugef??gt worden war,g?¤rte die Fl??ssigkeit normal aus. Es waren also keine giftigen Produktevorhanden. Es war daher h??chstens eine geringe Menge verg?¤rbarenZuckers als Verunreinigung vorhanden. Nach erfolgter G?¤rung zeigte dieDextrinl??sung noch eine merkliche Reduktion der fehlinc'schen L??sung.Ein grosser Teil des Reduktionsverm??gens stammt also von unverg?¤rbarenStoffen her. In einem zum 3ten Mal durch Alkoholpr?¤zipitierung gereinig-ten Produkt, blieb die

Kohlens?¤urebildung v??lhg aus. 3.nbsp;Die Bestimmung des Reduktionsverm??gens nach Schoorl. Von dem Pulver wurden 500 mgr in einem Masskolben von 100 cmÂŽ in L??sung gebracht. 20 cmÂŽ dieser L??sung, oder 100 mgr des Pulvers,verursachten eine Reduktion der fehlino'schen L??sung, welche mit2,52 cmÂŽ 0,1 N Thiosulfat ??bereinstimmte. Eine solche Reduktion korres-pondiert mit 7,9 mgr Glucose; es betrug also das Reduktionsverm??gendes Pr?¤parates nur 7,9% von dem der Glucose. Ausser dem, als zweite Fraktion bezeichneten Pr?¤zipitat, wird nat??rhchnoch eine bestimmte Menge von Abbauprodukten in der alkoholhaltigenHydrolysefl??ssigkeit zur??ckgeblieben sein. In erster Linie werden esZucker gewesen sein, wahrscheinlich aber auch reduzierende unverg?¤r-bare Stoffe, wie niedere Dextrine. Ein Pr?¤zipitat, welches durch Erh??hen des Alkoholgehaltes ??ber

80%entsteht, habe ich aber nicht auf dextrinartige Stoffe untersucht, da dieUntersuchung durch verschiedene ebenfalls niedergeschlagene Pepton-bestandteile sehr erschwert wurde. Hingegen habe ich die in 80% Alkohol l??sliche Fraktion auf das Vor-handensein verg?¤rbarer Zucker untersucht. Dass dieser vorhanden seinw??rde, war daraus zu schliessen, dass sich bereits im unverarbeitetenHydrolysat eine Verg?¤rung gezeigt hatte. Tats?¤chhch zeigte sich auchhier im quantitativen Verg?¤rungsapparat eine geh??rige Kohlens?¤ure-bildung, wenn ich die in 80% Alkohol l??sHche Fraktion in Hefewassermit Saccharomyces cerevisiae verg?¤ren liess. K??nnen wir nun darausschliessen, dass aller verg?¤rbarer Zucker Glucose ist? So ohne weiteresist dies sicher nicht der Fall, denn obwohl wir bei der S?¤urehydrolysebloss Glucose vorfanden, ist es immerhin denkbar, dass durch die en-



??? zymatische Hydrolyse auch h??here, aus Glucose aufgebaute Saccharideentstehen. Soweit diese durch Saccharomyces cerevisiae verg?¤rbar sind,wird man wohl ausschliesslich an Maltose zu denken haben i). Es war darum wichtig zu untersuchen, ob die verg?¤rbaren Zuckervielleicht ganz oder teilweise aus Maltose bestehen. Der einfachste Nach-weis bestand in der quantitativen Verg?¤rung und zwar einerseits mitSaccharomyces cerevisiae, andererseits mit Saccharomyces fragrans Beije-rinck, einer von mir aus Schiedamer Presshefe gewonnenen und reinkul-tivierten Hefe, welche Maltose nicht verg?¤rt. Bei beiden Untersuchungenkam praktisch die gleiche Kohlens?¤urebildung zum Vorschein, sodassalso Maltose sicherlich nicht in grosser Menge vorkommen konnte.Hiermit wurde es sehr wahrscheinlich gemacht, dass auch bei der enzyma-tischen Hydrolyse Glucose gebildet wird.

Zusammenfassend k??nnen wir schliessen, dass bei der enzymatischenHydrolyse des Tibi-Dextrans prim?¤r in Wasser l??sliche, dextrinartigeVerbindungen von abnehmender Komplexit?¤t entstehen, welche Ver-bindungen weiterhin zum Teil zu Glucose hydrolysiert werden. Schliesslich sei noch darauf hingewiesen, dass Bacillus palustris eben-falls eine kr?¤ftige amylolytische Wirkung besitzt. Nach ?œberimpfung diesesBakteriums in einen Kolben mit Peptonwasser und 15% St?¤rke (Kar-toffelst?¤rke) war nach einem Tag die dicke kleisterartige Masse d??nn-fl??ssig. Eine orientierende Untersuchung der Kulturfl??ssigkeit nach3-w??chentlichem Stehen bei 35Â° C zeigte, dass auch hierin grosse MengenDextrin, neben nur geringen Mengen Zucker, vorhanden waren. In dieserHinsicht besteht also eine grosse ?œbereinstimmung im Abbau vonDextran und von St?¤rke mittels Bacillus

palustris. Dass allerdings diesebeiden Abbauprozesse unter dem Einfluss verschiedener hydrolytischerEnzyme stehen, folgt wohl hieraus, dass verschiedene die St?¤rke gutangreifende Bakterienarten wie: Aerobacillus pOlymyxa und Zymobacillusmacerans das Dextran ??berhaupt nicht angreifen. 1) Ein anderes durch Presshefe, allerdings langsam, verg?¤rbares und aus zweiGlucosebausteinen zusammengesetztes Disaccharid ist die Trehalose. Jedoch kommtdieser nicht-reduzierende Zucker als Baustein eines Polysaccharides nicht m Betracht.



??? ZWEITER TEIL. DIE DISSOZIATION VON BETABACTERIUM VERMIFORME,NEBST EINIGEN ALLGEMEINEN BETRACHTUNGEN ?œBERDAS DISSOZIATIONSPH?„NOMEN. Zwar hat die Genetheorie f??r die Mikroben nochkeine besondere Wichtigkeit erlangt. Da dieses wohlder Fall ist f??r die h??heren Organismen muss ange-nommen werden, dass beim weiteren Studium derMikrobenvariabilit?¤t die Fruchtbarkeit dieser Theoriesich ebenfalls herausstellen wird. M. W. Beijerinck. Belangstelling in genetische vraagstukken is op zichzelve voldoende drijfveer te streven naar een bevredi-gend inzicht in de verschijnselen van bacterieeleveranderlijkheid. J. J. van Loghem.



???



??? KAPITEL X. KURZE ?œBERSICHT ?œBER DAS PH?„NOMEN UND DAS WESENDER BAKTERIEN-DISSOZIATION. Â§ 1. EINF?œHRENDE BEMERKUNGEN. Wie in der Einleitung mitgeteilt wurde, befasst der zweite Teil meinerArbeit sich mit dem Studium der Dissoziationserscheinung bei Betabac-terium vermiforme. Bekanntlich versteht man unter Dissoziation bei Mikroorganismen dasAuftreten von Kolonien von verschiedenartigem Typus bei der Z??chtungeiner Reinkultur auf einem und demselben festen N?¤hrboden, wenigstensf??r so weit es sich zeigt, dass die beiden Typen sich bei der Weiter-z??chtung entweder w?¤hrend k??rzerer oder l?¤ngerer Frist oder m??glicher-weise auch dauernd behaupten. In Kapitel III Â§ 2 wurde bereits erw?¤hnt, dass ein solches Ph?¤nomenauch beim Z??chten des Tibi-Bakteriums auf festen N?¤hrmedien auftritt. Die Ansicht, dass hier tats?¤chlich ein

Dissoziationsph?¤nomen im Sinneder oben gegebenen Umschreibung vorlag, wurde verst?¤rkt durch dieBeobachtung, dass bei den neuen Formen nicht nur das Aussehen derKolonien ver?¤ndert war, sondern dass das Bakterium auch in physiolo-gischer Hinsicht eine auffallende Ver?¤nderung durchgemacht hatte.Es zeigte sich n?¤mhch, dass die so charakteristische Erscheinung derWandstoffproduktion aus Saccharose bei den neu aufgetretenen Formen verloren gegangen war. Eine Fortsetzung dieser Untersuchung lehrte, dass die Dissoziationnicht allein auf die zwei genannten neuen Kolonietypen beschr?¤nkt blieb,sondern dass daneben noch verschiedene andere Typen von Betabac-terium vermiforme auftraten. Um nun die Befunde meiner Untersuchung in einen passenden Rahmenzu setzen, erscheint es mir in erster Linie n??tig in-den folgendenParagraphen eine kurze ?œbersicht ??ber

die meist charakteristischenErscheinungen zu geben, welche den vielen Untersuchungen ??ber dieDissoziationserscheinung zu entnehmen sind.



??? Bevor ich darauf eingehe, m??gen hier noch einige Bemerkungen allge-meiner Art folgen. Wie schon aus der oben gegebenen Umschreibung hervorgeht, bildetdie Dissoziationserscheinung einen Teil des allgemeinen Probl?¨mes derMikroben-Variabilit?¤t. Die diesbez??gliche Literatur ist dermassenumfangreich, dass es unm??glich ist, sie in ihrer Gesamtheit zu??berblicken. Nun ist jedenfalls deu??ich, dass der allgemeine Begriff â€žMikroben-Variabilit?¤tquot; eine Reihe von Erscheinungen umfasst, welche mehr oderweniger scharf von der Dissoziationserscheinung abzugrenzen sind. Ohne hier tiefer auf die Systematik und das Wesen der verschiedenenbei Mikroorganismen gefundenen Variationserscheinungen einzugehen,will ich doch kurz einige dieser abweichenden Variationstypen an-f??hren. In der Mikrobiologie begegnet man oftmals einer Erscheinung,die sich dadurch

kennzeichnet, dass ?¤ussere Bedingungen einen tiefge-henden Einfluss auf die Erscheinungsform und andere Eigenschafteneiner Mikrobenart aus??ben. Wo es nach Wiederherstellung der urspr??ng-lichen Bedingungen zu einer unmittelbaren R??ckkehr der anf?¤nglichenEigenschaften kommt, besteht aller Anlass diese Erscheinung in ?œber-einstimmung mit ?¤hnlichen Variationen bei h??heren Organismen, alsModifikationen zu betrachten. Ein sehr bekanntes Beispiel bildet die Erscheinung, dass viele St?¤mmevon Bacterium prodigiosum beim Z??chten bei niederen Temperaturen durchdie starke Produktion eines roten Pigmentes gekennzeichnet sind, w?¤hrendsie in der Kultur bei 37Â° C v??llig farblos wachsen. Kultiviert man jedoch?œberimpfungen dieser letzten Kulturen bei niederen Temperaturen,dann tritt wieder unmittelbar Pigmentbildung ein. Es bed??rft keinen?¤here

Erl?¤uterung, dass diese Erscheinung von der Dissoziations-erscheinung grundverschieden ist, da sich ja bei letzterer die Unter-schiede zwischen den aufgetretenen Formen gerade bei gleicher Konstel-lation der ?¤usseren Bedingungen manifestieren. Eine zweite von der Dissoziation abzugrenzende Variationserscheinungist die Adaptation im engeren Sinne. Hierunter versteht man die Erschei-nung, wobei eine Mikrobe sich allm?¤hlich an ?¤ussere Bedingungenanpasst, welche der urspr??nglichen Form keine Vermehrungsm??ghch-keit bieten. Offenbar haben wir es in solchen F?¤llen mit dem Resultat einer konti-nuierhchen Variation und einer gleichzeitig wirkenden k??nstlichenSelektion durch die ?¤usseren Bedingungen des Miheus zu tun. So kann



??? man durch besondere Massregeln Bakterien sich z.B. an h??here oderniedere Temperaturen gew??hnen lassen oder an bestimmte Mengen vonAntiseptika, unter welchen Bedingungen sich die urspr??ngliche Formnicht entwickeln kann. Kennzeichnend f??r eine solche Adaptationser-scheinung ist, dass diese nur allm?¤hlich d.h. ??ber eine bestimmte Anzahlvon Subkulturen zur Entfaltung kommt und vor allem, dass s?¤mtliche,resultierende Zellen hinsichtlich der Ausgangsform Ver?¤nderungenerlitten haben. Obwohl in manchen F?¤llen das Eintreten einer Dissoziation augen-scheinlich ebenfalls an ?¤usseren Bedingungen gebunden sein kann ,unter-scheidet sie sich doch von der soeben beschriebenen Adaptation dadurch,dass die neue Variante pl??tzlich in einer einzigen Kultur auftritt und vorallem auch durch die Tatsache, dass sich daneben die Ausgangsformbehauptet. Auch besteht mit

der Adaptation dadurch ein auffallenderUnterschied, dass bei der Dissoziation die eingetretenen Ver?¤nderungenkeinerlei direkten Zusammenhang mit der Art der Ver?¤nderungen der?¤usseren Faktoren aufweisen. Dies kommt deutlich dadurch zum Ausdruckdass auseinandergehende Ver?¤nderungen dieser Faktoren ??fters dengleichen Effekt erzielen. Aus dem soeben Gesagten erhellt, dass in der folgenden ?œbersicht vonvornherein zahlreiche Variabilit?¤tserscheinungen ausser Betracht bleibenk??nnen. Bemerkt sei noch, dass in Â§ 2 zuallererst eine ?œbersicht ??ber die?¤usseren Erscheinungsformen der Dissoziation gegeben werden soll.Hiernach folgt in Â§ 3 eine kurze Besprechung der Meinungen hinsicht-lich der Ursachen, welche der Dissoziation zugrunde liegen. Nach derBeschreibung meiner eigenen Befunde werde ich dann in Kapitel XHdarauf noch n?¤her eingehen. Â§ 2. KURZE

CHARAKTERISTIK VON DER ERSCHEINUNG DER BAK-TERIEN-DISSOZIATION. Im Laufe der Zeit wurde das Dissoziationsph?¤nomen bei sehr vielenBakterienarten untersucht, sodass sowohl das Tatsachenmaterial unddie diesbez??gliche Literatur einen ungeheueren Umfang genommenhat. Ich werde mich hier bloss auf die Beschreibung der Dissoziations-erscheinung in ihren allgemeinen und f??r die Mehrzahl der untersuchtenBakterienarten charakteristischen Z??gen beschr?¤nken. F??r eine voll-



??? st?¤ndigere und mit vielen Beispielen dokumentierte ?œbersicht verweiseich auf: Arkwright (1930) und auf die drei Zusammenfassungen vonHadley (1927, 1931, 1937). Wie bereits in Â§ 1 mitgeteilt wurde, versteht man unter Dissoziationeine Eigenschaftsvariation bei Bakterien, die sich beim Z??chten auffesten N?¤hrb??den im Auftreten von untereinander verschiedenen Kolonien?¤ussert. Die aufgetretenen Varianten verm??gen sich, meistens selbst aufabge?¤nderten N?¤hrmedien und unter verschiedenen Kulturbedingungen,ZU behaupten. F??r die Dissoziation kennzeichnend ist die Erscheinung, dass dieVarianten und die urspr??ngliche Form nebeneinander gez??chtet werdenk??nnen, wobei jede f??r sich ihre charakteristischen Eigenschaften bei-beh?¤lt. Die Ver?¤nderungen in das Aussehen und die Form der Kolonie beziehtsich fast immer auch auf die Morphologie (Form und

Abmessungen) dereinzelnen Zellen. Die physiologischen Ver?¤nderungen k??nnen als Ab?¤nderungen in derVirulenz und im serologischen Verhalten, in fermentativen Eigen-schaften (S?¤ure- und Gasbildung aus Zuckerarten), in der Produktionvon Schleim oder Pigment, in der Beweglichkeit u.s.w. auftreten. Bereits in der Anfangsperiode der Bakteriologie fiel die Variation inKolonie- und Zellform auf, jedoch betrachtete man sie meistens alsteratologische Erscheinungen und infolge der F??lle der Probleme,welche das Studium der normalen Bakterienformen bot, ist man langeZeit an dieses Problem vorbeigegangen. Zu den ersten, die mehr bewusst diese Variationen studierten,geh??ren: Neisser (1906) und Massini (1907). Sie stellten fest, dass beimZ??chten eines Stammes von Bacillus coli mutabile auf Endo-Platten oftin den farblosen Kolonien auf die Dauer rote Papillen auftraten.

Dieserote Verf?¤rbung war die Folge des pl??tzhch auftretenden Verm??gens diesesBakteriums um Lactose verg?¤ren zu k??nnen. Eine n?¤here Untersuchunglehrte, dass bei Weiterz??chtung dieser roten Papillen ausschliesslich roteKolonien zur Entwicklung kamen, w?¤hrend Weiterz??chtung vom weissenKolonietypus neben dieser Form immer wieder rote Papillen entstehenHessen. Im Jahre 1912 gab Beijerinck einen wichtigen Beitrag zur Kenntnisdieser Art von Variationserscheinungen heraus. Von einigen Bakterien-arten, u.a. Bacillus prodigiosus, Bac. herbicola, Bac. indicus, und einer Hefe,Schizosaccharomyces octosporus, wurden Variationserscheinungen beschrie-



??? ben, welche heute als ?„usserungen der Dissoziation bezeichnet werdenk??nnen. Besonders wurden in dieser Abhandlung eine Menge Varianten vonBacillus prodigiosus beschrieben, welche in physiologischer Hinsicht(Pigment und Schleimproduktion) von der Ausgangsform abwichen.Diese mehr oder weniger konstanten Variationen zeigten sich meistensverkn??pft mit Ab?¤nderungen in der Morphologie der Kolonien und Zellen. Im Jahre 1918 hat Baerthlein bei verschiedenen Bakterienarten, wieTyphus-, Paratyphus- und Coli-Bakterien, Friedl?¤nder's Bazillus u.a.die Erscheinung der Variation ausf??hrlich untersucht. Er beobachtete, dass die Variation der Kolonieform zusammengehenkann mit einer Ab?¤nderung entweder in der Morphologie der Zellen,oder in den fermentativen und serologischen Eigenschaften, in derVirulenz oder endlich in der Pigmentbildung. Die

Untersuchungen von de Kruif und Arkwright im Jahre 1921bildeten den Ausgangspunkt eines Stromes von Ver??ffentlichungen,welche sich mit dem Variabilit?¤tsph?¤nomen befassen. Der erstgenannteAutor f??hrte die Bezeichnung â€žDissoziationquot; ein f??r die von ihm festge-stellte Erscheinung, dass bei der Z??chtung von Bacillus lepisepticuszweierlei Kolonietypen entstanden, welche er als diffus und granularunterschied. Als wichtigster Gesichtspunkt trat die Entdeckung hervor,dass bei allen Bakterienarten, bei denen man die Dissoziation n?¤herstudierte, zwei deutlich ?¤usserhch voneinander zu unterscheidende Kolo-nievarianten aufzutreten pflegen. Arkwright hat f??r diese beiden Kolonietypen die BezeichnungS(smooth) und R(rough) eingef??hrt. Diese Terminologie bezieht sichlediglich auf das Aussehen der Kolonie. Der S-Kolonietypus ist meistrund mit unverletztem

Rand, w?¤hrend seine Oberfl?¤che glatt und gl?¤n-zend ist. Dagegen ist der R-Typus meist etwas gr??sser und platter, anseiner Oberfl?¤che mehr oder weniger rauh, w?¤hrend der Rand unregel-m?¤ssig gewellt oder eingeschnitten erscheint. Neben den Unterschiedenin der Kolonieform zeichnen sich die S- und R-Varianten in der Mehrzahlder F?¤lle auch in Unterschieden der Zellmorphologie aus. Meistensbesitzt der R-Typus l?¤ngere Zellen, welche nicht selten zu langen, unseg-mentierten Dr?¤hten oder zu langen, aus einzelnen Zellen zusammenge-setzten, Ketten ausgewachsen sind (Hadley 1937). In vielen F?¤llenist auch die Art des Wachstums in fl??ssigen Medien verschieden; soverursacht z.B. bei der Colon-Typhus-Dysenteriegruppe der S-Typusim Anfang eine einheitliche Tr??bung des Mediums, w?¤hrend R ein



??? granul?¤res Wachstum zeigt, welches an eine spontane Agglutinationdenken l?¤sst. Als eine sehr h?¤ufig auftretende Erscheinung k??nnen wir feststellen,dass eine Bakterienart, welche nach der Isolierung anfangs ausschliesslichS-Kolonietypen hervorbringt, beim Weiterz??chten auf festen N?¤hrmedienoder nach dem Abstreichen aus Fl??ssigkeitskulturen auf Platten, auchR-Kolonietypen zur Entwicklung bringt. Manchmal vollzieht sich der?œbergang von S R via eine oder mehrere Zwischenformen. Eine Reversion von R S, welche stets sprunghaft zu geschehenscheint, kommt oft vor, obwohl sie meistens weniger leicht und wenigerfrequent als der ?œbergang von S ^ R auftritt. Die genannten Formen sind nun von vielen Bakterienarten ausf??hrlichbeschrieben worden. Als Beispiele nenne ich bloss: Bacterium coli com-munis, Bac. subtilis, sowie die pathogenen Arten: Mycobact.

tuberculosis,Corynebact. diphtheriae, Bac. anthracis, Salmonella aertrycke, Shigellaparadysenteriae usw. Vor kurzem hat Hadley den Standpunkt vertreten, dass man imDissoziationsmuster im allgemeinen auch noch das Vorkommen einesM(mukoid)-Typus neben den S- und R-Typen erwarten kann. Einderartiger Typus wurde in 1934 von Dawson bei Pneumococcus aufge-funden. Hadley weist darauf hin, dass f??r die Frequenz, mit der dieTypen S, R, und'M im Dissoziationsmuster auftreten, bei der Mehrzahlder Bakterienarten die Folge: S gt; R gt; M festzustellen ist. Der M-Typusscheint durchwegs aus der S-Form hervorzugehen und von ihr mitAusnahme der Konsistenz der Kolonie nur wenig zu differieren. Auchin zellmorphologischer Hinsicht scheint oftmals M mit S ungef?¤hrgleichwertig zu sein; die M-Zellen sind jedoch gekennzeichnet entwederdurch den Besitz einer Kapsel, oder sie

sind nackt, aber dann in einerd??nnschleimigen Substanz eingebettet. Gleich dem ?œbergang S ^ R sind auch bei M ^ S zuweilen Zwi-schenformen vorhanden, z.B. bei Typus I Pneumococcus (Blake undTrask, 1933). Allerdings scheint es auch vorzukommen, dass mukoideKolonietypen einen R-Charakter haben; in diesem Fall handelt es sichum Kolonien, welche aus dem R-Typus entstanden sind und in zell-morphologischer Hinsicht ihm entsprechen. Die Zellen sind aber ge-kapselt oder produzieren einen d??nnen Schleim. Ein Beispiel einesmukoiden R-Typus zeigt sich bei Serratia marcescens (Reed, 1937). Beiverschiedenen Bakterienarten ist dieser M-Kolonietypus im Dissozia-tionsmuster deutlich zu erkennen, z.B. bei Pneumococcus (Dawson, 1933),



??? Clostridium Welchii (Stevens, 1935), Bact. granulosis (Harrison, 1936),Escherichia coli (Torrey und Montu, 1936), Micrococcus tetragenus(Reimann, 1937). In einer Reihe von Ver??ffentlichungen findet man nocheinen weniger oft vorkommenden Kolonietypus, n.l. die G- oder Zwerg-kolonie, die durch ihre geringe Abmessung gekennzeichnet ist, erw?¤hnt.Die G-Kolonien scheinen, ebenso wie die M-Typen meistens, aus S-For-men zu entstehen, in diesem Fall haben sie eine glatte Oberfl?¤che. DieZellen k??nnen nahezu denen der S-Form entsprechen, u.a. bei Staphylo-coccus aureus (Swingle, 1935), Shigella dysenteriae (Koser und Dienst,1934). Auch zwischen S- und G-Formen k??nnen ?œbergangsformen vorkom-men z.B. bei Shigella dysenteriae (Koser und Dienst, 1934). Ein einzigesMal ist bei Shigella konstatiert, dass eine G-Kolonie aus dem R-Typusentstand; die

Oberfl?¤che dieser Zwergkolonie war rauh und hatte einenunregelm?¤ssigen Rand (Hadley, 1931). Der Zwergcharakter der G-Kolo-nieform ist weniger die Folge kleinerer Zellen, als wohl einer verz??gertenVermehrung dieser (herabgesetzter Vitalit?¤t). Bei einzelnen Bakterienartensind im Dissoziationsmuster noch Kolonietypen unterzubringen, welchevon den oben beschriebenen Formen mehr oder weniger abweichen,z.B. der â€žmattequot; Kolonietypus bei den h?¤molytischen Streptokokken. Wie bereits erw?¤hnt wurde, ist bei der Dissoziation eine Ver?¤nderungin der Kolonie- und Zellform meistens verkn??pft mit Ab?¤nderungen inphysiologischer Hinsicht. Da sich die Literatur ??ber die Dissoziationserscheinung gr??sstenteilsauf die Gruppe der pathogenen Mikroben bezieht, werden als auff?¤lligephysiologische Variationen vielfach Ab?¤nderungen der Virulenz und

desserologischen Verhaltens beschrieben. Bei den pathogenen Arten ent-spricht die am meisten virulente Form h?¤ufig der S-Form, so z.B. beiEberthella, Salmonella, Corynebact. diphtheriae. In diesem Fall wird beim?œbergang von S -gt; R oder S M die Virulenz sehr oft stark herabge-setzt, auch kann sie ganz verschwinden; ausserdem ver?¤ndert sich hierbeidas serologische Verhalten. Tritt ein R??ckschlag von R -gt; S oder M Sauf, dann kehren die Virulenz und die urspr??nglichen serologischenEigenschaften meistens v??lhg zur??ck. Auch bestehen Arten, bei denen gerade der M-Typus mit seinengekapselten Individuen die virulente Form darstellt. Dies gilt z.B. f??rdie Pneumoccoccus-Typen und f??r Pneumobacillus; bei ihnen sind dieS- und R-Typen avirulent. Die Virulenz und die typus-spezifischenantigenen Eigenschaften zeigen sich f??r die letztgenannten Bakterienarten



??? streng an den Bfesitz einer Kapsel gebunden. Einen Fall, bei dem derR-Typus als die eigentliche, stark virulente Form auftritt, finden wir beiBacillus anthracis. Auch kann eine bestimmte Ver?¤nderung in der Kolonie-form mit einer biochemischen Abweichung verkn??pft sein. Beispielehiervon sind die nicht-Verg?¤rung bestimmter Zuckerarten (von Lactosedurch eine Variante von Bacillus coli, die nicht-Verg?¤rung von Mannitdurch Varianten von Shigella dysenteriae), das Ausbleiben einer Gas-bildung aus Glucose (gaslose Varianten von Paratyphus-St?¤mmen,Tasman und Pot, 1934), das Unterbleiben der Pigmentbildung (albus-Variante von Bacillus prodigiosus, Beijerinck, 1912), Verlust der Beweg-lichkeit bei Bacillus proteus (Felix und Olitzki, 1928), das Auftretenvon Schleimproduktion (bei der bereits genannten M-Kolonievariante). Obwohl es anf?¤nglich schien, als ob immer ein

unzertrennlicher Zu-sammenhang zwischen morphologischen und physiologischen Ver-?¤nderungen bestehe, zeigt sich doch, besonders in der Literatur derletzten Zeit, dass auf diese allgemeine Regel eine nicht unbetr?¤chtlicheZahl von Ausnahmen vorzufinden sind. Einige Beispiele m??gen diesveranschaulichen. 1.nbsp;Virulenzver?¤nderungen, welche nicht mit einer Transformationder Kolonie verkn??pft sind, z.B. bei 5ac. anthracis (Nungester, 1933),Corynebact. diphtheriae (Jones, 1933). 2.nbsp;Beweglichkeit und Unbeweglichkeit, welche beide bei S- als auchbei R-Typen vorkommen, z.B. bei der Schweinscholera (Li, 1929). 3.nbsp;Keine Korrelation zwischen der Koloniestruktur und der Gas-bildung aus Glucose, z.B. bei Bac. paratyphosus B (Nungester, 1933),der Koloniestruktur und serologischen Eigenschaften bei Bac. dysen-teriae (Waaler, 1935). 4.nbsp;Unabh?¤ngige Variation

aller Merkmale bei Bac. megatherium(Knaysi, 1933). 5.nbsp;Differenzierung in verschiedenen Farben, wobei jede Farbe ihreeigene Koloniereihe S, R, M, besitzt, wie z.B. bei Micrococcus tetragenusund Serratia marcescens (Reimann, 1937; Reed, 1937). 6.nbsp;Beim langen Aufbewahren von Bact. coli und coli-artigenSt?¤mmen zeigte sich, dass: a.nbsp;einige St?¤mme sich im G?¤rungsverm??gen ge?¤ndert hatten, wobeijedoch alle beim Auss?¤en nur eine Kolonieform bildeten. b.nbsp;St?¤mme beim Auss?¤en verschiedene Kolonietypen zum Vor-schein brachten, ohne dass eine Ver?¤nderung der fermentativen Eigen-schaften eingetreten war.



??? c. St?¤mme beim Auss?¤en sowohl hinsichtlich der Kolonieform alsauch in fermentativer Hinsicht neue Varianten abspalteten (Nyberg,Bonsdorff und Kauppi, 1937). 7. Es zeigte sich keine konstante Korrelation zwischen der Kolonie-form und der antigenen Struktur bei Salmonella pullomm (Roekel undRettger, 1936). Hinsichdich der Faktoren, welche das Dissoziationsph?¤nomen bestim-men, sei bemerkt, dass dieses in vielen F?¤llen anscheinend â€žspontanquot;eintritt; die Varianten erscheinen dann ohne sichtbare Ursache auf denf??r die betreffenden Bakterien gebr?¤uchlichen N?¤hrb??den. Wenn beiWeiterz??chtung auf den normalen, gebr?¤uchlichen N?¤hrb??den dieDissoziation nur ausnahmsweise oder ??berhaupt nicht â€žspontanquot; eintritt,dann kann man diese in vielen F?¤llen induzieren, indem man die Zusam-mensetzung der N?¤hrb??den oder die

Kulturbedingungen ?¤ndert.Auch die Vorkultur der auf den festen N?¤hrb??den zu impfenden Zellenscheint meistens von ausschlaggebender Bedeutung zu sein. Als Metho-den, welche oft zum Ziele f??hren, kennt man u.a. das Altern von Agar-oder Bouillon-Kulturen, die Z??chtung auf alkalischen N?¤hrb??den oderin alkalischer Bouillon, die Z??chtung auf N?¤hrb??den oder in Bouillon, inwelchen kleine Mengen bestimmter Chemikahen, wie Phenol oder Lithium-chlorid, hinzugef??gt sind, die Z??chtung bei niederer oder h??herer Tempe-ratur, die Z??chtung in Bouillon mit homologem Antiserum, Bakterio-phagenwirkung, Tierpassage usw. Die Kultur in spezifischem Immun-serum oder die Einwirkung des Bakteriophagen zeigen sich wohl als diezweckm?¤ssigsten Mittel zur Erhaltung von Varianten. Aus der vorhergehenden Aufz?¤hlung erhellt, dass beim Auftreten derDissoziation den

?¤usseren Bedingungen eine wichtige Rolle zukommt. Wie wir in Kapitel XII n?¤her auseinandersetzen werden, wirken die?¤usseren Bedingungen, induzierend, d.h. ausl??send auf die Dissoziation. Als allgemeine Erscheinung ist noch zu erw?¤hnen das Auftreten vonStabilit?¤tsunterschieden eines und desselben Variantentypus, z.B. S oderR, bei verschiedenen St?¤mmen einer und derselben Bakterienart. Je nachder Stabilit?¤t von morphologischen, bezw. physiologischen Merkmalenbei den verschiedenen St?¤mmen von S-, R-, M-Varianten k??nnen diefolgenden M??glichkeiten eintreffen: 1. Formen, welche entweder spontan oder durch Induktion aufge-treten, w?¤hrend der ganzen Untersuchung vollkommen konstant bleiben;gleichg??ltig auf welchen N?¤hrb??den man z??chtet und unter welchenBedingungen, zeigt sich die eingetretene Ver?¤nderung â€žirreversibelquot;.



??? Man k??nnte hier von â€žstabilenquot; Formen sprechen. Eine solche voll-kommene Stabilit?¤t scheint jedoch h??chst selten oder m??glich gar nichtvorzukommen. Nicht selten finden sich in der Literatur Angaben, dassVariantenst?¤mme viele Monate hindurch, selbst Jahre lang, in Reinkulturgehalten, konstant bleiben; die Tatsache, dass diese Kulturen sehr oftunter dem Einfluss bestimmter stark induzierender Agenzien dennochdissoziieren, zwingt zu grosser Vorsicht in der Schlussfolgerung hinsicht-lich vollst?¤ndiger Stabilit?¤t eines bestimmten Stammes, In der hiergegebenen, sehr groben Einteilung will ich zu den â€žstabilenquot; Formenauch diejenigen Variantenst?¤mme rechnen, welche der Dissoziation hart-n?¤ckigen und auff?¤llig langen Widerstand leisten, dermassen, dass siew?¤hrend den angestellten Untersuchungen v??llig oder doch in betr?¤cht-lichem Masse konstant

sind. Als Beispiel verweise ich auf die Untersuchung von Mallmann (1932)u.a. ??ber Salmonella pullorum; er experimentierte mit verschiedenenR- und S-St?¤mmen, von denen mehrere f??r die angewandten Induktions-methoden unempfindlich waren und eine ausgesprochene Stabilit?¤tzeigten. Ein anderes Beispiel bilden die von Kun und von Fenyvessy (1932)beschriebenen extrem-rauhen St?¤mme des Influenzabacillus, welcheselbst nach einigen Jahren noch vollkommen konstant geblieben waren. Weiterhin wurden von Swingle (1935) bei Staphylococcus aureusG-St?¤mme isoliert, welche verschiedene Grade an Stabilit?¤t besassen;unter diesen wurden auch solche St?¤mme vorgefunden, welche sich stabilund irreversibel zeigten. 2. Formen, welche bei Weiterz??chtung auf normalen, gebr?¤uchlichenN?¤hrb??den in ziemlichem Masse konstant bleiben und auf diese Weise??berhaupt

nicht oder nur infrequent dissoziieren. Wendet man eine odermehrere der obengenannten Induktionsmethoden an (z.B. wiederholtesund schnelles ?œberimpfen in Bouillon, Altern von Bouillonkulturen,Z??chtung in homologem Antiserum oder Bakteriophagenwirkung), danngelingt es ziemlich leicht auf kurzer Frist das Auftreten neuer Variantenauszul??sen oder zu stimulieren. Diese Formen, welche also unter dennormalen, d.h. gebr?¤uchlichen Kulturbedingungen ziemlich konstantsind, k??nnte man â€žrelativ stabilquot; nennen. Zuweilen findet man, dass eine Reversion nicht ganz in die urspr??nglicheAusgangsform resultiert; es bleiben noch kleinere oder gr??ssere Unter-schiede mit der Ausgangsform vorhanden. Man kann dann wohl vonâ€žpartiellerquot; Reversion sprechen. Im Zusammenhang hiermit verweise



??? ich auch auf die oft in der Literatur vorkommende Bezeichnung â€žrough- nessquot; in verschiedenem Grade. 3. Eine dritte Gruppe besteht aus Formen, welche bei Z??chtung aufnormalen, gebr?¤uchlichen N?¤hrb??den, und vor allem bei einigermassenaltern lassen solcher Kulturen, leicht und frequent dissoziieren. Zu ihnengeh??ren sowohl als S, R, M (und G?) zu bezeichnen Typen, als auchausgesprochen intermedi?¤re Formen. Man k??nnte hier am besten sprechen von â€žlabilenquot; Formen. Das Auftreten der Dissoziation kann hier auf die folgende Weise zumAusdruck kommen. Bereits in der Kolonie der â€žlabilenquot; Ausgangsformkann sich das Auftreten eines neuen Typus makroskopisch manifestierendurch Bildung entweder von sekund?¤ren Kolonien, oder von Papillen,von Sektoren oder marginalen Ausw??chsen (â€žoutcroppingsquot;). DerartigeAusw??chse

k??nnen so stark hervortreten, dass die urspr??ngliche Kolonie(z.B. eine R- oder S-Kolonie) g?¤nzlich von einer gleich-breiten Randzone,zusammengesetzt nur aus Zellen der neuen Variante, umgeben ist. Esist dann die Rede von einer konzentrischen â€žMischkoloniequot;. Als solchekennt man u.a. SR, RS und SM-Mischkolonien, z.B. bei ClostridiumWelchii (Stevens, 1935), Bacillus coli communis (Dulaney, 1928). BeimAbstreichen einer Suspension des Zentrums einer SR-Kolonie z.B.erh?¤lt man durchwegs Mischplatten mit S- bzw. SR-Kolonien. Streichtman aber eine Suspension von Zellen aus der Randzone ab, dann ergibtdie Kultur ausschliesslich R-Kolonien. Der neue Typus kann allerdingsbereits in der labilen Ausgangsform Vorhandensein, ohne dass es an demAussehen der Kolonie erkennbar ist. Streicht man Suspensionen solcherKolonien auf Platten ab, dann erh?¤lt man

doch Platten, welche ganzbestimmt ein Gemisch von Kolonien des urspr??nglichen und des neuenTypus zur Entwicklung bringen (Deskowitz, 1937). Deskowitz zeigte, dass sich die Labilit?¤t auf fast jede Kolonieformerstrecken kann. Bei Salmonella aertrycke isolierte er u.a. einen â€žunsta-bilenquot; R-Typus, welcher bei Weiterz??chtung fortw?¤hrend und in kon-stantem Verh?¤ltnis eine stabile S-Form abspaltete. Daneben erw?¤hnt ereine kleine unstabile R-Kolonie, welche fortw?¤hrend einen grossen, stabilen R-Typus abspaltete. Auch isolierte er noch einen unstabilen M-Typus. Labile Variantenwurden ??berdies u.a. bei Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis,Friedl?¤nder's Bazillus, Bacillus aerogenes (Fechner, 1936) vorgefunden. Mit Hinsicht auf das oben Angef??hrte, wird es nicht wundern, dassman beim Studium des Dissoziationsph?¤nomens oft f??r den gleichen



??? Variantentypus verschiedene Stabilit?¤tsgrade wahrgenommen hat. Es seiallerdings darauf hingewiesen, dass die Frequenz, mit welcher durchDissoziation neue Varianten auftreten, nicht sonderlich gross ist, selbstnicht, wenn man das Verhalten der sog. â€žunstabilenquot; Formen mit einbe-zieht. Man vergesse nicht, dass es sich bei einer Bakterienkultur handeltum einen Klon, welcher in kurzer Zeit eine grosse Zahl von Individuenerzeugt. Prozentuell ist die Anzahl Zellen, welche dissoziieren gewissnicht gross. Die totale, in einer Kolonie vorhandene Anzahl von Varian-tenzellen kann niemals als brauchbarer Massstab f??r die Frequenz deseigentlichen Variationsprozesses dienen, da sich w?¤hrend der Entwicklungder Kolonien auch die durch Dissoziation entstandenen Variantenzellenvermehren. Schliesslich kann noch bemerkt werden, dass an und f??r sich konstanteTypen, einer

Bakterienart bei Kultur unter speziellen BedingungenKolonien aufliefern k??nnen, welche in ihrem Aussehen denjenigen derDissoziationsvarianten gleich sind. Z??chtet man jedoch weiter unterden anf?¤nglichen Bedingungen, dann entpuppen sie sich als â€žpseudoquot;-Varianten, in so weit, dass dann nur der urspr??ngliche Typus wiederauftritt. Als Beispiel sei hier die Untersuchung Paul's (1927) erw?¤hnt. DiesemForscher fiel es auf, dass bei der Z??chtung von konstanten S-St?¤mmenvon Pneumococcus auf extrem alkalischen Platten und auch bei konzen-trierter Aussaat, sich Kolonien oder Kolonieaggregate zeigten mit einerrauhen Oberfl?¤che. Diese â€žroughnessquot; war jedoch keinen Indikator f??r die Anwesenheiteiner R-Variante. Weiterz??chtung dieses rauh aussehenden Materialsergab n?¤mlich wieder sogleich Kulturen, welche nur aus typischenS-Kolonien bestanden. Auf

Grund dieses Ergebnis kommt Paul zumSchluss, dass unter bestimmten Umst?¤nden â€žpseudo-roughquot;-Kolonienauf den Platten erscheinen. Es gibt mehrere F?¤lle, in denen ?¤hnlicheBeobachtungen gemacht worden sind. Mallmann (1932) z.B. beobachtete â€žsmoothnessquot; bei der Z??chtungstabiler R-Typen von Salmonella pullorum auf Fleischbouillonagar.Wurden diese S-Formen auf dem Normalmedium (Leberinfusionsagar)kultiviert, so nehmen die Kolonien s?¤mtlich wieder den R-Gestalt an. â€žRoughnessquot;, d.h. â€žslightly roughquot;-Kolonien, zeigte sich bei denstabilen S-Typen auf Leberinfusionsagar. Beim Abstreichen aus derSuspension dieser Kolonien auf Fleischbouillonagar kamen sogleichwieder s?¤mtlich normale S-Kolonien zur Entwicklung. Es braucht keine



??? n?¤here Erl?¤uterung, dass derartige F?¤lle 2U betrachten sind als einfacheModifikationen, welche dadurch gekennzeichnet sind, dass die aus derModifikation resultierenden Formen ?¤usserliche Ubereinstimmung mitbestimmten Dissoziationsvarianten aufweisen. Auch hinsichthch physiologischer Eigenschaften kann Dissoziation vorget?¤uscht werden. Knaysi (1933) hat bei seiner Untersuchung bez??glich der Dissoziation von Bac. megatherium eine gelb pigmentierte Variante, welche in Form eines gelben Koloniesektors auftrat und sich bei Weiterz??chtung konstant erwies, isolieren k??nnen. Ausserdem stellte er auch die Bildung des gelben Pigments bei sekund?¤ren Kolonien oder in der peripheren Zone der Mutterkolonie fest. Im letzteren Fall aber zeigten sich bei Weiterz??chtung des gelbenBakterienmaterials auf den Platten nur farblose Kolonien. Im Gegensjzzu der

Pigmentierung der echten gelben Variante ist in diesen Fallen diePigmentbildung als eine Modifikation in physiologischer Hinsicht zu betrachten.nbsp;.nbsp;t? u â€? Nachdem hiermit in grossen Z??gen die charakteristischen Erschei-nungen der Dissoziation angef??hrt worden sind, sei im n?¤chsten Para-graph eine kritische Betrachtung der bisher ge?¤usserten Meinungen ??berdas Wesen der Dissoziation gegeben. amp; 3 BESPRECHUNG DER VERSCHIEDENEN ANSICHTEN ?œBER DASWKEN DES DISSOZIATIONSPH?„NOMENS. Obwohl das Auftreten von Ver?¤nderungen bei Bakterien bereitsvon vielen ?¤ltern Forschern beobachtet wurde, scheint mir eine Be-schr?¤nkung der Besprechung auf jene Betrachtungen, welche ver??ffent-licht wurden seit man ??ber die Variabilit?¤t bei h??heren Organismen einetiefere Einsicht erhielt, angezeigt. In dieser Hinsicht kann die

durchHugo de Vries in 1900 aufgestellte Mutationstheorie als ausschlaggebend sicherlich interessant an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dassbereits ein Monat nachdem de Vries zum ersten Mal in einem Vortragvor der â€žKoninklijke Akademie van Wetenschappen in Amsterdamquot; dieGrundz??ge seiner Theorie auseinandersetzte, Beijerinck an der gleichenStelle seine Untersuchungen ??ber verschiedene Formen erbhcher Vari-ation bei Mikroben zum Vortrag bracht (1901). Beijerinck unterscheidet die von ihm untersuchte und bei verschie-densten Organismen beobachetete Variabilit?¤t in drei Typen, welche er



??? Degeneration, Transformation und gew??hnliche Variation nennt. Mitdieser letzten Bezeichnung belegt Beijerinck alle jene Ver?¤nderungen,welche dadurch gekennzeichnet sind, dass sich der urspr??nghche Mikro-bentypus behauptet, w?¤hrend gleichzeitig daneben ab und zu Zellen mitabweichenden Eigenschaften abgespalten werden, welche sich k??rzereoder l?¤ngere Zeit unter Beibehalten der neuen Eigenschaften vermehren. Die heutzutage als Dissoziation bezeichneten Erscheinungen geh??rendaher zu dieser Kategorie. Obwohl Beijerinck in seiner Abhandlung nebenbei bemerkt, dassdie unter diesen Bedingungen aufgetretenen Varianten wahrschein-lich mit den von de Vries bezeichneten Mutanten gleich zu stellen sind,hat er sich damals doch nur wenig der de VRiEs'schen Theorie angepasst. Beijerinck betont, dass ?¤ussere Faktoren, wie fortgesetztes Z??chtenunter

ung??nstigen Bedingungen die prim?¤re Ursache der Ver?¤nder-lichkeit sein soll. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass sich Beijerinckerst infolge einer Diskussion mit de Vries anl?¤sslich seines Vortrages zueiner Fussnote entschloss, in welcher er die von ihm erw?¤hnten Variantenmit den Mutanten von de Vries gleichstellte. Allerdings f??gt er sogleichhinzu, dass in der mutativen Auffassung der Ver?¤nderhchkeit insoferneine Schwierigkeit hegt, als durch sie nicht die oft unverkennbar vor-handene Adaptation zu erkl?¤ren ist. W?¤hrend Beijerinck sich also im Jahr 1900 nur z??gernd der Mutations-theorie zur Erkl?¤rung bakterieller Ver?¤nderlichkeit anschliesst, fand dieseTheorie bei Neisser (1906) und Massini (1907) grossen Beifall. Diese Forscher scheuen sich nicht ihre in Â§ 2 kurz erw?¤hntenUntersuchungen ??ber die Ver?¤nderungen bei Bact coli mutabile aufdieser Basis zu erkl?¤ren.

Im Jahr 1912 erschien von Beijerinck eine ausf??hrhche zweite Abhand-lung, in welcher er sich als ??berzeugter Anh?¤nger der Mutationstheorieerkl?¤rt. Er beschreibt in dieser Ver??ffentlichung u.a., dass er von Bac,prodigiosus 14 verschiedene Varianten {albus, roseus, viscosus, hyalinus,usw.) zu isolieren vermochte. Unter diesen befanden sich farblose,schleimbildende Formen und zahlreiche Farbenabstufungen zwischenrot und weiss. Bei Schizosaccharomyces octosporus traten z.B. folgende Varianten auf:oligosporus und asporus, bei Bac. herbicola die Varianten: flavus undascococcus. Es zeigte sich, dass diese Varianten in manchen F?¤llen wiederneue Varianten abspalten konnten. Ausserdem stellte er fest, dass nichtselten auch ein R??ckschlag (Atavismus) einer Variante zu der Ausgangs-



??? form eintrat. Beijerinck war v??llig ??berzeugt, dass die obengenanntenVariationen als Mutationen aufgefasst werden m??ssten. Nach ihm sindsie vollkommen den mehr oder weniger konstanten Knospenmutanten derh??heren Pflanzen analog. Auch vergleicht er die Mikrobenmutanten mitden Formen der Heterostylen und den beiden Geschlechtern der Di??zis-ten. Schliesslich geht er so weit auch die gew??hnlich als Differenzierunggedeutete Organbildung der h??heren Organismen in seine vergleichendeBetrachtungen zu beziehen. Die Reize, welche der Mikrobenmutationzugrunde liegen, sind nach ihm denjenigen der â€žorganbildendenquot;Mutation ?¤hnlich. Da Beijerinck bei der Auseinandersetzung ??ber die Analogie zwischenMikrobenvariation und Mutation bei h??heren Pflanzen ausschliesslich anGenmutationen denkt, weist er mit Recht darauf hin, dass trotz

desFehlens geschlechthcher Fortpflanzung bei Bakterien doch kein gen??-gender Grund vorliegt um anzunehmen, dass die Mutanten von Orga-nismen mit Amphimixis in irgendeiner prinzipiellen Beziehung ver-schieden sein sollten von den Mutanten der Asexuellen. Er stellt sichauf den Standpunkt, dass sowohl beim Auftreten einer Variante als auchbeim Zur??ckschlagen zum Ausgangstypus Progene (Gene in schlum-merndem Zustand) in aktive Gene und umgekehrt Gene in Progene??bergehen k??nnen. Weiterhin nimmt Beijerinck f??r alle unabh?¤ngigen, erbUchen Eigen-schaften in der Bakterienzelle gesonderte Gene oder Gengruppen an.So z.B. f??r die Farbe, das G?¤rungsverm??gen, die Schleimproduktion,usw. bei Bac. prodigiosus. Kurz nach Beijerinck's Abhandlung erschien auch von Eisenberg(1912) eine Studie ??ber die bakterielle Variabilit?¤t. Auch dieser

Forscherweist auf die vielen ??bereinstimmenden Punkte, welche zwischenden in Bakterienkulturen auftretenden Ver?¤nderungen und dem alsMutation gedeuteten Entstehen neuer Oenothera-kxttrx bestehen. Aufder anderen Seite weist Eisenberg auf die M??glichkeit, dass die beiBakterien gefundenen Variabilit?¤tserscheinungen mit jenen auf einerLinie stehen, welche sich bei den â€žbest?¤ndig umschlagenden Variet?¤tenquot;(â€ževersporting varietiesquot;) bestimmter h??heren Pflanzen zeigen. ?œberdie Art der letztgenannten Ab?¤nderungen tastete man zu jener Zeit nochnahezu ganz im Dunkeln. Im Jahr 1921 ver??ffentlichte van Loghem eine wichtige theoretischeBetrachtung. Diesem Autor geb??hrt der Verdienst, als erster den Nach-druck auf den Umstand gelegt zu haben, dass die Terminologie der



??? Genetik, wie diese sich auf Grund der Erscheinungen bei h??herenOrganismen entwickeh hat, nur mit grossem Vorbehah auf das Studiumder Bakterienvariabilit?¤t anzuwenden sei. Zun?¤chst weist er darauf hin,dass â€” im Gegensatz zu dem, was bei h??heren Organismen mit ge-schlechtlicher Fortpflanzung gilt â€” der Begriff â€žIndividuumquot; sich beiden Bakterien notwendigerweise von der Einzelzelle bis zu s?¤mtlichen,durch fortw?¤hrende Teilung daraus entstandenen Zellen, d.h. zu demâ€žbakteriellen Klonquot;, erstrecken muss. Von diesem Standpunkt ausgesehen sind also Ver?¤nderungen, welche man im Klon auftreten siehtmit Ver?¤nderungen vergleichbar, welche man im individuellen Leben der Mehrzelligen antrifft. Diese Ver?¤nderungen geh??ren also zu jener Kategorie von Erschei-nungen, welche man beim mehrzelligen Organismus einfach als physio-logische oder

pathologische Ereignisse betrachtet. VAN Loghem spricht sich deshalb zu Gunsten der Ansicht aus, dassdie bei Bakterien aufgefundenen Ver?¤nderungen alle als Ab?¤nderungenw?¤hrend des individuellen Lebens betrachtet werden k??nnen und daherals solche nicht mehr der Genetik zugeh??ren. In einer Reihe sp?¤terer Ver??ffentlichungen hat van Loghem (1931,1937) seine Ansichten weiter entwickelt. Das Resultat seiner Betrach-tungen l?¤sst sich am besten durch das Schema wiedergeben, in welcheser in seiner sehr rezenten Arbeit die von ihm anerkannten Typen bak-terieller Variabilit?¤t zusammenfasst. I. Mutationen: Ver?¤nderungen der genotypischen Konstitution. II. Physiologische und pathologische Ver?¤nderungen, w?¤hrend des indi-viduellen Lebens eines wachsenden Klons. Adaptative Ver?¤nderungen, als physiologische Reaktionen desBakterienindividuums auf normale

Reize aus der Umwelt. Sie?¤ussern sich in Ver?¤nderungen der Form, biochemischen Eigen-schaften, Virulenz, antigenen Struktur:nbsp;Adaptat. Der Ph?¤notypus eines Bakteriums ist die Totalit?¤t seiner Adaptate.Ein Adaptationszustand kann lange Zeit best?¤ndig bleiben (Fixation): Fix??t. Regressive Ver?¤nderungen, von dauernder Art, als pathologischeReaktion auf sch?¤dliche Reize aus der Umwelt. Atrophie, dauernde Verminderung oder Verlust von Funktion: Atropheont. Bleibende Besch?¤digung der Form:nbsp;(Mutilat). Degeneration, pathologische (neue) Funktion:nbsp;D?Šg?Šn?Šrant.



??? Zur richtigen Beurteilung dieses Schemas m??ssen wir hinzuf??gen,dass nach der Meinung van Logheh's die t?¤glich wahrnehmbaren Ver-?¤nderungen alle zur Gruppe II geh??ren, also funktionelle ?„usserungensind, d.h. Reaktionen des Klons infolge ihrer speziellen physiologischenEigenschaften. Unter den hierzu geh??rigen Variationstypen sollte deradaptative am meisten vorkommen. Es ist ausser Zvyeifel, dass van Loghem der Bakteriologie einen grossenDienst erwiesen hat, indem er in seinen so suggestiv geschriebenenVer??ffentHchungen die M??glichkeit, dass viele der bei Bakterien festge-stellten Ver?¤nderungen nur ph?¤notypischer Art sind, besonders akzen-tuierte. Doch erhebt sich die Frage, ob er, insbesondere in seinem letztenArtikel, nicht zu weit geht, hier doch wird die von ihm hervorgehobeneM??glichkeit nun auch als Sicherheit betrachtet. Wenn man

vorl?¤ufig mit ihm annimmt, dass alle beobachteten Ver-?¤nderungen irreversibler Art tats?¤chlich stets einen regressiven Charaktertragen â€” sodass also die Produkte dieser Ver?¤nderungen als Atropheont,Mutil??t oder D?Šg?Šn?Šrant bezeichnet werden k??nnen â€” dann bleibt esnoch fraglich, ob es einen Grund gibt f??r den Ausspruch, dass auch dieseVer?¤nderungen nicht von genotypischer Art sind. Tats?¤chHch kann manzustimmen, dass keine Beweise vorliegen, dass sie solcher Natur sind,aber dies gilt schliesslich f??r das Umgekehrte ebenso. Hinsichtlich der Ver?¤nderungen von zeitHchem Charakter, werdendiese von van Loghem kurzweg als Adaptations?¤usserungen gedeutet,welche also als physiologische Reaktionen des Bakterienindividuums aufnormale Reize der Umwelt zu betrachten sind. Es f?¤llt nun auf, dass van Loghem hier zusammenbringt alle

jeneVer?¤nderungen, welche direkt unter dem Einfluss bestimmter ?¤usserenFaktoren stehen und beim WiederhersteUen des urspr??nglichen Fak-torenkomplexes unmittelbar wieder wegfaUen und jene Ver?¤nderungen,welche sich auch beim WiederhersteUen des urspr??nglichen Faktoren-komplexes w?¤hrend k??rzerer oder l?¤ngerer Zeit behaupten. Die erste Artvon Ver?¤nderungen umfasst tats?¤chlich solche mit einem abweichendenPh?¤notypus bei konstant gebHebenem Genotypus und geh??rt in diesemGedankengang v??lHg zum Begriff der Modifikation der Genetiker. DieseKategorie ist also eine in der Biologie allgemein bekannte Erscheinung;es bedarf keiner weiteren Umschreibung und wurde bereits in Â§ 1 diesesKapitels von den anderen Variationstypen abgetrennt. Zweifelsohne ist aber die an zweiter Stelle genannte Kategorie vongr??sserer Bedeutung; van

Loghem behauptet, dass auch bei dieser



??? Ver?¤nderungen des Genotypus nicht vorkommen. Fragt man sich aufwelchen Gr??nden nun eigenthch diese Behauptung beruht, so erhellt,dass diese sich nur auf die Tatsache st??tzt, dass unter bestimmten Be-dingungen die Ausgangsform mit ihren spezifischen Merkmalen zur??ckerhalten werden kann. Als charakteristisch f??r den Gedankengang vanLoghem's sei hier eine kurze Passage aus seiner letzten Ver??ffentlichung (1937) wiedergegeben. â€žIs dit een blijvende wijziging, een verandering van den genotypus,een mutant? Volstrekt niet. Teruggebracht in geschikte midden-stoffen herneemt de kloon de eigenschappen, die hem aanvankelijkkenmerkten. Wat wij waarnamen was een adaptaat.quot;^)Ich will hier dahingestellt lassen, inwiefern tats?¤chhch die den be-treffenden Ver?¤nderungstypus kennzeichnende Reversibilit?¤t hinl?¤nglichist um schliessen zu k??nnen, dass in

diesen Ver?¤nderungen der Genotypusunber??hrt bleibt. Ich werde in Kapitel XII hierauf noch n?¤her eingehen,bemerke aber hier bereits, dass in dieser Hinsicht das Einf??hren desTermes â€žFix??tquot; als Resultat einer Adaptation, welche â€žlange Zeit be-st?¤ndig bleibtquot; zu denken gibt. Denn es muss hier dann doch an einesehr lange Zeit gedacht werden, weil es offenbar einer Abgrenzung von dernormalen Adaptation bedarf, und doch das Adaptat seinerseits auchschon betr?¤chtliche Zeit best?¤ndig bleiben muss, will dieser Begriff nichtin den einfachen Begriff â€žModifikationquot; untergehen. Will man aber mit van Loghem die reversiblen Ver?¤nderungen restlosals ph?¤notypische Ab?¤nderungen auffassen, dann stellt sich die Frage,inwieweit er gerechtigt ist diese Ansicht mit der einer Adaptation zuverbinden. W??l diese Begriffsverbindung einen Sinn haben, dann musssie

doch besagen, dass bei den eintretenden Ver?¤nderungen von diesemTypus das Individuum (der Klon) sich an die betreffenden Bedingungen anpasst. Das folgende Zitat aus der j??ngsten Ver??ffentlichung van Loghem'shebt diesen Gesichtspunkt besonders hervor. â€žHet kennen van het persoonlijke voorkomen en wezen van eenbacterie geschiedt meer nog dan bij hoogere wezens uit een opzette-lijke en proefondervindelijke studie van zijn adaptaties. Aankweeking,zuivere kweek, groei in gesuikerde media, vorming van kolonies, 1) â€ž1st dies eine bleibende Ab?¤nderung, eine ?„nderung des Genotypus, eineMutante? Durchaus nicht. Zur??ckgebracht in geeignete Medien bekommt der Klondie Eigenschaften wieder, welche ihn anf?¤nglich kennzeichneten. Was wir beobach-teten war ein Adaptatquot;.



??? groeibelemmering in eigen stofwisselingsproducten â€” dit alles ver-tegenwoordigt tezamen een reeks van extreme en onnatuurlijkegroeivoorwaarden, aan welke de bacterie door ons gedwongen wordtzieh tot het uiterste aan te passen.quot; L?¤sst sich nun diese adaptative Vorstellung behaupten, wenn wir diein Â§ 2 kurz wiedergegebenen Dissoziationserscheinungen betrachten? Es scheint mir, dass sich dann sofort ernste Bedenken gegen dieseVorstellung ergeben. In erster Linie m??ssen wir uns ??ber den Begriff â€žAdaptationquot; imReinen sein. In der Definition â€žAdaptationquot; liegt offenbar die Ansichtbeschlossen, dass die betreffenden Ver?¤nderungen auf die ?¤usserenBedingungen, unter welchen sie auftreten, abgestimmt sind. Die kursivzitierte Passage aus van Loghem's Ver??ffentlichung l?¤sst keinen Zweifelaufkommen, dass auch er sich auf diesen

Standpunkt stellt. In denjenigenF?¤llen, die wir in Â§ 2 als Adaptation im engeren Sinne besprochen haben,wie z.B. die allm?¤hliche Anpassung von Bakterien an h??here oder niedri-gere Temperaturen, oder an Medien mit bestimmter Konzentration vonAntiseptika hegt nun auch tats?¤chlich eine solche Abstimmung derVer?¤nderungen auf die Art des die Ver?¤nderung bewirkenden Agenzes vor.Trifft dies nun ebenfalls f??r die in Â§ 2 besprochenen Dissoziationser-scheinungen zu? Dazu ist sogleich zu bemerken, dass es in vielen F?¤llen recht schwierigist auf irgend einen Zusammenhang zwischen der Art des die Ver?¤n-derung bewerkstelligenden Agenzes und der Ver?¤nderung zu schhessen.Das einfache Auftreten einer R-Form aus einer daneben prim?¤r vor-handenen S-Form zwingt zur Frage, warum die feststellbare Ver?¤nde-rungen, wie z.B. die l?¤ngere Zellform, nun

tats?¤chlich eine ,, Anpassungquot;bedeutet. Inzwischen sei zugegeben, dass es doch denkbar bleibt, dassgerade diese ?¤usseren Ver?¤nderungen sekund?¤re Merkmale sind, welcheschlechterdings als Ausfluss der eigenthchen physiologischen Ver?¤nde-rung, welche die Adaptation bedeutet, zu betrachten sind. â€žDie Kenntnis des pers??nlichen Vorkommens und Wesens eines Bakteriumsgeht mehr noch als bei h??heren Wesen aus einer absichtlichen und experimentellenStudie seiner Adaptationen hervor. Z??chtung, Reinzucht, Wachstum in zuckerhaltigen Medien, Bildung von Kolonien,Wachstumshemmung in eigenen Stoffwechselprodukten â€” dies alles vergegenw?¤rtigteine Reihe von extremen und unnat??rlichen Wachstumsbedingungen, durch welche das Bakterium von uns gezwungen wird sich bis zum Aussersten anzupassenquot;.Kursivierung von mir (M.)



??? Aber selbst dann besteht noch keine Notwendigkeit um in diesemZusammenhang an eine Adaptation zu denken. Es ist ja doch von einerVerbesserung der Lebensbedingungen des Klons nicht zu sprechen,da doch, wie Kulturen auf festen N?¤hrb??den lehren, sich die nicht adap-tierte Form unter den gleichen Bedingungen meistens vorz??glich behaup-tet und vermehrt. Ein weiteres Argument, welches gegen die Annahme des Adap-tationsprinzipes zu sprechen scheint, ist die ?œberlegung, dass unter einemund demselben Komplex von Bedingungen mehrere, verschiedenePh?¤notypen erhalten werden. So beschreibt Reed (1937), dass aus einer 24 Tage alten Bouillonkultur,mit der normalen (roten) S-Form von Serratia marcescens geimpft, dieTypen: mukoid-rot, mukoid-orange rot und mukoid-weiss, aus eineranderen Kultur nach derselben Zeit die Typen: R-rot, R-orange-rot undR-

weiss isoliert werden k??nnten. Alle diese eingetretenen Ver?¤nderungen als â€žAdaptationenquot; zu charak-terisieren f?¤llt auf den ersten Anblick schwer. Auch der folgendeGesichtspunkt ist mit dem Adaptationsprinzip nicht leicht in ?œberein-stimmung zu bringen. Es ist bei der Dissoziation keine unbekannte Erscheinung, dass unterdem Einfluss eines und desselben Agenzes eine Variante auftreten aberauch wieder zur Ausgangsform zur??ckschlagen kann. Einige Beispielem??gen diese Aussage veranschaulichen. Bei Bac. enteritidis konnte sowohl die S ^ R- als auch die R ^ S-Transformation stattfinden und zwar bei t?¤gUcher ?œberimpfung innormaler Bouillon (Webster und Burn, 1927). Auch bei Bac. subtilis konnte in der Kultur in grossen Mengen Bouillonder ?œbergang SR und R-Â? S beobachtet werden (Soule, 1927). Beim Mycobacterium der Rattenlepra trat auf Petroff's

N?¤hrbodeneine S-gt;R- und R-^ S-Dissoziation ein-(Kahn und Schwarzkopf,1933). Auch diese F?¤lle scheinen gar nicht zu stimmen mit dem Adaptations-begriff; von der prim?¤r gebildeten, also angepassten Variante ist dochkeine weitere Anpassung an die selben ?¤usseren Bedingungen zu erwarten,noch weniger eine R??ckkehr zum urspr??nglichen, nicht angepasstenZustand. Die Launenhaftigkeit, mit der in vielen F?¤llen Ver?¤nderungeneintreten, ist vom Gesichtspunkt der Adaptation ebenfalls schwer zuerkl?¤ren. Nicht selten trifft der Fall ein, dass beim Altern einer Reihevon Kulturen, im gleichen N?¤hrmedium und mit demselben Bakterien-



??? typus geimpft, in verschiedenen Kulturen neue Formen betreffs eines odermehrerer Merkmale auftreten, w?¤hrend diese in den anderen Kulturenderselben Reihe nicht erscheinen. An dem folgenden Beispiel sei diesgezeigt. Reed (1937) impfte die bereits fr??her erw?¤hnte S-Form von Serratiamarcescens gleichzeitig in sechs 500 cc. fassende Kolben mit â€žbeef infusionbrothquot;; nach 24 Tagen kamen nach dem Abstreichen aus einem derKolben einige mukoide S-Kolonien zum Vorschein (rote, orange-rote,und weisse). Aus zwei anderen Kulturen kamen nach 24 Tagen einigenicht-mukoide R-Kolonien (ebenfalls rot, orange-rot und weiss) zurEntwicklung. In den anderen Kulturen hingegen zeigten sich selbstnach 36 Tagen weder mukoide S- noch nicht-mukoide R-Kolonien,sondern es fanden sich ausschliesslich nicht-mukoide S-Typen vor. Die Ab?¤nderung der Merkmale

mukoid nicht-mukoid und S Rist also keinesfalls eine notwendige Erscheinung. Aus der Tatsache, dassdie genannten Ver?¤nderungen fehlen k??nnen, folgt, dass diese sogen.Adaptation der Ausgangsform zum Gedeihen der Organismen in derbetreffenden Umgebung keineswegs notwendig ist. Zu alledem kommt noch, dass bei der Dissoziation nicht sehen vonein-ander sehr verschiedene Agenzien zum gleichen Resultat f??hren. Die folgenden Beispiele k??nnen dies erl?¤utern. Dulaney (1928) gelang es bei Bac, coli communis eine S ^ R- Disso-ziation zu erreichen und zwar sowohl durch altern lassen einer Kulturin einem alkalischen N?¤hrmedium, als auch unter dem Einfluss homo-loges Antiserums. Kahn und Schwarzkopf (1933) berichteten, dass ein S R-?œbergangbei dem avianen Mycobacterium tuberculosis eintrat, einerseits durch eineTierpassage, oder bei rascher

?œberimpfung in Glycerin-Bouillon, derinaktives Rattenserum hinzugef??gt war, aber auch beim altern lassenvon Kulturen bei 37.5Â° C. SouLE (1927) erhielt bei Bac. subtilis eine S ^ R- und eine R S-Transformation beim Z??chten in einer reichlichen Menge normalerBouillon und unter dem Einfluss des homologen Antiserums. SwiNGLE (1935) beobachtete das Auftreten von G-Formen bei Sta-phylococcus aureus nach Abstreichen aus alten Bouillonkulturen und ausSuspensionen von alten Kulturen auf Agar. Aus diesen Beispielen geht hervor, dass es wohl sehr schwierig ist allediese nach ganz verschiedenen Reizen eintretende gleiche Ver?¤nderungenmit dem Begriff â€žAdaptationquot; in Zusammenhang zu bringen.



??? Zusammenfassend kann also bemerkt werden, dass es bei der Disso-ziation mehrere Erscheinungen gibt, welche auf den ersten Anblick schonsehr wenig zu Gunsten der Adaptationsvorstellung sprechen. Allerdings k??nnen die Anh?¤nger dieser Theorie mit Recht einwenden,dass in der Mehrzahl dieser Betrachtungen die Vorstellung einbezogenist, dass w?¤hrend des Z??chtens eines Mikroorganismus in einem be-stimmten Milieu fortw?¤hrend derselbe Komplex von ?¤usseren Bedin-gungen auf den Organismus einwirkt. In Wirklichkeit ist dies abersicherhch nicht der Fall: man kann gar nicht oft genug darauf hinweisen,dass durch den Stoffwechsel des Organismus die ?¤usseren Bedingungen,welche auf den Organismus einwirken, sowohl hinsichtlich der Art undQuantit?¤t der N?¤hrstoffe, als auch hinsichtlich der in das Milieu abge-schiedenen Stoffwechelprodukte, eine

ununterbrochene Reihe vonVer?¤nderungen erfahren. Mit diesem Gesichtspunkt vor Augen ist es nat??rlich denkbar, dass eineaus einer S-Form abgespaltene R-Form eine Adaptation an Bedingungenbedeutet, welche in einer sp?¤teren Wachstumsphase einer prim?¤ren Kul-tur herrschen, auch wenn sich sp?¤ter zeigt, dass sich sowohl diese alsauch die prim?¤re S-Form im urspr??nglichen, unver?¤nderten Mediurn ingleichem Masse entwickeln. Das Isolieren einer grossen Zahl von Vari-anten aus einer und derselben Kultur k??nnte innerhalb dieses Gedanken-ganges bedeuten, dass diese verschiedenen Varianten ebenso viele Adapta-tionen an die verschiedenen Bedingungskomplexe bedeuten, welche sichw?¤hrend der Entwicklung der Kultur darin manifestieren. Die M??glich-keit einer Reversion unter Zuhilfenahme einer Methode, die auch zurprim?¤ren Bildung der Variante gef??hrt

hat, w??rde sich durch die An-nahme erkl?¤ren lassen, dass die prim?¤re Ab?¤nderung in einer anderenKulturphase eintritt als die Reversion; beide Ver?¤nderungen k??nntenalso Adaptationen sein. Auch die erw?¤hnte Launenhaftigkeit vieler auftretenden Ver?¤nderungenund die Erscheinung, dass zum Entstehen einer und derselben Varianteverschiedene Agenzien dienen k??nnen, brauchen nicht v??llig unvereinbarmit der Adaptationstheorie betrachtet zu werden. Aber wohl d??rfen wirfeststellen, dass eine Annahme dieser Theorie zu mancherlei verwickeltenVorstellungen und Voraussetzungen f??hrt, welche â€” und dies ist daswichtigste â€” durchaus nicht auf experimentell unterst??tzte ?œberlegungenberuhen. Man bedenke doch, dass die â€žAdaptationquot; in erster Linie eine Ver?¤nde-rung ist, welche auf das Agens abgestimmt ist, welches sie zustande bringt.



??? Nun kann man schliesslich f??r jede Variante wohl postulieren, dass sie eineAbstimmung auf einen unbekannten Komplex von Bedingungen repr?¤sen-tiert, dann aber bedenke man, dass zu diesem Schluss jeder Scheineines Beweises fehlt. Anschliessend sei noch bemerkt, dass Jollos (1924) auf Grund seinerUntersuchungen an Paramezien zu Betrachtungen kommt, welche den-jenigen van Loghem's sehr ?¤hnlich sind. Er konnte bei letztgenanntenOrganismen eine allm?¤hhche Anpassung an h??here Temperaturenbezw., an bestimmte Konzentrationen von Arsenigsa??re, erzielen. Es stelltesich heraus, dass die eingetretenen Ver?¤nderungen, welche sich l?¤ngereoder k??rzere Zeit behaupten k??nnen, auf die Dauer doch immer v??lligabklangen. Nach JoLLOs sollte es sich hierbei handeln um nicht-erbliche Ver?¤nde-rungen, welche er als â€žDauermodifikationenquot;

bezeichnet. Hinsichtiich dieser Ergebnisse hat er im Jahr 1924 ein Pl?¤doyergehalten den Begriff der (adaptativen) â€žDauermodifikationquot; auch f??rdie Bakterienver?¤nderungen einzuf??hren. Hieraus erheUt also, dass Jollos sich stark dem van LoGHEM'schenStandpunkt n?¤hert. Allerdings ??bte der letztgenannte Forscher aufden Vorschlag Jollos' eine scharfe Kritik, weil dieser Ausdruck, insofernman an der in der Biologie gangbaren Definition festh?¤lt, eine innerlicheKontradiktion darstellt. Auffallend ist die ausdr??ckliche Bemerkung von Jollos, dass die Auf-fassung Beijerinck's ??ber die reversible Mutabilit?¤t als Ursache dereintretenden Ver?¤nderungen g?¤nzlich verworfen werden muss, da dieseErscheinung vollkommen in Widerspruch steht mit â€ždem konstantenVerhalten s?¤mtlicher uns bekannten echten Mutationen bei den Infuso-rien, sowohl wie bei Pflanzen und

Tierenquot;. In wie weit diese in 1924 ge?¤usserte Ansicht heutzutage noch gilt, wirdim Folgenden n?¤her besprochen. Ausser der Mutations- und der Adaptationstheorie wurde zur Erkl?¤rungder Dissoziationserscheinung noch eine ganz andere Theorie entwickelt,welche oftmals als die zykhsche Theorie bezeichnet wird. Wenn man bei Bakterien von einer zykhschen Entwicklung spricht,dann bezieht sich dies gew??hnhch nur auf den Entwicklungsprozess:St?¤bchenbakterium Spore St?¤bchenbakterium. Hier sind also zwei Stadien zu unterscheiden: das St?¤bchen ohne Sporeund jenes mit Spore bezw. die befreite Spore.



??? Was die nicht-sporenbildenden Bakterien anbelangt, stellt der in be-stimmten F?¤llen beobachtete feink??rnige Zerfall beim Altern mancherKulturen m??glicherweise auch einen Dauerzustand dar, der zur Erhaltungder Art f??hrt, weil die Kulturen in dieser Form sehr lange Zeit lebens-f?¤hig bleiben (Vierthaler, 1937). Man k??nnte die â€žGranulaquot; nun gewissermassen den Sporen gleichstellen und daher auch bei den nicht-sporenbildenden Bakterien denBegriff Zyklus anwenden. Auch hier gilt dies dann nur f??r die Aufein-anderfolge: normales BakteriumGranulanormales Bakterium. Im Gegensatz hierzu hat Enderlein im Jahre 1915, und sp?¤ter ausf??hr-licher in 1925, eine sogenannte zyklogenetische Theorie ausgearbeitet,nach welcher es sich gerade bei der Dissoziation um eine zyklische Ent-wicklung der Bakterien handelt, wobei vegetative Vermehrung mit ge-schlechtlicher

Reproduktion abwechseln soll. â€žDie Cyclogenie der Bakterien ist der Kreislauf der morphologischenEntwicklung durch die Summe aller Generationen mit der einfachstenmorphologischen Einheit beginnend bis zum h??chsten morphologischenAufbau, welcher der einzelnen Spezies zukommt, und endet wieder mitder Einheit. Bei der Ontogenie werden die verschiedenen Stadiender Phylogenie in gedr?¤ngter Form an einem Individuum durch-laufen, w?¤hrend bei der Cyclogenie die einzelnen phyletischen Stadienim Verlauf von zahllosen Generationen von Individuen wiederholtwerden.quot; Enderlein, welcher bei der Auseinandersetzung seiner Theorie u.a.den Entwicklungsgang eines Insektes mit seinem Ei-, Larven-, Puppen-und Imago-Stadium zum Vergleich heranzieht, betrachtet das Vor-kommen einer sexuellen Reproduktion im Zyklus der Bakterien als einevollendete Tatsache.

Unabh?¤ngig von der Frage, ob Enderlein tats?¤chlich dazu berechtigtist, kann man feststellen, dass in dieser Theorie der sexuelle Prozess nurf??r eine der vielen Ver?¤nderungen verantwortlich ist, welche sich imLeben der Bakterien vollziehen k??nnen. Dies bedeutet also, das Ender-lein ausserdem eine Reihe einander auffolgende vegetative Stadienannimmt, welche jedes f??r sich als ein mehr oder weniger lange Zeitweiter gewachsener Klon anzusehen ist und also eine gewaltige Anzahlvon Individuen umfassen. Durch diese Tatsache weicht also die Zyklode stark von dem ontogene-tischen Zyklus (dem Entwicklungszyklus des Individuums) eines h??herenOrganismus ab.



??? Die Zyklogenie der Bakterien wird dann also ein in der Biologie ganzallein stehender Fall einer zyklischen Entwicklung, was jedenfalls nichtzur Wahrscheinhchkeit dieser Auffassung beitr?¤gt. Enderlein ist ausserdem gezwungen der Tatsache Rechnung zu tragen,dass dieser Zyklus oft nicht g?¤nzlich durchlaufen wird. Als Ursachedieser Fixation der Stadien spricht er das Fehlen bestimmter ?¤ussererBedingungen an, welche zur Vollendung des Zyklus notwendig gewesenwaren. Enderlein hat durch das Einf??hren einer Unzahl neuer Terme undBegriffe seine Theorie sehr verwickeh und beinahe unleserlich gemacht;auch unterl?¤sst er eine gr??ndliche Pr??fung seiner Theorie an die experi-mentellen Daten bez??ghch der Dissoziation. Seine gr??sstenteils hypothetische Abhandlung ist f??r eine tiefereErfassung des Dissoziationsproblems dann auch von zweifelhaftemWert. Das

Prinzip des Entwicklungszyklus als Basis bakterieller Variabdit?¤terhielt in Hadley einen begeisterten Anh?¤nger. In seiner j??ngsten Ver-??ffentlichung kommt Hadley (1937) zu einer Einteilung der bakteriellenVariationen in drei Gruppen: 1.nbsp;Ontogenetische Variationen. 2.nbsp;Induzierte Variationen; sie umfassen alle Modifikationen unterdem Einfluss ?¤usserer Bedingungen. 3.nbsp;Fluktuationen, charakteristisch f??r alle lebenden Wesen. Die f??r die Dissoziation charakteristischen Kuhurphasen M, S,R,usw. sind nach Hadley in der 1. Gruppe unterzubringen. Es sollen diesePhasen als zeitlich fixierte â€žcyclostagesquot; in der Entwicklung der Spezies-Mikrophyt anzusehen sein. Ihr Auftreten ist nur von den Faktoren, welchef??r die ontogenetische Entwicklung bestimmend sind, abh?¤ngig, sodasssie also ausserhalb das Gebiet der eigentlichen Variabilit?¤t fallen. Im Ge-gensatz

hierzu stehen z.B. Ver?¤nderungen in der Farbe, die auf anderenFaktoren beruhen, wie vielleicht ?¤ussere Bedingungen oder nukleareReorganisation. ______the culture phases (mucoid, smooth, rough, etc.) assume the new significance of stages in the course of the development of the species-microphyt (ontogeny), and not that of variants within the common meaning of that term.quot; Hadley betrachtet die R-Phase als den H??hepunkt der progressiven,zytologischen Entwicklung. Diese â€žfungoidequot;-Phase vergegenw?¤rtigt diereproduktiv reife Form, aus welcher durch Befreiung der Gonidien der



??? Zyklus aufs Neue beginnt, mit der G-Phase als niedrigstes Stadium(Hadley, 1931). In seiner Ver??ffentlichung aus dem Jahr 1937 vergleicht er die Kultur-phasen der Bakterien mit den ontogenetischen Fragmenten irgendeineskonidienbildenden Schimmelpikes. Hadley betont, dass bei einemSchimmelpilz die Entwicklungsstadien (die ontogenetischen Fragmente) alsvegetatives Myzelâ€”Konidiophorenâ€”Konidien ??berwiegend aus koh?¤ren-ten Zellorganisationen bestehen, welche alle in planm?¤ssiger Aufeinander-folge zu einer organischen Einheit kombiniert sind. Bei den Bakterien sollen die Kulturphasen gesonderte, nicht odersehr wenig koh?¤rente Zellorganisationen bilden, welche aber ??brigensv??llig mit den zu einer Ganzheit verbundenen mehr oder weniger koh?¤ren-ten Zellorganisationen des Schimmelpilzes zu vergleichen sind. Hadley betrachtet daher in dem von ihm

entworfenen ontogenetischenZyklus den Bakterien-Mikrophyt, das Individuum also, als die Totalit?¤taller Kulturphasen samt den in ihnen vorhandenen Zellen. Bemerkt sei hier, dass wir diese Ansicht bei Enderlein nicht vorfinden;aus der von ihm gegebenen Formulierung seiner Zyklogenie geht deutlichhervor, dass er jede Bakterienzelle als ein Individuum betrachtet. Wenn wir nun Hadley's Ansichten an den Dissoziationserscheinungenpr??fen, dann m??ssen wir uns fragen, ob wirklich beim Auftreten der Kul-turphasen M, S, R, G eine zyklische, also â€žgerichtetequot; Aufeinanderfolgeersichtlich ist. Bei der Betrachtung des grossen Tatsachenmaterials geht nun ohneweiteres hervor, dass die Bedingung eines solchen â€žgerichtet seinquot; sichernicht allgemein erf??llt ist. Allerdings sind in bestimmten F?¤llen keine Argumente gegen das Be-stehen eines derartigen Zyklus anzuf??hren.

Denken wir uns z.B. denFall einer Bakterienart, von der wir eine S, R und eine oder mehrere inter-medi?¤re Varianten (O) kennen. Wenn nun die S R-Ver?¤nderung sich??ber die intermedi?¤ren Formen vollzieht, und die Reversion R Ssprungweise stattfindet, dann kann der letztgenannte ?œbergang einerseitsals eine Reversion, eine R??ckkehr auf demselben Weg aber mit dem?œbergehen der O-Stadien, andererseits als eine Progression, ein Schliessendes Zyklus aufgefasst werden. ?œbersieht man einigermassen die bereits bekannten Tatsachen bez??g-lich des Dissoziationsph?¤nomens, dann findet man indessen genug F?¤lle,worin das gerichtete, zyklische Prinzip verletzt wird. Hierunten folgen einige Beispiele.



??? Blake und Trask (1933) stellten bei dem M S-?œbergang i) vomTypus I Pneumococcus f??nf intermedi?¤re Varianten (la, Ib, usw.) fest,wobei zwei, Ib und Ic, gut in Reinkultur gebracht werden konnten. Das intermedi?¤re Stadium Ic konnte sich sowohl progressiv als auchv??lhg regressiv verhalten: S ^ Ic M. Wir haben hier also einen Fall unzweifelhafter Reversion ??ber einenTeil des Trajektes M â€” S vor uns; dies darf nat??rlich bei einem Zyklusnie vorkommen. Torrey und Montu (1936) haben bei Escherichia coli im Trajekt S â€” Retwas ?„hnliches beobachtet; ein intermedi?¤rer Typus O^ konnte einerseitsprogressiv bis zum extremen, stabilen R-Typus, andererseits reversivbiszur Ausgangsform S dissoziieren. Es ist nicht ausgeschlossen, dass bei Bakterienarten, in deren Dissozia-tionsmuster deuthch ein M-, S- und R-, event. auch ein G-Typus er-kannt worden ist, z.B. bei

Pneumococcus, eine gerichtete Aufeinanderfolgebesteht und zwar in dem Sinne, dass aus dem M-Typus selten oder niedirekt R, sondern S entsteht, w?¤hrend der S-Typus seinerseits die R-Form erzeugen kann. Trotz diesser gerichteten M ^ S ^ R-Ver?¤nderungwird doch das Zyklusprinzip gest??rt, weil ??ber einen oder mehrere Ted-trajekte eine Reversion auftreten kann. So finden z.B. bei Pneumococcus, Bact. dysenteriae, Bact. granulosis,Micrococcus tetragenus, Serratia marcescens zwischen M und S, S und R,S und G sehr allgemein Reversionen statt. In der bereits erw?¤hnten Ver??ffentiichung ??ber die Dissoziationser-scheinungen bei Serratia marcescens kommt auch Reed (1937) zumSchluss, dass f??r diese gew??hnlich rote Bakterienart von einem Zyklusnicht die Rede sein kann. Neben dem urspr??nglichen, roten S-Typushat er u.a. einen roten R- und zwei

verschiedene rote M-Typen iso-lieren k??nnen. Die beiden M-Typen zeigten die mukoide Gestalt der S-und der R-Form (Auftreten von eingekapselten Zellen). Bei diesen rot gef?¤rbten Varianten hat er die folgenden ?œberg?¤nge beobachtet: M(s) l^I S; S R; M(s) ^ M(h); M(r) R. Es braucht keine n?¤here Erl?¤uterung, dass hier f??r das zyklischePrinzip jede Anweisung fehlt. Das Ganze zeigt sich deshalb noch ver- 1) Diese Forscher gebrauchen an Stelle von M und S die Bezeichnungen S undR. Durch die Untersuchung Dawson's, der f??r Pneumococcus den wahren R-Typusentdeckte, wurde das Dissoziationsmuster ver?¤ndert. Was fr??her S hiess (die gekapselteForm) wird nun M genannt, w?¤hrend die ehemals als R bezeichnete Form nun als Sbetrachtet wird.



??? wickelter, weil ?¤hnliche Beobachtungen auch f??r die orange-roten undfarblosen Varianten gemacht werden. Eine weitere Schwierigkeit zur Annahme der zyklischen Theorie inihrer urspr??nglichen Form bildet der Umstand, dass in ihr nur denmorphologischen Ver?¤nderungen Rechnung getragen wird, w?¤hrend dienicht weniger wichtigen physiologischen Ver?¤nderungen ohne weiteresbei den morphologischen Stadien eingereiht werden. Bis vor kurzemkonnten die Anh?¤nger der zyklischen Theorie in dieser Hinsicht nochmit Recht betonen, dass jede Entwicklungsphase nun einmal ihre eigenenphysiologischen Merkmale hat. In der allerletzten Zeit ist nun jedoch die Zahl der F?¤lle von vollkommenunabh?¤ngiger Variation von Eigenschaften (Seite 102) stark zugenommenund daher muss man versuchen beim Festhalten an dieser Theorie jetztauf andere Weise aus den Schwierigkeiten

zu kommen. Hadley (1937) schl?¤gt folgenden Weg ein. Er weist darauf hin, dass inseinem Gedankengang die Kulturphasen ausserhalb der eigentlichenVariabilit?¤t fallen, doch dass diese letztere gerade die Ver?¤nderungenphysiologischer Eigenschaften, wie z.B. Farben?¤nderungen, umfasst.Die letztgenannten Ver?¤nderungen wurden dann auf ganz andere Fak-toren beruhen, vielleicht auf ?¤ussere Bedingungen oder auf nukleareReorganisation. Eine solche Trennung zwischen Ver?¤nderungen morphologischer undphysiologischer Art mutet nun wohl sehr gek??nstelt an. Besonders weilneben den getrennten Ver?¤nderungen andererseits doch so oft Koppelungbeider Ver?¤nderungstypen auftritt. Aus dem oben Angef??hrten wird wohl deutlich geworden sein, dasseine Annahme der hadley'schen Auffassung grosse und verschiedeneSchwierigkeiten in dem Weg stehen. Es ist

bemerkenswert, dass die von Neisser und Massini propagierte,besonders aber von Beijerinck entwickelte Auffassung, dass die bakterielleVariation als Mutation zu betrachten ist â€” sp?¤ter durch andere Ansichtenverdrungen â€” seit 1935 in der Dissoziationsliteratur von einigen ameri-kanischen Forschern wieder aufgenommen wurde. Der direkte Anlasshierzu liegt in der rezenten Entwicklung der Mutationslehre, welcheEntwicklung besonders durch die neueren Drosophila-Untersuchungenangebahnt worden ist. W?¤hrend die wichtigsten Bedenken gegen die Anwendung der Muta-tionstheorie auf die Erscheinungen bakterieller Ver?¤nderlichkeit imunstabilen Charakter dieser gelegen war, zeigt sich nun aus den sch??nen



??? Untersuchungen von Patterson und Muller, Demerec, Timofeeff-Ressovsky u.a., dass auch bei Drosophila reversible Genmutationenkeineswegs selten sind. Auf diesen Untersuchungen fussend gibt Linde-gren (1936) die folgende ?œbersicht ??ber die m??glichen Ursachen derbakteriellen Variabilit?¤t: 1.nbsp;Zyklische Ver?¤nderungen. 2.nbsp;Ver?¤nderungen, welche nicht auf einer Ab?¤nderung der genetischenKonstitution beruhen, wie Modifikation, Dauermodifikation, somatischeModifikation, wobei sich die beiden letzteren l?¤ngere oder k??rzere Zeitbehaupten. 3.nbsp;Heterokaryosis. 4.nbsp;Hybridisation. 5.nbsp;Mutation. Da Lindegren annimmt, dass eine sexuelle Reproduktion bei Bakterienvorkommen kann, schaltet er die M??glichkeit einer Hybridisation nichtaus. Er bemerkt daher, dass wir dann annehmen m??ssen, dass die be-treffenden Bakterienarten diploide

heterozygote Organismen sind.Jedweder Beweis hierf??r fehlt jedoch und Lindegren achtet es viel wahr-scheinlicher, dass Bakterien haploid und also erblich homogen sind. Durch die Tatsache, dass die meisten Bakterienvarianten pl??tzlicherscheinen und wieder leicht zum originellenTypus zur??ckschlagen k??nnen,stimmen die meisten Bakterienvarianten mit den reversiblen Genmuta-tionen, welche bei Drosophila in bestimmten Loci auftreten, ??berein.Obwohl andere Mutationen wie die Non-Disjunktion, Fragmentation,Duplikation usw. von Chromosomen nicht v??llig auszuschliessen sind, istwahrscheinlich die Genmutation, als die leichtest reversible Mutation,auch die Ursache der meisten Bakterienvariationen. Auch Deskowitz (1937) weist in seiner Ver??ffentlichung ??ber die un-stabilen Varianten hin, dass die bei der Dissoziation allgemein auf-tretenden unstabilen Variationen

mit den labilen Genmutationen beih??heren Formen sehr nahe verwandt zu sein scheinen. Er bezieht sich auch auf die Untersuchungen Demerec's ??ber den Effektvon Temperatur?¤nderungen und R??ntgenbestrahlung auf die Mutations-rate hinsichtlich eines bestimmten Merkmales, welche Mutationen sichin vielen F?¤llen von reversibler Art zeigten. Reed (1937) kommt durch seine Dissoziationsuntersuchungen anSerratia marcescens zum Schluss, dass seine Ergebnisse unm??glich miteiner zyklischen Theorie in ?œbereinstimmung zu bringen sind und dass



??? es nach dem heutigen Stande der Mutationslehre mehr auf der Handliegt diese Befunde als Genmutationen zu betrachten. Ich werde nun erst meine eigenen Resultate ??ber die Dissoziation beiBetabacteriam vermiforme anf??hren und dann in Kapitel XII die M??g-lichkeit um die Bakterien-Dissoziation auf Mutation zur??ckzuf??hren ein-gehender diskutieren.



??? KAPITEL XL EIGENE BEOBACHTUNGEN ?œBER DIE DISSOZIATION VONBETABACTERIUM VERMIFORME, Â§ 1. EINLEITUNG. Wie bereits in Kapitel III Â§ 2 berichtet wurde, trat bei der Weiterz??ch-tung des aus den Tibi-Kl??mpchen isolierten Bakteriums auf Glucose-Hefewasser-Agar eine Dissoziation ein. Es entstand n?¤mlich neben demauf der ersten Platte ausschliesslich anwesenden â€žrauhenquot;-Kolonietypusst?¤ndig noch ein zweiter, zuweilen noch ein dritter Typus. Diese mit grosser Regelm?¤ssigkeit eintretende Variation veranlasstemich schliesslich das Dissoziationsproblem bei Betabacterium vermiformem??glichst eingehend zu untersuchen. Ich entschloss mich darum sowohl dieurspr??nghche Form als auch die prim?¤ren Varianten unter verschiedenenBedingungen zu kultivieren um nachzuforschen, inwiefern dadurch nochandere Formen zu erhalten

waren. In den folgenden Paragraphen werde ich erst ??ber die Resultate meinerUntersuchung berichten, um schliesshch im letzten Paragraphen eine Be-sprechung dieser Resultate und eine kritische Betrachtung, inwieweit ausdiesen Resultaten Argumente f??r die Wahrscheinhchkeit der verschiede-nen Variationstheorien zu entlehnen sind, zu geben. Â§ 2. DIE DISSOZIATION VON BETABACTERIUM VERMIFORME BEIDER Z?œCHTUNG AUF FESTEN N?„HRMEDIEN. Bei meiner Untersuchung zeigte es sich bald, dass Betabacteriumvermiforme auf allen gebrauchten festen N?¤hrb??den wie: Glucoseagar,Glucose- und Saccharosegelatine einer Dissoziation unterlag. Hieruntenwerde ich das Bild der Kulturen auf zwei dieser Platten in Einzelheitenbeschreiben. a. Hefewasser-Gl??cose-Agarplatten (ohne Kreide). Zum Studium der Dissoziationserscheinung wurde mit langen

Reihenvon Subkulturen bei 30Â° C gearbeitet. Wie bereits bemerkt, war in diesen



??? Reihen eine gute und konstante Entwicklung auf diesem N?¤hrmediumnur dann gesichert, wenn ich anaerob oder zum mindesten unter sehrstark verminderter Sauerstoffspannung z??chtete. Nach 3â€”4-tagigerBebr??tung wurden die Platten auf ihre Kolonieformen hin untersucht. Wenn man nach einer langen, ununterbrochenen Periode von Tibi-G?¤rungin Saccharose-Feigemvasser â€” mit regelm?¤ssiger Erneuerung des Mediumsâ€” ein vitales Tibi-Kl??mpchen in sterilem Wasser zerreibt und dieseSuspension auf Glucoseagar abstreicht, dann entwickelt sich ein einheit-liches Plattenbild aus rauhen, platt-linsenf??rmigen Kolonien (1.5-3 mmDurchmesser), deren R?¤nder unregelm?¤ssig gewellt sind. Nach der ge-br?¤uchlichen Terminologie geh??rt diese Kolonie zum R-Typus. Bei einer schwachen mikroskopischen Vergr??sserung zeigten dieseR-Kolonien ein mit schmalen und

willk??rlich verlaufenden Linien be-setztes Muster; in dessen Zentrum konnten durchwegs einige dunklereFlecken, Schattierungen, beobachtet werden (Abb. 19). Wenn man aber von der ersten Platte eine freiliegende R-Kolonie,suspendiert und auf eine zweite Platte abstreicht, dann entstanden nebenv??llig rein aussehenden R-Kolonien und R-Kolonien mit gr??sseren undkleineren (manchmal mikroskopisch kaum sichtbaren) marginalen Aus-w??chsen in fast allen F?¤llen auch grosse (3 mm bis zu 1 cm), sehrd??nne und platte Kolonien, entweder mit oder ohne glattem, erhobenemZentrum. Die gl?¤nzende Oberfl?¤che der breiten, d??nnen Randzone warmeist sehr feinfaltig und der Kolonierand unregelm?¤ssig (Abb. 20). Es wurde nun die merkw??rdige Feststellung gemacht, dass beimAbstreichen von ein wenig Material des R-Kolonietypus auf Probepl?¤tt-chen von Saccharosegelatine

immer eine Wandstoffproduktion auftrat,w?¤hrend beim Abstreichen von Material aus dem d??nnen, grossenKolonietypus eine solche Wandstoffproduktion niemals stattfand. Die Variante mit ihren grossen, d??nnen Kolonien werde ich k??nftighin als der O-Typus bezeichnen. Dieser Typus ist also u.a. durch denVerlust des Wandstoffbildungsverm??gens gekennzeichnet. Es sei noch bemerkt, dass beim Abstreichen von Tibi-K??rner-Sus-pensionen auf Platten ausnahmsweise der O-Typus sogleich als selb-st?¤ndige Kolonie zum Vorschein kommen kann. War die Aussaat sehr stark gewesen, dann konnte man beim genauenStudium der R-Kolonien mit der Lupe bei einigen dieser einen mehroder weniger breiten, marginalen Auswuchs unterscheiden. Es konntedieses Merkmal als Indikator der eingetretenen Dissoziation gelten. Warn?¤mlich dieser Auswuchs breit genug um von ihm eine

Suspension zu



??? Abb. 19. R-Kolonie von einem Hefewasser-2% Glucoseboden, worauf eine Tibi-K??rner-Suspension abgestrichen war. Vergr??sserung 20 X . Abb. 20. R-Kolonien und eine plakatartige, sehr d??nne O-Kolonie auf Hefewasser-2% Glucose-agar. Vergr??sserung 20 X,



??? gewinnen ohne auch Material vom innern Teil der Kolonie mitzunehmen,dann ergab die Aussaat ebenfalls ??berwiegend O-Kolonien. Je l?¤nger die Weiterz??chtung der R-Kolonien fortgesetzt wurde, destodeuthcher l?¤sst die Dissoziation sich gelten. Der Prozentsatz der selbst?¤ndigen O-Kolonien, auf die totale Anzahlvon Kolonien berechnet, kann grosse Schwankungen zeigen. Zuweilen k??nnen die Platten v??llig frei sein an selbst?¤ndige 0-Formen,doch zeigen dann immer einige R-Kolonien einen marginalen Auswuchsauf. In der Regel liegt der genannten Prozentsatz jedoch zwischen 1 und5%, ist also ziemlich klein. Es kann jedoch auch vorkommen, dass in derKulturreihe entweder auf hiritereinanderfolgenden Platten oder unregel-m?¤ssig dieser Prozentsatz betr?¤chtlich h??her ist z.B. 10%, 15% oder20%. Auf den oben erw?¤hnten Platten kommen zuweilen ausser den R- undO-Typen

noch Kolonien von anderer Form zum Vorschein. Sie smdkleiner (0,5â€”1.5 mm), rund oder etwas unregelm?¤ssig geformt und be-sitzen eine glatte, feuchtgl?¤nzende Oberfl?¤che (siehe Seite 136). Im Sinne der gebr?¤uchhchen Terminologie ist dieser Typus als S zubezeichnen; in durchfallendem Licht zeigt sich die Kolonie homogen,mitunter sind nur sehr schmale, feine Linien zu unterscheiden. Hinsicht-lich der Wandstoffproduktion reagiert dieser S-Typus, gleich der O-Form,auf Saccharosegelatine negativ; in Â§ 5 wird n?¤her auf diese O- und S- Formen eingegangen werden. Ein n?¤heres Studium des R-Typus, in welcher Form Betabacteriumvermiforme offenbar im Tibi-Konsortium vorkommt, lehrte, dass beimfortgesetzten Kultivieren die R-Kolonien zuweilen verschiedene Gradevon â€žroughnessquot; zeigen k??nnen. Selbst auf einer und derselben Plattek??nnen diese Unterschiede zum

Ausdruck kommen. So stellte sichheraus, dass die Oberfl?¤che der Kolonie anstatt normal rauh zu sein,auch in geringerem Masse rauh, ja sogar glatt sein kann. In solchenF?¤llen ist dann auch der Rand weniger unregelm?¤ssig, oftmals fast ohne Buchten. Diese Kolonie mit S-artigem Charakter war jedoch durch seine Grosseund trocken-gl?¤nzende Oberfl?¤che von dem eigentlichen, nicht-dextran-bildenden S-Typus deuthch zu unterscheiden. Dieser S-artige Typushat das Verm??gen zur Bildung des Wandstoffes aus Saccharose beibe-halten. Bei Weiterz??chtung dieses leichtrauhen Typus k??nnen sowohldieselbe Kolonieformen, als auch zu 100% normal rauhe Typen zurEntwicklung kommen. Es war sehr auff?¤lhg, dass oft gleichzeitig mit



??? diesen S-artigen Typen auch grosse, platte, unregelm?¤ssige Kolonienmit einer granul?¤ren, fein-faltigen Oberfl?¤che vorkamen. Sie schienen auf den ersten Anblick dem d??nnen, nicht-dextranbilden-den O-Typus zu gleichen, jedoch hatten auch sie die M??glichkeit zurDextranbildung nicht verloren. Nach einiger ?œbung konnte ich diesebeide platte Formen auch mikroskopisch unterscheiden. Der fr??herbeschriebene nicht-dextranbildende Typus zeigt sich in seinem plak-atartigen Wachstum doch noch um vieles d??nner und mit einergl?¤nzenderen Oberfl?¤che versehen. Dieser O-artige Typus Hess meistbei Weiterz??chtung gleich wieder in vollem Umfang normale rauheKolonien entstehen. Zusammenfassend k??nnen wir also feststellen, dass die direkt aus denTibi-K??rnern erhaltene R-Form an erster Stelle eine nicht reversible Disso-ziation zeigt in einer O- und einer S-Form,

welche beide durch denVerlust des Wandstoffbildungsverm??gens gekennzeichnet sind. Danebentritt ein zweiter Dissoziationsvorgang auf, der zu Kolonieformen f??hrt,welche ann?¤herend den 0-und S-Typen gleichen, aber das Wandstoff-bildungsverm??gen beibehalten haben und welche ausserdem leicht eineReversion zur R-Form zeigen. b. Hefewasser-Gelatim-10% Saccharoseplatten. Wurde auf diesem N?¤hrboden die Suspension eines fein zerriebenesTibi-Kl??mpchens abgestrichen, dann zeigte die Platte nach 5â€”6 Tagenbei 22Â° C ausschliesslich gelatin??se Kolonien entweder in Form vonScheibchen oder in Form unregelm?¤ssiger Kl??mpchen (Seite 37-38). Mit Hinsicht auf das unter a. beschriebene war es daher wahrscheinhch,dass die in dieser Weise erhaltene Form sich mit der als R-Typus be-schriebenen Form der Glucoseplatten identifizieren l?¤sst. Diese Ver-mutung

wurde durch â€žGrossquot;-Impfungen bald best?¤tigt. Wenn man aber eine Suspension einer derartigen gelatin??sen Kolonievon dieser Platte auf eine zweite Platte abstreicht, und auf ?¤hnUche Weisedie Subkultur l?¤ngere Zeit fortsetzt, so ergeben diese Platten Misch-kulturen von gelatin??sen und kleinen trockenen Kolonien. Bei diesenletzteren, welche durch ihre Wachstumsart offenbar das Verm??genWandstoff zu bilden nicht mehr besitzen, kann man zwei verschiedeneKolonietypen vorfinden: 1.nbsp;Kolonien von 1.5 mm Gr??sse, welche g?¤nzlich platt und d??nnsind oder welche ein dickeres, erhobenes Zentrum haben und von einerverh?¤ltnism?¤ssig breiten, sehr d??nnen Randzone umgeben sein. 2.nbsp;Kleinere, 0.5 mm grosse Kolonien, welche nur aus dem verdickten



??? Zentrum des vorigen Typus zu bestehen scheinen und keine Randzonebesitzen. Z??chtet man den ersten Typus auf Glucoseagar, dann erscheinenentweder ausschliesslich oder doch ??berwiegend die grossen plattenKolonien des O-Typus; Weiterz??chtung des zweiten Typus ergibt aufGlucoseagar fast immer Mischplatten von S- und O-Formen. Damit wird deutlich, dass die beiden trockenen Kolonietypen derSaccharosegelatineplatten identisch sind mit den O- und S-Typen aufGlucoseagar. Der Prozentsatz der trockenen Kolonien, auf die Gesamtzahl berechnet,kann ebenfalls stark schwanken und zwar von einigen Prozenten (bis-weilen â€žnihilquot;) bis zu 50â€”60%; im allgemeinen kommen die Werte10â€”30% am meisten vor. Es kann sich auch herausstellen, dass manin aufeinanderfolgenden Plattenkulturen einen nahezu konstant bleiben-den oder innerhalb enger Grenzen

schwankenden Prozentsatz (z.B. von5_10%, 10â€”20%, 20â€”30%) trockener Kolonien erh?¤lt. Der schwankende Prozentsatz trat nicht nur beim Abstreichen ausSuspensionen gelatin??ser Kolonien von aufeinanderfolgenden Platten,sondern auch von einer und derselben Platte ein. Beim Abstreichen ausSuspensionen von R-Kolonien, herr??hrend von Glucoseagar, auf Saccha-rosegelatine stellt sich heraus ,dass der Prozentsatz trockener Kolonien inbefriedigender Weise mit dem von O (event. O S) auf Glucoseagar??bereinstimmt. Ist dieser Prozentsatz nicht gross (was durchwegs der Fall ist), dannkommt beim Abstreichen aus der Suspension gelatin??ser Kolonien voneiner solchen Gelatineplatte auf eine folgende meistens sogleich der f??rGelatine h??here Prozentsatz zum Vorschein. Ungeachtet des bereits unternormalen Bedingungen auftretenden, wechselnden Prozentsatzes habeich noch

versucht, ob eine Z??chtung auf Saccharosegelatine bei einerh??heren Temperatur, n?¤mlich 30Â° C, oder unter anaeroben Bedingungenin Wasserstoffatmosph?¤re oder in reiner Kohlensa??re einen Einflussauf die Anzahl trockener Kolonien hat. Es zeigte sich jedoch, dass auchunter den obengenannten Bedingungen Werte zwischen 10â€”40% erziehwurden, w?¤hrend die Fluktuation in der gleichen Weise auftrat. Â§ 3 DIE DISSOZIATION VON BETABACTERIUM VERMIFORME BEIDER Z?œCHTUNG IN FL?œSSIGEN N?„HRMEDIEN. Im vorhergehenden Paragraphen haben wir beschrieben, dass bei derWeiterz??chtung von Betabacterium vermiforme auf festen N?¤hrb??den9



??? durch die im urspr??nglichen Kolonietypus auftretende Dissoziationst?¤ndig eine gr??ssere oder kleinere Anzahl Variantenkolonien zur Ent-wicklung kommen, welche keinen Wandstoff zu bilden verm??gen. Eswar nun w??nschenswert zu untersuchen, ob auch bei der Z??chtung infl??ssigen N?¤hrmedien eine Dissoziation eintritt. Zu diesem Zweck impfte ich eine m??glichst reine R-Kolonie von einerGlucoseagarplatte, auf welche eine Tibi-K??rner-Suspension abgestrichenwar, in eine Kulturr??hre mit 2% Glucose-Hefewasser. Nach einigenTagen war eine gute Entwicklung festzustellen, wobei sich schliesslicham Boden ein feinflockiger Niederschlag von Bakterien absetzte. Es seidaran erinnert, dass in diesem, keine Saccharose enthaltenden MediumWandstoffbildung nicht auftritt. Von dieser ersten Kulturr??hre wurdenun in Abst?¤nden von 2â€”5 Tagen regelm?¤ssig ein Tropfen in die

frischeKulturfl??ssigkeit ??bergeimpft. Zugleicherzeit wurde aus der f??r die ?œberimpfung benutzte R??hre,eventuell nach passender Verd??nnung, auf Saccharosegelatine abge-strichen. Auf diese Weise wurde eine lange Reihe aufeinanderfolgender Fl??ssig-keitskulturen untersucht, wobei das Folgende beobachtet wurde. Aufder Saccharosegelatineplatte, welche von Material aus der ersten Kultur-r??hre stammte, war die Anzahl trockener Kolonien niedrig: Â? 2%; etwaein gleicher Wert wurde auch direkt aus der Suspension der bewusstenR-Kolonie auf Glucoseagar bezw. Saccharosegelatine erhalten. Auch in den erstfolgenden Kulturr??hren war die Anzahl sehr niedrigund schwankte zwischen 0.3% und 2%. Bei der 8ten Kultur betrug dieZahl 1%; von der Kultur No 9 ab kam bei allen folgenden Kulturenkeine einzige trockene Kolonie mehr zur Entwicklung, bei einer mittlerenKoloniezahl

auf der Platte von 200â€”300. Der Versuch wurde bis zur50sten Kultur fortgesetzt (Tabelle II). Sehr auffallend war, dass bei Weiterz??chtung der gelatin??sen Kolonienvon diesen einheitlichen Platten sogleich wieder die f??r Gelatine durch-wegs hohe Anzahl trockener Kolonien zu beobachten ist. F??r eine zweite Kulturreihe in Glucose-Hefewasser wurde von derSuspension einer zerriebenen gelatin??sen Kolonie ausgegangen. Esstellte sich heraus, dass bei Impfung einer solchen Suspension, aus derbeim direkten Abstreichen auf Kontrolle-Gelatineplatten 20% trockeneKolonien zur Entwicklung kamen, die erste Kulturr??hre 25% Varianten-Kolonien auflieferte. Bei der zweiten R??hre betrug die Anzahl 18%.Nachdem der Prozentsatz trockener Kolonien aus den n?¤chstfolgenden



??? TABELLE IL Prozentsatz der Variantenkolonien erhalten nach Abstreichen aus einerReihe von Kulturr??hren mit Hefewasser-3% Glucose; initiale Impfung mit' einer Suspension einer R-Kolonie von Glucoseagar, worauf eine Suspensioneines Tibi-Kl??mpchens abgestrichen war. Prozentsatztrockener Kolonien Kontrolleplatte 2 R??hre 1 2 Â? 2 2 â€ž 3 2 â€ž 4 1 Â? 5 0.5 â€ž 6 0.5 â€ž 7 1 â€ž 8 1 Â? 9 0 â€ž 10 0 â€ž 11-501) 0 Bis zu R??hre 35 wurde regelm?¤ssig, hernach bis zur R??hre 50 aus jeder zweitenoder dritten abgestrichen. R??hren zwischen 10 und 15% geschwankt hatte, erfolgte hierauf einesprunghafte Senkung, indem No 12 und folgende Kulturen ??berhauptkeine trockene Kolonien mehr zum Vorschein brachten (Tabelle III). Die auffallende Erscheinung, dass beim fortgesetzten Z??chten inN?¤hrfl??ssigkeit nach l?¤ngerer oder k??rzerer Zeit keine Variantenkolonienmehr

auftreten, zeigte sich auch in Kulturen mit d??nnen Fl??ssigkeits-schichten (Kolben). Offenbar ??bt der Luftsauerstoff keinen merkbarenEinfluss auf diese Erscheinung aus. Es war nun interessant nachzugehen, ob ein Ausbleiben der Dissoziationin Fl??ssigkeitskulturen sich auch dann behaupten w??rde, wenn man diebetreffenden Kulturen altern l?¤sst. Hierzu wurde aus willk??rUchenR??hren, welche nach 4- tagiger Bebr??tung bei 30Â° C weiterhin bei Zimmer-temperatur aufbewahrt waren, nach bezw. 10, 25, 60 und 72 Tagen aufPlatten abgestrichen.



??? TABELLE IIL Prozentsatz der Variantenkolonien erhalten nach Abstreichen aus einerReihe von Kulturr??hren mit Hefewasser-Glucose; initiale Impfung miteiner Suspension einer R-Kolonie von Saccharosegelatine, worauf eine'Suspension eines Tibi-Kl??mpchens abgestrichen war. Prozentsatztrockener Kolonien Kontrolleplatte 20 R??hre 1 25 â€ž 2 18 â€ž 3 15 â€ž 4 15.5 â€ž 5 15 â€ž 6 11.5 â€ž 7 13.5 â€ž 8 â€” â€ž 9 7 â€ž 10 4.5 â€ž 11 0.5 â€ž 12 0 â€ž 13 0 Bis R??hre 16 0 Obwohl sich die Kulturen verschiedentlich verhielten, unterbliebdoch im allgemeinen nach ein oder zwei, ja selbst nach drei und vierWochen das Auftreten trockener Kolonien. Aus noch ?¤lteren Kulturenkamen sie jedoch fast immer wieder zum Vorschein und zwar in einerAnzahl, welche zwischen 0.5 und 15% variierte. Fortw?¤hrende ?œber-impfung von Fl??ssigkeitskulturen, welche man vorher altern l?¤sst,

f??hrtemit grosser Sicherheit zum Auftreten der Dissoziation. Die Beobachtung, dass bei fortgesetzter Kultur in fl??ssigem Mediumunter Vermeidung lange anhaltender Stagnation des Wachstums dieDissoziation ausbleibt, hat offenbar keine allgemeine G??ltigkeit. So teiltDeskowitz (1937) mit, dass bei einem unstabilen R-Typus von Sal-monella aertrycke, welcher gekennzeichnet war durch ein fortw?¤hrendesAbspalten einer konstanten Anzahl (19%) von S-Kolonien auf Platten,der Prozentsatz von Variantenkolonien in Fl??ssigkeitskulturen biszu 75% anstieg. Auch andere Forscher erw?¤hnen, dass eine



??? regelm?¤ssige ?œberimpfung in Fl??ssigkeitskulturen die Dissoziationf??rdert und darum wird diese Methode denn auch oft als ausl??sendes,stimulierendes Agens gebraucht. Es zeigt sich aber, dass Betabacterium vermiforme als Ausnahme aufdiese Regel nicht allein steht. So konnte Dulaney (1928) f??r Bact. colicommunis feststellen, dass die Dissoziation vollkommen verhindert wurdebei der Z??chtung in zuckerhaltigem Medium. In ?œbereinstimmung mit Deskowitz fand ich, dass die erw?¤hnteKulturbedingung nicht imstande war die Tendenz Zur Unstabilit?¤tâ€ždauerndquot; zu beeinflussen. Wurde n?¤mlich aus Suspensionen gelatin??serKolonien, welche aus den reinen Fl??ssigkeitskulturen herr??hrten, abge-strichen, dann zeigte sich meistens sogleich wieder der betr?¤chtlicheProzentsatz trockener Kolonien. Das Unterbleiben der Dissoziation in Fl??ssigkeitskulturen ohne all zulanger

Wachstumsstagnation macht es durchaus annehmlich, dass auchim Konsortium keine Dissoziation von Betabacterium vermiforme eintritt,eine Ansicht, welche auch durch das Ergebnis des Abstreichens Suspen-sionen frischer Tibi-Kl??mpchen gest??tzt wird. F??r die Bakterien imKonsortium sind die obengenannten Bedingungen ja doch ohnehin erf??llt.Solange also das Konsortium unter Bedingungen lebt, welche eineaktive Vermehrung zulassen, wird sein Fortbestehen als Folge einera priori denkbaren Entwicklung von nicht-wandstoffbildenden Variantennicht bedroht werden. Â§ 4. ISOLIERUNG EINER NEUEN, WANDSTOFFBILDENDEN R-VARI-ANTE. Wie bereits in Â§ 2 mitgeteilt wurde, zeigt der urspr??nghche, auf Gluco-seagar gez??chtete, rauh-k??rnige R-Typus bei Weiterz??chtung die Neigungum unter Beibehalten des Wandstoffbildungsverm??gens ungef?¤hr gleichgrosse, gl?¤ttere

und auch gr??ssere, platte Kolonien zur Entwicklung zubringen. Eine n?¤here Untersuchung lehrte, dass diese Kolonieformensehr labil sind und der einzige direkt feststellbare Unterschied mit demR-Typus in der Form und dem Aussehen der Kolonie liegt. Bei weiterer Untersuchung des Verhaltens des urspr??nglichen R-Typushat sich herausgestellt, dass ebenfalls die M??glichkeit zu einer vieldeutlicheren Dissoziation unter Beibehalten des Wandstoffbildungsver-m??gens besteht. Durch Abstreichen aus zwei Monate alter Glucose-Hefewasserkulturen, geimpft mit einer Kolonie des urspr??nglichenR-Typus, konnte ich, allerdings selten, auf den Glucoseagarplatten neben



??? normalen R- und meistens vielen platten, nicht-v?andstoffbildendenO-Kolonien, einzelne auff?¤llig rauhe Kolonien auffinden. Diese ungef?¤hrmit derjenigen des R-Typus gleich grosse Kolonie unterschied sich vondieser deutlich durch seine viel rauhere â€” mehr faltig-rauhe als k??rnig-rauhe â€” Oberfl?¤che. Beim Abstreichen dieses Koloniematerials aufSaccharosegelatine zeigte sich, dass die Zellen ihr Wandstoffbildungs-verm??gen beibehalten hatten. Die in durchfallendem Licht schimmeren-den Kolonien dieses k??nftighin als R' bezeichneten Typus, waren platt-linsenf??rmig (1.5â€”2.5 mm) und hatten einen unregelm?¤ssig gewelltenRand (Abb. 21). Das Muster der Kolonie zeigte im Gegensatz zu R eineStruktur in verschiedenen Richtungen verlaufender, gewellter Str?¤nge. Auch in der Zellmorphologie bestand zwischen R' und R ein grosser,konstanter Unterschied. Die f??r R'

charakteristischen Zelltypen warenbetr?¤chtUch l?¤nger als bei R (Seite 142). Unterschiede in biochemischer Hinsicht (Wandstoffbildung, Zucker-verg?¤rung, etc.) konnten jedoch nicht festgestellt werden. Wird R' aufSaccharosegelatine gez??chtet, dann zeigen sich die gelatin??sen Kolonienaus ??berwiegend langgestreckten, groben Kapseln aufgebaut. DieseKapseln verdanken ihre langgestreckte Form an die Anwesenheit langerund fadenf??rmiger, gerader, gekr??mmter oder schl?¤ngelnder Zellen. Hinsichtlich der Ausgangsform R verhielt sich R' insofern als einkonstanter und selbst?¤ndiger Typus, als ich nicht imstande war eineReversion R' R zu beobachten. Inzwischen konnte aber dieser R'-Typus gleich wie R als mehr oderweniger â€žunstabilquot; bezeichnet werden hinsichtlich der Abspaltung neuerKolonievarianten, deren Wandstoffbildungsverm??gen verloren gegangenwar. Bei

Weiterz??chtung auf Glucoseagar fand in den R'-Kolonienfrequent eine Dissoziation statt. Dies zeigte sich meist in Form einesd??nnen marginalen Auswuchses. Die in wechselnder Anzahl auftretenden,als O'-bezeichneten Variantenkolonien waren gross (bis zu 1 cm), plattund d??nn (Abb. 21). Obwohl das Plattenbild dieser Kulturen auf den ersten Anblick sehrviel ?œbereinstimmung mit jenem, durch Auss?¤ung von R-Kolonienerhaltenen Bild aufwies, zeigte sich bei n?¤herer Betrachtung doch sehrdeutlich ein Unterschied nicht nur zwischen R' und R aber auch zwischenO' und O. Im Gegensatz zu O besass der platte O'-Typus ein breitliniges Muster,in welchem oft, vor allem im Zentrum, eine Andeutung gewellterStr?¤nge auffiel. Auch waren die f??r O' charakteristischen Zelltypen



??? â€? .'-^b trs/,f f'/r'l, â€? 'S, Abb. 21 Eine R'-Kolonie (oben) mit seiner Struktur von gewellten Str?¤ngen und eine plakat-artige, sehr d??nne O'-Kolonie. Vergr??sserung 20 x. Abb. 22. S-Kolonien, wie sie bei Weiterz??chtung vom R-Typus bezw. O-Typus auf Hefewasser-2% Glucoseagarplatten zum Vorschein kommen k??nnen. Vergr??sserung 20 x.



??? Abb. 23. Rj.-Kolonie mit seiner ausgesprochenen Struktur von gewellten Str?¤ngen.Vergr??sserung 20 x.



??? um vieles l?¤nger als bei O, aber meist doch k??rzer als bei R'. BeidenFormen, O' und O, fehlt jedoch die F?¤higkeit zur Wandstoffbildung. Bei Weiterz??chtung des R'-Typus stellte sich heraus, dass, selbst einigeZeit hindurch, der O'-Typus v??lhg fehlen konnte, doch waren auch aufdiesen scheinbar reinen R'-Platten dem R' gleich grosse Varianten-kolonien mit einer nur wenig rauhen, manchmal fast glatten Oberfl?¤chevorhanden. Auch sie zeichneten sich, ebenso wie O', durch den Verlustdes Wandstoffbildungsverm??gens aus. In seinem Muster unterschiedsich die Kolonie von R' durch das Vorkommen von breiten Linien anstattgewellter Str?¤ngen. Von dieser S' benannten Kolonievariante, welche auch in Subkulturendes O'-Typus auftrat, waren die charakteristischen Zelltypen k??rzer alsbei R' (Seite 142). S' und O' ergaben in ?œbereinstimmung mit den aus R entstandenenS- und 0-Formen,

bei Weiterz??chtung meistens Mischplatten. Es sei hier bemerkt, dass in Plattenkulturen von S' ein einziges Maleine reine, v??llig glatte und ganzrandige S-Kolonie aufgetreten ist. Sp?¤ter werde ich noch eine dergleiche S'-artige Kolonie mit demselbenAussehen und ebenfalls ohne Wandstoffbildungsverm??gen, welche auseiner sehr rauhen aber nichtwandstoff bildenden Variante (Re) entstandenist, erw?¤hnen. Â§ 5. N?„HERE BEOBACHTUNGEN ?œBER DIE IN PLATTENKULTURENREGELM?„SSIG AUFTRETENDEN, NICHT-WANDSTOFFBILDENDEN O-UND S-VARIANTEN. Wie in Â§ 2 beschrieben wurde, kommt bei Weiterz??chtung der imKonsortium urspr??nglich vorhandenen Form von Betabacteriumvermiforme auf Glucoseagar infolge einer Dissoziation fast immereine O- und weniger frequent eine S-Kolonieform zur Entwicklung. Der von mir als O bezeichnete Typus kennzeichnet sich

durch dieBildung grosser (bis 1 cm), platter und fein-gefalteter, sehr d??nner Kolo-nien, oft von einem glatten, dickeren Knopf versehen. Der reine S-Typusist viel kleiner (1â€”1.5 mm), rund bis einigermassen unregelm?¤ssig inseiner Form, mit einer v??lhg glatten und feuchtgl?¤nzenden Oberfl?¤cheund einem glatten bis leicht gezackten Rand (Abb. 22). Obwohl den beiden Kolonievarianten das Wandstoffbildungsverm??genaus Saccharose fehlt, zeigten sich in biochemischer Hinsicht mit demurspr??nglichen R-Typus keine weitere Unterschiede, wohl aber hinsicht-lich der Zellmorphologie (Â§ 7).



??? Wird der platte O-Typus auf Glucoseagar weitergez??chtet, dannkommen auf den betreffenden Platten oft ausschliesslich grosse, platteKolonien zur Entwicklung; auf stark geimpften Stellen sind diese Kolonienunter Bewahrung ihrer individuellen Grenzen meist zu einem grossen,d??nnen Plakat vereinigt. In Subkulturreihen von diesem Typus treten jedoch regelm?¤ssigMischplatten auf, auf welchen neben den ??berwiegenden 0-Kolonienhier und da kleine, gew??lbte S-Kolonien vorhanden sind. Nicht seltenzeigen einzelne S-Kolonietypen an ihrem Rand oder an Teilen desRandes eine mehr oder weniger breite, d??nne O-Zone. Solche Kolonienbilden eigenthch eine ununterbrochene Formenreihe, welche schliesslichin die O-Kolonie mit knopff??rmigen Zentrum und nicht zu breiterRandzone ??bergeht. Geht man bei diesen Mischplatten von der am meisten reinen S-Kolonieaus, dann

ergeben die Subkulturen, ebenso wie dies bei O der Fall ist,nahezu immer wieder Mischplatten mit reinen, runden, glatten S-Formen,welche ganz oder teilweise von einem d??nnen Rand umgeben sind, undgrossen, ausgesprochenen O-Formen. Hieraus l?¤sst sich schliessen, dass die O- und S-Kolonietypen einandersehr nahe stehen. In ?œbereinstimmung hiermit lehrte eine mikroskopischeUntersuchung, auf die wir noch sp?¤ter (Seite 142-143) zur??ckkommen,dass in der Zellmorphologie keine Unterschiede aufzufinden waren. MeineVersuche um aus S-Kolonien, welche von 0-Platten stammten, durchregelm?¤ssige Weiterz??chtung einen reinen, einigermassen stabilenS-Typus zu erhalten, scheiterten. Da sich bei der Z??chtung des R-Typus auf Glucoseagar ab und zuauch S-Kolonien einfanden, beschloss ich auch diese auf ihre Stabilit?¤tzu pr??fen. Nach einigen vergeblichen

Versuchen mit verschiedenen,rein aussehenden S-Kolonien, gl??ckte es mir schliesslich eine S-Koloniezu isolieren, welche bei Weiterz??chtung sogleich ein vollkommen einheit-liches Plattenbild reiner S-Kolonien ergab (Abb. 22). Auch bei fortgesetzter Kultur erwies sich dieser S-Typus konstant;echte O-Kolonien und S-Kolonien mit O-artigen R?¤ndern kamen indiesen Kulturen nur sp?¤rlich vor. Wenn die Kulturen jedoch lange inSchr?¤gkulturen aufbewahrt wurden, trat abermals Dissoziation ein. Der isolierte S-Typus kann also â€žrelativ stabilquot; genannt werden. Eine weitere Untersuchung nach dem Verhalten dieses S-Stammeglehrte, dass mehrere Passagen von 1â€”2 Monate alten Kulturen (Hefe-wasser-Glucose) die Stabilit?¤t ung??nstig beeinflussten. Bei der Auss?¤uns



??? solcher Kulturen kamen unreine S-Kolonien, zuweilen Formen miteinigermassen rauher Oberfl?¤che und platte O-Kolonien zur Entwicklung. Einige Male konnte ich auf diesen Platten nur einzelne Kolonien emesneuen, ausgesprochen rauhen Typus beobachten. Dieser als Re bezeich-nete rauhe Typus wird in Â§ 6 n?¤her beschrieben. Immer zeigte sich, dass allen als O und S aufgetretenen und be-schriebenen Typen, welche auf direktem oder indirektem Weg von demR-Typus herr??hrten, das Wandstoffbildungsverm??gen abging. Um eine event. R??ckkehr dieser Eigenschaft zu induzieren, bedienteich mich der folgenden Kulturmethoden: 10-15-maliges ?œberimpfenin Saccharose-Hefewasser und zwar unter normalen Bedingungen (mR??hren und in kleinen Kolben), in Kohlens?¤ureatmosph?¤re, untergleichzeitiger Impfung mit Saccharomyces intermedius und ferner beiAnwesenheit einer

bestimmten Menge von bei 70Â° C abget??teter Zellendes R-Typus i). Obwohl ich die R??ckkehr des einmal verloren gegangenen Dextran-bildungsverm??gens, niemals beobachten konnte, ist es doch nicht ausge-schlossen, dass das Merkmal einmal unter irgendeiner Bedingung zum Vorschein kommen kann. Es sei hier im Zusammenhang mit dem von mir bei Betabacteriumvermiforme beobachteten Abspalten von Varianten, welche die Eigen-schaft der Dextranbildung verloren haben, auf eine Ver??ffentlichung vonKagan und Nepohniaschaia (1936) hingewiesen. Die beiden russischenForscher berichten ?œber eine Dissoziationserscheinung bei Leuco-nostoc mesenterioides {Betacoccus arabinosaceus); koloniemorphologischeVer?¤nderungen sollten verkn??pft sein mit Abweichungen des Dextran-bildungsverm??gens. Sie konnten drei Kolonietypen, n?¤mlich R-, O- undS-Kolonien isolieren. In

saccharosehaltigen N?¤hrmedien soll der R-Typusdurch eingekapselte Individuen gekennzeichnet sein, welche eine schleim-ige, froschlaich?¤hnhche Masse bilden, der O-Typus durch nackte Diplo-kokken, welche in einer egal-gelatin??sen Substanz eingebettet smd. Zur Anwendung der letztgenannten Methode wurde ich gef??hrt durch dieBeobachtung Griffith's, der Zellen von avirulenten Pneumokokkennbsp;Â? vorher durch Erhitzen abget??teten, virulenten Zellen verschiedener Typen von PneuZcLs m M?¤use impfte und auf diese Weise die avirulente Â?s^^verschiedenen virulenten Typen ??berf??hren konnte. mit dieser Methode v??llig irreversible, avirulente Varianten von Pneumococcas-Stimmen pXuagen meines Versuches macht es wahrscheinlich, dass bei dieser Me-thode die Mitarbeit der Zellen des Versuchstieres eine wesentliche Bedingung ist.



??? w?¤hrend der S-Typus zusammengesetzt ist aus nackten Diplokokken,welche ihr Schleimbildungsverm??gen verloren haben. In Teil I wurde dargetan, dass Leuconostoc mesenterioides und Betabac-terium vermiforme in biochemischer Hinsicht sehr nah verwandte Bak-terienarten sind, und es ist daher sehr auffallend, dass auch bei Leuconostocdurch Dissoziation nichtwandstoffbildende Varianten auftreten k??nnen. In diesem Zusammenhang ist es erw?¤hnenswert, dass Sacchetti (1936)in seiner schon zitierten Abhandlung berichtet, dass alle seine St?¤mmevon Leuconostoc mesenterioides das Dextranbildungsverm??gen aus Saccha-rose ziemlich rasch verloren; auch wenn er sie unter den verschiedenstenBedingungen z??chtete, konnten die St?¤mme nicht wieder zur Dextran-bildung gebracht werden. Hinsichtlich der Resultaten der obengenannten Forscher sei mitgeteilt,dass sich

beim Abstreichen von Suspensionen der im Laboratoriumf??r Mikrobiologie seit Jahren vorhandenen St?¤mme von Leuconostocmesenterioides auch eine unverkennbare Dissoziation zeigte. Die Saccharosegelatineplatten wiesen zwei grundverschiedene Kolonie-typen auf: 1.nbsp;gr??ssere und kleinere Tropfenkolonien von d??nnschleimiger Kon-sistenz mit nackten Kokken, worin bei Lupe-Vergr??sserung sehr deutiichlokale Anh?¤ufungen von stark eingekapselten Individuen vorhanden sind. 2.nbsp;Feste, kl??mpchenf??rmige Kolonien von einer gelatin??sen Be-schaffenheit, welche aus Zusammenballungen von sehr dicken Kapselnbestehen. Hier und da trifft man auch kleine Kolonien an, welche beimersten Anblick trocken erscheinen k??nnten. Die mikroskopische Beobach-tung lehrt aber, dass auch hier vorherrschend Kapselkonglomerate mitdaneben nackten Individuen vorhanden sind.

Alles in allem kann also geschlossen werden, dass unbedingt voneiner Dissoziation, wobei einerseits eingekapselte, andererseits nicht-eingekapselte jedoch ebenfalls dextranbildende Zellen auftreten, dieRede ist; diese Erscheinung ist schon von Smit (1919) ans Licht gebracht.Dagegen fehlt aber bei den untersuchten St?¤mmen jegliche Andeutung,dass die Dissoziation in eine Form resultiert, welche das Dextranbil-dungsverm??gen verloren hat. Â§ 6. EINE AUS DEM S-TYPUS ERHALTENE, NICHT-DEXTRANBIL-DENDE, RAUHE VARIANTE. Im vorigen Paragraphen ist schon erw?¤hnt, dass aus dem relativ stabilenS-Stamm unter gewissen Bedingungen eine neue Variante erhalten wurde.



??? Nachdem diese Form einige Male hintereinander eine alte Kultur passierthatte, entstanden beim Abstreichen aus einer 2â€”3 Monate alten Fl??ssig-keitskultur nicht selten ausser S-Kolonien von runder oder etwas unregel-m?¤ssiger Form und einer Anzahl platter 0-Typen, einige Kolonien einessehr rauhen (faltig-rauhen) Typus. Bei Weiterz??chtung zeigte sich, dasses eine neue Variante war, welche sich durch platt-hnsenf??rmige Kolonienvon 2â€”3 mm Gr??sse mit einer trocken-gl?¤nzenden Oberfl?¤che undweUigem Rand auszeichnete (Abb. 23). Das Muster der Kolonie zeigte eine ?œbereinstimmung mit dem desR'-Typus; doch war die Str?¤ngenstruktur hier noch etwas mehr ausge-sprochen. Der Rand zeigte im Gegensatz zu R', meist einen faserigenBau mit langen heraussteckenden, gewellten und gekr?¤uselten F?¤den. Dieser grobe, als Re (R extrem) bezeichnete, Typus erinnertan

den Medusa-Kolonietypus und zeigte sich bei Weiterz??chtung sogleichrecht gut konstant. (Vergl. Arkwright, 1930; Soule, 1927 und Nunge-ster, 1929). Von einer Reversion ^ S war bei der Plattenkultur nichtszu bemerken. Gleich dem Ausgangs-S-Stamm konnte auch dieser relativstabile Rs-Typus keinen Wandstoff aus Saccharose bilden, w?¤hrendsonst nennenswerte Unterschiede in biochemischer Hinsicht fehlten.Eine Untersuchung nach der Stabilit?¤t lehrte uns, dass dieser Rs-Stammnoch betr?¤chthch stabiler war als der S-Stamm. Sogar nach der Passageeiniger 1â€”2 Monate alten Hefewasser-Glucose- und Agarschr?¤gkulturenblieb Re bei der Auss?¤ung v??llig konstant. Aus einer dritten Fl??ssigkeitskultur konnte jedoch beim Abstreichennach 4â€”5 Monaten eine Platte erzielt werden, auf welcher neben demurspr??nghchen Typus in ??berwiegender Anzahl eine neue Variantevorkam. Die

Oberfl?¤che dieser Kolonien war nur in geringem Masserauh, manchmal fast glatt. Diese S-artige Form (im Schema als A be-zeichnet) besass dasselbe Koloniemuster â€” mit groben, breiten Linienohne Str?¤ngestruktur â€” als der S'-Typus. Die mikroskopische Unter-suchung zeigte, dass einerseits die langen F?¤den der Rs-Form fehlten,andererseits aber die mittlere L?¤nge der Zellen um vieles gr??sser war als die des S-Typus. Die neu aufgetretene, nahezu glatte Form werden wir als eine â€žpar-tiellequot; Reversion von Re S auffassen m??ssen. Es gl??ckte mir nichtbei diesem Rs-Stamm eine vollst?¤ndige Reversion S zu bewerkstelligen. Noch sei mitgeteilt, dass aus einer Kultur der S-Form in Hefewasser-2%Glucose beim Abstreichen auf Glucoseagar eine Kolonie auftrat, die imAussehen sowohl als im Muster vom erstgenannten RE-Typus sich nicht



??? unterschied. Nur die L?¤nge der vorherrschenden Zelltypen war geringer.Es handelte sich hier um k??rzere F?¤den und verl?¤ngerte St?¤bchen. Inzellmorphologischer Hinsicht k??nnte man hier also von einer â€žnichtextremenquot; Form sprechen. Es zeigte sich nun, dass nach einer Reihe 14-tagiger ?œberimpfungendieses, als RÂ°e bezeichneten Typus, in Hefewasser-2% Glucose beimAbstreichen auf Platten drei verschiedene Koloniearten erhalten wurden: 1.nbsp;Der normale RÂ°e-Typus. 2.nbsp;Kleine (1 mm grosse), runde, gew??lbte S-Kolonien mit einerfeucht-gl?¤nzenden, v??llig glatten Oberfl?¤che. Sie stimmten in ihremAussehen und im Koloniemuster vollkommen mit dem urspr??nglichenS-Typus ??berein. Das Zellbild war insofern etwas anders, als bei dieser neuen Formviele, f??r den S-Typus noch ein wenig zu lange Zellen vorkamen; sieverkehrten jedoch alle in einem

gef??rderten Septierungs- bezw. Abl??sungs-stadium. Mit Vernachl?¤ssigung dieses bloss kleinen Unterschiedes, d??rfenwir wohl feststellen, dass bei diesem RÂ°e-Typus eine praktisch v??lligeReversion zustande gekommen ist. 3.nbsp;In geringem Masse rauhe (bisweilen fast glatte) Kolonien miteinem breithnigen Muster ohne gewellte Str?¤ngestruktur. Diese S-arti-gen Kolonien bestanden aus ??berwiegend langen St?¤bchen und ?¤hneltenjenem Typus, den wir bereits bei der partiellen Reversion des erstge-nannten Rn-Stammes beschrieben. Wir sehen also, dass bei der â€žnicht extremenquot; Rs-Form nicht nureine beinahe vollst?¤ndige Reversion aufgetreten ist, sondern dass gleich-Zeitig auch ein intermedi?¤rer Kolonietypus isoliert wurde. Es sei noch bemerkt, dass nicht nur Re und S, sondern auch alle hierauserhaltenen Formen kein Wandstoffbildungsverm??gen aufwiesen.

Ebensowenig wie bei S und O konnte ich auch bei Rg trotz der Anwendung derunter Â§ 5 genannten Induzierungsmethoden, eine R??ckkehr dieser Eigen-schaft nicht erzielen. Mit Ausnahme des fehlenden Wandstoffbildungsverm??gens zeigtendie Varianten keine anderen nennenswerten biochemischen Unterschiede.Alle Varianten bildeten aus Glucose Gas und S?¤ure, aus Fructose Mannit,verursachten in Milch keine Koagulation und waren Gram-positiv undkatalase-negativ. F??r die vier wichtigsten Typen habe ich die Verg?¤rungvon verschiedenen Zuckerarten (Zuckeralkoholen und Glucosiden)sowohl qualitativ wie auch quantitativ untersucht. Die Ergebnisse sindin Tabelle IV zusammengefasst.



??? TABELLE IV. S?¤urebildmg in cm^ Normals?¤ure pro 100 cmÂŽ Kulturfl??ssigkeit aus ver-schiedenen Zuckerarten {Zuckeralkoholen und Glucosiden) durch die Vari-anten: R, R', Re und S. Substrat: R R' S Glucose 9.5 9.6 8.7 9.6 Maltose 8.6 8.5 8.3 8.8 Dextrin â€” â€” â€” St?¤rke (l??sl.) â€” â€” â€” Insulin â€” â€” â€” â€” Fructose 8.2 7.5 8.7 8.1 Saccharose 5.0 5.1 7.9 9.1 Galactose 9.6 9.6 9.3 9.7 Lactose 1.5 4.0 3.5 3.2 Mannose â€” â€” - Arabinose 21.9 21.5 21.1 19.5 Mannit â€” â€” â€” Glycerin â€” â€” â€” 1.5 Salicin 1.3 ? â€” Xylose 21.5 21.1 22.0 21.8 Aus dieser Tabelle geht hervor, dass die vier untersuchten St?¤mmesich in qualitativer Hinsicht v??llig gleich verhielten. In quantitativerHinsicht sind die Schwankungen auch ganz unbedeutend und ??ber-schreiten sie nicht die Grenzen der Genauigkeit der angewandten Metho-de. Nur ist begreiflicherweise die S?¤urebildung im

Saccharosemediumbei den beiden wandstoffbildenden Varianten R und R' merkbar geringerals bei den zwei ??brigen untersuchten Formen. Â§ 7 DER ZUSAMMENHANG ZWISCHEN KOLONIE- UND ZELLMOR-PHOLOGIE BEI DEN AUFGETRETENEN VARIANTEN. Bevor ich die von mir beobachteten Varianten auf Grund ihrer morpho-logischen und biochemischen Merkmale in ein Schema zusammenfasse,sei von den wichtigsten Varianten eine zusammenfassende morphologische Karakteristik der Zellen gegeben. Im Verlaufe der Untersuchung wurden die Kolonien verschiedentlichmikroskopisch untersucht. Hierbei sammelte ich in erster Linie Angabenhinsichtlich der Abmessungen der l?¤ngsten und der k??rzesten, im Pr?¤parat



??? anwesenden Zellen. Vor allem habe ich mich bem??ht um die Abmessun-gen der als â€žvorherrschendquot; zu betrachten Zelltypen der Kolonien fest-zustellen. Es zeigte sich, dass dieses f??r jeden Variantentypus charakteris-tische Messgebiet der einzelnen Zellen 3â€”6 Tage alter Kolonien aufGlucoseagarplatten nahezu konstant war und als â€žzellmorphologischesCharakteristikumquot; der betreffenden Varianten verwendet werden konnte. Urspr??nglicher R- Typus. Rauh-k??rnige Kolonie mit unregelm?¤ssig gewelltem Rand; das Mustermit ziemlich schmalen Linien und ohne Str?¤ngestruktur; das Verm??genzur Wandstoffbildung ist vorhanden. Mikroskopisches Bild: vorherrschend einzelne, kurze, gerade St?¤bchen,manchmal auch zu zweien, bisweilen kurze Ketten vorhanden. Ausserdemfehlen selten betr?¤chtlich l?¤ngere St?¤bchen, welche manchmal faden-f??rmig und dann

gekr??mmt und gebogen sein k??nnen. Die wechselnde Anzahl dieser ist im Vergleich mit den geraden, kurzenIndividuen auffallend gering. In den Zellen, selbst in jungem Zustand,zeigen sich nicht selten nach der F?¤rbung mit Methylenblau dunkelgef?¤rbte Granula. Im Pr?¤parat einer alten Schr?¤gagarkultur wird ausser-dem eine grosse Zahl freier Granula zwischen Zelldetritus und nochintakten Zellen beobachtet. Ein solches mikroskopisches Bild findet manim Prinzip bei allen Varianten wieder, ist also keineswegs spezifisch f??r R. Das zellmorphologische Charakteristikum f??r R erstreckt sich von:(2.5â€”6) X (0.8â€”1.2) jx; die extremen Abmessungen der einzelnenIndividuen sind: 1.75 â€” bisweilen 30 R'-Typus. Grobk??rnig- oder faltig-rauhe Kolonie mit unregelm?¤ssig gewelltemRand; das Muster ist aus wellig verlaufenden Str?¤ngen aufgebaut; Ver-m??gen zur Wandstoffbildung ist

vorhanden. Mikroskopisches Bild: vorherrschend einzelne, m?¤ssig-lange, langeund fadenf??rmige, event. mit Granula versehene Zellen, manchmal auchzu zweien; nicht selten zeigt sich eine Kombination von einem langenmit einem kurzen Individuum. Neben k??rzeren und l?¤ngeren, unseptierten F?¤den kommen einerseitssolche vor mit einer sehr undeutlichen Septierung, andererseits Indi-viduen, augenscheinlich aus einigen langen Gliedern zusammengesetzt,welche oft mit kleinen kokkenartigen Elementen abwechseln.



??? Abb. 24.nbsp;. Schlingenf??rmiger, unseptierter Faden des Rs-Typus. Vergr??sserung 1200 x. %nbsp;- X i fi^ Abb. 25. Kurze St?¤bchen des S-Typus, meistens einzeln oder zu zweien. Vergr??sserung 1200 X.



??? Das zellmorphologische Charakteristikum f??r R' bewegt sich zwischen:(5 _ 20) X (0.8â€”1.2) n; die extremen Abmessungen der einzelnen(unseptierten) Individuen betragen: 1.75 â€” bisweilen 60/^. R^-Typus. Faltig-rauhe Kolonie mit unregelm?¤ssigem Rand; das Muster ist auswelhg verlaufenden Str?¤ngen aufgebaut; die Str?¤ngestruktur ist hiernoch st?¤rker entwickelt als bei R'. Das Verm??gen zur Wandstoffbildungfehlt. Mikroskopisches Bild: vorherrschend unseptierte F?¤den und sehrlange St?¤bchen, welche oft Granula enthalten (Abb. 24). Die Zahlgebogener, schl?¤ngelnder oder schlingenf??rmiger F?¤den ist auffallendgross; die l?¤ngsten F?¤den bestehen zuweilen aus zwei oder drei St??cken;hier und da bemerkt man F?¤den, welche degenerieren (lysieren), d.h. derFaden zeigt an einigen Stellen eine Unterbrechung in Form einer Reiheaufeinanderfolgender kokkenartigen Elemente;

zugleich weist er oftunregelm?¤ssig geschwollenen Teilstrecken auf, welche nur durch ?¤usserstd??nne F?¤dchen miteinander zusammenhangen. Trotz des fadenf??r-migen Charakters von Re fehlen doch niemals, allerdings nur sp?¤rhch,kurze Zellen. Das zellmorphologische Charakteristikum f??r Re erstreckt sich von:(10 â€” 50) X (0.8â€”1.2) Iii; die extremen Abmessungen der unseptiertenIndividuen betragen: 2.5 â€” bisweilen 125 [i. S-Typus. Feuchtgl?¤nzende, glatte Kolonie, rund oder einigermassen unregel-m?¤ssig geformt; Rand glatt oder etwas zackig; Verm??gen zur Wandstoff-bildung fehlt. Mikroskopisches Bild: sehr kurze, gerade St?¤bchen, einzeln oder zuzweien, oft auch in Ketten (Abb. 25). Manchmal kommen einige l?¤ngereund dickere (1.3â€”1.5 /i) Zellen vor; zu zweien und in Kettenform sinddie Elemente kokkenartig; es k??nnen Granula in den Zellen vorkommen. Das

zellmorphologische Charakteristikum f??r S erstreckt sich von:(1 75 _ 3.5) X (0.8â€”1.2) n; die extremen Abmessungen betragen: 1 â€”bisweilen 15 /j.. O-Typus. Der platte, d??nne, nicht-wandstoffbildende O-Typus stimmt in zell-morphologischer Hinsicht mit dem S-Typus v??lhg ??berein.



??? S'- Typus. Einigermassen rauhe, meist fast glatte Kolonie, rund oder ein wenigunregelm?¤ssig geformt; Rand leicht gewellt bis glatt; Verm??gen zurWandstoffbildung fehlt. Mikroskopisches Bild: vorherrschend m?¤ssig-lange St?¤bchen, einzelnoder zu zweien und in Ketten; bei den l?¤ngeren Individuen zeigt sich ofteine undeuthche Septierung. Das zellmorphologische Charakteristikum f??r S' erstreckt sich von:(3.5 â€” 12) X (0.8â€”1.2) jLi; die extremen Abmessungen sind: 1.75 â€”bisweilen 25 O'- Typus. Der platte, d??nne, nicht-wandstoffbildende O'-Typus stimmt inzellmorphologischer Hinsicht mit dem S'-Typus v??llig ??berein. Â§ 8. BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE. Die in den vorhergehenden Paragraphen mitgeteilten Resultate zeigen,dass Betabacterium vermiforme mehreren Dissoziationsvorg?¤ngen unter-liegt, wobei Formen mit wesentlich verschiedenen Merkmalen

entstehen. Zur Erleichterung der ?œbersicht folgt hier an erster Stelle ein Schema,in welchem die aufgetretenen Varianten und ihre gegenseitige Verh?¤lt-nisse zusammengefasst sind. Zu diesem Schema sei das Folgende bemerkt. Die Varianten oberhalb der punktierten Linie, zeichnen sich durchden Besitz des Verm??gens zur Wandstoff bildung aus, w?¤hrend den unterdieser Linie gelegenen Varianten diese typische physiologische Eigen-schaft fehlt. Mit gestrichelten Pfeilen sind ?œberg?¤nge wiedergegeben,bei welchen die betreffenden Varianten nur infrequent und meist in sehrgeringer Zahl aufgetreten sind; die gezogenen Pfeile beziehen sich aufmehr oder weniger h?¤ufig vorkommende ?œberg?¤nge. Der Unterschiedzwischen den Vertretern des Rs-Typus wird durch die Lage auf ver-schiedener H??he zum Ausdruck gebracht. Die als A bezeichnete Variante,welche bei der partiellen

Reversion des am meisten ausgesprochenenR?Ÿ-Typus entstand, entsprach in vielen Hinsichten der S'-Variante. Es versteht sich, dass das hier aufgestellte Schema durchaus nicht dasgesammte Variabilit?¤tsgebiet von Betabacterium vermiforme wiederzu-geben braucht. Es ist vollauf denkbar, dass bei fortgesetzter Untersuchungnoch neue Varianten, neue ?œberg?¤nge oder andere Stabilit?¤tsgrade



??? s o 1.75-3.5fi 1.75-3.5^, Wandstoff??i/dung \keineWand6toffbildang\ o' s' 3.5-na 3.5-12M / iIII Â?. tl quot; S ^ / Â?3.5-15n / r: R, lO-tSO/j. auftreten k??nnen. Mit Hinsicht auf das Verm??gen aus Saccharose Wandstoffbezw. Kapseln zu bilden, erscheint es nicht wahrscheinlich, dass wir beiBetabacterium vermiforme auch noch charakteristische M-Varianten imSinne Hadley's beobachten werden k??nnen, d.h. also Formen, derenZellen unabh?¤ngig vom Fehlen oder Vorhandensein von Saccharose inden N?¤hrb??den doch Kapseln bezw. einen d??nnen Schleim bilden.Trotzdem will ich die M??glichkeit, dass auch noch M- oder G-Typenaufzutreten verm??gen, nicht g?¤nzlich ausschliessen. Bei der jetzt folgenden Besprechung der Ergebnisse scheint es w??n-schenswert spezielle Aufmerksamkeit zu schenken an diejenigen Punkte,welche, wie in Kapitel X, Â§ 3 hervorgehoben ist, f??r unsere

Einsicht in dasWesen der Dissoziationserscheinung von mehr spezieller Bedeutung sind. Hinsichtlich der von van Loghem gegebenen Einteilung der Variabili-t?¤tstypen war es unumg?¤nglich eine Einteilung der angetroffenen Vari-anten in â€žstabile, relativ stabilequot; und â€žlabilequot; vorzunehmen. F??r die aufgefundenen â€žrelativ stabilenquot; Formen muss weiter dannfestgestellt werden, ob diese eine Reversibilit?¤t, d.h. einen R??ckschlagzur Ausgangsform, aufweisen.10



??? Mit Hinsicht auf die zyklische Theorie scheint es gew??nscht zu unter-suchen, ob im Auftreten der verschiedenen Formen ein â€žgerichtet seinquot;vorhanden ist, oder dass es sich dabei um ganze oder teilweise Reversionenhandelt. Auch soll an die Frage herangetreten werden, inwieweit eine Koppelungzwischen morphologischen und physiologischen Ver?¤nderungen vor-handen ist, oder dass die betreffenden Eigenschaften eine mehr oderweniger unabh?¤ngige Variation aufweisen. Schliesslich k??nnte es f??r eine tiefere Einsicht in das Wesen der Disso-ziation f??rderlich sein zu analysieren, inwieweit aus den gemachtenBeobachtungen zu einem mehr oder weniger deutlichen Einfluss der?¤usseren Bedingungen auf die Dissoziation geschlossen werden darf. Im Nachfolgenden werde ich nun allererst eine Analyse des vorhandenenexperimentellen Materials auf die genannten

Gesichtspunkte durchf??hren. Nachdem werde ich dann die hierbei erhaltenen Ergebnisse auf ihreVereinbarkeit mit den in Kapitel X hervorgehobenen Dissoziations-theorien pr??fen. a. Der Stabilit?¤tsgrad der verschiedenen Formen. In erster Linie seien hier die Ergebnisse bez??glich der Stabilit?¤t derbeobachteten Varianten zusammengestellt. Wir m??ssen dann zun?¤chstfeststellen, dass im absoluten Sinne stabile Varianten nicht angetroffenworden sind; es gelang nach Anwendung bestimmter Kulturmethodenfortw?¤hrend Varianten mit abweichenden Eigenschaften zu erhalten. Inzwischen k??nnen wir die aufgetretenen Varianten in zwei Gruppeneinteilen, n?¤mlich in Typen, welche bei der Z??chtung auf allen in dieserUntersuchung verwendeten festen N?¤hrb??den frequent dissoziieren,die sog. unstabilen Formen (Siehe Â§ 2 und Â§ 4) und in Typen, welche aufdiesen Platten

??berhaupt nicht oder infrequent â€” und dann nur ein-zelne â€” Variantenkolonien zur Entwicklung bringen, die relativ stabilenTypen (siehe Â§ 5 und Â§ 6). Als unstabile Typen sind R und R' zu betrachten. Diese beiden durchdas Verm??gen zur Wandstoffbildung gekennzeichneten Typen disso-ziieren frequent, wobei die entstehenden Varianten sich nicht alleinin der Kolonie- und Zellmorphologie, sondern auch durch den Verlustdes Wandstoffbildungsverm??gens von den anderen Formen unter-scheiden. Ausser den R- und R'-Typen zeigten auch die O- und S- undO'- und S'-Typen fast immer einen unstabilen Charakter, insofern, alsbei Weiterz??chtung in der Regel Mischplatten erhalten wurden.



??? Diejenigen Typen, welche sich w?¤hrend der Untersuchung als relativstabile Varianten erwiesen, entstanden vereinzelt und zwar haupts?¤chlichdurch altern lassen von Fl??ssigkeitskulturen. Eine Ausnahme bildete derS-Typus, welcher als relativ stabile Variante zuf?¤llig von einer R-Kultur-platte isoliert werden k??nnte; auch der S'-Typus ist von Platten(R'-Platten) isoliert worden. Von der Re-Variante wurde ein extremer und ein nicht extremerTypus isoliert; beide unterscheiden sich auch durch den Grad ihrerStabilit?¤t. Sie sind jedoch beide zu den relativ stabilen Varianten zurechnen. Der Stabilit?¤tsunterschied kennzeichnete sich durch die gr??ssereLeichtigkeit mit der der nicht extreme Stamm zur Reversion gebrachtwerden konnte. Bei ihm war die Reversion praktisch vollst?¤ndig, w?¤hrendsie bei dem extremen Stamm nur teilweise war (Â§ 6). b. Die Reversibilit?¤t der eingetretenen

Variationen. Angesichts der Tatsache, dass eine absolute Stabilit?¤t der erhaltenenVarianten nicht angetroffen wurde, m??ssen wir nun untersuchen, inwie-weit die festgestellte Unstabilit?¤t zum Ausdruck kommt in einer Reversionder betreffenden Varianten. Im allgemeinen k??nnen wir sagen, dass tats?¤chlich in einigen F?¤lleneine v??llige Reversibilit?¤t der eingetretenen Variationen beobachtetwerden konnte. Dies hat sich herausgestellt bei den Variationen; O Sund O' S' (Â§4 und Â§ 5). Es handelt sich hier um Varianten mit ausgesprochen verschiedenenKolonietypen, welche dennoch in der Regel bei fortgesetzter Z??chtungauf Platten auseinander entstehen. Auch f??r die nicht extreme Rs-Variante konnte eine praktisch voll-st?¤ndige Reversion festgestellt werden. Durch wiederholte ?œberimpfungin fl??ssige Medien und altern lassen dieser Kulturen wurde die Ausgangs-form S

zur??ckerhalten (Â§ 6). Gegen??ber diesen unverkennbaren F?¤llen von Reversibilit?¤t einge-tretener Variationen steht in erster Linie die extreme Rg-Form, beider trotz vieler Versuche nur eine partielle Reversion erzielt werdenkonnte. Es muss weiter betont werden, dass es in verschiedenen F?¤llen garnicht gelungen ist eine Reversion zu bewerkstelligen. Dies gilt vor allemf??r die Variationen, welche durch das Verschwinden des Wandstoff-bildungsverm??gens gekennzeichnet sind, n?¤mhch R O (S) (Â§ 2) undR'-^ O' (S') (Â§ 4).



??? Ebenso wie bei der Stabilit?¤t der Varianten sehen wir, dass auch beider Reversibilit?¤t der Variationen alle denkbaren F?¤lle realisiert sind. c.nbsp;Ist eine gerichtete Aufeinanderfolge der Uberg?¤nge festzustellen'^ F??r jene F?¤lle, wobei sich keine Reversibilit?¤t der ?œberg?¤nge zeigt,erhebt sich die Frage, ob man von einer gerichteten Aufeinanderfolge der?œberg?¤nge sprechen kann. Schon ein kurzer Blick auf das Schema ??berzeugt uns, dass davonsicherhch nicht die Rede sein kann. Dies folgt u.a. aus der Tatsache,dass bisweilen eine einzige Variante die Bildung zweier, voneinandersehr verschiedene Varianten veranlassen kann. So kann z.B. S sowohl dieO- als auch die Rs-Form, R sowohl S- (und O) als auch die R'-Formergeben. Aber auch der Umstand, dass es nie m??glich war um aus S und O denR-Typus oder aus S' und O' den R'-Typus zu erhalten, spricht gegendie

Auffassung, dass die beobachteten ?œberg?¤nge Teilstrecken einesZyklus bilden. Jedenfalls erscheint es uns ausgeschlossen alle beo-bachteten Formen, selbst wenn man sich nur auf untereinander zell-morphologisch verschiedene Typen beschr?¤nkt, in einen Zyklus zuvereinigen. d.nbsp;Korrelierte und unabh?¤ngige Variation von Eigenschaften. Wenn wir uns von den verschiedenen ?œberg?¤ngen und den hiermitverbundenen Ver?¤nderungen in der Kolonieform, in zellmorphologischerund biochemischer Hinsicht Rechenschaft geben, dann sind die folgendenPunkte hervorzuheben. F??r fast alle Konstituenten des Dissoziationsmusters finden wir einesehr deutliche Korrelation zwischen der Form und dem Aussehen derKolonie einerseits und dem zellmorphologischen Charakteristikum (Â§ 7)andererseits. So ist z.B. â€žroughnessquot; verkn??pft mit l?¤ngeren Zellen;auch in der Literatur

wird dieser Zusammenhang sehr oft erw?¤hnt(Hadley, 1937). Auf die obengenannte Korrelation bilden die Varianten (S und O)und (S' und O') jedoch eine Ausnahme. F??r jede dieser Kombinationen gilt, dass der Unterschied im Kolonie-aussehen recht deutlich ist, w?¤hrend das zellmorphologische Charakteristi-kum nicht oder nur sehr wenig differiert. Dasselbe gilt f??r diegrossen, platten und nur in geringem Masse rauhen, fast glatten wand-



??? stoffbildenden Kolonien, welche bei der Z??chtung des R-Typus ent-stehen k??nnen. Auch hier ist der zellmorphologische Unterschied mitR nur sehr gering (Â§ 2). F?¤lle einer Korrelation zwischen morphologischer und physiologischerVariation treten ebenfalls auf und zwar bei der Dissoziation der unsta-bilen Typen R und R' in die Varianten O und S und O' und S' (Â§ 2 undÂ§ 4). R mit seinen wandstoffbildenden Varianten einerseits und R' mitseinen wandstoffbildenden Varianten andererseits sind eigentlich als zweigleichf??rmige Gruppen im Dissoziationsmuster zu betrachten, welcheaber auf verschiedenem zellmorphologischem Niveau liegen. Gegen??ber diesen F?¤llen mit unverkennbarer Korrelation abweichenderEigenschaften, stehen aber auch andere F?¤lle, bei welchen wir zu einerunabh?¤ngigen Ver?¤nderung dieser Eigenschaften schliessen m??ssen.Sowohl der ?œbergang R -gt; R'

als auch der ?œbergang S ^ RÂ°egt; Re A,S' S, S Re und S ^ O bringen mehr oder weniger tiefgreifende?„nderungen in Kolonie- und zellmorphologischer Hinsicht mit sich; esgibt jedoch keine Anweisungen, dass diese Ver?¤nderungen auch denStoffwechsel beeinflussen. e. Der Einfluss ?¤usserer Faktoren auf das Eintreten der Dissoziation. Wie schon fr??her bemerkt, schien es erw??nscht ebenfalls dem PunktAufmerksamkeit zu schenken, in welchem Masse das Eintreten derbeobachteten Dissoziationserscheinungen von ?¤usseren Faktoren be-stimmt wurde. Wenn wir die betreffenden Daten aus diesem Gesichtspunkt betrachten,dann k??nnen wir die beobachteten ?œberg?¤nge sogleich in zwei Gruppenverteilen. Einerseits haben wir in Â§ 2 und in Â§ 4 gesehen, dass der ?œber-gang von R -gt; O (S) und von R' ^ O' (S') unter normalen Kultur-bedingungen â€žspontanquot; stattfindet,

andererseits gilt f??r fast alle andere?œberg?¤nge, dass sie nur erhalten werden nach Anwendung besondererMassregeln, wie z.B. altern lassen von Fl??ssigkeitskulturen und dannnoch in sehr geringer Frequenz. F??r diese zweite Kategorie w??rde man neigen zur Schlussfolgerung,dass die Dissoziation ein launisches Ph?¤nomen ist, bei welchem einbesonderer physiologischer Zustand der Zellen, oder eine Koinzidenzhiervon mit einem bestimmten Komplex ?¤usserer Bedingungen, vondurchschlaggebender Bedeutung w?¤re. Die Dissoziationsf?¤lle der ersten Gruppe boten uns mehr Aussichtden Einfluss ?¤usserer Faktoren eingehender zu studieren.



??? Betrachten wir hierzu zun?¤chst die in Â§ 2 mitgeteilten Beobachtungen??ber den ?œbergang R-^ O (S), wie dieser sich bei der fortgezetztenKultur auf festen N?¤hrb??den manifestiert. Wir sehen dann, dass beim Abstreichen einer Suspension eines sichaktiv vermehrenden Tibi-Kl??mpchens sowohl auf Hefewasser-Gelatine-Saccharoseplatten als auch auf Hefewasser-Glucoseagarplatten man nachBebr??tung fast immer Platten mit uniformen Kolonietypen erh?¤lt,welchen Typus wir als R bezeichnet haben. Stricht man jedoch eineSuspension einer derartigen Kolonie auf eine zweite Platte gleicherZusammensetzung ab, dann findet man neben den f??r die erste Plattecharakteristischen R-Kolonien immer auch andere Kolonien, welchewir als O und S bezeichneten und welche sich von der urspr??nglichenForm durch den Verlust des Verm??gens zur Wandstoffbildung ausSaccharose

unterscheiden. Diese Feststellungen besagen nun, dass in dem als Ausgangsmaterialbenutzten Tibi-Kl??mpchen nur eine einzige Form von Betabacteriumvermiforme vorkommt und dass die blosse ?œberbringung der Zellendieser R-Form auf Platten keine Ver?¤nderungen darin ausl??st, oder mitanderen Worten, dass derartige Platten einen zuverl?¤ssigen â€žDetektorquot;f??r die prim?¤re Anwesenheit von Variantenzellen bilden. Wenn also auf der zweiten Kulturplatte abweichende Kolonietypenauftreten, dann m??ssen wir schliessen, dass w?¤hrend dem Auswachsender Kolonien der ersten Platte ein Teil der Zellen eine Ver?¤nderungerlitten hat, welche sich nun auf der zweiten Platte als Dissoziation zeigt. Es m??ge hinzugef??gt werden, dass eine mikroskopische Untersuchungder gelatin??sen Kolonien auf den Saccharosegelatineplatten diese Ansichtwesentlich st??tzt. Es zeigt sich

n?¤mlich, dass derartige Kolonien immereine gr??ssere oder kleinere Anzahl von Zellen enth?¤lt, welche das Ver-m??gen zur Wandstoffbildung aus Saccharose offenbar eingeb??sst haben:neben Gruppen von St?¤bchen, welche in mehr oder weniger gut sicht-baren Kapseln liegen, kommen immer auch regellose Anh?¤ufungen vonaugenscheinlich nicht-eingekapselten, k??rzeren Individuen vor. Was die prim?¤ren Kolonien auf Glucoseagarplatten anbelangt, hierverr?¤t die Heterogenit?¤t der Kolonien sich oft durch die Anwesenheitkleiner marginalen Ausw??chse. Nun muss man bedenken, dass dieselben Zellen, welche f??r die Ent-stehung der Variantenzellen auf der ersten Platte verantwortlich sind,nicht zur Entstehung von Nachkommen mit anderen Eigenschaften alsjenen des R-Typus Veranlassung gegeben haben w??rden, falls sie sich in



??? dem Tibi-Kl??mpchen oder in der Fl??ssigkeitskultur vermehrt h?¤tten.Wir d??rfen daher schliessen, dass es sich bei den Kolonien handelt umeine Ausl??sung der Dissoziation durch ?¤ussere Faktoren, in casu durchdiejenigen Bedingungen, welche in den auf Platten wachsenden Kolonienherrschen. Die auff?¤llige Tatsache, dass die eingetretenen Ver?¤nderungen nurauf einen Teil der Zellen beschr?¤nkt bleiben, findet eine Erkl?¤rung in der?œberlegung, dass die Zellen einer Kolonie sehr voneinander abweichendenBedingungen bez??glich der Konzentration der N?¤hrstoffe, der Stoff-wechselprodukte, usw. ausgesetzt sind. Zieht man diesen Gesichtspunkt in Betracht, dann kann es nichtwundern, dass die Anzahl der Variantenkolonien bei der Aussaat ver-schiedener Kolonien des R-Typus oft betr?¤chtlichen Schwankungenunterworfen ist. Mann kann nicht erwarten, dass die f??r das

Auftretenvon Variantenzellen bestimmenden Bedingungen in jeder Kolonie imselben Augenblick reahsiert sind. Und da die Variantenzellen nach ihremEntstehen sich auch in der heranwachsenden Kolonie vermehren, werdensie in den verschiedenen Kolonien nach einem bestimmten Zeitverlaufin wechselnder Zahl vorhanden sein. Das in Â§ 2 Mitgeteilte lehrt, dass infolge der schwankenden Anzahlder Variantenzellen in Kolonien einer und derselben Platte es nichtm??glich war einen deuthchen Einfluss von den Kulturbedingungen,worunter die Kolonien gewachsen waren, auf den Prozentsatz der Varian-tenzellen in diesen Kolonien festzustellen. Weder die Zusammensetzungdes N?¤hrmediums â€” Glucose oder Saccharose â€”, noch der Gelatine-gehalt, noch die ?„nderung der Gasatmosph?¤re, in welcher kultiviertwurde, zeigten einen deutlichen Einfluss auf die Dissoziationsfrequenz. Dass

dennoch die ?¤usseren Bedingungen von wesentlicher Bedeutungsind f??r das Auftreten von Variantenzellen wird nun wieder klar, wennwir das unberechenbare Wachstum in Kolonien ausschalten und uns denin Â§ 3 beschriebenen Beobachtungen bez??glich der fortgesetzter Kultur infl??ssigen Medien zuwenden. Wir brauchen hier nur an die Tatsache zuerinnern, dass nach einer Anzahl von ?œberimpfungen, Kulturen erhaltenwurden, aus welchen beim Abstreichen auf der als â€žDetektorquot; benutzteSaccharosegelatineplatte keinerlei Variantenkolonien mehr zur Entwick-lung kamen. Dieses Resultat l?¤sst sich nur teilweise einem ?œberwachsender O- bezw. S-Typen durch den R-Typus zuschreiben. GesonderteVersuche lehrten, dass auch die beiden ersten Typen sich in demHefewasserglucosemedium vorz??ghch entwickelten. Die M??glichkeit,



??? dass das genannte Medium eine Reversion von O und (oder) S zu Rveranlasst, ist durch die negativen Resultate diesbez??glicher Versucheauszuschliessen. Andererseits unterliegt es kaum einem Zweifel, dassim Hefewasserglucosemedium eine Dissoziationsausl??sung f??r den R-Typus fehlt. Es muss aber betont werden, dass nichtdestoweniger die Dissozia-tionsf?¤higkeit bestehen bleibt, wie erhellt aus den Beobachtungen, dassdie auf der â€žDetektorquot;-Platte gebildeten Kolonien nach Auss?¤ung stetssogleich wieder O- und S-Typen zur Entwicklung bringen. Doch w?¤re es verfehlt aus dem Hervorgehenden zu folgern, dass ??ber-haupt f??r das Eintreten der Dissoziation und f??r die Erkl?¤rung derwechselnden Anzahl von in den urspr??nglichen Kolonien vorhandenenVariantenzellen ausschliesslich die ?¤usseren Bedingungen in Betrachtgezogen werden m??ssen. Bei der

Z??chtung von R-Kolonien (von Glucose-agar) auf die Saccharosegelatine-â€žDetektorquot;-Platte k??nnen doch Vari-antenkolonien zuweilen g?¤nzlich fehlen, insbesondere trifft dies zu f??rdiejenigen R-Kolonien, welche aus den â€žstabilisiertenquot; Fl??ssigkeits-kulturen erhalten worden sind. Diese Tatsache rechtfertigt auch der inneren Beschaffenheit der ZellenBedeutung beizulegen. Gerade dieses gelegentliche Ausbleiben derDissoziation spricht daf??r, dass die Dissoziationsfrequenz, d.h. dieAnzahl der bei der Kolonieentwicklung abgespalteten Zellen, auchSchwankungen, wobei innere Faktoren eine Rolle spielen, unterliegt.Diese Variation in der inneren Beschaffenheit â€” d.h. die untereinanderverschiedene Widerstandsf?¤higkeit der Zellen hinsichthch der Dissozi-ationsausl??sung â€” muss zweifellos zum Teil der Kulturvorgeschichteder Zellen, d.h. den Unterschieden in ?¤usseren

Bedingungen w?¤hrendder Entwicklung in den vorhergehenden Kulturen, zugeschrieben werden. Wir werden nun versuchen diese Resultate der eigenen Untersuchungin Beziehung zu bringen mit jenen Ansichten, die bisher ??ber das Wesender Dissoziationserscheinung ge?¤ussert wurden. In Kapitel X Â§ 3 nanntenwir als wichtigste Theorien: die zyklische Theorie, die Individualit?¤ts-theorie und die Mutationstheorie. Von allen diesen Theorien kann man allerdings aussagen, dass sie nurHypothesen sind, f??r welche keine direkten, ??berzeugenden Beweiseanzuf??hren sind. Im Folgenden wollen wir uns abfragen, inwieweit diebeobachteten Erscheinungen sich mit diesen Theorien vereinigen lassen. In erster Linie werden wir die von Hadley propagierte zyklische



??? Theorie betrachten, welche in ihrer letzten Formulierung besagt, dassdie in morphologischer Hinsicht verschiedenen Varianten als zeitlichfixierte Stadien eines ontogenetischen Entwicklungszyklus aufzufassensind. Wie schon in Kapitel X betont, steht und f?¤llt eine solche Auffassungmit dem Vorhandensein bezw. Fehlen einer gerichteten Aufeinanderfolgeder morphologisch verschiedenen Varianten. Das unter c Erw?¤hnte lehrt nun, dass es auch f??r Betabacteriumvermiforme unm??glich ist die ?œberg?¤nge aller morphologisch verschie-denen Varianten so zu ordnen, dass sie in einem Zyklus aufgenommenwerden. Selbst wenn man annimmt, dass das Bestehen der fehlenden ?œberg?¤ngesp?¤ter noch festgestellt werden k??nnte, bleibt es unm??glich diesen Zyklusals einen ontogenetischen Entwicklungsgang zu betrachten, da dieunter b gegebenen Ausf??hrungen keinen Zweifel lassen,

dass in einemsolchen morphologisch konstruierten Zyklus mit Sicherheit â€žKurz-schl??ssequot;, d.h. Reversionen von Teilen des Entwicklungszyklus, vor-handen sind. Aus diesen Gr??nden muss geschlossen werden, dass die zyklischeTheorie f??r die Dissoziationserscheinung bei Betabacterium vermiformekeine befriedigende Erkl?¤rung geben kann. Betrachten wir nun die Anwendbarkeit der von van Loghem bef??r-worteten â€žIndividualit?¤tstheorie der bakteriellen Ver?¤nderlichkeitquot;. Wenn wir in dieser Hinsicht den unter den gebr?¤uchlichen Kultur-bedingungen so regelm?¤ssig eintretenden, in Â§ 2 beschriebenen, ?œbergangR O (S) ins Auge fassen, ergeben sich, da dieser ?œbergang irreversibelerscheint, im Gedankengang van Loghem's zwei M??glichkeiten. Inerster Linie k??nnten wir es hier â€” und die bisher erzielten Erfahrungensprechen stark daf??r â€” mit einem wirklich

bleibenden Verlust einerEigenschaft, in diesem Falle der Wandstoffbildung, zu tun haben. DieS- und O-Typen sind dann als Atropheonten zu charakterisieren. DieseAuffassung wurde dann aber besagen, dass es sich hier um eine patho-logische Reaktion auf einen sch?¤dlichen Reiz der Aussenwelt handele.Jedoch ist eine solche Interpretation bei einer Z??chtung von kurzerDauer auf einem, dem Stoffwechsel des betreffenden Bakteriumsrationell angepassten N?¤hrboden nicht so leicht anzunehmen. Um somehr nicht, als sich die Ausgangsform neben den Varianten vorz??glichzu entwickeln pflegt. Diese ?œberlegung bildet nun zugleich auch ein Bedenken gegen derzweiten m??glichen Auffassung ??ber die Art der beobachteten Variation,



??? n?¤mlich, dass man hier mit einer adaptativen Variation zu tun hat,welche, obwohl im Wesen reversibel, doch lange Zeit best?¤ndig bleibt.Schwierig zu vertreten scheint mir die Ansicht bei einem solchen Fix??tvon einer Adaptation zu sprechen, weil wir doch sehen, dass sich dieAusgangsform, auch beim fortgesetzten Kultivieren auf demselbenMedium vorz??glich entwickelt. Noch schwieriger wird es den Begriff Adaptation mit den bleibendreversiblen Ver?¤nderungen in Beziehung zu bringen, n?¤mlich mit denin Â§ 5 beschriebenen ?œberg?¤ngen Oquot;^ S und O' S'. Man sieht diese?œberg?¤nge in beiden Richtungen und unter genau denselben Bedingungenauftreten; dadurch stossen wir hier auf die Schwierigkeit, dass eine einmalangepasste Form durch â€žAnpassungquot; an dasselbe Medium wieder zurAusgangsform zur??ckkehrt. Wir haben in Kapitel X Â§ 3 darauf hingewiesen,

dass es wohl nochdenkbar ist diese Beobachtungen mit der Adaptationstheorie in Ein-klang zu bringen, jedoch ist eine derartige Erkl?¤rung sicherUch sehrgek??nstelt. Noch schwieriger ist es diese Theorie auch zur Interpretation jenerFormen anzuwenden, welche, wie Re, ReÂ° und A, nur mehr oder wenigerinzidentell in alten Fl??ssigkeitskulturen auftraten. Diese Formen zeigtensich als relativ stabil, also nicht bleibend ver?¤ndert; teilweise kehrten sieselbst zur Ausgangsform (S) wieder zur??ck. Im Schema von van Loghemm??ssen sie aber als Adaptate betrachtet werden. Wenn man sich aberrealisiert, dass diese Formen in den Kulturen, aus welchen sie isoliertwurden, im Verh?¤ltnis zur unver?¤nderten Ausgangsform nur in geringerAnzahl vorhanden waren, ist ihr Auftreten schwerlich mit dem Begriffder Adaptation in Beziehung zu bringen. Will dieser Begriff einen Sinnhaben, dann muss

er besagen, dass die neue Form besser an die betref-fenden Kulturbedingungen angepasst ist als die Ausgangsform und alsoin solchen Kulturen vorherrschend erscheinen muss. Dies hat sich niegezeigt; der Gegenteil ist der Fall. Zusammenfassend k??nnen wir also schliessen, dass der Gedankengangvan Loghem's ebensowenig wie die zyklische Theorie imstande ist diebeobachteten Erscheinungen auf befriedigende Weise zu interpretieren. Schliesslich haben wir uns dann die Frage vorzulegen, ob die beobach-teten Ver?¤nderungen mit der Mutationslehre, so wie sich diese im Laufeder Zeit entwickelt hat, in Einklang zu bringen sind. Weil aber auchhierbei von einer direkten Beweisf??hrung nicht die Rede sein kann,empfielt es sich diese Frage ganz allgemein, f??r s?¤mtliche bez??glich



??? der Bakterien bekannt gewordenen Dissoziationserscheinungen, zu dis-kutieren. Wie schon in Kapitel X bemerkt worden ist, ist hierf??r u.a. eine mehreingehende Betrachtung der rezenteren Untersuchungen ??ber Genmuta-tionen bei h??heren Organismen unentbehrlich. Das n?¤chstfolgende Schlusskapitel wird also einer allgemeinen Dis-kussion der Anwendbarkeit der Mutationstheorie zur Erkl?¤rung derDissoziationserscheinungen gewidmet sein.



??? KAPITEL XIL BETRACHTUNGEN ?œBER DAS WESEN DER DISSOZIATIONIM LICHTE DER NEUEREN UNTERSUCHUNGEN ?œBER DIEGENMUTATION BEI H?–HEREN LEBENSFORMEN. Â§ 1. BEMERKUNGEN ZUR FRAGE OB DER BEGRIFF GENMUTATIONSICH AUF BAKTERIEN ANWENDEN L?„SST. Bevor wir einen Vergleich zwischen den Dissoziationserscheinungenund jenen bei der Genmutation der h??heren Lebensformen auftretendenErscheinungen durchf??hren, m??ssen wir uns die Frage vorlegen, ob einsolcher Vergleich ??berhaupt zul?¤ssig ist, m.a.W. ob es im Prinzip m??ghchist anzunehmen, dass Genmutation bei Bakterien vorkommt. Wir haben schon in Kapitel X bemerkt, dass die von fr??heren Autorenausgesprochene Meinung, dass der Begriff â€žMutationquot; nicht mit derInkonstanz und Reversibilit?¤t der bakteriellen Ab?¤nderungen zu ver-einigen

w?¤re, heutzutage ihre zwingende Kraft gr??sstenteils eingeb??ssthat. Es w?¤re aber m??glich, dass andere Gr??nde gegen eine Anwen-dung des Genmutationsbegriffes auf Bakterien sprechen w??rden. Wollenwir dieser Frage n?¤her treten, dann m??ssen wir uns ??ber die bestehendenAuffassungen hinsichtlich des Vorkommens sexueller Prozesse, vonKernen, Chromosomen und Genen bei Bakterien Rechenschaft ablegen. Betrachten wir in erster Linie die Frage, ob bei Bakterien, wie bei denanderen Organismen, das Vorhandensein von Genen anzunehmen ist,dann kommt es mir vor, dass diese Frage gewiss bejahend zu beantwortenist. In der Regel finden wir doch, dass die Nachkommen einer einzigenBakterienzelle untereinander in allen markanten Eigenschaften ??ber-einstimmen, m.a.W. auch bei den Bakterien stellt sich der Begriff Erblich-keit ein. Es ist nun nicht einzusehen, wie

die prinzipielle Gleichheit der Eigen-schaften von den beiden Tochterzellen gesichert sein w??rde, wenn dieErblichkeit nicht an materielle Tr?¤ger â€” Gene â€” gebunden w?¤re. Einerseits scheint das Vorkommen von Erbeinheiten also auch bei denBakterien unabweisbar zu sein, andererseits erhebt sich jedoch die Frage,wie eine gleichm?¤ssige Verteilung des Erbmaterials bei der Zellteilung



??? anders gew?¤hrleistet sein k??nnte, als auf die Weise wie diese bei derZellteilung h??herer Organismen realisiert ist. Ohne jedoch im Vorhinein die M??ghchkeit einer prinzipiell anderenL??sung dieser Frage verwerfen zu wollen, m??ssen wir erst untersuchen,inwieweit in der Tat Gr??nde vorhanden sind um den Bakterien einenZellkern, mit den darin untergebrachten Genen, abzusprechen. Bez??glich der Frage ob wir bei Bakterien einen morphologisch differen-zierten Kern annehmen d??rfen, sind die Meinungen sehr verteilt. Die im Laufe der Zeit ge?¤usserten Ansichten lassen sich in vier Gruppenverteilen (Henrici, 1934). 1.nbsp;Die Bakterien besitzen keinen Nukleus oder ein dementsprechendesAequivalent. 2.nbsp;Die gesammte Bakterienzelle besteht aus einem Nukleus mit starkreduziertem oder g?¤nzhch fehlenden Zytoplasma. 3.nbsp;Das Aequivalent eines Nukleus ist in der Form einer

durch dasganze Zytoplasma feinverteilten Kernsubstanz vorhanden (diffuserNukleus). 4.nbsp;Es besteht ein normaler, morphologisch differenzierter Nukleus. W?¤hrend die erste und die zweite Ansicht sicherhch nicht befriedigen, scheint die dritte von Zettnow (siehe Henpici) stammende Theoriedurch die Tatsache unterst??tzt zu werden, dass die feulgen-Reaktion(eine spez. Reaktion auf Nukleins?¤uren) in den Bakterienzellen einediffuse, r??thche an das gesammte Bakterienprotoplasma gebundeneF?¤rbung hervorruft. Es sei hier verwiesen auf die Arbeiten von Pietschmann (1931) undpietschmann Und Rippel (1932), in welchen man zugleich eine ?œber-sicht ??ber die Befunde anderer Forscher antrifft. Pietschmann und Rippel schliessen aus einer bei verschiedenenBakterienarten erzielten positiven, diffusen FEULGENschen Nuklealf?¤rbungauf die Abwesenheit eines Kerns. Sie schliessen u.a.:

â€žDie diffuse Ver-teilung der nach Feulgen nachgewiesenen nuklealpositiven Substanzist f??r Bac. mycoides und die anderen untersuchten Bakterien der Normal-zustandquot; 1). Will man vorl?¤ufig an diese Ergebnisse die Annahme kn??pfen, dass dieBakteriennukleins?¤ure verwandt ist mit der Kernnukleins?¤ure andererZellen, so liegt der Gedanke nahe der feinverteilten nuklealpositiven Pietschmann und Rippel betonen jedoch, dass es keineswegs ausgeschlossenist, dass auch andere, noch unbekannte Stoffe diese Reaktion geben.



??? Substanz die Rolle der sonst in den Zellen differenzierten Kernbestand-teile zuzuschreiben. Man st??sst dann aber auf die Schwierigkeit, wie man sich w?¤hrendder Zellteilung eine gleiche Verteilung des Erbmaterials vorzustellen hat. Es fragt sich nun aber, ob die oben angef??hrten Resultate tats?¤chlichals unvereinbar mit der Ansicht des Vorhandenseins eines morphologischdifferenzierten Kerns in den Bakterien zu betrachten sind. Jenen Resultaten stehen n?¤mlich die Angaben zahlreicher anderer For-scher gegen??ber, nach welchen mit Hilfe bestimmter F?¤rbmethoden, insbe-sondere der giemsa-F?¤rbung, in sehr verschiedenen BakterienzellenStrukturen nachgewiesen worden sind, welche einer Deutung als Kern,â€žKern?¤quivalentquot; oder Chromosom durchaus zug?¤nglich sind. DieUnm??glichkeit die Nuklealnatur dieser Strukturen mit Hilfe der Feul-gen'sehen Reaktion zu

best?¤tigen, k??nnte nun sehr wohl ihren Grunddarin finden, dass die Bindung der Nukleins?¤uren an die Proteine desKernger??stes bei den Bakterien lockerer ist wie dies bei den Zellenanderer Organismen der Fall ist. Die bei der feulgen'schen Reaktionangewandte S?¤ure-Hydrolyse k??nnte sehr wohl eine Abspaltung derNukleins?¤uren und damit eine diffuse Verteilung der reagierenden Sub-stanz in die Zelle bewirken i). Es scheint mir also nicht zwingend um nur auf Grund des negativenAusfalles der Versuche um bei Bakterien mit Hilfe der feulgen'schenReaktion morphologisch differenzierte Kernstrukturen nachzuweisen, dennach anderen Methoden aufgefundenen Strukturen alle Bedeutung f??rdas Kernproblem abzusprechen. Bez??glich dieser letztgenannten Ergebnisse werde ich mich auf einekurze Besprechung der rezenten, sorgf?¤ltigen Arbeiten Badian's be-schr?¤nken (1933,

1935). Dieser Forscher meint sowohl bei Bac. subtilis, wie bei Bac. mycoidesund Bac. megatherium einen einfachen Ketn in der Form eines frei imPlasma gelegenen Chromosoms gefunden zu haben. Dies w??rde bedeuten, dass in ?œbereinstimmung mit jenen Organismen,die einen echten Kern besitzen, auch bei den Bakterien Hnear geordneteGene vorkommen; durch eine L?¤ngsspaltung des Chromosoms w??rdedann bei der Zellteilung der ?œbergang des gesammten Genkomplexesgarantiert sein. Der Spaltungsprozess kann sich vor der Zellteilung ') Nachdem dieser Passus geschrieben war, nahm ich Kenntnis von der ArbeitStille's (1937), worin diese Ansicht eine experimentelle Best?¤tigung findet.



??? wiederholen, sodass eine Zelle zuweilen vier und noch mehr Chromo-somen enth?¤lt. Badian gibt an, dass im Entwicklungszyklus Zelle Spore ^ Zelleauf die Haplophase mit dem Univalenten Chromosom als Resultat einerazytogamen Autogamie eine Diplophase folgt. Bei diesem Prozess vonAutogamie verschmelzen zwei Tochterchromosomen zu einem bivalentenChromosom; das Stadium mit dem bivalenten Chromosom ist nur vonkurzer Dauer. Durch zwei aufeinanderfolgende Teilungen entstehen vierUnivalente Chromosomen, wobei eines bei der Endosporenbildung in dieSpore gelangt, w?¤hrend die drei ??brigbleibenden zugrunde gehen; mitder Endospore beginnt die Haplophase. Es fragt sich, ob wir die Resultate Badian's annehmen k??nnen. MitHinsicht auf seine Beschreibung und auf die schematisierten Wieder-gaben der in der Zelle stattfindenden Prozesse, scheint das

Vorhandenseineines Chromosoms und der oben beschriebenen Autogamie durchausannehmhch; besieht man jedoch nur seine Mikrophotographien, dannist es nicht m??glich diese als eine ausreichende Dokumentierung dervon ihm gegebenen Ausf??hrungen zu betrachten. Wir m??ssen denn auch bekennen, dass direkte Beweise f??r das Besteheneines morphologisch differenzierten Tr?¤gers erbhcher Eigenschaften,der auf den Term Kern Anspruch machen kann, bisher nur noch schwachfundiert sind. Andererseits machen doch indirekte ?œberlegungen dieswohl sehr wahrscheinlich. In einer Abhandlung Lindegren's (1935)findet man diesen Gesichtspunkt n?¤her dokumentiert; er kommt nacheiner ausf??hrlichen Diskussion zum Schluss, dass eine gleichm?¤ssigeVerteilung des Erbmaterials auf die Tochterzellen unumg?¤nglich mitder Lage der Erbeinheiten in einem Kern verkn??pft sein muss.

Bez??ghch des Vorhandenseins geschlechtlicher Prozesse bei Bakterienscheint mir die Annahme einer allgemeinen G??ltigkeit der durch Badianbei Bac. megatherium und Bac. subtilis gefunden azytogamen Autogamie noch sehr voreihg. Falls jedoch bei mehreren Bakterienarten, unter welchen auch nicht-Sporenbildner, die Sexualit?¤t tats?¤chlich ein normal vorkommender Pro-zess sein w??rde, dann scheint mir die M??glichkeit, dass in allen diesenF?¤llen ausschliesslich die Autogamie mit seinem einfachen Mechanismuseine Rolle spielt, sehr gross. ?œberlegen wir uns hinsichtlich der Dissoziation die M??ghchkeit einerGenmutation bei Bakterien, dann m??ssen wir uns daher abfragen, inwie-weit Variationen die Folge von Ver?¤nderungen in den Genen sein k??nnen.



??? unabh?¤ngig davon ob und in welcher Weise sich Sexualit?¤t bei denBakterien ?¤ussert. Viele Forscher werden durch das Fehlen einer Bakteriensexualit?¤t dazugebracht schon im voraus abzusehen von einer ernsthaften Erw?¤gungder Frage, ob die bakterielle Ver?¤nderlichkeit genotypischen Ab?¤nderungenzugeschrieben werden k??nnte; so bemerkt z.B. Sirks (1933), dass man ausdiesem Grund bei Bakterien nicht von Mutation sprechen darf. Soweit diese Forscher zum Ausdruck bringen wollen, dass demzufolgeBeweise f??r genotypische Ver?¤nderungen und darum also auch f??r eineMutation nicht erbracht werden k??nnen, Ijann man ihnen selbstverst?¤nd-lich nur beipfhchten. Andererseits darf inan nicht aus den Augen ver-lieren, dass auch das Gegenteil, nl. die Ansicht, dass genotypischeVer?¤nderungen bei Bakterien nicht vorkommen, ebenfalls nicht zubeweisen ist. Beijerinck

schrieb im Jahre 1912 bez??glich dieser Frage folgendes:â€žDas Fehlen der Amphimixis bei vielen Mikroorganismen bedingtnat??rlich eine Verschiedenheit mit den sexuell differenzierten, von grosserBedeutung in experimenteller Beziehung, weil demzufolge das f??r dieUntersuchung der letzteren so wichtig geworden Hilfsmittel der Bastard-analyse f??r die asexuellen Mikroben fehlt. Prinzipiell ist das aber gleichg??ltig, weil der Mutationsvorgang an sichunabh?¤ngig von der Sexuaht?¤t ist; es hegt deshalb keine gen??gendeUrsache vor um anzunehmen, dass die Mutanten von Organismen mitAmphimixis in irgend einer prinzipiellen Beziehung verschieden seinsollten von den Mutanten der Asexuellen.quot; Es ist nun einleuchtend, dass die aus den Untersuchungen Badian's her-vorgehende M??glichkeit des Vorhandenseins einer azytogamen Autogamiebei bestimmten Bakterienarten nichts

an der von Beijerinck hervor-gehobenen Unm??glichkeit, um durch die Bastardanalyse einen experi-mentellen Beweis einer eventuell eingetretenen Genmutation zu liefern,ver?¤ndert. Ich m??chte mich hier der Meinung Beijerinck's anschliessen, dass derUmstand, dass man vorl?¤ufig dem Genotypus der Bakterien nichtann?¤hern kann, im Prinzip v??llig los steht von der M??glichkeit desAuftretens genotypischer Ver?¤nderungen bei diesen Organismen. Meines Erachtens besteht dann auch keinerlei Grund, um das Vor-kommen einer Genmutation, derjenigen bei h??heren Organismen experi-mentell bewiesenen analog, a priori bei den Bakterien zu verwerfen. Wenn wir uns die Frage vorlegen, ob ausser Genmutation der Dissozia-



??? tion theoretisch noch andere genotypische Ver?¤nderungen zugrundeHegen k??nnten, dann Hesse sich an Kombination, Bastardspaltung undjene Mutationen denken, welche auf Unregelm?¤ssigkeiten oder Abnor-malit?¤ten des Chromosomenmechanismus w?¤hrend der Teilung zur??ck-zuf??hren sind, wie z.B.: Non-Disjunction, Translocation, Fragmentation,Elimination usw. Mit R??cksicht auf das bereits Gesagte, k??nnen wir Kombination undBastardspaltung von vornherein ausschalten. Halten wir vorl?¤ufig an demVorhandensein eines einzigen Chromosoms pro Zelle fest, dannfallen, wie Lindegren (1936) bemerkt hat, die meisten aufgez?¤hltenMutationsm??glichkeiten weg und kommt wahrscheinlich nur die Gen-mutation in Betracht (Seite 123). Bevor nun dazu ??berzugehen die Frage zu pr??fen, ob und inwieweitdie Erscheinungen der Bakteriendissoziation mit den rezenten

Ergebnissender Genmutationsforschung in ?œbereinstimmung sind, scheint es ange-bracht hier eine gedr?¤ngte ?œbersicht dieser Ergebnisse zu geben. Diese?œbersicht soll namentlich zwei Zwecke dienen. Erstens habe ich eineAnzahl Beispiele gesammelt, welche zeigen m??gen, dass auch bei h??herenOrganismen spontane labile Ver?¤nderungen bekannt geworden sind,welche dennoch von den betreffenden Forschern auf triftige Gr??nde alsGenmutation gedeutet worden sind. Zweitens schien es mit Hinsicht aufdie betreffenden bei den Bakterien gesammelten Erfahrungen von Bedeu-tung mit Beispielen zu belegen, dass auch bei h??heren Organismenexperimentell ausgel??ste Genmutationen heutzutage vielfach nachge-wiesen worden sind und dass derartige Mutationen in bestimmtenF?¤llen ebenfaUs auf experimentelle Weise r??ckg?¤ngig gemacht wordensind. Â§ 2. EINIGE REZENTE

BEOBACHTUNGEN ?œBER SPONTANE LABILEGENMUTATION BEI H?–HEREN LEBENSFORMEN. Bei den h??heren Lebensformen hat man im Laufe der Zeit eine Reihevon Ver?¤nderungen kennen gelernt, welche nach gr??ndlicher Analyseauf Gen- oder Faktormutation, d.h. auf Ver?¤nderungen, welche sich inden Chromosomen lokaHsierten Genen voUzogen haben, zur??ckgef??hrtwerden m??ssen. Die typische Genmutation ist ein entweder spontanoder durch Induktion eintretendes Ph?¤nomen, welches sich meist alseine auff?¤Uige, sprunghafte, gut konstante Ab?¤nderung des Ph?¤notypuserweist. Zeigte sich im Anfangsperiode der Mutationsforschung, dass die



??? Genmutationen durch ihren stabilen Charakter gekennzeichnet zu seinpflegten, so haben weitere Forschungen auf dem Mutationsgebiet ansLicht gebracht, dass verschiedene inkonstante Variationen ebenfalls aufGenmutation, n?¤mlich auf Mutation von mehr oder weniger labilenGenen zur??ckzuf??hren sind. Ich will in diesem Paragraph einige Beispiele geben von in der letztenZeit bekannt gewordenen F?¤llen spontaner, labiler Genmutation beih??heren Lebewesen, und ??ber die damit zusammengehenden Erschei-nungen berichten. Im folgenden Paragraph folgt dann eine Besprechungjener F?¤lle, bei welchen eine reversibele Genmutation experimentellausgel??st worden ist. Es ist zu bemerken, dass solche unstabile genotypische Variationenunter den von de Vries als â€žZwischenrassenquot; oder â€ževersportingvarietiesquot; bezeichneten Variationen gefunden werden (Roelofs,

1937). Ein Beispiel einer genotypisch â€ževersporting varietyquot; ist die von deVries und sp?¤ter von Baur n?¤her studierte Sippe Anthirrhinum majusrubro-striatum. Bei dieser Sippe zeigt die Bl??tenh??lle schmalere undbreitere rote Streifen auf gelbem Untergrund; gelegentlich treten an densonst gestreift bl??henden Pflanzen auch ganz rote Seiten?¤ste und Sek-toren auf. Nach Selbstung erh?¤lt man fortw?¤hrend in geringem Prozent-satz ganz rote Pflanzen. Baur (1922) hat dargetan, dass das eversporting striata-Merkmal demLabilit?¤t eines Bl??tenfarbgens (paFÂŽ*^) entspricht, wobei dann vonsomatischer R??ckmutation aus dem rezessiven in den dominanten Statusdie Rede ist (Stubbe, 1933). Ein ?¤hnlicher Fall von labiler Genmutation ist die somatische R??ckmu-tation des Blattfarbgens (albostriata). Es handelt sich hier um das Vor-handensein mosaikartig gr??n gefleckter Bl?¤tter,

w?¤hrend auch gr??ne Spross-sektoren und ganz gr??ne Sprosse zum Vorschein kommen k??nnen(Baur, 1922). Ich m??chte nun hervorheben, dass man bei der Genmutation zwischendem Ausgangstypus und dem Mutantentypus event. eine Reihe ph?¤notypi-scher Abstufungen, die man als das Resultat einer Reihe quantitativ ge-notypischer Differenzen betrachtet, antreffen kann. Im Anschluss an die von ihm begr??ndete Theorie ??ber die Quantit?¤tder Gene hat Goldschmidt (1927) in diesem Zusammenhang den Be-griff â€žmultipler Allelomorphismusquot; eingef??hrt. Nach der Definition ist multipler Allelomorphismus Ausdruck quanti-tativer Mutabilit?¤t der Gene; multiple Allele sind Serien von Erbfaktoren,



??? deren zugeh??riger Ph?¤notypus als eine quantitativ abgestufte Reiheerscheint. Sie beeinflussen den gleichen Aussencharakter und liegen amgleichen Locus des Chromosoms. Es sind z.B. bei Anthirrhinum majus verschiedene multiple Allele-Serien nachgewiesen, u.a. die Rad-Serie; nach Kuckuck (1936) solltees handeln um eine Serie mit 7 Allelen, welche Serie sich auf den allm?¤h-hchen ?œbergang von zygomorphen zu radi?¤ren Bl??ten (Umbildung undVerk??rzung der Bl??tenbl?¤tter der Ober- und Unterlippe) bezieht. Es sei an dieser Stelle bemerkt, dass Oehlkers (1930) in seinen Unter-suchungen hinsichthch cruciater Oenotheren multiplen Allelomorphismus,wobei zuglich die betreffenden Allele labil sind, als Erkl?¤rung hervor-gehoben hat. Dies bezieht sich auf das â€ževersportingquot; und relativ konstanteâ€žcruciataquot;-Merkmal, eine Bl??tenmissbildung, die man als

â€žSepalodiequot;bezeichnet (Umwandlung eines Phyllomes in ein kelchblatt?¤hnhchesOrgan). Bei Oenothera biennis cruciata (A2a) ist das cruciata-Mzvkmzl â€ževerspor-tingquot;. Diese Variet?¤t ist gekennzeichnet durch ?œberg?¤nge von fast reinerSepalodie bis zu fast normalen Petalen, mit abwechselnd sepaloiden undpetaloiden Zonen und Streifen. Nach Oehlkers handeh es sich hier um:â€žkleine, massenhafte Mutationen, deren Inkonstanz sich nicht nur inverh?¤ltnism?¤ssig grossen Unterschieden unter den einzelnen Individueneiner Nachkommenschaft, sondern auch in Unterschieden innerhalb einesIndividuums ausdr??ckt.quot; Bei der inkonstanten Oenothera biennis cruciata konnte Oehlkers,wenn er von Teilen eines einzigen Individuums ausging, einen ziemhchstark cruciaten Hauptzweig und einen relativ schwach cruciaten Rosetten-seitenzweig, durch Selektion der am st?¤rksten

und am schw?¤chstencruciaten Individuen innerhalb weniger Generationen fast rein cruciateund fast normale Rassen erhalten. Durch diese Selektionsversuche werden erblich verschiedene Linienerhalten, die durch aufeinanderfolgende quantitative Mutationsschritteentstanden sind. Ausser der genannten inkonstanten, cruciaten Variet?¤t hat Oehlkers(1930, 1935) auch die konstante Oenothera Lamarckiana cruciata, in seineUntersuchung bezogen, welche Variet?¤t beinahe rein sepaloid ist undrelativ selten, dann aber in starken Spr??ngen, zur??ckmutiert. Oehlkersstellte bei einem Exemplar der genannten Variet?¤t das Auftreten voneiner Rosettenseitenzweig mit v??lhg normalen Bl??ten fest; er betrachtetdies als einen Fall ausgesprochener Knospen-R??ckmutation.



??? Â§ 3. EXPERIMENTELLE AUSL?–SUNG VON MUTATION UND R?œCK-MUTATION. Die wichtige Rolle, welche die ?¤usseren Bedingungen bei dem Eintretender Bakterien-Dissoziation spielt, macht es nun wichtig auch den Einflussder ?¤usseren Bedingungen auf das Zustandekommen von Genmutationenbei h??heren Organismen mit einigen Beispielen zu belegen. So berichtet Stubbe (1930), dass bei Anthirrhinum majus die Mutations-rate, welche bei der nicht behandelten Sippe nur 1,15% betrug, nach einerR??ntgenbestrahlung sowohl somatischer als auch generativer Zellenbetr?¤chtlich gestiegen war. Unter den induzierten Mutanten findet manauch Typen, welche spontan auftreten k??nnen. Baur (1932) hat Versuche unternommen, bei welchen er u.a. jungeKeimlinge der genannten Pflanze verschieden starken chemischen oderphysikahschen Reizen ausgezetzt hat. Nach

solchen Behandlungenscheint ebenfalls die Zahl der echten Genmutationen zuzunehmen. Bez??glich der Steigerung der Genmutabilit?¤t sind ebenfalls die Ver-suche Stubbe's (1935) ??ber den Einfluss, welche das Altern der Samenvon Anthirrhinum auf die Anzahl auftretender Mutationen hat, mitzu-teilen. Zehn Jahre alte, noch keimf?¤hige Samen von Anthirrhinummajus zeigten in der Aussaat eine Zunahme der Mutationsrate bis zu14%, w?¤hrend der normale Prozentsatz bei einj?¤hrigen Samen ungef?¤hr1% war. Diese Faktormutanten sind qualitativ dieselben, wie die spon-tanen und Bestrahlungsmutanten. Stubbe fragt sich ab, welche inneren Faktoren hierf??r verant-wortlich sind: â€žSchaffen vielleicht physiologische Vorg?¤nge in demSamen Strukturab?¤nderung des Gen-Molek??ls'Â?quot;' Wenn dies der Fallw?¤re, bemerkt Stubbe, k??nnten diese innerlichen

mutationsausl??sendenAgentien gedeutet werden als ?¤ussere Beeinflussung des in Rede stehendenKernes. Die vielen und sch??nen Untersuchungen ??ber Mutation bei Drosophilabeziehen sich haupts?¤chlich auf die Mutationen verschiedener Gene,deren Auftreten durch R??ntgenbestrahlung oder durch hohe Temperaturinduziert worden ist. Diese experimentell ausgel??sten Mutationen ent-sprechen den â€žspontanenquot;, nat??rlichen Mutationen und zwar nichtallein im Ph?¤notypus, sondern auch hinsichthch des Locus, an welchemsie auftreten. Auch bei Drosophila ist die Erscheinung der R??ckgen-mutation und des multiplen Allelomorphismus bekannt und gr??ndlichuntersucht. Ich werde mich auf eine kurze Besprechung der Mutationen bloss



??? zweier â€žsex-linkedquot; Gene beschr?¤nken und zwar derjenigen, die nachihrem ph?¤notypischen Effekt als forked und white bezeichnet werden.Die Mutation am /or?„erf-Locus bezieht sich auf die Ver?¤nderung vonnormalen Borsten in forked Borsten, die Mutation am white-'Locns beziehtsich auf die Farben?¤nderung der Augen von normal (rot) zu weiss.Bei den beiden genannten Genen, die im X-Chromosom von Drosophilamelanogaster liegen, trifft man multiplen Allelomorphismus an. Unterdem Einfluss der Bestrahlung k??nnen sowohl somatische als auch game-tische Hin- und R??ck-Mutationen entstehen. Bei der Bestrahlung be-fruchteter Eier oder jungen Larven treten somatische Mutationen auf.Allerdings sind diese f??r eine genetische Pr??fung unzug?¤nglich, imGegensatz zu den gametischen Mutationen, welche man durch Bestrahlungder Gameten erwachsener Tiere erh?¤lt.

(TimofÂ?Eff-Ressovsky). forked-Locus. Patterson und Muller (1930) und TimofÂ?eff-Ressovsky (1933) u.a.haben ausf??hrlich die durch R??ntgenbestrahlung induzierten Mutationenam /or/cetZ-Locus studiert. Hierbei stellten Patterson und Muller im Ganzen vier Allelomorphefest: das Allel (F) Normal, mit normalen Borsten und drei Mutant-Allelo-morphe, n.l. very weakly forked, mit einem Ph?¤notypus, welcher Normalsehr nahe steht, weakly forked (f^) und forked (f). Beim vorletzten Fallist das Merkmal der â€žforkedquot; Borsten weniger ausgesprochen als bei (f). Die genannten Forscher beobachteten bei ihren Bestrahlungsversuchendes normalen F-Allels ausser der typischen /or/cerf-Mutante (mit einerguten Fertilit?¤t und Vitaht?¤t) auch einmal das Auftreten einer wenigertypischen, weakly /or?„erf-Mutante, also eine Mutation von F f^. Sowohl TimofÂ?eff-Ressovsky, als auch Patterson und Muller

gelanges, um durch R??ntgenbestrahlung R??ckmutation am forked-'Locus zuinduzieren. Nach einer vollst?¤ndigen Reversion des forked-AWels zumiVorma/-Allel (f ^ F) zeigte sich, dass der induzierte non forked Typusbei einer weiteren Bestrahlung wieder zu forked mutieren k??nnte. Es ist also mit einem und demselben Agens m??glich Genmutation inbeiden entgegengesetzten Richtungen zu induzieren (Fquot;^f) und (f^ F).Die Frequenz der Mutation F ^ f und f -gt; F erwies sich ungef?¤hr gleich. Patterson und Muller beobachteten auch einen Fall â€žpartiellerReversionquot;, eine R??ckmutation von forked, wobei nicht das Normal-Allel, sondern nach ihrer Meinung wahrscheinhch ein very weakly forked-Allel â€” sehr nahe bei Normal stehend â€” auftrat. Der entstandene Typuswar non-forked mit Ausnahme der linken hinteren scutellar Borsten.



??? Die statistische Untersuchung von TihofÂ?EFF-Ressovsky hat gezeigt,dass unter den 19000 bestrahlten non-forked Gameten 5 /orfced-Muta-tionen, unter den 29000 bestrahlten /orfterf-Gameten 7 R??ckmutationenzu Normal vorkamen.white-Locus. Die Mehrzahl der bei Drosophila melanogaster auftretenden â€žspon-tanenquot; Mutationen beziehen sich auf den white-Locus. Ausserdemk??nnen spontan mehrere Allelomorphen auftreten. Auch am white-Locusmit einer Serie von mehreren geschlechtsgebundenen Augenfarbenallelenhaben Patterson und Muller (1930) und Timofeeff-Ressovsky (1935)durch R??ntgenbestrahlung das Auftreten von Mutationen induziert.Letzterer berichtet in seiner Ver??ffentlichung, dass er von der white-Serie das normale Allel und acht Mutant-Allele bestrahlt hat; nachder Augenfarbe angeordnet ergibt sich die Reihe: W (normal-rot?¤ugig) â€” w'^o (coral)

â€” w*' (blood) â€” (cherry) â€”wa (apricot) â€” w^ (eosin) â€” w^f (buff) â€” w^ (tinged) â€” w (white). Durch Bestrahlung wurden sowohl somatische als auch gametischeMutationen erzieh. Die von Timofeeff-Ressovsky erreichten Resultatesind als folgt: 1.nbsp;Direkte Mutationen von Normal zu white (W^w). Eine R??ckmutation von white direkt zu Normal wurde gametisch nieerzeugt; die R??ckmutation vollzieht sich in zwei Schritten, via das eosin- Allel (w-^wÂŽ-gt;W). 2.nbsp;Erzeugung der gleichen Allele aus beiden extremen Gliedern:W ^ w^ ^ w; W -gt; w^ w. 3.nbsp;Ein durch Bestrahlung aus Normal erzeugtes eosin-Allel kann unterweiterer Bestrahlung wieder zur??ckmutieren zu Normal (W:^w-). Auch wurde festgestellt, dass bei Erzeugung einer R??ckmutation ausspontanem eosin zu Normal, letzteres unter weiterer Bestrahlung wiedereosin geben konnte. Genmutation, meistens direkt

zu white, (W w) wird h?¤ufiger ausge-l??st als R??ckgenmutation. In der Richtung von Normal zu white sinkt die Mutabilit?¤t; die hellerenAllele scheinen stabiler als das normale W-Allel zu sein. Interessant wardie Erscheinung, dass zwei normale W-Allele verschiedene Mutabilit?¤taufweisen konnten. In den Versuchen wurde ein amerikanischer und ein russischerStamm, mit verschiedener Mutabiht?¤t des W-Allels bezogen. Das W^-Allelmutiert fast doppeh so h?¤ufig wie das W^-Allel, in 75% der F?¤lle direkt



??? zu white und in 25% der F?¤lle zu intermedi?¤ren Allelen. Bei demWÂŽ-Allel ist dieses Verh?¤ltnis 47% und 53%; doch gibt es keinerleiph?¤notypische Unterschiede zwischen den beiden St?¤mmen. Durch Bestrahlung wurde eine eosin-Mutation des normalen W-Allelserzeugt; bei R??ckmutation entstand nun ein W-Allel, das sich bei Weiter-z??chtung als W^ erwies. Also hat sich via eosin ein Mutabilit?¤tswechsel beim normalen Allelgezeigt: WÂŽ ^ wÂ? Die Erscheinung der Reversibilit?¤t scheint keinesfalls nur allein auf dieMutationen an diesen zwei genannten Loci beschr?¤nkt zu sein. Timo-feeff-Ressovsky (1933) schreibt diesbez??glich: â€žDie extensiven Versuche(Pr??fung m??glichst vieler Gene) haben gezeigt, das R??ckgenmutationenwohl keine Ausnahmeerscheinungen sind.quot; Weiter sei hier noch auf eine Untersuchung Deherec's (1937) ??bereinige Wildst?¤mme von Drosophila

melanogaster verwiesen. Er stelltebei drei der 15 St?¤mme einen h??heren â€” untereinander zwar diffe-rierenden â€” Grad der spontanen Mutabilit?¤t hinsichtlich des Auftretensvon sex-linked letalen Faktoren fest. Genau wie bei Anthirrhinum wird auch bei Drosophila unter dem Ein-fluss der R??ntgenstrahlen die Mutationsrate betr?¤chtlich gesteigert. Die spontane Mutationsrate am white-hocus, der ziemlich mutabel ist,sch?¤tzt timofeeff-ressoviky auf 1 :250.000 â€” 1 : 1.000.000; bei derR??ntgenbestrahlung wird die Mutationsrate mindenstens um das 200-fache gesteigert. Weiterhin haben die Untersuchungen erwiesen, dassdie durch Bestrahlung auftretenden Mutationen v??Uig mit den spontanenidentisch sind. Unter dem Einfluss der Bestrahlung wird das Verh?¤ltnis,in welchem die verschiedenen Mutationen â€žspontanquot; auftreten nichtbeeinflusst, d.h. diejenigen Mutationen, die wir

spontan am meistenantreffen, sind auch nach der Bestrahlung am zahlreichsten. Nicht nur dieR??ntgenbestrahlung, sondern auch hohe Temperatur verursacht beiDrosophila eine Steigerung der Mutationsrate. Plough und Ives (1934, 1935) stellten fest, dass beim Z??chten beieiner subletalen Temperatur von 36Â° C die Zahl der Genmutationenungef?¤hr 6 mal so gross war als bei den Kontrollen. Es zeigte sich indessen, dass ausser diesen Mutationen, die sowohlvon ^Is auch von $$ vererbt wurden, unter dem Einfluss der Tempa-ratur auch die Anzahl der nicht-genetischen, somatischen Variationen(Modifikationen) zugenommen war. Diese Modifikationen korrespon-dierten ph?¤notypisch mit den am meisten frequent vorkommenden



??? Mutationen. Kennzeichnend war, dass sie nur von vererbt wurdenund keine bleibende Variationen waren. Deshalb schliessen Plough undIvES, dass die genannten Modifikationen das Resultat eines Temperatur-effekts auf das Zytoplasma sind, wobei die Ver?¤nderungen vom Ei undnicht vom Sperma ??bertragen werden. Auch Buchmann und Timofeeff-Ressovsky (1936) haben unter demEinfluss einer Temperaturâ€žshockquot; im Larven- und Imagostadium eineSteigerung der Rate der geschlechtsgebundenen Mutationen beobachtet. Von weiteren Beispielen experimenteller Mutationsausl??sungen werdeich absehen; zusammenfassend kann man sagen, dass k??nstliche Muta-tionserzeugung bei h??heren Lebensformen eindeutig und erfolgreicherzielt worden ist und dass ?¤ussere Reize beim Auftreten von Gen-mutationen eine wichtige Rolle spielen. Weiter ist aus dieser

?œbersichtzur Gen??ge hervorgegangen, dass unter dem Einfluss bestimmterReize derartige Mutationen oft auch wieder ganz oder teilweise r??ck-g?¤ngig gemacht werden. Jetzt werde ich mich als Ziel stellen alle ??bereinstimmenden Punkte,welche zwischen den obengenannten Erscheinungen und denen derDissoziation bei Bakterien bestehen, aufzusuchen und nebeneinanderzu stellen. Â§ 4. ?œBEREINSTIMMENDES IN DEN ERSCHEIN?œNGEN, DIE EINER-SEITS BEI DER GENM?œTATION BEI H?–HEREN LEBENSFORMEN,ANDERERSEITS BEI DER DISSOZIATION VON BAKTERIEN AUFTRETEN. F??r die Dissoziationserscheinungen, welche hier zitiert werden, seiauf die Zusammenfassung in Kapitel X und auf meine eigenen Befundein Kapitel XI verwiesen. Hierunten werden f??r die Bezeichnung: Dissoziation, Mutation beiDrosophila und Mutation bei Anthirrhinum die

Abk??rzungen: Diss.,Mut. D., Mut. A. gebraucht. Eine Vergleichung der Erscheinungen untereinander, zeigt uns nundie folgenden Analogien. 1. Ein direkter ?œbergang eines Typus in einen zweiten, extremvariierten Typus. Diss.: S R, M ^ S. Der letztere Fall gilt z.B. f??r Pneumococcus undPneumobacillus. Bei Betabacterium vermiforme der pl??tzliche ?œbergang:S ^ Re und R ^ S. Mut. D.: F-gt; f, W^ w. Es treten Tiere mit â€žforkedquot; Borsten oderweissen Augen auf.



??? 2.nbsp;Indirekter ?œbergang von einem Typus in einen zweiten Typus??ber eine oder mehrere intermedi?¤re Formen. Diss.: S^ O-^ R. Escherichia (Torrey und Montu, 1936); M^ Ic-gt; S. Beim Typus I Pneumococcus k??nnen 5 intermedi?¤re Formen auf-treten (Blake und Trask, 1933). Bei BetabacUrium vermiforme: O^ S; R'-gt; S'^ S. Mui. D.: ww-~gt; W. Indirekte Mutation der Augenfarbe vonwhite via eosin zu Normal (rot). Hier sind eine Reihe von intermedi?¤renFormen bekannt (white-Scrie). 3.nbsp;Direkter ?œbergang zwischen zwei Typen in beide, einanderentgegengesetzte Richtungen. Diss.: S R, M S, S G. Bei Betabacterium vermiforme: SZ^O. Mut.D.: F:^f; Hin- und R??ckmutation am /orferf-Locus. Sowohl bei der Diss, als auch bei der Mut. D. gilt die Reversibilit?¤tauch f??r die intermedi?¤ren Formen. Diss.: 0:^S. (Torrey und Montu, 1936); Ic;:^M (Blake und Trask,1933). Mut.

D.:nbsp;Hin- und R??ckmutation am w/iiie-Locus, eosinZ^ Normal. Es ist hinsichdich Punkt 3 einleuchtend, dass die Aussage van Loghem's,dass reversible Ver?¤nderungen nichts mit dem Genotypus zu tun habenk??nnen, jeden Grund verhert. 4.nbsp;Der ?œbergang ist in der einen Richtung frequenter als in deranderen. Diss.: Im allgemeinen findet S R-?œbergang leichter und frequenterstatt als die Reversion R S. Die unstabilen R- und R'-Typen vonBetabacterium vermiforme bilden in dieser Hinsicht eine Ausnahme. Mut. D.: W-gt; w. Mutation von Normal zu white ist frequenter als dieR??ckmutation von white zu Normal (w ^ W). 5.nbsp;Eine Variante, die unter dem Einfluss bestimmter ?¤usserer Be-dingungen aufgetreten ist, kann unter denselben Bedingungen rever-tieren zur Ausgangsform. Diss.: SI^R, z.B. bei rascher, t?¤glicher, ?œberimpfung in Bouillon,bei der Z??chtung in grossen Mengen

Bouillon, bei der Z??chtung vonMycobacterium der Rattenlepra, auf Petroff's N?¤hrboden (Seite 114). Mut. D.: F:^f,nbsp;Hin-und R??ckmutation treten beide unter dem Einfluss der R??ntgenbestrahlung auf. 6.nbsp;Bei der Dissoziation k??nnen unter dem Einfluss von verschiedenen



??? Agentien, wie z.B. Ver?¤nderung des pH, Hinzuf??gen von Chemikalienzu den N?¤hrmedien, altern lassen der Kulturen, Kultur in Antiserum-bouillon, Tierpassage usw. die gleichen Variantentypen zum Vorscheinkommen, m.a.W. es besteht kein direkter Zusammenhang zwischen derArt der Variante und des ?¤usseren Agenzes unter welches sie auftritt.(Seite 114). Bei Drosophila und Anthirrhinum zeigen sich spontan und unter demEinfluss verschiedener induzierender Agentien ebenfalls die gleichenMutanten. 7.nbsp;Das Altern von Bouillon- und Agarkulturen ist f??r die Dissoziationein ?¤usserst wichtiges Induktionsmittel zur Erzielung verschiedenerVarianten; vergl. u.a. Betabacterium vermiforme. Mut. A.-. in diesem Zusammenhang ist die grosse Steigerung derMutationsrate beim Altern der Anthirrhinum-Samcn sehr bemerkenswert.Schon Eisenberg (1912) hat auf diese Analogie

gewiesen: â€žInteressantist die Feststellung von de Vries, dass das Altern der Samen die Chancendes Erscheinens von Mutanten erh??ht, ebenso, wie bei der Cholera dieAussaat aus ?¤lteren Kulturen mehr dunklere Kolonien ergab, als diejenigeaus j??ngeren.quot; 8.nbsp;Bei der Bakterien-Dissoziation ist die Erscheinung wohl bekannt,dass der S -gt; R- ?œbergang nicht immer im Auftreten der meist extrernenR-Form resultiert, sondern dass auch wohl R-Formen entstehen k??nnen,welche in kolonie- bezw. zellmorphologischer Hinsicht weniger typisch,also nicht â€žextremquot; sind (â€žroughnessquot; in verschiedenem Grad â€” sieheHadley 1937, Seite 149 â€”; vergl. auch die beiden Rg-Typen, welchebei Betabacterium vermiforme aufgetreten sind). Sehr beachtenswert ist es, dass die genannte Erscheinung seine Analogiefindet bei der Mut. D. Patterson und Muller (1930) berichten,

dass sie ausser ausgespro-chenen forked-Mutanttn in ihren Versuchen einmal eine weniger charak-teristische, nicht extreme, sog. weakly /or/cerf-Mutante erhielten. Diss.: S-gt;R (â€žroughnessquot;, nicht extrem). Mut. D.: F^ fw. 9.nbsp;Ebenso kennt man bei der Dissoziation die Erscheinung, dass dieReversion von R nicht in der S-Form, von welcher man ausgegangenist, resultiert. Eine â€žpartiellequot; Reversion kann z.B. morphologisch zumAusdruck kommen; dann zeigt die neu aufgetretene Form gr??ssereoder kleinere Unterschiede mit der urspr??nglichen S-Form.



??? Bei Betabacterium vermiforme war die partielle Reversion (R A)noch ziemhch weit vom Ziel entfernt. Mackenzie c.s. (1935) erhielt bei der partiellen Reversion von Shigellaparadysenteriae u.a. eine S-Form, die eine â€žslight rougheningquot; derOberfl?¤che zeigte. Vergl. auch die Reversion ReÂ° ^ S bei Betabacteriumvermiforme, wobei die erhaltene S-Form in zellmorphologischer Hinsichtnur noch einen geringen Unterschied mit der Ausgangsform aufwies.Analog hiermit k??nnte man die von Patterson und Muller beobachtetenvery weakly forked Mutante von Drosophila betrachten. Dieser Mutanten-typus trat bei einer Reversion forked -gt; Normal auf und war noch imBesitz einer â€žforkedquot; Borste. Auch die genannten Autoren sprechen hier von einer â€žpartiellenquot;Reversion. 10. Das Auftreten von Varianten bei der Dissoziation, z.B. vonR aus S, braucht nicht immer einen pl??tzlichen

Charakter zu tragen.In diesem Zusammenhang verweise ich auf jene F?¤lle, wobei graduelleKonversion von einer S- in eine R-Form zustande gebracht werdenkonnte. In einem solchen Fall sehen wir, dass bei fortgesetzter Z??chtungmit gleichzeitiger Selektion nach â€žroughnessquot; der mehr oder wenigerlabilen Variantenkolonie schliesshch eine extreme und stabile R-Formzu erhalten ist. Roekel und Rettger (1936) konnten bei St?¤mme, von Salmonella pullo-rum, welche auf Platten S-, R- und intermedi?¤re Kolonietypen zurEntwicklung brachten, durch fortgesetzte Selektion der rauhsten Formen,einen extremen, stabilen R-Stamm erhalten. Als einen hiermit analogen Fall k??nnte man an das Resultat der Selek-tion bei Oenothera biennis cruciata denken. Wir sahen doch, dassOehlkers (1930, 1935) bei der Selektion auf das inkonstante cruciata-Merkmal, wovon die Auspr?¤gungsst?¤rke infolge

kleiner Mutationenvon beinahe rein sepaloid bis beinahe normal variierte, auf dieseWeise durch progressive Mutation beinahe rein sepaloide Formen erhalen konnte (Seite 163). Es zeigt sich also, dass man mit Hilfe der Selektion bei labiler Genmu-tation, welche sich kennzeichnet durch das Auftreten von vielen kleinenVarationen in beiden Richtungen, die Ver?¤nderungen des Geno- undPh?¤notypus auf mutativer Basis progressiv verlaufen lassen kann. 11. Weiterhin muss auf die, bei der Dissoziation sehr allgemein vor-kommende, Erscheinung von Unterschieden in der Stabilit?¤t bei den ver-schiedenen St?¤mmen einer und derselben Bakterienart gewiesen werden.



??? Etwas ?„hnliches finden wir im Prinzip auch bei den h??heren Organis-men {Drosophila). Es sei auf die Untersuchungen Demerec's (1937)verwiesen, der bei einer Anzahl von Wildst?¤mmen Unterschiede in derMutabilit?¤t beobachtete. Es sei auch an den Mutabilit?¤tsunterschied hinsichtlich der Augenfarbezwischen einem russischen und einem amerikanischen Stamm erinnertund an die Erfahrungen Timofeeff-Ressovsky's (1935), welcher voneinem rot?¤ugigen Stamm ausging und via die Hin- und R??ckmutationder Augenfarbe (bis eosin) einen normalen Stamm erhielt, der hinsichtlichder Augenfarbe um die H?¤lfte weniger stabil (ungef?¤hr zweimal so mutabel)war als die urspr??ngliche Ausgangsform (WÂŽ ^ w- W^). 12. Schliesslich sei noch auf die Pseudo-Dissoziation gewiesen, z.B. aufdas Auftreten von pseudo-roughness und pseudo-smoothness bei Kolonienunter bestimmten

Bedingungen (Paul und Mallmann, Knaysi, Seite106-107). Pseudo-Dissoziation in physiologischer Hinsicht â€” Bildungvon gelbem Pigment â€” hat sich bei Bac. megatherium gezeigt. Wenn wir uns bez??glich der Erscheinungen der Dissoziation auf dieTheorie der Genmutation einstellen, dann kann also gesagt werden,dass bei Plattenkulturen die M??ghchkeit f??r das Auftreten von Varianten(Modifikationen), welche ph?¤notypisch eine ?œbereinstimmung mit Mutan-ten zeigen, besteht. In dieser Formulierung scheint mir ein Hinweis aufdie Erfahrungen, welche man in dieser Hinsicht bei h??heren Organismengemacht hat, sehr wichtig. Plough und Ives (1934, 1935) berichten, dass bei Drosophila mittels ho-her Temperatur nicht allein Genmutationen, sondern auch Modifikationen(nicht-genetische, somatische, vor??bergehende Variationen) induziertwerden konnten. Diese Modifikationen

stimmten mit den meist fre-quenten Mutanten ph?¤notypisch ??berein. Goldschmidt (1935) bezeichnet diese Varianten als â€žPh?¤nokopienquot;.Im Hinblick hierauf scheint es mir angebracht bei der Dissoziation f??rdie oben genannten Modifikationen, wie Pseudo-R und Pseudo-S, unddie gelbe Pseudo-Variante ebenfalls den Begriff â€žPh?¤nokopienquot; einzu-f??hren. ?œberblicken wir diese 12 Punkte, dann kann man eine weitgehende?œbereinstimmung zwischen dem Ph?¤nomen der Bakterien-Dissoziationund der Genmutation bei h??heren Organismen nicht leugnen. Im folgenden Paragraph soll nun kurz angegeben werden auf welcheWeise die wichtigsten Erscheinungen der Bakterien-Dissoziation aufmutativer Basis gedeutet werden k??nnen.



??? Â§ 5. DEUTUNG DER WICHTIGSTEN ERSCHEINUNGEN DER BAK-TERIEN-DISSOZIATION AUF MUTATIVER BASIS. Allererst sei bemerkt, dass bereits Beijerinck (1912, B) in seinerAbhandlung â€žMutation bei Mikrobenquot; eine wichtige Auseinandersetzunggegeben hat, bez??glich der M??glichkeit den Begriff der Genmutationauf die Bakterienvariabiht?¤t zu ??bertragen. Seine Ansichten ??ber dieses Problem gehen am besten hervor aus seinenhier zitierten Worten: â€žDie Genen oder Erbeinheiten kommen in zweiZust?¤nden in den Zellen vor, n?¤mlich als aktive Genen, welche die?¤usserlich wahrnehmbaren Merkmale verursachen, und als schlummerndeoder Progenen, welche den Erscheinungen der Mutabilit?¤t und desAtavismus zugrunde liegen, indem sie dabei in aktive Genen ??bergehen.In gewissen F?¤llen hat man gen??gend Ursache anzunehmen, dass dieGenen so zu

sagen als â€žProtoplasma Keimequot; aufgefasst werden k??nnenund durch ihre Vermehrung die f??r die verschiedenen Mikrobeneigent??mlichen, den verschiedenen Funktionen entsprechenden Protoplas-maarten erzeugen. Hierbei muss also weiter geschlossen werden, dass esso viele Genen und also auch verschiedene Protoplasmaarten in einerZelle oder einem Mikroben giebt, wie darin von einander unabh?¤ngigerbliche Eigenschaften vorkommen. So muss in Bacillus prodigiosus dierote Farbe abh?¤ngig sein von wahrscheinlich vier oder f??nf verschiedenenGenen, welche bei ihrer Vermehrung das â€žChromoplasmaquot; hervorbrin-gen, das seinerseits den roten Farbstoff produziert. Dass hierbei mehrwie eine einzige Gene in Betracht kommt, muss geschlossen werden ausdem Umst?¤nde, dass die Farbe von Bac. prodigiosus, wenn man alle dievon dieser Bakterie erhaltenen und

deuthch unterscheidbaren Farbmu-tanten in Bezug nimmt, in f??nf, und wenn man auch die g?¤nzlich unge-f?¤rbte Mutante dazuz?¤hlt, in sechs Farbnuancen vorkommt.... Das G?¤rverm??gen muss von einer anderen Gene, oder vielleicht voneiner anderen Genengruppe, wie die die Farbe bedingende abh?¤ngen.Wieder eine andere Gene oder Genengruppe muss in der Schleimmu-tante, Bac. prodigiosus viscosus, vorkommen---- Auf diese Weise kann man weiter schliessen und f??r jede bemerkbareund unabh?¤ngig ver?¤nderliche Eigenschaft bestimmte Genen annehmen .. Zwar hat die Genentheorie f??r die Mikroben noch keine besondereWichtigkeit erlangt. Da dieses wohl der Fall ist f??r die h??heren Organis-men, muss angenommen werden, dass beim weiteren Studium der Mikro-benvariabilit?¤t die Fruchtbarkeit dieser Theorie sich ebenfalls heraus-stellen wird .... Nach der Genentheorie

kann angenommen werden.



??? dass sowohl bei der Mutation wie beim Atavismus i) Progenen in aktiveGenen, und umgekehrt Genen in Progenen verwandeh werden.quot; Es ist einleuchtend, dass eine Theorie der Genmutation zur Erkl?¤rungder Bakterienvariabilit?¤t, wie eine solche heutzutage auf der modernenMutationslehre bei h??heren Organismen basiert werden k??nnte, im Prinzipnoch v??llig dem Grundgedanke Beijerinck's entspricht. Wir werden nun hierunten versuchen, die Entstehung der wichtigstenFormen im Dissoziationsmuster auf mutativer Basis zu diskutieren. Die Zellmorphologie. Da ein Unterschied in der Zellmorphologie mit einem Unterschied imAussehen der Kolonien zusammengeht, wobei dann die R-Kolonienmeistens l?¤ngere Zellen, F?¤den oder Ketten besitzen, wollen wir derEinfachheit halber die Ausdr??cke R und S f??r die Charakterisierung derZellmorphologie gebrauchen (l?¤ngere

Zellen bezw. k??rzere Zellen). Die Anwendung der Mutationstheorie auf zellmorphologische Variati-onen werde ich an der Hand von Betabacterium vermiforme veranschau-lichen. Ausser den extremen Variationen in der Zellmorphologie, in den S- undRe-Formen verk??rpert, kommt zellmorphologisch auch eine AnzahlZwischenformen vor. In ?œbereinstimmung mit dem multiplen Allelomorphismus bei derGenmutation h??herer Organismen, will ich die zellmorphologischeVariation als Mutation, bedingt durch eine Serie von multiplen Allelen(z.B. als die Zell-Serie zu bezeichnen), betrachten 2). Bei der Zellform desS-Typus geh??rt z.B. das Allel Z und bei den Zellen des Rg-Typus, dasAllel z. Die zellmorphologisch intermedi?¤ren Formen werden dann durchdie Allele Zi, Z2, Z3 usw. bedingt. Bei der Mutation des Allels Z (mit oder ohne ?œbergang via Zj, Zj, usw.)zum Allel z, nimmt die L?¤nge der

Zelle zu. Da sich in mehreren Typen R??ckmutation (M). -) Es muss hier betont werden, dass beim Diskutieren von Genmutation bei Bak-terien die Ausdr??cke â€žmultipler Allelomorphismus und Allelequot; nicht buchst?¤blichaufgefasst werden d??rfen, wenn wir uns f??r die Bakterien vorl?¤ufig einstellen auf denBesitz nur eines Chromosoms (Badian). Die Ausdr??cke haben strikt genommen nurG??ltigkeit bei Anwesenheit von einem Paar homologer Chromosomen. Bei der hierunterfolgenden Diskussion der m??glichen Bedeutung des gut begr??n-deten Prinzips der quantitativen Mutation â€” Mutation infolge welcher ein Genquantitative Ab?¤nderungen erf?¤hrt â€” f??r die Bakterienver?¤nderlichkeit habe ichjedoch gemeint einfachheitshalber die obengenannte Terminologie beibehalten zud??rfen.



??? von Variantenkolonien, die zu dem betreffenden Allelen der Serie ge-h??ren, die Abmessungen der Zellen sich in weiten Grenzen bewegenk??nnen, muss man sich zum besseren Verst?¤ndnis eines Gens f??r dieZellmorphologie, auf das f??r die Variante zellmorphologische Charakter-istikum (Kap. XI, Â§ 7) beschr?¤nken. Jeder Mutant-Allelomorph f??r dieZellmorphologie vergegenw?¤rtigt also ein bestimmtes zellmorphologi-sches Charakteristikum. Will man einfachheitshalber f??r jedes Allel nureine einzige Zahl gebrauchen, so ist der mittlere Wert des betreffendenzellmorphologischen Charakteristikums zu nehmen, z.B. f??r das Z-Allel(S-Typus) 2.5 fi und f??r das z-Allel (Rs-Typus) Â? 30 Wenn man nunzum besseren Verst?¤ndnis alle Allele der Z-Serie einen zellmorphologischenDurchschnittswert vergegenw?¤rtigen l?¤sst, muss die bei jedem Varianten-typus geh??rende Pleomorphic der

Zellen als die â€žModifikationszonequot;aufgefasst werden, also als das ph?¤notypische Variationsgebiet des be-treffenden Allels. Diese Modifikation, f??r Z von 1â€”15 ^ und f??r z von2,5â€”125 n, k??nnte man mit den Modifikationen bei reinen Linien h??hererPflanzen vergleichen (Johannsen). F??r die obengenannte Auffassung spricht, dass, dem Anschein nach,jede Zelle einer S-Kolonie und jede Zelle einer Rj-Kolonie, unabh?¤ngigvon seiner individuellen L?¤nge, immer wieder eine S- und RE-Koloniemit nahezu demselben Modifikationsgebiet und, sch?¤tzungsweise, das-selbe zellmorphologische Charakteristikum zur Entwicklung bringt. Da man die Dissoziation von kurzen in l?¤ngere, sehr lange und faden-f??rmige Zellen und die Kettenbildung als das Resultat einer l?¤nger oderk??rzer hinausgeschobenen Zellteilung bezw. einer ausbleibenden Zell-abl??sung auffassen muss, hat man sich

das genannte Gen f??r die Zell-morphologie etwa als ein Gen vorzustellen, wobei das normale Allel einerege Septierungskapazit?¤t bezw. Zellabl??sung bedingt, welche Vorg?¤ngeunter dem Einfluss der verschiedenen Mutant-Allelomorphen mehr oderweniger verz??gert werden. Wir erinnern noch daran, dass im allgemeinensich die Mutation von S nach R sowohl pl??tzlich als auch ??ber inter-medi?¤re Formen vollziehen kann (S ^ R; S ^ O R). Diese pl??tzlicheund etappenweise Mutation kennt man auch bei Drosophila (F ^ f;W -gt; w; w W' W). F??r die weiteren Analogien mit der Mutationbei h??heren Organismen verweise ich nach den verschiedenen in Â§ 4genannten Punkten. Reversion von zellmorphologischen Ab?¤nderungen (R ^ S; O -gt; S)k??nnen in ?œbereinstimmung mit den Erscheinungen ohne weiteres alsR??ckmutationen betrachtet werden. Die bei der Dissoziation nicht unbe-



??? kannte Erscheinung der partiellen Reversion, k??nnte ebenfalls aufmutativer Basis beruhen (Drosophila). Zusammenfassend scheint es durchaus m??glich die Variationen undReversionen in der Zellmorphologie als Hin- und R??ckgenmutationenzu betrachten. Wandstoff bildung und Vitalit?¤tsherabsetzung. Im Anschluss an die S- und R-Formen und ihre Intermedi?¤re, wollenwir noch versuchen das Auftreten von M- und G-Formen, welche nachHadley (1937) am Dissoziationsmuster teilnehmen k??nnen, ebenfallsauf mutativer Basis zu deuten. M-Form. In der kurzen, in Kapitel X, gegebenen ?œbersicht haben wir gesehen,dass die M-Form, die bei verschiedenen Bakterienarten auftreten kann,seine Aufnahme als dritter Typus im Dissoziationsmuster seinem mukoi-den Charakter, entweder durch die Bildung eines d??nnen Schleims odereiner Kapsel um die Zellen, verdankt. Dieser Typus,

der aus der S-Form zu entstehen pflegt, weicht zell-morphologisch oft wenig oder gar nicht von der S-Form ab. In solchenF?¤llen muss also M als eine Variante von S in physiologischer Hinsicht(durch seine Wandstoffbildung) betrachtet werden. Es scheint nun sehr annehmbar das Auftreten der genannten physiolo-gischen Eigenschaft der Mutation eines Gens zuzuschreiben; wir k??nnendie betreffenden Allele z.B. als M, das Allel der Ausgangsform (desschleimlosen S-Typus) und m, das Allel der mukoiden Mutante (desM-Typus) bezeichnen. Auch hier scheint multipler Allelomorphismus vorzukommen; ichverweise in diesem Zusammenhang auf die durch Blake und Trask (1933)festgestellten, intermedi?¤ren Formen zwischen M und S beim Typus IPneumococcus. Die Mutationstheorie l?¤sst erwarten, dass eine Mutation von M zu mnicht nur beim Vorhandensein des Z-Allels, sondern auch

bei Anwesen-heit des z-Allels m??glich sein muss. Das Auftreten von mukoiden R-Formen, also Formen, bei welchendie f??r R charakteristischen Zellen von Kapseln umgeben sind, wirdvon diesem Gedankengang heraus vollkommen begreiflich. Auchhier ist wie bei der Zellmorphologie, eine R??ckmutation (m ^ M)m??ghch. Als Beispiel einer Bakterienart mit einer mukoiden S- als auch mukoidenR-Form nenne ich Serratia marcescens (Reed, 1937).



??? G-Form. Zur Erkl?¤rung der G-Form m??ssen wir uns vor Augen halten, dass essich hierbei um eine Zwergkolonieform handelt, welche offenbar einerVitalit?¤tsherabsetzung des Bakteriums zuzuschreiben ist (langsameVermehrung und Entwicklung der Zellen). Bei den glatten G-Kolonien scheinen die Zellen jedoch durchwegskeine auff?¤llige Unterschiede in der Morphologie mit jenen des S-Typusaufzuweisen (Eberthella dysenteriae Sonne, Koser und Dienst, 1934;Staphylococcus aureus, Swingle, 1935). Hinsichtlich der Entstehung des G-Typus k??nnte man z.B. denken aneine semi-letale Mutation des vitalen S-Typus. Es scheint nicht ausge-schlossen zu sein, dass eine solche semi-letale Mutation auch beimR-Typus auftreten kann. Hadley (1931) hat z.B. einmal bei Bac. dysen-teriae Shiga rough-G-Kolonien beobachtet. Im allgemeinen kann auchbeim G-Typus wieder, dem Anschein nach,

entweder direkt oder ??berintermedi?¤re Formen, R??ckmutation des semi-letalen Faktors auftreten. Zusammenfassend k??nnen wir also feststellen, dass die Entstehung derVarianten, die Hadley (1937) als die Hauptelemente des Dissoziations-musters betrachtet, mit Erfolg auf Mutation von verschiedenen Genenoder Genkomplexen zur??ckzuf??hren ist, wobei die Gene unabh?¤ngigvon einander mutieren. Es kommt mir vor, dass man im Anschluss an Beijerinck f??r die ganzoder gelegentlich unabh?¤ngig variierenden physiologischen Eigenschaftenwie die Virulenz, Beweglichkeit, biochemisches Verhalten (S?¤ure- undGasbildung aus Zuckerarten), Schleimbildung, Pigmentbildung ohneBedenken das Bestehen gesonderter Gene oder Genkomplexe annehmenkann. Auch hier sollte dann Hin- und eventuell R??ckmutation, sowohlunabh?¤ngig als auch koordiniert mit anderen Mutation(en)

auftretenk??nnen. Wegen der M??glichkeit zur unabh?¤ngigen Variation der Beweglichkeitmuss man auch hier an ein gesondertes Gen oder Genkomplex denken.Bezeichnen wir das normale Allel (mit Flagellen) als F und das Mutant-Allel (ohne Flagellen) als f, dann muss der Beweglichkeitsverlust auf dieGenmutation F f zur??ckgef??hrt werden. (H O-Form bei Bac.proteus, Bac. typhosus); R??ckmutation f^ F ist nicht unm??glich. Beim Verlust des Verm??gens zur Dextranbildung aus Saccharose beiBetabacterium vermiforme kann man ebenfalls an die Mutation eines Gensdenken, wobei unter dem Einfluss der betreffenden Allele, z.B. D und d,12



??? einerseits Dextranbiidung aus Saccharose, andererseits keine solchestattfinden kann. Eine R??ckmutation d-^D (also eine R??ckkehr desDextranbildungsverm??gens) wurde bis jetzt nicht beobachtet. Es kann an dieser Stelle bemerkt werden, dass im Hinblick auf diest?¤ndige Abspaltung von zellmorphologisch abge?¤nderten, nicht-dextran-bildenden Varianten bei der Z??chtung auf N?¤hrb??den die R- und^R'-Formen von Betabacterium vermiforme als â€ževersporting varietiesquot; zu charakterisieren sind. Auch die z.B. von Deskowitz beschriebenen unstabilen Varianten kommen f??r eine ?¤hnliche Bezeichnung in Betracht. Der Verlust oder die Ab?¤nderung der Farbe kann ebenfalls als Folge einer Genmutation betrachtet werden. Als Beispiel einer Variation der Farbe verweise ich abermals auf dieUntersuchung Reed's (1937), der bei Serratia marcescens neben derurspr??nglichen

roten Farbe, orange-rote und farblose Varianten erhielt.Wahrscheinlich haben wir auch hier ein Beispiel von multiplem Allelo-morphismus, eine Ansicht, welche sich nahe an den GedankengangBeijerinck's anlehnt. Dieser Forscher doch vermutete im Zusammen-hang mit den bei Bac. prodigiosus (= Serratia marcescens) beobachtetenFarben??berg?¤ngen, dass bei der Farbe etwa 4 bis 5 verschiedene Geneeine Rolle spielen. In ?œbereinstimmung mit der white-Stxie bei Droso-phila k??nnte man hier von einer white-Strie mit den Allelen W(rot)- wÂ°Horange-rot) â€” w(weiss) sprechen. Reed (1937) konnte mseiner Untersuchung nur die Mutationnbsp;und W^w) feststellen und keine R??ckmutation, w?¤hrend Beijerinck diese wohl beobachtete. Den gegebenen Auseinandersetzungen ist zu entnehmen, dass eineTheorie, welche f??r die h??heren Organismen ausreichend experimentellgest??tzt

worden ist, auch die wichtigsten Dissoziationserscheinungenungezwungen zu beschreiben vermag. Die Annahme der Genmutationstheorie f??r die Deutung der Disso-ziationserscheinungen bringt, kurz zusammengefasst, die nachstehenden Konsequenzen mit sich: 1. Es k??nnen betr?¤chtUche Unterschiede in der Mutabilit?¤t derGene vorhanden sein; dadurch wird das Bestehen von labilen und mehroder weniger stabilen Formen begreiflich. R??ckmutation ist eine oftvorkommende Erscheinung; ihr Auftreten kann allerdings unterbleibenoder mit Hilfe eines besonderen Agenzes, und dann zuweilen noch mitvieler M??he, zustande gebracht werden.



??? 2.nbsp;Die Mutation der Gene kann quantitativer Natur sein (multiplerAllelomorphismus). 3.nbsp;F??r das Eintreten der Mutation, auch bei Bakterien, sind in hohemMasse die ?¤usseren Bedingungen verantwortlich zu machen. Man musssich vor Augen halten, dass auch beim sogen, â€žnormalenquot; Z??chten dieMilieufaktoren, wie die fortw?¤hrend wechselnden Bedingungen derNahrung, der Abscheidung von Stoffwechselprodukten usw. eine sehrwichtige, aber nicht n?¤her zu analysierende, Rolle spielen. Diese Ansichtwird stark gest??tzt durch die Tatsache, dass eine absichtliche Einwirkungsehr verschiedener ?¤usserer Faktoren, wie pH-Ver?¤nderung, Hinzu-f??gung von Chemikalien zum N?¤hrmedium, Temperatur?¤nderung, alternlassen der Zellen in ihrem Milieu, Z??chtung in homologem Antiserum,Einwirkung des Bakteriophagen, Tierpassagen usw. das Auftreten vonMutationen

meistens stark bef??rdert. Ein solches bewusstes Forzieren von Mutationen, wobei Typenentstehen, welche allerdings in nichts von den unter sogen, â€žnor-malenquot; Bedingungen auftretenden Mutationen zu unterscheidensind, steht mit den Befunden an h??heren Organismen im Einklang(Siehe Â§ 3). 4.nbsp;Ein anderer wichtiger Punkt bezieht sich auf die Frage, warumbeim Mutationsph?¤nomen der Bakterien, im Vergleich mit dem derh??heren Organismen, eine â€žmangelhaftequot; Stabilit?¤t und eine damit gepaartgehende Reversibilit?¤t so stark in den Vordergrund tritt und warum beiden Bakterien so oft abweichende Bedingungen die Mutation mehr oderweniger zu stimulieren verm??gen. Obwohl auf diese beiden eng miteinander verbundenen Fragen n?¤tur-lich keine endg??ltige Antwort zu geben ist, will ich darauf hinweisen,dass bei den h??heren, mehrzelligen Organismen die

somatischen undgenerativen Zellen, in welchen sich in einer bestimmten Entwicklungs-phase eine Genmutation vollzieht, durch den komplexen, differenziertenBau dieser Organismen nicht oder in viel geringerem Masse als die Bak-terienzellen dem Einfluss der Aussenwelt ausgesetzt sind. Auf jede Bakterienzelle werden alle denkbaren, ?¤usseren Faktorendirekt und in ihrer vollen Intensit?¤t einwirken. Bedenken wir weiterhin,dass w?¤hrend der Existenz einer Bakterienart an verschiedenen Ortenviele verschiedene und fortw?¤hrend wechselnde ?¤ussere Faktoren inihrem vollen Umfang die erbliche Konstitution beeinflusst haben k??nnen,dann k??nnte man sich vorstellen, dass der mehr oder weniger labileCharakter vieler Formen aber auch die oft vorkommenden Stabiht?¤ts-



??? unterschiede bei neu isolierten Bakterienst?¤mmen zum Teil ihrer unbe-kannten Vorgeschichte zuzuschreiben ist. 5. Mutationen von verschiedenen Genen oder Genkomplexen k??nnen un-abh?¤ngig voneinander stattfindenj??fters allerdings treten sie koordiniert auf. Aus dem ??ber die Mutationen bei h??heren Organismen Mitgeteiltenkonnte man vielleicht den Eindruck erhalten, dass sich hier keine Korre-lation der verschiedenen Mutationen zeigen kann. Jedoch ist dies nichtder Fall; es sei hier nur auf den folgenden Passus aus einem ArtikelSturtevant's (1924) gewiesen: â€žone clear case of the sort of correlationdiscussed had been reported by Morgan, Bridges and Sturtevant (1921).A large number of small-brisded mutant types occur in Drosophilamelanogaster, and numerous other effects â€” roughened eyes, long develop-ment period, female sterility etc. â€” are more or less

regularly associatedwith the small bristles, though the genetic bases of the different types are quite distinct.quot; Auch hier haben wir wieder eine Analogie, deren Bedeutung nicht untersch?¤tzt werden darf. Die Tatsache, dass bei einer bestimmten Bakterienart die Mutationensowohl unabh?¤ngig als auch korreliert (dies letztere ??berwiegend) statt-finden, muss in dem besprochenen Gedankengang auf Stabilit?¤tsunter-schiede der betreffenden Gene oder Gengruppen in den verschiedenenZellen beruhen. Wenn in bestimmten Zellen also zwei oder mehrereGene unter dem Einfluss ?¤usserer Faktoren gleichzeitig mutieren, dannm??ssen wir daraus schliessen, dass in den genannten Zellen die Stabilit?¤tder betreffenden Gene f??r die auf sie einwirkenden ?¤usseren Faktoren, nicht hinreichend gewesen ist. Im Lichte dieser Auffassung l?¤sst sich das eher beschriebene Verhaltenvon Serratia

marcescens in alten Bouillonkulturen folgendermassen inter-pretieren: unter den roten, nicht mukoiden Zellen (mit welchen urspr??ng-lich geimpft wurde) k??nnen Individuen vorkommen, welche orange-rot-mukoid und weiss-mukoid sind, m.a.W. in einzelnen Individuen hatsowohl das W- als auch das M-Allel keine gen??gende Stabiht?¤t auf-gewiesen; es gibt aber auch Zellen, bei welchen z.B. die Stabiht?¤t desW-Allels wohl, die des M-Allels nicht hinreichend war (rote-mukoideForm) und schhesslich Zellen, bei welchen keine einzige Genmutationstattgefunden hat (rote-nicht mukoide Form). Es unterliegt ??brigens wohl keinem Zweifel, dass in vielen F?¤llenbei der Korrelation der Genmutationen auch eine gegenseitige Beein-flussung der Gene angenommen werden muss.



??? SCHLUSSBETRACHTUNG ?œBER DAS WESEN DER DISSOZIATION. Im Kapitel X Â§ 3 haben wir gesehen, dass zur Erkl?¤rung der Erschei-nungen, welche bei der Ver?¤nderlichkeit der Bakterien auftreten, haupt-s?¤chlich drei Theorien angef??hrt worden sind: die Mutationstheorie, diezyklische Theorie und die Individualit?¤tstheorie. Im Laufe der dort gegeben kritischen Besprechung dieser Theorien,sahen wir bereits, dass die Annahme einer der beiden letztgenanntenTheorien verschiedene Schwierigkeiten mit sich bringt, w?¤hrend die-jenigen Einw?¤nde, welche von verschiedenen Forschern gegen dieMutationstheorie erhoben wurden, keineswegs entscheidend sind. Im Kapitel XI wurde, auf den Beobachtungen an Betabacterium ver-miforme fussend, die Schlussfolgerung gemacht, dass auf die zyklischeTheorie f??r die Erkl?¤rung der autgetretenen Erscheinungen zu verzichtenist,

w?¤hrend ausserdem darauf hingewiesen wurde, dass auch die Indivi-dualit?¤tstheorie, wie sie von van Loghem entwickelt worden ist, nichtimstande ist, die beobachteten Erscheinungen befriedigend zu erkl?¤ren. Wir haben uns daher im Kapitel XII n?¤her mit der Frage besch?¤ftigt,inwieweit dann die Mutationstheorie, welche besagt, dass den Erscheinun-gen der Dissoziation genotypische Ver?¤nderungen zugrunde liegen, zurErkl?¤rung herangezogen werden kann. Im Â§ 1 dieses Kapitels haben wir ausgef??hrt, dass infolge des Fehlenseiner Sexualit?¤t bei Bakterien â€” abgesehen von einer m??glichen, hieraber nicht wichtigen, azytogamen Autogamie â€” der experimentelleBeweis f??r die Annahme der Mutationstheorie zur Erkl?¤rung der bak-teriellen Ver?¤nderhchkeit, nicht gehefert werden kann. Andererseits ist jedoch betont, dass eben so wenig Argumente gegeneine derartige Annahme

anzuf??hren sind. Durch diese ?œberlegung gest??tzt, untersuchte ich, inwieweit dierezenten Arbeiten ??ber die Erscheinung der Genmutation bei h??herenOrganismen zu Beobachtungen gef??hrt haben, welche uns veranlassenk??nnten auf eine Verwandtschaft dieser Erscheinung mit jener derbakteriellen Dissoziation zu schliessen. Wie in Â§ 4 dieses Kapitels gezeigt worden ist, kann man zahlreichePunkte auffinden, welche eine erstaunliche ?œbereinstimmung in den



??? ?¤usseren Erscheinungsformen der beiden genannten Prozesse ersehenlassen. Mit Sicherheit stellt sich aus dieser vergleichenden Untersuchungheraus, dass alle Einw?¤nde, welche fr??here Forscher gegen eine Annahmeder Mutationstheorie zur Erkl?¤rung der Dissoziation erhoben haben,nicht stichhaltig sind. Wir bekennen jedoch vollauf die Unzul?¤ssigkeit, um die festgestelltenAnalogien als strikte Beweise f??r die Richtigkeit der Mutationstheoriezur Erkl?¤rung der bakteriellen Dissoziation gelten zu lassen, aber bemer-ken dazu, dass solche Beweise ebenso wenig f??r andere Theorien anzu-f??hren sind. Zieht man aber die vielen St??tzpunkte, welche das Dissoziationsph?¤-nomen in den Erscheinungen der Genmutation bei h??heren Organismenfindet, in Betracht, dann m??chte ich mich den Ansichten Lindegren'sund Deskowitz's anschliessen und diese Arbeit beenden mit der

folgendenAussprache: die alte Ansicht von Beijerinck, dass der bakteriellenVer?¤nderlichkeit eine Genmutation zugrunde liegt, besitzt einen Gradvon Wahrscheinlichkeit, welche die anderen zur Zeit vertretenen An-sichten keineswegs beanspruchen k??nnen.
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top van het Avena-coleoptiel negatiefgeladen is ten opzichte van meer basaal gelegen plaatsen, is niet juist. W. G. Clark, Plant Physiol. 12, 409, 1937. 5. Volgens Ark is de aanwezigheid van bodembacteri??n noodzakelijk bijde totstandkoming van de â€žlittle leafquot; ziekte van vruchtboomen enandere gewassen. De meening van Gerritsen, dat bacteri??n een rolspelen bij de veenkoloniale haverziekte vindt in dit onderzoek naderensteun. P. A. Ark, Americ. Soc. Hortic. Science 34, 216, 1937.



??? . ' 6. . . / . -II-nbsp;â–  - De argumenten, op grond waarvan van Steenis tot een vroegere invasievan Stenotherme bergplanten van Australi?? uit naar de Indische Archipelbesluit, bieden evenzeer de mogelijkheid tot een andere en meer waar-schijnlijke verklaring aangaande de tegenwoordige verspreiding derbetreffende plantensoorten. C. G. G. J. van Steenis, Bullet. du Jardin Bot. de Buitenzorg,S?Šrie III, XIII, 135, 1934. 7. De fundamenteel belangrijke onderzoekingen van Winge en Laustsenover de genetische segregatie bij Saccharomyces-soomn hebben demogelijkheid geopend om een volledige analyse van het dissociatie-ver-schijnsel bij gistsoorten door te voeren. O. Winge and O. Laustsen, C. R. d. Trav. du Lab. Carlsberg,S?Šrie Physiol. 22, 99, 1937. 8. Het is denkbaar, dat voor de uiteenloopende resultaten, die eener-zijds door Thomas en anderzijds door Dolk en van der Paauw
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