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VOORWOORD.

Bij het beeindigen van dit proefschrift neem ik gaarne de gelegenheid
te baat allen, die mij bij mijn studie hebben geholpen, daarvoor mijn dank
te brengen.

Wel in de eerste plaats gaan daarbij mijn gedachten uit naar U, Hoogge-
leerde KLuyVvER, Met zeer veel genoegen zal ik steeds terugdenken aan
den Delftschen tijd, waarin ik het voorrecht had onder Uw enthousiaste
en zoo stimuleerende leiding dit proefschrift te mogen bewerken.

Dat tenslotte de microbiologie voor mij wel het meest gewaardeerde
terrein van studie is geworden, is voor een groot deel te danken aan het
feit, dat ik juist van U daarbij voorlichting heb ontvangen,

Het is heel moeilijk onder woorden te brengen, hoe dankbaar ik U
ben voor den krachtigen steun en voor de groote belangstelling, die ik
steeds van U mocht ondervinden. Eenmaal uit de Delftsche sfeer
zal ik pas goed kunnen beseffen van hoeveel waarde de tijd, waarin U
mij met raad en daad hebt willen bijstaan, voor mij is geweest.

Evenzeer zal ik steeds erkentelijk blijven voor de gastvrijheid, welke
ik 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 zeerste
dank verschuldigd. Aan de wijze, waarop door U de veelzijdige en belang-
wekkende stof wordt gedoceerd, dank ik de groote voldoening, die ik
in 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 mij
tot groote dankbaarheid, dat U zich, hoewel dit proefschrift buiten U om
is 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 Howmng, U ben ik zeer verplicht voor Uw kritiek
betreffende het tweede gedeelte van mijn proefschrift.

Zeergeleerde vaN KoNINENBURG, U waart zoo welwillend mij in staat
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te stellen dit proefschrift te voltooien. Deze tegemoetkoming zal ik steeds
op hoogen prijs stellen.

Zeergeleerde KineMa BoLTJES, waarde PERQUIN, voor de mij betoonde
hulp en de fraaie fotografieén, die U voor mij hebt willen maken, ben ik
U zeer dankbaar.

Waarde RoTTIER, GREVER en SoETERS, ook U dank ik voor den raad
en de hulp, die ik steeds van U mocht ontvangen.

Tevens wil ik hier gaarne allen laboranten mijn besten dank betuigen
voor den prettigen en vriendschappelijken omgang.

Waarde BRETTSCHNEIDER en Mejuffrouw HorTTE, ook U ben ik zeer
erkentelijk voor de mij betoonde hulp.

Hoewel het mij niet mogelijk is allen te noemen, wier vriendschap ik in
mijn studietijd mocht ondervinden, wil ik toch in het bijzonder U, beste
Tuomas, DAMSTE en GIESBERGER, daarvoor danken. Aan den tijd, dien wij
als studievrienden samen hebben doorgebracht, zal ik steeds een mooie
herinnering bewaren.

Tenslotte rest mij nog mijn waardeering uit te spreken voor de mede-
werking en hulpvaardigheid, die ik van het geheele personeel van het
Laboratorium voor Microbiologie te Delft heb ondervonden.

Tk dank hen allen zeer daarvoor en in het bijzonder U, waarde VEENHOF
voor de fraaie, door U gemaakte fotografiegn. Ock U, waarde DE BoUTER,
wil ik danken voor het keurige teekenwerk.
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EINLEITUNG.

Unter ,,Tibi” wird eine kdrnige Masse verstanden,
welche aus einem Gemisch (Konsertium) einer Hefe
und eines Bakferiums besteht.

Im Jahre 1934 vertffentlichte Dr. S. BLUMER eine Abhandlung unter
dem Titel ,,Untersuchungen {iber die Tibi-Girung”.

Anlisslich dieser Verdffentlichung ersuchte Professor KLUYVER, unter
dessen Leitung diese Dissertation bearbeitet ist, genannten Forscher
ithm eine kleine Menge dieses in seiner Mitteilung beschriebenen Tibi-
Materials fiir eine nihere Untersuchung {iberlassen zu wollen. Dr.
BrumER war so freundlich dieser Bitte nachzukommen. Ein Jahr spiter
war Frl. Dr, B, PorcEHET in Lausanne, die inzwischen ebenfalls eine
Studie iiber den ,,Tibi"” vertffentlichte (1934), so liebenswiirdig mir
auf meine Anfrage eine Probe Tibi-Kérner zu senden.

Die von mir empfangenen Tibi-Korner bestanden aus gelatinésen,
halb-durchsichtigen bis glasigen Kliimpchen, detren Grésse zwischen
einer Erbse und einer Haselnuss schwankte, Sie waren unregelmissig
von Form und hatten eine gefurchte und gelappte Oberfliche.

In frischem, gesundem Zustand besteht das Kliimpchen aus einer
festen, ziemlich harten Substanz, deren Konsistenz einigermassen an
gekochten Reis erinnert, obwohl die Masse beim Auseinanderdriicken
zwischen den Fingern sich etwas sprode anfithlt, Lisst man das Produkt
einige Zeit eintrocknen, dann wird die Konsistenz elastischer.

Dieses merkwiirdige Material, welches im Jahre 1890 in Paris bereits
unter dem Namen ,,graines vivantes” bekannt war, wurde zur Zeit der
Brumer'schen Verdffentlichung bereits einige Jahre von einem Teil der
Schweizer Bevolkerung zur Bereitung eines siiss-sauren, moussierenden
Hausgetrinkes gebraucht. Hierzu lisst man eine 15%, Rohrzuckerlésung,
welcher man einige frische oder getrocknete Feigen, Trauben und etwas
Zitronensaft zufiigt, unter dem Einfluss einer Anzahl dieser Kliimpchen
bei einer Temperatur von 25° C giren. Nach etwa 2 bis 5 Tagen wird
die noch nicht ganz ausgegorene Fliissigkeit abgegossen und filtriert, sie
ist dann bereits fiir den Konsum geeignet.

Wichtig ist bei dieser Bereitung des Getrinkes die Erscheinung, dass
die Tibi-Kliimpchen wihrend der Girung an Grosse zunehmen und

-
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unter dem Druck der sich im Innern bildenden Kohlensiuregasblasen
an vorher gebildeten Furchen in zwei oder mehrere Stiicke zerfallen, die
ihrerseits wieder anwachsen und auseinanderfallen. Diese Vermehrung
kann sehr intensiv verlaufen und zur Folge haben, dass man nach einer
Woche eine zwei-bis dreifache Menge von Kliimpchen erhilt.

Aus den Verdffentlichungen von BLumEeR und PORCHET geht hervor,
dass das Tibi-Kliimpchen als ein Konsortium zwischen einer Hefe und
einem Bakterium anzusehen ist.

Obwohl diese Verdffentlichungen viel Wissenswertes enthalten, sind
datin die an dem ,,Tibi"" verkniipften Probleme keineswegs erschopft.

An erster Stelle muss hervorgehoben werden, dass durch die genannten
Forscher eine Synthese des Konsortitims atis Reinkulturen der zusammen-
gehorigen Organismen nicht erzielt werden konnte. Ganz richtig wurden
die symbiontischen Bakterien von PorcHeET als Milchsatirebakterien
charakterisiert. Jedoch steht wohl noch die Frage offen, in welchem
Zusammenhang diese, durch ihre ausgesprochene Kapselform gekenn-
zeichnete, Art zu den bereits bekannten stibchen- férmigen Milchsaiire-
bakterien steht. Hinsichtlich der Art der gelatinésen Substanz des
Konsortiums werden in den genannten Verdffentlichungen Vermutungen
gedussert, Dazu kommt noch, dass eine kritische Betrachtung der
gedusserten Meinungen hinsichtlich der Faktoren, welche die Produktion
dieser Substanz im Konsortium bestimmen, uns an der Richtigkeit
dieser Meinungen sehr zweifeln ldsst.

Es bestand daher gegriindeter Anlass die bereits angestellten Unter-
suchungen nach verschiedenen Seiten hin weiterzufithren.

Schon kurz nach dem Anfang meiner diesbeziiglichen Untersuchungen
fiel mir auf, dass die Kulturen des symbiontischen Bakteriums in hohem
Masse ein Dissoziationsphinomen zeigten. Da ausserdem hervorging,
dass sich diese Dissoziation in charakteristischer Weise in derjenigen
biochemischen Eigenschaft, welche fiir das Studium des Konsortiums
von ausschlaggebender Bedeutung ist, ndmlich das Vermdgen der
Schleimbildung, iusserte, war eine tiefergehende Untersuchung dieser
Dissoziation unvermeidlich,

Im Laufe der Untersuchung stellte sich allmihlich heraus, dass die
Variabilitit der zu untersuchenden Bakterienart dermassen verschiedene
Erscheinungsformen zeigte, dass ein tiefergehendes Studium davon
schliesslich zu einer beinahe selbstindigen Arbeit heranwuchs. Die
dabei hervorgegangenen Resultate wurden in einem gesonderten zweiten
Teil dieser Dissertation zusammengefasst.



ERSTER TEIL.
DAS TIBI-KONSORTIUM.
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KAPITEL L
HISTORISCHE UBERSICHT.

Nach Lurz (1899) stammt das Tibi-Konsortium urspriinglich aus
Mexiko, wo es auf den scheibenférmigen Stengeln der Opuntia vor-
kommen soll. Weiterhin gibt er eine Beschreibung der Bereitung des
Tibi-Getrinkes und vom Aussehen der Korner. Mit den bereits in der
Einleitung erwihnten Tatsachen stimmen seine Angaben befriedigend
tiberein. Das mikroskopische Bild eines Kliimpchens zeigt eine schleimige
Masse, in der kurze Bakterien — manchmal auch lingere spiralformige
Fiden — und grosse Hefezellen eingebettet sind.

Lutz kommt in seiner Untersuchung zum Schluss, dass das Tibi-
Kliimpchen das Resultat einer Symbiose zwischen einer Hefe und einem
Bakterium ist und verweist im Zusammenhang damit auf das klassische
Beispiel: die Kefir-Kérner.

Um die betreffenden Organismen zu isolieren, geht er von der ausge-
gorenen Fliissigkeit aus und nicht von den Kérnern selbst. Dies ist
jedoch ein prinzipiell unrichtiges und gefihrliches Verfahren.

Auf diese Weise isolierte er:

1. ein eingekapseltes, polymorphes, Gram-negatives, obligat-aerobes
und bewegliches Stibchen, welchem er den Namen Bacillus mexicanus gab.

Diese Bakterienart soll unter bestimmten Bedingungen kiirzere und
lingere eingekapselte Formen (1.5—3.3 ) annehmen. In weissen Zusam-
menklumpungen an der Oberfliche der Kulturfliissigkeit soll der Organis-
mus ebenfalls in der Form von 250—300 u langen Fiden auftreten.
In Nahrlosungen mit Pepton und Zuckerarten war die Entwicklung
schlecht; unter dem Einfluss anorganischer Stickstoffverbindungen war
sie besser. ]

2. emne Hefeart: Saccharomyces Radaisii, die sich durch ein aerobes
Wachstum in zuckerhaltigen Medien unter Hautbildung auszeichnete,
wihrend eine Girung vollig ausblieb, Die Zellen erschienen lose und
im Sprossverband. Unter gewissen Bedingungen wurden Ascosporen —
1 bis 4 pro Zelle — gebildet. Zwang Lutz die Hefe in der Hautform
anaerob zu leben, indem er die Haut in kleine Fetzen schiittelte und diese
in der Fliissigkeit sinken liess, so wirkte die Entziehung des Sauerstoffes
garungsauslosend.

-
&
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Diese Erscheinung bringt ihn zu der Uberzeugung, dass die Wirkung
des Bakterienschleimes der Kliimpchen ausschliesslich als die eines
mechanischen Agenzes zu betrachten ist. Die Umhiillung der Hefezellen
zwingt diese zu einer anaeroben Lebensweise. Auf diese Weise soll eine
Kombination beider Organismen zu einer Girung fithren.

Wie weiter unten zu sehen ist, erscheint die Schlussfolgerung be-
rechtigt, dass Lutz in seiner Bemiithung zur Isolierung der beiden, den
Tibi zusammensetzenden Organismen, fehlschlug und dass er in Wirk-
lichkeit nur begleitende, mehr oder weniger zufillig in der Girungs-
flisssigkeit vorhandene Mikroben, vermutlich ein Essigbakterium und
eine Kahmhefe erhielt.

Seine Behauptung, es wire ihm gelungen das Konsortium aus den
von ihm isolierten Mikro-Organismen herzustellen, kann nie richtig
gewesen sein, wenn man die Beschreibung seiner Organismen in Er-
wigung zieht (siehe die folgenden Kapitel).

Soweit mir bekannt ist, erschien danach bis zum Jahre 1934 {iber den
,» L1bi" keine Verdffentlichung mehr, Im genannten Jahr aber erschienen
ungefihr zur gleichen Zeit, die beiden bereits genannten Vertffent-
lichungen von Brumer (1934) und von PorcHET (1934).

BLumER gibt erst eine sorgfiltige Beschreibung der Kliimpchen und
der Bereitung des Getrankes. Dann stellt er fest, dass bei einer mikros-
kopischen Untersuchung die Substanz nicht homogen ist. Die Masse
erscheint als eine Zusammenballung von teils geraden, teils wurmférmig
gekriimmten Schleimkapseln eines Stibchenbakteriums, welche ausserdem
Hefezellen umschliessen.

In Fliissigkeitskulturen erscheinen die Bakterien als Stibchen, oder
infolge unvollkommener Teilung als lange Fiden, ohne Schleimbhiille.

Beziiglich der chemischen Art dieses Schleimes, berichtet BLUMER,
dass sich nach einer Untersuchung GrocG’s herausstellte, dass nach
Hydrolyse mit Saure reduzierende Kohlehydrate entstehen, wihrend im
Hydrolysat die Resorcin-Reaktion positiv ausfillt. Da die FEHLING'sche
Reaktion positiv, die MiLLon’sche Reaktion schwach positiv ausfillt,
erachtet er es sehr wahrscheinlich, dass die Kapselsubstanz aus Glyco-
proteiden besteht.

Groge stellt ausserdem fest, dass die Tibi-Girung im Rohrzucker-
Feigenmedium mit Siurebildung gepaart geht, wobei als Reaktionspro
dukte: Milchsiure, Essigsiure, Ameisensidure und Alkohol nachgewiesen
werden konnten. Nach einigen Tagen ist der Alkoholgehalt bereits
4 Vol. Proz.; er nimmt weiterhin noch zu und kann manchmal selbst
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7 Vol. Proz. betragen. Fiir eine gute Vermehrung der Korner scheint
das Vorhandensein von Feigen notwendig zu sein, wihrend eine synthe-
tische Nihrlosung fiir diesen Zweck ungeeignet ist.

Brumer schliesst sich teilweise den Erfahrungen und Betrachtungen
Lurz's an. Die von ihm isolierte Hefe ist ebenfalls eine Kahmhefe und
BLUMER ist geneigt anzunehmen, dass diese Hefe erst unter dem Einfluss
der symbiontischen Bakterien eine Girung verursacht 1),

Was die Baktetien betrifft, weist er darauf hin, dass die Schleimkapseln
in den Tibi-Kliimpchen sehr stark an die von WAarp beschriebenen
Scheiden von Bacterium vermiforme erinnern, welche von dem genannten
Forscher als eines der essentiellen Elemente der »»Ginger Beer Plant”
ausfiihrlich beschrieben wurde.

PorcHET (1934) gebiihrt die Ehre als Erste die essentiellen Organismen
isoliert und auf Nihrbdden als Reinkulturen geziichtet zu haben; sie
ging hierbei aus von Tibi-Kérnern, 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
(2—4) x (8—12) u. Auf Gips tritt Sporenbildung leicht auf, mit 4—8
Sporen in langgestreckten Zellen. Sie identifiziert diese Hefe als Sac-
charomyces pastorianus.

Bakterium: stibchenformig, (2—4) 4, Gram-positiv, unbeweglich,
ohne Sporen, auch in langen Ketten und Fiden vorkommend. Gelatine-
verfliissigung ist negativ; Impfung in Milch ergibt darin keinerlei Verin-
derungen, wihrend Stirke nicht angegriffen wird.

Bei der Reinkultur in Hefewasser -3 Glucose tritt sowohl aerob
als anaerob eine kriftige Siurebildung auf — Milchsiure und fliichtige
Saure — und ausserdem wird Alkohol gebildet. Die schliesslich erreichte
Aciditit 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 hierauf
diese Ansicht widerrufen. Er erwihnt in seinem Schreiben, dass es ihm bei Fort-
setzung seiner Untersuchungen nicht gelang, die anfinglich isolierte Hefeart wieder
aufzufinden. Dagegen fand er regelmissig eine Saccharomyces- Art,welche keine Kahm-
haut bildet und ohne Mitwirkung der Bakterien girfihig ist. BLUMER betrachtet jetzt
diese Art als den eigentlichen Hefekomponent der Tibi-Edrner.
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und NEUMANN in die Gattung: Plocamobacterium, im System von BERGEY
in die Gattung Lactobacillus einzureihen ist. Im allgemeinen umfassen
diese Genera also jene Bakterien, welche in der Literatur vielfach als
»lange Milchsiurebakterien” bekannt sind.

In einer 157, Rohrzuckerldsung findet eine Vermehrung der Klimp-
chen nicht allein bei Hinzufiigen von Feigen, sondern auch von Datteln
oder Bananen statt. Ein Weiterziichten der Kliimpchen in nicht sterilem
Saccharose-Feigenmedium ohne regelmissige Erneuerung, fithrt schliess-
lich zu einer Verunreinigung mit einer begleitenden Mikroflora, wovon
Kahmhefen und Essigbakterien die hauptsichlichsten Vertreter sind.

Die Synthese des Tibi-Konsortiums aus den beiden, als essentiell
erkannten, Komponenten gelang nicht.

Hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung der Grundsubstanz
der Tibi-Korner wird die Vermutung ausgesprochen, dass es sich hier
um ein Polysaccharid handelt und zwar entweder um ein Achroodextrin
oder ein komplexes Kohlehydrat, welches zu der Gruppe der Hemizellu-
losen gehort.

Beziiglich der Faktoren, welche die Synthese dieser Substanz bedingen,
dussert PorcHET die Meinung, dass die Mikroben, namentlich die Hefe,
dieses Polysaccharid aus Spuren Stirke bilden. Diese Auffassung erklirt
ihr die Tatsache, dass bereits beir Hinzufiigen einiger Feigen die Ver-
mehrung der Tibi-Kliimpchen sehr gut erfolgt. Das Parenchymgewebe
dieser Friichte enthilt nimlich eine kleine Menge Stirke.

Diese Vorstellung erscheint a priori sehr unwahrscheinlich, wenn man
die grossen Quantititen der gebildeten Tibi-Masse in Betracht zieht.

Das bisher Besprochene zusammenfassend, konnen wir folgern, dass
uns die Schweizer Mitteilungen das Nachstehende lehren:

1. Die Tibi-Kérner sind das Resultat einer Symbiose einer Hefe
und eines Bakteriums. .

2. Die essentielle Hefe ist eine girungserregende Saccharomyces-Art.

3. Das essentielle Bakterium ist ein stibchenférmiger, polymorpher,
Gram-positiver Organismus, der zur Gruppe der sogenannten heterofer-
mentativen Milchsiurebakterien gehért.

4. In Bezug auf die chemische Natur der festen Substanz des Tibi-
Konsortiums wurden auseinandergehende Vermutungen gedussert:
Glucoproteide, Achroodextrin oder Hemizellulose.



KAPITEL IL

ISOLIERUNG VON IM TIBI-ROHMATERIAL VORHANDENEN
MIKROORGANISMEN UND AUFFINDUNG DER DIESES
KONSORTIUM ZUSAMMENSETZENDEN SYMBIONTEN.

§ 1. AUSGANGSMATERIAL UND METHODE.

Als Material habe ich die, bereits in der Einleitung genannten Proben
von BLumer und PoRCHET verwendet; sie werden in der Folge mit BM
und PM bezeichnet.

Infolge des durch besondere Umstinde verzbgerten Empfanges
befand BM sich in nicht all zu gutem Zustand, roch sauer und erwies
sich bei einer niheren Untersuchung stark verunreinigt. Es ist nicht
verwunderlich, dass damit eine geringere Vitalitit des Produktes zusam-
menging.

Die spiter empfangene PM-Probe hingegen bestand aus frischen,
gesunden Kliimpchen.

Um nun hieraus die Organismen mittels der Plattenmethode zu isolieren,
folgte ich Porcuet's Methode, indem ich die Suspension von vorher gut
abgespiilten und in sterilem Wasser so viel wie méglich feingeriebenen
Kliimpchen auf verschiedene feste Nihrbsden abstrich.

Als solche gebrauchte ich an erster Stelle 109, Saccharose-Hefewasser-
Gelatine (in der Folge als Saccharosegelatine bezeichnet). Ich will mich
vorldufig nur auf die Beschreibung der Mikroorganismen beschrinken,
welche ich auf diesem Nihrboden zur Entwicklung bringen konnte.

Aus beiden Proben kamen sowohl Hefe- als auch Bakterienkolonien
zum Vorschein, welche ich gesondert besprechen werde.,

§ 2. DIE HEFEARTEN.

BM lieferte mir zwei verschiedene Typen von Hefekolonien.

Auf Saccharosegelatine war der eine Typus weisslich -gelb und zeigte
die Form eines abgestumpften Kegels, wihrend sich der andere durch
ein braun-rosiges, plattes, netzformig gefaltenes Plakat mit gewelltem
Rande auszeichnete.

Fiir weitere Besonderheiten der ersteren Hefeart verweise ich auf das
bei PM Mitgeteilte.
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Die letztgenannte platte Kolonieart gehérte einer Kahmhefe an, die
sich in Wiirze aerob in der Form einer matten, netzférmig gefalteten
Kahmhaut entwickelte. Auf Gips, Karotten oder Wiirzeagar fand eine
Sporenbildung statt und zwar in der Form von 2—4 halbkugel- oder
kugelférmigen Sporen pro Zelle.

Die Zellen waren oval und langgestreckt und konnten entweder einzeln
oder paarweise, aber auch in Ketten oder in Sprossverband auftreten.

Die Abmessungen schwankten zwischen (1.5—4) x (6—25) pu.

Auf Grund dieser Resultate schien eine Identifizierung dieser Hefeart
gerechtfertigt, stimmte sie doch mit der von LuTz aus »» T1bi"" isolierten
Hefe, der er den Namen Saccharomyces Radaisii gab, in morphologischer
Hinsicht véllig uberein ).

Jedoch bestand ein grundlegender Unterschied. Die von mir isolierte
Hefeart konnte, auch unter Verwendung der von LuTz hierzu angege-
benen Massregel, nimlich das Zerschiitteln der Kahmhaut um dadurch
die Hefezellen zu einem anaeroben Leben zu zwingen, keine Vergirung
des Zuckers hervorrufen.

Unter Benutzung der Monographie von STELLING-DEKKER (1931)
identifizierten wir schliesslich diese Hefe als: Pichia membranaefaciens
Hansen,

Ausstriche von Suspensionen von PM liessen, hinsichtlich der hefear-
tigen Organismen, zahlreiche Kolonien eines und desselben Typus auf-
treten. In jungem Zustand waren diese Kolonien weisslich-gelb, matt und
von der Form eines abgestumpften Kegels; sie stimmten vollig mit dem
schon erwihnten, aus der BM-Probe erhaltenen Typus iiberein. Nach 2—3
Wochen zeigten die iltere Kolonien oft am ganzen Aussenrande platte,
dick und grobgefaltete Auswiichse, wihrend im Zentrum die urspriing-
liche kegelférmige Spitze erhalten blieb.

Auf Gelatinebdden ist die halbkugelige oder abgestumpfte Kegelform
eine gewdhnliche Erscheinung, Diese Form erwies sich von Gehalt
und der thermischen Vorbehandlung der Gelatine, sowie von der Ziich-
tungstemperatur direkt abhingig.

In diesem Zusammenhang verweise ich auf die Normal-, Bolzen- und
Zapfenform von Hefekolonien auf Gelatine, wie sie SCHACHNER be-
schrieb (1929).

Auf Wiirzeagar waren die Kolonien linsenférmig, glatt-glinzend und
kreisrund, aus ovalen und langgestreckten Zellen zusammengesetzt,

') Spiter hat GUILLIERMOND diesen Namen in Pichia Radaisii gedndert.
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welche im mikroskopischen Priiparate einzeln oder paarweise vorkamen,

Die Abmessungen schwankten zwischen (3—5.5) % (8—25) u. Auch
die Kulturen in Wiirze 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 allgemeinen
waren es 1—4 kugelrunde Sporen pro Ascus, wihrend in langgestreckten
Zellen manchmal auch 5—6 Stiick beobachtet werden konnten. Nie
konnte ich — wie PORCHET angibt — die Anwesenheit von 8 Sporen
feststellen,

Zuckervergirung.

Dextrose, Laevulose, Mannose . , . . . e ST, DS

Saccharose.......................4—

Galactose.......................Jr

Lactose...................,....—

Raffinose. . . . . . . . .., .. = =il

Nach STELLING-DEKKER wurde diese Hefe als Saccharomyces inter-
medius Hansen; synon. Saccharomyces pastorianus 1T Hansen identifiziert,

Es besteht aller Anlass diese Hefe mit der bereits von PORCHET aus
Tibi-Kérner isolierten und von ihr Saccharomyces pastorianus genannten
Art zu identifizieren,

Sowohl das regelmissige Vorkommen dieser Hefe in allen untersuchten
Tibi-Proben (vergl. auch die Fussnote auf Seite 19) als auch ihr kriftiges
Garvermogen zwingt uns diese Hefe als den essentiellen Hefesymbiont
des Tibi-Konsortiums zu betrachten. Fiir die nihere Beweisfiihrung
verweisen wir auf Kapitel IV.

Wir miissen hingegen die sowohl von BLUMER als auch von mir aus BM
isolierte Kahmhefe als zufillige Verunreinigung auffassen.

§ 3. DIE AUS DEN TIBI-PROBEN ISOLIERTEN BAKTERIENARTEN.

Der bereits frither erwihnte Qualititsunterschied der beiden Proben
kam auch hinsichtlich der aufgefundenen Bakterien stark zum Ausdruck.
Die Zahl der untereinander abweichenden Kolonietypen war in beiden
Fillen sehr verschieden.

BM. Die Saccharosegelatineplatten zeigten nach 5—6 Tagen bei 22° C
nebst den Kolonien der bereits erwihnten zwei Hefearten zahlreiche
Bakterienkolonien. Teils waren dies kleine, trockene Rosetten (weisslich-
gelbe, gelblich und rosafarbige Kolonien mit oder ohne feiner radiirer
Streifung), teils waren es diinnschleimige, helle, spiter sich braun ver-
firbende Tropfchen.
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Diese verschiedenen Typen wurden Stiick fiir Stiick auf Glucose-
Hefewasser-Agar-Kreide in Reinkultur gebracht und entpuppten sich
als Anhiufungen von Gram-negativen, dicken, kurzen, abgerundeten
Stibchen, welche kriftig Siure produzierten und oft eine Eigenbewegung
zeigten, ;

Die Vermutung, dass wir es hier mit verschiedenen Arten aus der
Gattung Acetobacter zu tun hatten, wurde durch die nihere Untersuchung
bald bestitigt.

Das im Laboratorium fiir Mikrobiologie gebriuchliche System von
FrATEUR, welches eine Einteilung der Gattung Acetobacter gemiss der
stirkeren oder schwicheren Oxydationsintensitit in drei Gruppen
bringt: oxydans-mesoxydans-suboxydans, gestattete eine Trennung der
isolierten Stimme in drei verschiedene Spezies. Jede dieser Arten ver-
gegenwirtigte dabei eine der oben erwihnten Gruppen. Keiner dieser
Typen bildete in Bier ausgesprochene Hiute, wihrend in HOYER'S mine-
ralem Medium keine Entwicklung auftrat.

Diejenige Art, welehe den Nihrboden mit Kreide braun firbte, ein
Reprisentant der Suboxydansgruppe, konnte als Acetobacter melano-
genum erkannt werden. Der Reprisentant der Oxydansgruppe war wahr-
scheinlich Acetobacter rancens.

Diese Erfahrungen liessen uns nicht mehr an der Natur des von Lutz
beschriebenen Gram-negativen,‘bewegh'chen Organismus zweifeln: es
handelte sich gewiss um ein Essigbakterium.

Im Zusammenhang hiermit verweise ich auf die’ Bemerkung PorcHET'S,
die ebenfalls auf die Moglichkeit einer Verunreinigung der Tibi-
Korner mit Acetobacter spec. hinweist.

In dem Chaos der beschriebenen Kolonien auf den Saccharosegelatine-
platten fielen einige Kolonien durch ihre besondere Form als empor-
ragende, gelatinése Kliimpchen ganz besonders auf. Bei der nachfolgen-
den Besprechung der Resultate, die ich mit PM erhielt, werde ich auf
diese Kolonien eingehend zuriickkommen.

PM. Saccharosegelatineplatten, welche mit einer Suspension der Tibi-
Klimpchen bestrichen waren, boten nach 5—6 Tagen bei 22° C ein ganz
anderes Bild. Neben dem einen kegelfsrmigen Hefetypus, waren zahl-
reiche, kreisrunde, platte bis leichtkonkave mattglasige Scheiben, deren
Dicke zwischen 1—1.5 mm schwankte und deren Durchmesser bis 5 mm
betrug, zur Entwicklung gekommen. (Abb. 1 und Z)

Sie bestanden aus einer festen, etwas elastischen gelatinésen Sub-
stanz, welche vollig mit der der Tibi-Kliimpchen iibereinstimmte, nur



Abb, 1:

Hefewasser - 127, Gelatine - 10", Saccharoseplatte, auf welche die Suspension
eines frischen und aktiven Tibi-Kliimpchens abgestrichen ist,

Es sind die Kolonien von drei verschiedenen Organismen zu beobachten, siehe weiter
Abb. 2. Auf L %/, der Originalgrésse.

Abb. 2:

Eine dhnliche Platte wie in Abb. 1; -~ Originalgrisse.

Die drei verschiedenen Kolonietypen sind:

1. Die scheibenformigen, gelatindsen Kolonien des Tibi-Bakteriums.

2. Die linsenférmigen, weichschleimigen Kolonien von Befacoccus arabinosaceus.
3. Die weissen, kegelférmigen Kolonien von Saccharomyces intermedius.

Abb. 3:

Hefewasser - 129, Gelatine ~ 10%, Saccharoseplatte mit klimpchenformigen, gela-
tindsen Kolonien des Tibi-Bakteriums. Auf halbe Originalgrésse,
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beim Zerdriicken zwischen den Fingern etwas weniger fest und solide
schien. Die mikroskopische Untersuchung lehrte, dass diese Masse aus
einem Konglomerat von volumindsen Kapseln, in welchen stibchen-
formige Bakterien eingebettet waren, bestand.

Neben diesen soeben beschriebenen, von den Kulturplatten leicht
abnehmbaren Scheibchen, kam hier und da eine kugel- bis linsenformige,
triibe Tropfenkolonie von einer weichen, butterartigen Beschaffenheit
vor. (Abb. 1 und 2).

Dieses halbfliissige, schleimige Material zeigte im mikroskopischen
Bild nackte Kokken, die zu Paaren oder in Ketten zusammenlagen. Ab
und zu wurden in einem Gesichtsfeld Gruppen ovaler oder auch runder,
dickwandiger Kapseln, in welchen sich Diplokokken befanden, vorge-
funden. Schon bei schwacher Vergrésserung waren diese Kapselkliimp-
chen aufzufinden.

Aus verschiedenen triftigen Griinden bestand kein Zweifel, dass wir
es hier mit dem so bekannten Leuconostoc mesenterioides zu tun hatten.
Nach der heutigen, von ORLA-JENSEN entworfenen Systematik der
Milchsdurebakterien erhilt diese Bakterienart den Namen Betacoccus
arabinosaceus.

Wenn wir die Resultate aus den Plattenkulturen der, die Tibi-Korner
zusammensetzenden, Organismen niher betrachten, dann ist man geneigt
in Ubereinstimmung mit den Mitteilungen von BLUMER und PORCHET zu
schliessen, dass die Tibi-Kérner zu betrachten sind als das Produkt
einer Symbiose zwischen einer Hefe und einem Stibchenbakterium.

Aus beiden Proben konnte doch eine girungerzeugende Saccharomyces
isoliert werden, welche mit der von PorcHET beschriebenen Art befriedi-
gend iibereinstimmt.

Es besteht auch wohl kaum ein Zweifel, dass die mikroskopisch in den
Tibi-Kliimpchen aufgefundenen stibchenférmigen Bakterien in den oben
beschriebenen gelatinésen, scheibenférmigen Kolonien zuriickzufinden
sind. In dieser Hinsicht kann darauf hingewiesen werden, dass eine
mikroskopische Untersuchung lehrte, dass diese Kolonien ebenfalls aus
stark eingekapselten stibchenférmigen Individuen bestehen.

Zu Gunsten der Identitdt dieser Bakterienart mit dem stibchenfor-
migen Tibi-Symbiont spricht weiterhin, dass sie der einzige stibchen-
formige Organismus war, der bei der Analyse von PM auf den Platten
zur Entwicklung kam.

Auch beim Abstreichen von BM wurden diese Kolonien erhalten,
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obwohl sich daneben tiberwiegend Kolonien der anderen, schon erwihnten
stibchenférmigen Bakterien entwickelten.

Mit Riicksicht auf das bereits Gesagte besteht aber aller Anlass, diese
als Essigbakterien identifizierten Arten als Verunreinigung des Konsor-
tiums zu betrachten. Eine eingehendere Beschreibung der Eigenschaften,
sowie eine Identifizierung des bisher vorldufig als Symbiont charakteri-
sierten stibchenformigen Bakteriums folgt im nichsten Kapitel.



KAPITEL III

EIGENSCHAFTEN DES STABCHENFORMIGEN TIBI-
BAKTERIUMS UND SEINE EINREIHUNG IN DAS SYSTEM.

§ 1. EIN GEMEINSCHAFTLICHES MERKMAL DES TIBI-BAKTERIUMS
UND BETACOCCUS ARABINOSACEUS.

Wie schon erwihnt, lehrten die vorliufigen Untersuchungen, dass
beim Ausstreichen feinzerriebener Tibi-Kliimpchen auf Platten, welche
an Stelle von Saccharose, Glucose enthielten, die im vorhergehenden
Kapitel beschriebenen Bakterienkolonien nicht auftraten. Dieser Umstand
liess uns vermuten, dass die Schleimbildung des stibchenférmigen Tibi-
Bakteriums ebenso an das Vorhandensein von Saccharose gebunden
sein wiirde, wie dies bereits lange fiir Betacoccus arabinosaceus (Leuco-
nostoc mesenterioides) bekannt ist.

Dies veranlasst uns an dieser Stelle einige Bemerkungen iiber letzt-
genannte Bakterienart einzufiigen.

Betacoccus arabinosaceus wurde im Jahre 1878 bereits von VAN TIEGHEM
unter dem Namen Leuconostoc mesenterioides beschrieben und spiter
unter anderen von BEJERINCK (1912, A) und von Swmir (1919) ausfiihrlich
untersucht,

Durch seine Faihigkeit froschlaichihnliche, schleimige Propfen zu
bilden und dadurch die Saftleitungen der Zuckerfabriken zu verstopfen,
kam dieser Organismus schon bald in iiblen Ruf. Diese Kalamitit ist die
direkte Folge der hervorragenden Eigenschaft des Bakteriums um aus
Saccharose grosse Quantitiiten eines schleimigen Wandstoffes — Dextran
— ZUu erzeugen.

Dieses Dextran erwies sich als ein rechtsdrehendes, nur aus Glucose-
molekiilen aufgebautes Polysaccharid. Es tritt die, hinsichtlich dieser
Zusammensetzung merkwiirdige Tatsache auf, dass wohl Saccharose,
nicht aber Glucose und Fructose und auch nicht ein iquimolekiilares
Gemisch dieser Zuckerarten, als Ausgangsstoff fiir die Dextransynthese
dienen konnen. Auch andere Zuckerarten kommen hierfiir nicht in
Betracht.

BEIJERINCK teilte mit, dass er den Organismus, den er Lactococcus
dextranicus nannte, beinahe immer mit Erfolg aus Gartenerde, Graben-
wasser oder Kanalschlamm anreichern konnte.
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Der Organismus, ein heterofermentatives Milchsaiirebakterium, in der
Form von Diplo- und Streptokokken, kommt in der froschlaichihnlichen
Substanz nur in sehr dick eingekapselter Form vor. Ziichtet man sie auf
Saccharosegelatinenihrboden, dann tritt &fters an Stelle dieses festen
Wachstums ein solches in weich-schleimigen Dextrankolonien auf. In
diesen Kolonien treten die nackten Kokken gegeniiber den wenigen
kleinen Kliimpchen gekapselter Individuen, stark in den Vordergrund.

SMIT wies nach, dass es sich hier um zwei Modifikationen einer und
derselben Bakterienart handelt, nimlich die gekapselte Leuconostoc-Form
und die nackte Form. Beide aber sind unstabil und gehen wieder teilweise
ineinander {iber.

Im Anschluss hiermit konnte vor einigen Jahren von Louwe-Koovmans
(1930) gezeigt werden, dass unter den dextranbildenden Streptokokken
zwei verschiedene Typen zu unterscheiden sind, von welchen der eine
ausschliesslich kapsellose Individuen erzeugt, wihrend der andere immer
das von SMIT beschriebene Gemisch von gekapselten und ungekapselten
Zellen bildet, OrLA-JENSEN (1919) brachte in seinem System der Milch-
sdurebakterien diese Dextranbildner in der Gattung Betacoccus unter.
Diese Gattung umfasst alle kokkenformigen, heterofermentativen Milch-
sdurebakterien, d.h. diejenigen kokkenformigen Wilchsiurebakterien,
welche aus Zuckerarten neben Milchsiure auch Kohlensiure, Essigsiure
und Alkohol, weiterhin aus Fructose Mannit erzeugen. Dabei sind sie
alle in Milch inaktiv. Die Verteilung in zwei Arten B. arabinosaceus und
B. bovis beruht hauptsichlich auf der Eigenschaft der Arabinosever-
girung der erstgenannten Art. :

Kruyver (1931) neigt zur Ansicht, dass alle dextranbildenden Strepto-
kokken zu der Art Betacoccus arabinosaceus gerechnet werden miissen.

Da es, wie bereits erwihnt wurde, nicht unwahrscheinlich schien, dass
sich das stibchenférmige Tibi-Bakterium hinsichtlich der Saccharose
ebenso spezifisch verhalten wiirde, wie dies fiir Betacoccus arabinosaceus
der Fall ist, wurde allererst der folgende Versuch angestellt.

Es wurde in sterilem Wasser eine der scheibenférmigen Kolonien der
Saccharosegelatineplatten sorgfaltig suspendiert. Aus dieser Suspension
wurden sowohl auf Saccharosegelatine, Glucosegelatine als auch auf
Glucoseagarplatten Ausstriche gemacht. Als wir die Platten nach 6 Tagen
Bebriitung bei 22° C untersuchten, lieferte die Wuchsform der Bakterien
auf den verschiedenen Medien einen volkommenen Beweis fiir das oben
gedusserte Vermtiten.

Auf Saccharosegelatine entstanden wiederum die gleichen scheiben-
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formigen Kolonien, wihrend auf der Glucosegelatine nur kleine, 1—1,5
mm grosse, trockene Kolonien von sehr unregelmaissiger Form auftraten.
Das mikroskopische Bild, welches uns ausschliesslich nackte Stibchen
zeigte, unterstiitzt den Schluss, dass auf Glucosegelatine Schleim- und
Kapselbildung vollkommen ausbleiben. Auch auf Glucoseagar trat
keinerlei Schleimbildung auf. Die Kolonien waren hierauf etwas grésser
als auf Gelatine, platt-linsenférmig und schwach fettglinzend. Sie be-
sassen eine deutlich rauh-kornige Oberfliche und eine unregelmissige
Form.

Als experimentum crucis wurde von diesem Bakterienmaterial etwas auf
eine kleine Probeplatte mit Saccharosegelatine gestrichen. Bereits nach
5 Stunden zeigten sich bei 22° C diinne Streifen einer zusammenhingen-
den gelatindsen Substanz, welche auf eine rege Schleimbildung aus
Saccharose hinwiesen.

In Hinblick auf das Ausbleiben einer Schleimbildung auf Medien, die
andere Zuckerarten enthalten, ist der Schluss berechtigt, dass das
von mir isolierte stibchenférmige Tibi-Bakterium mit Betacoccus arabi-
nosaceus die auffallende Eigenschaft gemein hat, nur aus Saccharose einen
schleimigen Wandstoff zu bilden.

Es wire hier nun angebracht zwecks Identifizierung des Bakteriums
eine sorgfiltige Beschreibung seiner morphologischen und physiologi-
schen Eigenschaften zu geben. Jedoch kam ich bald zur Uberzeugung,
dass das Bakterium ausserdem durch eine regelmissig auftretende Disso-
ziationserscheinung gekennzeichnet war. Obwohl dariiber erst im zweiten
Teil dieser Dissertation Niheres mitgeteilt wird, scheint doch hier schon
eine kurze Mitteilung vonnéoten.

§ 2. DIE BEI DEM TIBI-BAKTERIUM EINTRETENDE DISSOZIATION.

Es wurde die Entwicklung des stibchenférmigen Tibi-Bakteriums auf
Glucoseagar in schleimlosem Zustande zur Erreichung einer Reinkultur
beniitzt. Zu diesem Zwecke wurde in der gebriuchlichen Weise einige
Male hintereinander eine verdiinnte Suspension der vollkomimen frei-
liegenden Kolonien auf eine nichste Platte abgestrichen. Da das Wachs-
tum bei 22° C zu langsam verlduft, wurden die Platten bei 30° C bebriitet,
wodurch ich schon nach 3—4 Tagen iiber gut entwickelte Kolonien
verfiigte.

Trotz der Tatsache, dass von einigen aufeinanderfolgenden Platten
gut isolierte, rauhe Kolonien suspendiert und abgestrichen wurden, und
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eine Reinkultur bereits zu erwarten war, fiel neben dem rauhen Typus
regelmissig ein anderer Kolonietypus auf.

Ein Studium dieser Erscheinung in Plattenserien konnte bei aerober
Ziichtung auf die Dauer nicht stattfinden, da die Entwicklung von
Platte zu Platte zusehends abnahm und nach 5 bis 6 Passagen ginzlich
ausblieb. Diese Schwierigkeit konnte ich allerdings sofort beseitigen,
wenn ich das Bakterium vollkommen anaerob, oder zum mindesten in einer
Umgebung mit stark verminderter Sauerstoffspannung, ziichtete. Diese
Massregel wurde bei der Ziichtung bei 30° C auf Glucoseagarboden
weiterhin eingehalten.

Jedoch blieb die Erscheinung der Kolonieheterogenitit auch beim
anaeroben Ziichten in zahlreichen aufeinanderfolgenden Platten bestehen.
Auch hier war der vorherrschende Kolonietypus ,,rauh”, matt oder
trockenglinzend, unregelmissig am Aussenrande, linsenformig abge-
plattet und 1,5—3 mm im Durchmesser. Der andere, von der rauhen
Form sehr gut zu unterscheidende Typus war iusserst diinn und platt, an
seiner Oberfliche feingefaltet, bliulich durchscheinend und von unregel-
massigen Einschnitten an seinem Rande begrenzt.

Diese oft dusserst diinnen, plakatartigen Kolonien konnten eine be-
trichtliche Grésse erreichen, welche zwischen 3—10 mm schwankte.
In ihrer Mitte konnte ein graues, emporragendes, feuchtglinzendes,
glattes Zentrum fehlen oder vorhanden sein.

Beim Vorhandensein eines zentralen Knopfes konnte man den Typiis
wie folgt schildern: es ist eine kleine, glatte, gewdlbte Kolonie, welche
in eine sehr breite, diinne, feingefaltete Randzone. ausliuft. Diese kann
in manchen Fillen mehr oder weniger reduziert sein oder ginzlich fehlen.

Die Tatsache, dass diese zweite Form sehr hartnickig, sei es auch in
wechselndem Masse stets wieder auftrat, schloss die Vermutung auf eine
Verunreinigung véllig aus. Es zeigte sich die sehr auffallende Erscheinung,
dass bei Priifung jeder Kolonie auf ihr Schleimbildungsvermégen gerade
die rauhen Typen auf Saccharosegelatineplatten immer, dagegen die
grossen, sehr diinnen und kleinen glatten Typen niemals Streifen einer
schleimig gelatinésen Substanz bildeten.

Wie bei so vielen Bakterienarten, haben wir augenscheinlich auch hier
einen Fall von ,,Dissoziation” vor uns, wobei ein fortwihrendes Abspalten
einer Kolonievariante in diesem Falle merkwiirdigerweise gepaart geht,
mit einem vollkommenen Verlust der Eigenschaft: Schleim aus Saccharose
zut bilden.

Es zeigte sich diese Dissoziation nicht nur auf Glucoseagar, sondern
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auch auf allen anderen Niahrboéden. Wurden die Bakterien beispielsweise
auf Saccharosegelatine stindig weiter geziichtet, dann erhielt ich immer
Platten, welche neben den gelatinésen Scheibchen eine oft sehr wech-
selnde Zahl kleiner trockener Kolonien aufwiesen. Das Vorhandensein
von Saccharose beugt also keineswegs die Verinderungen vor.

Beziiglich der weiteren Beschreibung der Dissoziation und den daran
anzukniipfenden Betrachtungen verweise ich auf den zweiten Teil,

Die vorgenommene Trennung des behandelten Stoffes in zwei Teile
bringt mit sich, dass die in dem folgenden Paragraphen gegebene Be-
schreibung der Morphologie der Zellen des Tibi-Bakteriums unvoll-
kommen bleiben muss.

§ 3. ZELLMORPHOLOGIE DES TIBI-BAKTERIUMS.

Es kommen fiir eine mikroskopische Untersuchung in Frage: ein
frisches Tibi-Klitmpchen, eine scheibenférmige gelatinése Kolonie von
Saccharosegelatine, eine trockene ,,rauhe’” Kolonie auf Glucoseagar.

Das Tibi-Kliimpchen. Zerdriickt man ein kleines Kliimpchen in einer
gesittigten Nigrosinlosung unter dem Deckglas, dann erhilt man ein
sehr interessantes Bild von zahlreichen durcheinander geschlingelten,
schlanken, zylindrischen Kapseln, von welchen viele eine betrichtliche
Linge besitzen.

In den meisten Fillen kann man in den Enden der Kapseln ein Stiib-
chen beobachten, welches entweder eingebettet oder aber auch hervor-
stehend sein kann und deren Linge in den meisten Fillen zwischen
(2—4,5) p1, bei einer Dicke von (0,8—1) p, schwankt.

Gelatinose Scheibenkolonie. Auch hier stossen wir wieder auf Zusammen-
ballungen von meist rund-ovalen Kapseln, wobei wir manchmal auch
plumpe, dicke, gestreckte Formen antreffen. Die normalen Abmessungen
der Stibchen (2—6) x 1 u werden ab und zu von fadenférmigen Typen
iiberschritten.

Trockene, rauhe Kolonie. Priparate von 3—4 Tagen alten Kolonien
bestehen aus nackten, gerade bis leichtgebogenen Stibchen, hauptsichlich
einzeln aber auch in Diplo oder in kurzen Ketten erscheinend. Die fiir
diese rauhe Kolonie typischen Zellen besitzen eine Linge von (2—6) u
und eine mittlere Dicke von (0,8—1,3) .

Jedoch besteht eine deutliche Pleomorphie, da neben lingeren Indivi-
duen auch schleifenformige Fiden von 20, 30 bis 40 u selten fehlen;
andererseits finden wir kleine kokkenartige Elemente und Granula
von 0,5 ;2 Durchmesser und selbst kleinere, welche sowohl in freiem
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Zustand (besonders in alten Kulturen) als auch in den Zellen zu finden
sind.

Die im letzten Abschnitte gegebenen Dimensionen stimmen mit
denjenigen des von PorcHET isolierten Bakteriums iiberein. Es besteht
also hinreichender Grund das von mir isolierte Bakterium mit jenem von
PorcHET als Bakterien-Symbiont der Tibi-Kérner beschriebenen Orga-
nismus zu identifizieren.

§ 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 fiir die schleimbildenden,
sondern auch fiir alle anderen Varianten des Bakteriums gelten.

Sowohl die Ergebnisse PORCHET'S als auch die bereits festgestellte
Analogie des Tibi-Bakteriums in biochemischer Hinsicht mit Betacoccus
arabinosaceus, machte es vom Anfang an wahrscheinlich, dass auch das
Tibi-Bakterium zu den eigentlichen Milchsiurebakterien gehért. An
erster Stelle wurde festgestellt, dass das Bakterium Gram-positiv war,
Wasserstoffperoxyd nicht spaltete, also keine Katalase enthielt und
Gelatine auch auf die Dauer nicht verfliissigte, Unter keinerlei Bedin-
gungen konnte eine Sporenbildung nachgewiesen werden.

Hiernach versuchten wir festzustellen, ob das Bakterium wirklich
imstande war Zuckerarten unter Bildung von Milchsiure zu vergiren,
wobei allererst die Glucose auf ihre Tauglichkeit als Vergirungs-
substrat untersucht wurde. Da in dem bereits. geschilderten Gedanken-
gang zu erwarten war, dass das Bakterium an die Art der stickstoffhaltigen
Komponente des Nihrmediums grosse Anforderungen stellen wiirde,
wurde die Glucose vergirung in Hefeautolysat mit 2%, Glucose unter-
sucht,

Bei Versuchen einerseits in den gebriuchlichen Girungsgefisschen
nach EINHORN, andererseits in Girungsflischchen nach STrUYK, wurde
nun sowohl starke Siure- als auch Gasbildung tatsichlich festgestellt.

Das gebildete Gas wurde von Lauge vollkommen absorbiert und
bestand also ausschliesslich aus Kohlensiure. In geimpften Kontrol-
flaschchen mit Hefeautolysat, aber ohne Zucker, unterblieb die Gasbildung.

Da in der ausgegorenen Fliissigkeit sowohl Milchsiure als auch Essig-
sdure als Aethylalkohol vorgefunden wurde, ist der Schluss berechtigt,
dass das Tibi-Bakterium tatsichlich zur Gruppe der heterofermentativen
Milchsiurebakterien gehért.
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In T:Ibereinstimmung hiermit stellte sich heraus, dass sich das Bak-
terium hinsichtlich seiner Stickstoffernihrung ebenso verhilt wie die
anderen Vertreter der genannten Gruppe. Die Entwicklung in glucose-
haltigen Medien mit Ammoniumsalzen als einzige Stickstoffquelle war
nimlich sehr gering. Dagegen ergaben verschiedene zuckerhaltige Medien,
in welchen Eiweissabbauprodukte vorkamen, wie z.B. Hefewasser oder
Hefeautolysat mit Glucose, Tomatenextrakt oder Wiirze, stets eine sehr
gute Entwicklung,

Weiterhin war es fiir eine nihere Charakterisierung der Bakterienart
erwiinscht ihr Verhalten einer Reihe verschiedener Zuckerarten gegen-
iiber zu untersuchen.

Ich habe dabei die Methodik ELema’s (1927) gefolgt. Als Stickstoff-
quelle gebrauchte ich Hefeautolysat. Da diese Stickstoffernihrung am
besten den Anforderungen entspricht, ist in diesem Medium die Siure-
produktion optimal.

Autolysat und Zuckerlésung wurden getrennt sterilisiert; der Zucker-
gehalt der Nihrlésung betrug vor der Impfung 2°.

Nach vierwdchentlicher Bebriitung bei 25° C wurden 5 cm® Girungs-
tliissigkeit leicht aufgekocht um die geléste Kohlensitire zu vertreiben,
in ein Becherglas gegossen und mit ausgekochtem dest. Wasser auf 50 cm?®
angefiillt. Mit 0,1 N Lauge und Phenolphtalein als Indikator wurde
titriert.

Der totale Siuregehalt ist der Mittelwert aus einer Reihe von Bestim-
mungen und als cm® Normalsiure pro 100 cm® Nihrlésung berechnet.

Ein Vergleich unserer Resultate mit denjenigen eines anderen hetero-
fermentativen, stibchenférmigen Bakteriums schien uns wichtig, weshalb
wir in der nachfolgenden Tabelle I die von ELEMA fiir seinen Stamm
No 8 des Betabacterium breve mitgeteilten Zahlen mit aufnahmen.

Im Anschluss an diese Tabelle sei bemerkt, dass die in den Medien
mit verschiedenen Zuckerarten — mit einer Ausnahme — auftretende
Sdurebildung fiir alle untersuchten Varianten des Tibi-Bakteriums
qualitativ vollig und quantitativ praktisch gleich war. Die Ausnahme
wurde gebildet bei dem Medium, dem Saccharose als Girsubstrat hinzu-
gefiigt war. Hierin verursachten die schleimbildenden Varianten nur ein
Siuregrad von 5,0, wihrend die schleimlosen Varianten dieses Medium
viel stirker ansiuerten, bis 9,1.

Nach alledem was im § 1 bereits iiber die spezifische Schleimbildung
aus Saccharose mitgeteilt wurde, kann dieses Ergebnis nicht verwundern.
3
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TABELLE 1.

Sdurebildung in cm® Normalséure pro 100 cm® Kulturfliissigheit mit ver-
schiedenen Zuckerarten (Zuckeralkoholen und Glucosiden).

Substrate: Tibi-Bakterium SB;;’:;“;’ Effﬁf;
Glucose 9.5 9.9
Maltose 8.6 122
Dextrin — —
Stirke (lasl.) —_ —
Fructose 8.2 8.4
Inulin -— -
Saccharose 5.0(9.1) 4) 9.0
Galactose 9.6 8.4
Lactose 15 8.9
Mannose — —_
Arabinose 21.9 32.0
Mannit —_ -
Glycerin — —
Salicin 1.3 —
Kylose 215 nicht untersucht.

') Fir die Erklirung des zweiten Wertes vergleiche man den Text.

Es kann noch hinzugefiigt werden, dass nach Vergirung von Fructose
durch das Tibi-Bakterium eine reichliche Bildung von Mannit fest-
gestellt werden konnte,

In Ubeteinstimmung mit der in der Tabelle I mitgeteilten geringen
Siurebildung aus Lactose, erwies sich, dass beim Ziichten in Lackmus-
milch keine Koagulation der Milch und hochstens nur eine geringe
Farbeninderung auftrat,

§ 5. EINREIHUNG DES TIBI-BAKTERIUMS IN DAS SYSTEM.

Die gesamten in den beiden vorhergehenden Paragraphen mitgeteilten
Ergebnisse lassen keinen Zweifel mehr, dass das von mir isolierte Tibi-
Bakterium zu den stibchenférmigen, heterofermentativen Milchsiure-
bakterien gehort, welche in OrLaA-JENSEN'S System der Milchsiure-
bakterien (1919) in der Gattung Betabacterium vereinigt sind,

Es erhebt sich nun die Frage, inwieweit das Tibi-Bakterium, mit
einer der von diesem Forscher beschriebenen Arten identifiziert
werden kann,
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OrrA-JENSEN unterscheidet drei Arten: Betab. longum, Betab. breve
und Betab. caucasicum. Die letztgenannte Art kann von vornherein
ausser Betracht gelassen werden, da sie — als Symbiont des Kefir-
Konsortiums — gerade durch ihre Siurebildung in Milch und durch
thre darin auftretende Bildung von Miniaturkdrnchen ausgezeichnet ist. .

Beziiglich der beiden anderen Arten berichtet OrLA-JENSEN als wich-
tigste Unterschiede, dass die Stibchen von Betabac. longum viel grésser
sind, wihrend andererseits Betab. breve Arabinose und durchwegs auch
Xylose sehr kraftig vergirt und Betab. longum diese Zuckerarten, in jedem
Falle Arabinose, nicht angreift.

Unter diesen Gesichtspunkten betrachtet, kénnen wir also feststellen,
dass das symbiontische Bakterium des Tibi-Konsortiums gewiss sehr
nahe mit Betabacterium breve OrLA-JENSEN verwandt ist.

Ein Hindernis allerdings verbietet uns eine véllige Identifizierung
durchzufithren, da ORLA-JensEN ' ausdriicklich berichtet, dass keiner
seiner Stimme von Betab. breve durch eine so dusserst charakteristische
Schleimbildung aus Saccharose gekennzeichnet ist.

Trotzdem schien es mir erwiinscht, die im Laboratorium fiir Mikro-
biologie vorhandenen Stimme von Betab. breve in dieser Hinsicht zu
untersuchen.

Von der 6 vorhandenen Stimmen lieferten in der Tat 5 ein vollkommen
negatives Resultat. Nur einer der Stimme, welcher vor vielen Jahren
von ELEMA aus saurer Kartoffelpiilpe einer Groningschen Kartoffel-
stirkefabrik isoliert wurde, zeigte eine schwache, wenn auch unzwei-
deutige Schleimbildung.

Es scheint mir daher eine Abspaltung des Tibi-Bakteriums von Betab.
breve nétig und damit die Unterbringung dieses Organismus in eine neue
Art der Gattung Betabacterium.

Da es sich spiter zeigte, dass das Bakterium sich doch noch mit einer
schon frither beschriebenen Art identifizieren liess, unterlasse ich hier
einen Vorschlag fiir die Speziesbenennung; ich komme hierauf in Kapitel
V zuriick. Vorher will ich auf das Verhalten des Bakteriums im Tibi-
Konsortium eingehen.



KAPITEL 1V.

EINFLUSS DER KULTURBEDINGUNGEN AUF DIE KON-
SISTENZ DES BAKTERIENWANDSTOFFES UND DIE SYN-
THESE DES TIBI-KONSORTIUMS.

§ 1. EINLEITUNG.

Dass die in den vorhergehenden Kapiteln als essentielle Elemente des
Tibi-Konsortiums beschriebenen Organismen tatsichlich als solche
betrachtet werden konnen, sollte jetzt durch die Synthese des Konsor-
tiums aus diesen Mikrobenarten bewiesen werden.

Im Anfang versuchte ich dies dadurch zu erreichen, dass ich das
stibchenformige Bakterium und Saccharomyces intermedius gleichzeitig
oder nacheinander in Nihrmedien, wie Hefewasser- und Feigenwasser-
159, Saccharose, impfte. Das hierin geimpfte Bakterium machte die
Kulturfliissigkeit durch ihre Schleimbildung viskos.

Wiurde nun im Stadium der beginnenden Schleimbildung die Kultur
mit der Hefe geimpft, dann war das Resultat eine starke und schnelle
Steigerung der Viskositit des girenden Mediums. In dieser dicken,
breiartigen Fliissigkeit zeigte sich aber keineswegs eine Bildung von
Tibi-Kliimpchen. Nur einmal traten in einem Feigen-Saccharosemedium
sehr weiche Schleimflocken auf, welche beim Weiterkultivieren an
Grosse zunahmen und selbst die urspriingliche Grosse des Tibi-Produktes
annehmen konnten. Die Festigkeit dieser Flocken war aber sehr gering;
auch zeigten sie keinerlei ﬁbereinstimmung mit den echten, scharf
begrenzten Tibi-Kliimpchen, sodass ich von weiteren Versuchen in
dieser Richtung absah.

Diese negativen Resultate stehen also mit den gescheiterten Versuchen
PorcHET's um die Symbiose wieder herzustellen im Einklang.

Inzwischen erkannte ich, dass eine Reinkultur des Tibi-Bakteriums
je nach den Umstinden der Kulturbedingungen Wandstoff verschiedener
Festigkeit bilden konnte. Daher kam mir der Gedanke fiir die Synthese
das Bakterium in einer derartigen Form zu beniitzen, in welcher sein
Wandstoff fest und gel-artig ist. Anschliessend an diese Uberlegungen
war es erst geboten systematisch diejenige Faktoren ausfindig zu machen,
- welche die Festigkeit des Wandstoffes bestimmen.
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§ 2. DIE ABHANGIGKEIT DER KONSISTENZ DES BAK TERIENWAND-
STOFFES VON DEN KULTURBEDINGUNGEN.

a. Saccharosegelatineplatten.

Wenn man eine Suspension des Bakteriums auf 107, Saccharosegelatine
(129%,) abstreicht und die Platte bei 22° C kultivierr, dann kann man
Kolonien in Form von platten bis leichtkonkaven Scheibchen feststellen,
deren Substanz triibe und gelatinés ist. (Abb. 1 und 2, Seite 24).

Die 1—1.5 mm hohen Kolonien (Diameter 5 mm) und auch die Gelatine
um die Kolonien herum sind vollkommen trocken. Nach ungefihr
10 Tagen fillt auf, dass die Oberfliche dieser Scheibchen, die dann
oft schiisselférmig geworden sind, feucht ist. Schliesslich sind nach
zwei und mehr Wochen, alle Kolonien von einem vollig durchsich-
tigen, wasserdiinnen Fliissigkeitsmantel, der meist nicht drahtziehend
ist, umgeben.

Inzwischen hat sich die Kolonie oft schon in kleinere Bruchstiicke
zerteilt: die Festigkeit der Substanz ist meistens geringer wie vorher.
Als Erklirung dieser Erscheinung, deren Auftreten an ein bestimmtes
Alter der Kulturplatte (mindestens 10 Tage) gebunden ist, wurde erst
an eine Verfliissigung der Gelatine gedacht.

Die Tatsache, dass das Tibi-Bakterium nach monatelangem Ziichten
auf Glucosegelatine, diese nicht verfliissigt, machte diese Auffassung
doch sehr unwahrscheinlich. Ausserdem stellte sich heraus, dass man
nach Entfernung der Kolonien und der Fliissigkeit an deren Stellen keine
Anweisung fiir Gelatineverfliissigung hatte.

Allerdings ist oft an der Unterseite der Scheibchen ein kleiner, hervor-
stehender Knoten in den Nihrboden eingesenkt. Jedoch gibt die Grube,
die beim Abheben der Kolonie entsteht, keinen Anlass diese Erscheinung
einer Verfliissigung zuzuschreiben. Eher konnte man denken an eine
Auspressung von Wasser durch den Wandstoff oder durch die Gelatine.

Gegen diese Annahme spricht aber wiederum folgendes Experiment:
bringt man etwas véllig getrockneten, pulverisierten Wandstoff !) auf
Saccharosegelatine, dann quellt dieser Stoff unter Wasseraufnahme aus
der Gelatine zu einer glasigen, gel-artigen Masse, welche auch auf die
Dauer nicht feucht wird, sodass also vom Auftreten eines Fliissigkeits-
mantels durchaus nicht die Rede ist.

Diese Erscheinung ist also offenbar gebunden entweder an die noch

') Fir die Gewinnung dieses Wandstoffes sei auf Kapitel VIII verwiesen.
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wachsende Kolonie oder an die besondete Form, in welcher sich der
Wandstoff innerhalb der Kolonie befindet.

Nachdem lingere Zeit hindurch auf diesen 109, Saccharose-12Y9;
Gelatineplatten immer Kolonien in der Form von Scheibchen auftraten,
verinderte sich dieses Koloniebild plétzlich; die Kolonien wuchsen
nimlich zu unregelmissigen Kliimpchen aus. Viele unter ithnen glichen
in ihrer Form den Tibi-Kliimpchen. Andere wieder hatten die Form
gerader oder abgestumpfter Kegel, wihrend auch regelmissig einige
linsen- oder scheibenférmige Kolonien dazwischen waren, Im allge-
meinen waren diese Gel-Kliimpchen zum grossten Teil in die Gelatine
hineingewachsen.

Das plétzliche Auftreten dieser Kolonien mit abweichendem Habitus
veranlasste uns die Faktoren, welche diese Erscheinung bedingten,
aufzufinden. Da es hinsichtlich der Resultate ScHACHNER's (1929) sehr
wahrscheinlich war, dass die Konsistenz der Gelatinebéden fiir diese
Erscheinung von grossem Einfluss war, bereitete ich Nihrbdden mit
geringerem Gelatinegehalt.

Tatsichlich wurden nun auf Platten mit einem Gelatinegehalt von
9—109%, wieder ausschliesslich scheibenférmige Kolonien erhalten.
Spiter erschienen sie selbst wieder in einigen Plattenserien mit 127
Gelatine. Offenbar sind kleine Unterschiede in der thermischen Vorbe-
handlung der Gelatine fiit diese Variationen verantwortlich.

Erniedrigt man weiterhin den Gelatinegehalt der Béden bis 6Y;, dann
entwickeln sich am Rande abgerundete, 2.5 mm dicke Scheibchen, nicht
auf, sondern im Substrat, wobei die obere Seite der Kolonie und die
Gelatine in einer Fliche liegen.

Bei 39, Gelatine, welche bei 22° C fliissig ist, war das Bild wieder
anders, Hier wuchs das Bakterium in der Form von 1.5 cm grossen,
linsenférmigen, konvexen Kolonien, welche sich auf dem Boden der
Glasdosen befanden und von einer kohirenten, weichschleimigen Be-
schaffenheit waren.

Die sehr steife 18%, Gelatineplatte liess andererseits. ausschliesslich
unregelmissige, tief und fest in den Bdden versunkene Kliimpchen
entstehen.

In der Festigkeit der Substanz von Scheiben und Kliimpchen, welche
auf 109, 129, und 189, Gelatine zur Entwicklung kamen, bestand kein
erheblicher Unterschied; das Gel war ziemlich solid, kam aber dem der
frischen Tibi-Kliimpchen nicht gleich.

Beim Gelatinegehalt von 6%, wurde ein geringerer Festigkeitsgrad
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des Gels bemerkbar, wihrend bei 3% diese Materie auffallend weicher
und breiartig wurde.

Aus der bereits erwihnten Mitteilung SCHACHNER's iiber die Kolonie-
formen auf Gelatinebdden, ist zu entnehmen, dass fiir die Form der
Kolonien die Konsistenz des Gelatine-Gels von ausschlaggebender
Bedeutung ist. Diese Konsistenz wird sowohl durch den Gehalt als auch
durch die thermische Vorbehandlung der Gelatine und durch die Ziich-
tungstemperatur bestimmt. Da die Ziichtungstemperatur in unserem
Falle konstant auf 22° C war, konnte sie bei den soebengenannten ver-
gleichenden Versuchen keine Rolle spielen.

Wir sahen oben, dass auch fiir die Kolonieformen des Tibi-Bakteriums
diese Faktoren — Gelatinegehalt, und thermische Vorbehandlung — von
grossem Einfluss sind.

Die Konsistenz des Gelatine-Gels ist bei 6%, noch zu gering um die
Kolonien an der Oberfliche zu halten. Dass die Entwicklung nicht in
einer Kugel, sondern in einer Scheibe mit abgerundetem Rande erfolgt,
wird auf die Festigkeit der gelatinésen Wandsubstanz zuriickzufiihren
sein.

Bei den 109, und 129 Gelatinebdden kénnen die Faktoren wie die
Oberflichenspannung und Konsistenz der Gelatine und die Konsistenz
des Wandstoffes gerade so zusammenwirken, dass die zunehmenden Aus-
breitung der Kolonie auf dem Substrat und die weitere Vermehrung der
Koloniesubstanz mit einer gleichmissigen Erhohung durch den ,,vis a
tergo’ zusammengehen.

Das Resultat ist dann ein beinahe rundes Scheibchen. Wenn unter dem
Einfluss der Konsistenz und der Oberflichenspannung die horizontale
Ausbreitung verzdgert wird, findet das Wachstum zugleich in vertikaler
Richtung, sowohl nach oben als nach unten statt und eine kegel- oder
zapfenformige Kolonie resultiert. (Abb. 3, Seite 24),

b. Saccharoseagarplatten.

Impft man mit einer frischen, aktiven Bakterienkultur, dann ist in
allen Entwicklungsphasen der Kolonien der Bakterienwandstoff auf
Gelatinemedien durch einen Gel-Zustand gekennzeichnet. '

Die Agarmedien verhalten sich in dieser Hinsicht anfangs etwas anders.
Auf 10% Saccharose-29, Agarbéden wird die Anfangsperiode der
Kolonieentwicklung durch die Bildung eines durchsichtigen, diinnen,
etwas fadenziehenden Schleimes gekennzeichnet, Da sich die Oberfliche
des Agarbodens viel leichter befeuchten Jasst als die Gelatineoberfliche,
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breitet sich darauf die Kolonie besser aus, was wiederum zur Folge hat,
dass vor allem auf stark geimpften Stellen meist ein Zusammenfliessen
der einzelnen Kolonien eintritt (Bildung grosserer 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 fliissige Substanz
tritbe und viskdser wird. Schliesslich endet dies mit dem Ubergang
der Masse in ein weiches Gel und nur der dusserste Rand der Kolonie
bleibt durchsichtig und fliissig. Da im Anfang viel Wasser zur Verfiigung
steht, liegen wahrscheinlich die noch spirlichen, hydratierten Schleim-
teilchen zu weit auseinander um zusammenfliessen zu kénnen. Inzwischen
nimmt die Zahl dieser Teilchen fortwihrend zu und wird schliesslich so
gross, dass sie sich zu einem Gel aneinander schliessen.

c. Flissiges Medium: Hefewasser-Saccharose.

Wird eine Reinkultur des Tibi-Bakteriums in fliissigem, saccharose-
haltigem Medium geziichtet, dann hat man es in der Hand, ob auf dem
Boden des Kolbens ein Gel auftritt oder nicht.

Lisst man nimlich den Kolben oder die Kulturrshre nach der Impfung
ruhig stehen, dann ist die Entwicklung der Bakterien am Boden und in
den unteren Fliissigkeitsschichten am stirksten. Es fingt an mit einer
kolloidalen Triibung, der eine rasche Zunahme der Viskositit 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 Kulturfliissigheit ist
durchweg weniger solid, als die der scheiben-oder kliimpchenférmigen
Kolonien auf 129, -Gelatine. Die Fliissigkeit oberhalb des Gel-Sediments
wird nur missig viskos.

Schiittelt man aber tiglich vor und wihrend der Entwicklung die
Kulturgefisse gut durch, dann unterbleibt die Gel-Bildung und das
Medium wird in seiner Gesamtheit gleichmissig und sehr dick viskds.

Dieser Effekt ist ja sehr begreiflich, denn durch das Schiitteln ver-
hindert man, dass sich die Teilchen lokal stark anhiufen und ihr Abstand
so gering wird, dass sie zu einem Gel zusammenschliessen kénnen.

§ 3. SYNTHESE DES KONSORTIUMS AUS DEN REINKULTUREN DER
ISOLIERTEN HEFE UND DES TIBI-BAKTERIUMS,

Nachdem ich mich iiber die Maglichkeit die Bakterien mit festem,
gel-artigem Wandstoff zu erhalten in den soeben beschriebenen Ver-



Abb. 4:

Grobe, weich-gelatinse, hefefreie Stilcke eines Gel-Sediments von Betabacterium
vermiforme, welche fiir die Synthese des Konsortiums verwendet worden sind (Origi-
nalgrijsse).

Abb. 5:

Svnthetische, aus den Reinkulturen von Saccharomyces intermedius und Betabacterium
vermiforme erhaltene, mit dem Originalprodukt vollig gleichwertige, Tibi-Klimpchen
(Auf etwa !/, der Originalgrosse).



Abb. 6:

Ein Kolben mit 15-prozentiger Saccharoseldsung, an welche einige entzwei gerissene,
getrocknete Feigen zugefiigt sind. Die am Boden des Kolbens befindlichen und zum

Teil auch an der Oberfliche treibenden Tibi-Korner erregen eine kriftige Gérung.
Gleichzeitig vermehren sich die Korner.
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suchen orientiert hatte, entschloss ich mich meine Versuche zur Synthese
des Konsortiums wieder anfzunehmen.

Um als Ausgangsmaterial eine Reihe von gelatindsen Kernen zu
bekommen, zerteilte ich unter aseptischen Bedingungen eine 0,5 cm
dicke, zwar noch relativ weiche, Gel-Platte, die in Saccharose-Hefewasser-
Reinkultur gezfichtet war, in kleinere Stiicke (Abb. 4).

Diese wurden wieder in frisches Nihrmedium gebracht. Die Bakterien
wuchsen schnell und nach 24 Stunden hatten die Gel-Klumpen bereits
an Grosse zugenommen, wihrend das Medium einigermassen viskds
geworden war.

Ich fiigte nun einige cm?® einer konzentrierten Suspension von Saccha-
romyces intermedius hinzu, Gar bald stellte sich nun beim Heranwachsen
der plumpen Stiicke heraus, dass in den dusseren Schichten ein Hefe-
einschluss stattfand. Man konnte dies durch das Auftreten grauer Adern
und Flecken innerhalb der gelatindsen Masse bereits feststellen. Auch
diese hefehaltigen Klumpen wurden nun einige Male ohne weitere Hefe-
impfung in frisches Nihrmedium {ibertragen.

In verschiedenen dieser unregelmissigen, an grosse Tibi-Kérner
erinnernden Klumpen, welche an der Oberfliche der Nihrflissigkeit
trieben, fand bereits bald eine sehr rege Girung statt, wobei sich im
Innern Kohlensiureblasen bildeten. Nach 10 Tagen setzten wir die
Zichtung im Feigen-Saccharosemedium, in welchem sich bei regel-
missiger Erneuerung das Konsortium normal zu entwickeln pflegt,
fort.

Durch Spaltung, Auseinanderfallen und Wiederanwachsen erhielt ich
nach einigen Wochen einen Ertrag an Kliimpchen, die in allen Hinsich-
ten: Form, Grosse, Konsistenzfestigkeit und mikroskopischem Bild, dem
urspriinglichen, echten Tibi-Produkt entsprachen (Abb. 5). Auch die
Girungs- und Vermehrungskapazitit war normal. (Abb. 6). Wir sehen
hieraus, dass man nach Hinzufiigen von Hefe an ein verhiltnismassig
weiches Reinkultur-Gel und durch Ziichten bei mehrmaliger Wechs-
lung des Mediums, schliesslich ein Gel erhilt, das viel steifer und
hirter ist.

Die Festigkeitszunahme ging mit einem Schirferwerden des mikros-
kopischen Bildes der Kapseln Hand in Hand. In der Anfangsperiode der
Synthese bestand die noch weiche Materie aus meist kurzen, unscharf
begrenzten, schlangenférmigen Kapseln, welche beim vollwertigen
Produkt schirfer begrenzt, linger und schlinker von Form sind, Dass es
gelungen ist, das Konsortium aus Reinkulturen aufzubauen, liefert den
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endgiiltigen Beweis, dass die respektivisch in den Kapiteln IT und III
als Saccharomyces intermedius und als stibchenformiges Tibi-Bakterium
— Betabacterium spec. — beschriebenen Organismen in der Tat die
eigentlichen Komponenten des Tibi-Konsortiums sind.



KAPITEL V,

MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG DES TIBI-KONSOR-
TIUMS UND SEINE IDENTITAT MIT DER
»GINGER BEER PLANT".

§ 1. MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG DER TIBI-KLUMPCHEN.

Nachdem die im vorigen Kapitel beschriebene Synthese des Konsor-
tiums gelungen war, ging ich an ein mikroskopisches Studium der
Tibi-Kliimpchen heran.

Bereits im Kapitel III wurde dariiber einiges mitgeteilt; hier folgt
nun eine eingehendere Beschreibung. Schon Brumer berichtet in seiner
Verbdffentlichung, dass das Konsortium keine homogene mikroskopische
Struktur besitzt, sondern aus einer Zusammenballung geradener und ge-
bogener Schleimkapseln besteht. Zerdriickte ich unter einem Deck-
glischen ein frisches ‘Tibi-Kérnchen in Nigrosinlésung, dann sah ich
grossere und kleinere, scharf begrenzte Schollen, welche aus Bakterien-
wandstoff bestanden und in welchen sich Kniuel von langen, bizarr
gewundenen, schlangenférmigen Kapseln mit ovalen und langgestreckten
Hefezellen befanden.

Obwohl das Verfolgen der einzelnen Kapseln in diesen Kniueln
schwer war, zeigten die Kapseln doch eine sehr scharfe Begrenzung,
In vielen Fillen schienen die Wandstoffschollen ganz aus Kapselkniuel
aufgebaut zu sein. Bei hdherer oder niedriger mikroskopischer Einstellung
auf verschiedene Punkte der scheinbar homogenen Substanz, kann man
diese Kapseln hervorheben. Es bestehen aber auch Schollen, bei denen
auf keinerlei Weise Kapseln aufzufinden sind. Daraus ist zu schliessen,
dass ein Teil des Wandstoffes auch in amorphem Zustande vorhanden ist.

Soweit es mir mdglich war die Enden der Kapseln zu verfolgen, konnte
ich fast immer ein Stibchen beobachten, welches stets zentrisch oder
exzentrisch in den Kapselenden eingebettet war. Die Liangenachse dieses
Individuums konnte mit der Kapselachse zusammenfallen, aber auch im
rechten Winkel zu ihr stehen.

Es kommen aber auch Kapseln vor, deren Stibchen zur Hilfte oder
nahezu ganz aus ihr herausgetreten sind; auch bakterienlose Kapseln
kénnen vorkommen.
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Die Linge der Stibchen schwankte zwischen 2,5—5 u; nicht selten
war ein granulirer Zerfall festzustellen.

Es ist begreiflich, dass die beschriebenen Priparate sich fiir eine genaue
Erforschung der Form und Dimensionen der schlingelnden Kapseln
wenig eigneten.

Ein gliicklicher Umstand hat mich nun jedoch in die Lage gesetst
tiber die Gestalt der einzelnen Kapseln genauere Beobachtungen zu
machen. Es gelang mir nimlich einen Organismus aufzufinden, der den
Bakterienschleim aufzulésen imstande war. Zur Beschreibung dieses
sporenbildenden Bakteriums und der Art und Weise, wie ich es auf
das Tibi-Kliimpchen einwirken liess, verweise ich auf Kapitel IX.

Durch die lytische Wirkung des Bakteriums, fielen nun die harten
Kornchen bald auseinander. Obwohl hierbej der Wandstoff zum grossten
Teil abgebaut und aufgelést wurde, blieb doch stets ein feiner, grauer,
flockiger Niederschlag zuriick, der nach einer Konzentration durch
Abzentrifugieren aus einer grossen Menge von Bakterien, Bakterien-
sporen, Hefezellen und halbverdauten aber auch intakten Kapseln zu
bestehen schien. Die meisten aus dem Kniuelverband herausgelésten
Kapseln, zeigten sehr deutlich ihre bizarren Formen (Abb. 7, Seite 45).

Neben Kapseln, die noch so gut wie unberiihrt waren, kamen oft auch
Kapseln vor, die durch das lytische Agens einigermassen angefressen
waren, was sich zeigte in einem unscharfen Bilde des Kapselumrisses.
(Abb. 7, E).

Die Lingemasse der Kapseln variierten meistens zwischen 30 und
100 y¢, jedoch kénnen auch noch lingere, bis zu 175 s¢ vorkommen. Thre
Dicke schwankt meistens zwischen 2—5.5 /¢« Man findet nicht allein
rechte oder gekriimmte, einfache, sondern auch Zusammengesetzte
Formen.

Zu den verschiedenen, in Abb. 7 (A—E) wiedergegebenen und im
Konsortium ausgewachsenen Kapseln ist Folgendes zu bemerken. Die
schlangenformigen Kapseln entstehen, wie aus dem folgenden Kapitel
hervorgehen wird, durch ein bleibend einseitiges Wachstum aus ur-
spriinglich ovalen Formen. Durch dieses einseitige Wachstum schiebt
sich das Stibchen am Kapselende fortwihrend weiter.

Das Vorhandensein eines Stibchens an beiden Enden einer schlangen-
formigen Kapsel ist unzweifelhaft auf eine Zellteilung unmittelbar vor
dem Auswachsen der Kapsel zuriickzufiihren. Dabei werden beide Indi-
viduen in entgegengesetzter Richtung am Auswachsen der Kapsel be-
teiligt sein (Abb. 7, B: die mittelste Kapsel).
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Verschiedene Formen und Abmessungen freier Bakterienkapseln (von Betabacterium
vermiforme), welche nach bakterieller Hydrolyse von Tibi-Kornern in der Kultur-
flussigkeit vorgefunden sind.

Fiir weitere Erklirung siche Text,
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Auch konnen, wenn im Anfangsstadium des Kapselwachstums Zell-
teilungen stattgefunden haben, die Individuen beim Auswachsen Arme
bilden, welche in verschiedenen Richtungen verlaufen und eine gemein-
schaftliche Basis besitzen (Abb. 7, Gruppe C).

Anscheinend kann sich ein Stibchen auch (erst) teilen, nachdem es
bereits ein lingeres Trajekt zuriickgelegt hat; beim weiteren Auswachsen
der Kapsel verfolgen die beiden Individuen ihren eigenen Weg und
filhren somit zu einer Spaltung des urspriinglichen Kapselstammes
(Abb. 7, B und D). Ich konnte solche Spaltungen nicht allein von der
ersten Ordnung, sondern auch von der zweiten feststellen (Abb. 7, D).

Bei diesen Abinderungen findet man sowohl Fille, in denen sich das
Bakterium in der Lingsrichtung verschiebt, als auch solche in denen es
in Querrichtung weitergeschoben wird.

§ 2. IDENTITAT DES TIBI-KONSORTIUMS MIT DER ,GINGER
BEER PLANT".

Die Bemerkung BLUMER's iiber die grosse Ubereinstimmung der
Schleimscheiden des Tibi-Konsortiums mit denen der ,,Ginger Beer
Plant”, eines von WAaRD (1892) beschriebenen symbiotischen Produktes,
bracht mich dazu die sehr ausfiihrliche und wichtige Abhandlung dieses
englischen Forschers zu studieren.

Warp liefert in der genannten Arbeit den experimentellen Nachweis,
dass die ,,Ginger Beer Plant” ebenfalls ein Konsortium von einer Hefe
und einem Bakterium darstellt.

Was er iiber das Aussehen und den mikroskopischen Bau dieses Kon-
sortiums mitteilt, stimmt vollkommen fiberein mit dem Bild, das wir von
unserem Tibi-Kliimpchen erhalten.

Auch die gelatinése Substanz der ,,Ginger Beer Plant” scheint aus
Kniueln, wurstformig gekriimmten und sich windenden Schleimkapseln
zu bestehen, die von kurzen oder lingeren eventuell fadenférmigen
Stibchenbakterien gebildet werden. Die Kapseln kénnen an ihrem Ende
ein stibchenférmiges Bakterium enthalten, welches ganz oder teilweise
eingebettet ist, jedoch kommen auch bakterienlose Kapselenden vor.

Im Anschluss an die Beschreibungen und Abbildungen Warp's fiber
die Kapseln der ,,Ginger Beer Plant”, erhob sich bei uns bald die Ver-
mutung, dass der Bakteriensymbiont der ,,Ginger Beer Plant’’ mit jenem
des Tibi-Konsortiums identisch sein wiirde. Mit der, in der letzten
Hilfte des vergangenen Jahrhunderts in England sehr bekannten ,,Ginger
Beer Plant” kann durch Vergirung einer 10—20°, Rohrzuckerlésung
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mit Hinzufiigen eines Stiickes Ingwer, ein saures, alkoholhaltiges, mus-
sierendes Getrink erzeugt werden.

Aus allem, was wir in WARD'S Abhandlung iiber die Eigenschaften der
Symbionten lernen, geht hervor, dass die von ihm aus der »Ginger
Beer Plant” isolierte Hefe Saccharomyces piriformis mit ihrer leicht ein-
tretenden Sporenbildung eine sehr grosse Ubereinstimmung mit Saccharo-
myces intermedius aus dem Tibi-Konsortium aufweist.

Aus der weiteren Beschreibung iiber das essentielle Bakterium der
»Ginger Beer Plant” folgt, dass dieser Organismus pleomorph-stibchen-
formig und ausgesprochen anaerophil ist. In Medien mit Zuckerarten,
unter welchen WARD die Saccharose besonders hervorhebt ohne sie jedoch
als exklusiv brauchbar zu kennzeichnen, findet die Bildung eines Wand-
stoffes statt. Aus Zuckerarten wird ausser Milchsiure auch Kohlensiure,
tliichtige Siure und Alkohol gebildet (Vergl. Larar, 1905-1914).

Nach diesen Mitteilungen unterliegt es keinem Zweifel, dass auch
dieser Organismus zu den heterofermentativen Milchsiurebakterien
gehort.

Zusammenfassend, kommt man zum Schluss, dass sowohl die »»Ginger
Beer Plant” und das Tibi-Konsortium als auch die sie zusammenset-
zenden Organismen mit einander identisch sind. Da Warp fiir die stib-
chenférmigen Bakterien der ,,Ginger Beer Plant” den Namen Bacterium
vermiforme einfithrte, wollen wir auch fiir den Bakteriensymbiont des
Tibi-Konsortiums diese Speziesbenennung beibehalten,

Wir haben allerdings in Kapitel 111 auseinandergesetzt, dass es nach
dem heutigen Stand der Systematik der Milchsdurebakterien angebracht
ist, diese Organismen in der Gattung Betabacterium unterzubringen.
Darum wollen wir kiinftig den Bakteriensymbiont des Tibi-Konsortiums
als Betabacterium vermiforme nov. comb. bezeichnen; diese Bakterienart
ist, wie schon erwihnt, mit dem Betabacterium breve Orla-Jensen eng
verwandt,



KAPITEL VL

DIE KAPSELBILDUNG VON BETABACTERIUM
VERMIFORME IN REINKULTUR.

§ 1. MIKROSKOPISCHE BEOBACHTUNGEN BEZGGLICH DER ER-
SCHEINUNGSFORMEN DES BAKTERIUMS IN DER REINKULTUR.

Da die mikroskopische Untersuchung erwiesen hat, dass sich die
Bakterien im Konsortium als in schlangenférmig ausgewachsenen und
scharf begrenzten Kapseln ganz oder teilweise eingehiillte Stibchen
kennzeichnen, erhebt sich die Frage, ob diese Erscheinungsform fiir das
Symbioseprodukt spezifisch ist oder nicht.

Um dieses festzustellen habe ich die wichtigsten Erscheinungsformen
der Bakterien in Gegenwart von Saccharose im Kulturmedium in Rein-
kulturen mikroskopisch untersucht.

a. Die Erscheinungsform des Bakteriums im viskisen Teil einer Fliissig-
keitskultur.

Das mikroskopische Bild eines Tropfens viskéser Kulturfliissigkeit in
Nigrosinlésung zeigt einen unter dem Deckglischen meistens stromenden
Schleim, in welchem sich sehr viele nackte Stibchen und teilweise lange
Fiden befinden. Deutlich sichtbare Kapseln fehlen hierin ginzlich.

b. Die Erscheinungsform des Bakteriums in einem Gel-Sediment einer
Fliissigheitskultur.

Zerdriicken wir vorsichtig unter dem Deckglas ein Stiick weiches
Sediment in Nigrosinlésung, dann zeigen sich im Priparat grossere und
kleinere Flocken, ausserdem noch zusammenhingende Felder einer
grauen Substanz, die auf den ersten Blick einen ganz homogenen Ein-
druck macht.

Auf einigen diinneren Stellen gliickt es manchmal diese graue Substanz
in sehr dicke, grobe und lange Stringe zerfasert zu sehen, deren Verlauf
auf kiirzeren und lingeren Strecken hin zu verfolgen ist.

In der Regel verlieren sich diese Stringe wieder schnell in der Homo-
genitit des Gesichtsfeldes. Aus dieser Beobachtung kann man schliessen,
dass das Gel aus einer Anhiufung solcher Stringe besteht. Wahrschein-
lich ist es ihrer weichen Konsistenz zuzuschreiben, dass diese Striinge
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miteinander zu einer homogenen Substanz verkleben und ihr faseriger
Aufbau nur an jenen Stellen sichtbar wird, an welchen ein bestimmter
Druck eingewirkt hat.

Bei eingehenderer Betrachtung fillt es auf, dass in dieser homogen er-
scheinenden Grundsubstanz die Dichte der Masse um den Stibchen herum
oft etwas grésser ist als ihre nichste Umgebung; die Stibchen bilden dann
den Mittelpunkt eines dusserst unscharf begrenzten ,helleren” Fleckes.

Unzweifelhaft handelt es sich hier um noch kleine, ovale und kurz-
gedehnte Kapseln (Abb. 8).

Ungefihr das gleiche Bild finden wir im Gel, das von Saccharosea-
garmedien herriihrt.

c. Die Erscheinungsform des Bakteriums im scheibchen- und kliimpchen-
férmigen Gel von Kolonien auf Gelatineplatten.

Beim scheibenférmigen Gel, welches auf einer 6%, Gelatine-10%,
Saccharoseplatte gebildet wird, ist an diinnen Stellen in der grauen
Substanz eine verschwommene Abgrenzung ziemlich grosser, oval-
runder Kapseln zu unterscheiden, die viele Stibchen enthalten; sie
liegen in grossen Komplexen zusammen (Abb. 10).

An Orten, wo sie in mehreren Schichten aufeinander liegen, macht
das Gesichtsfeld einen vollstindig homogenen Eindruck und nur an der
Anhidufung der Individuen verrit sich das Vorhandensein von Kapseln.
Neben Formen, in welchen viele Bakterien eingeschlossen sind, zeigen
sich kleinere Kapseln mit einer geringeren Anzahl (1—5) Individuen.

Hier und da sieht man bei einzelnen Kapseln bereits Typen, welche
einen Anfang eines einseitigen Wachstums aufweisen, (kurz-ausgewach-
sene, plumpe Typen).

Ihre Umrisse sind hier sehr verschwommen. Die scheibenférmigen
Kolonien auf 10%;- und 129%,-Gelatine zeigen grundsitzlich den gleichen
Bau, jedoch ist das Kapselbild um vieles schirfer.

Da in den Priparaten aber immer die Materie, auch dort wo sie in diinnen
Schichten vorhanden ist, homogen erscheint, miissen wir damit rechnen,
dass hier ebenso wie im Konsortium eine homogene, undifferenzierte
Substanz vorhanden ist.

In vielen Fillen kennzeichneten sich die Scheibchen durch Komplexe
ausschliesslich grosser, rund-ovaler und viele Stibchen fithrender Kapseln
(Abb. 10).

Auch kleinere ovale und einseitig ausgewachsene, kurz-schlangenférmige

Typen konnen vorkommen.
4 :
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Bei klimpchenfirmigen Kolonien von 129%;- und 18% -Gelatine kom-
men ausschliesslich diese letztgenannten Kapseltypen vor. Einige der
Entwicklungsstadien, welche nebeneinander angetroffen werden, sind
in den Abb., 11 und 12 wiedergegeben.

Bei der Mannigfaltigkeit der Kapselformen (mehr oder weniger runden
bis ovalen, kurz-schlangenformigen- und Ubergangstypen) bekommt man
den Eindruck, dass die mehr gestreckten, kurz-schlangenférmigen
Kapseln durch einseitiges Wachstum der ovalen Formen, innerhalb
welcher sich oft nur ein, meist aber nicht mehr als 4—5 Individuen be-
finden, entstehen.

Aus alledem ersieht man, dass Betabacterium vermiforme auch in
der Reinkultur seinen Wandstoff in Form von Kapseln abscheidet. Aller-
dings aber stimmen alle diese verschiedenen Kapselformen nicht mit
den langgestreckten und schlanken Typen des Konsortiums iiberein.

Die im Reinkultur-Gel vorkommenden plumpen, gestreckten Formen
mit ihren Stibchen am Ende kiénnen héchstens als Anbahnungen der
ausgesprochenen ,,Schlangenformen’ angemerkt werden.

Mit Hinsicht auf die genannten mikroskopischen Beobachtungen muss
man schliessen, dass die ausgesprochen schlangenférmigen Kapseln eine
spezifische Erscheinungsform des Bakterienwandstoffes des symbiotischen
Produktes sind.

Auch in einem anderen Punkt weicht die Kapselform des in Reinkultur
geziichteten Gels von der des Konsortiums ab; im Reinkultur-Gel sind
die Kapseln nimlich viel weniger schatf 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 Schirfe des mikroskopischen Bildes und der Form der Kapseln
zwischen in Reinkultur geziichteten und aus dem Konsortium stammen-
den Kapseln wirklich ein Symptom ist einer gegenseitigen Beeinflussung
beider Symbionten.

Da aus Kapitel IV hervorging, dass wihrend des Ziichtens zur Erlan-
gung der Synthese des Konsortiums der Wandstoff langsamerhand die
fiir das Konsortium kennzeichnende Festigkeit erreicht, war es denkbar,
dass unter iibereinstimmenden Kulturbedingungen, nimlich beim
Weiterziichten unter regelmissiger Erneuerung des Mediums auch das
Reinkultur-Gel den gleichen Festigkeitsgrad erhalten wiirde.

Uber die diesbeziiglichen Versuche wird im nichsten Paragraphen
berichtet.
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Kapselformen von Betabacterium vermiforme in Reinkultur,

Abb. 8: Sehr unscharf begrenzte Kapseln im weichen Gel-Sediment einer 5—6 Tage
alten Fliissigkeitskultur.

Abb. 9: Kapseln in weiter kultiviertem Gel-Sediment (in hefefreien Kirnern).

Abb. 10—11—12: Kapseln in gelatindsen Kolonien von Hefewasser-10 %, Saccha-
rose-Gelatineplatten, Nur fir Abb. 10 ist das Zeichenprisma verwendet.
Fiir weitere Erklirung siehe Text.
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§ 2. DIE BEREITUNG HEFEFREIER KORNER UND DEREN EIGEN-
SCHAFTEN.

Das in Hefewasser-15%, Saccharose weitergeziichtete Reinkultur-Gel,
zu welchem eine scheibenformige Kolonie als Impfmaterial diente, lieferte
nach mehrmaligem Nihrmediumwechsel eine betrichtliche Menge hefe-
freier Korner.

Unter diesen Bedingungen beschrinkte das Wachstum sich haupt-
siachlich auf die Volumvergrésserung des urspriinglichen Scheibchens;
dieses wuchs zu einem derben, unregelmissigen Kliimpchen an und
war an seiner Oberfliche mit Furchen und Spalten bedeckt. Beim Be-
riihren fiel es in mehrere Stiicke auseinander.

Jedoch erreichte die Konsistenz dieser Klimpchen noch nicht anni-
hernd die des Konsortiums.

Mit diesem Material setzte ich nun einige Male hintereinander die
Kultur fort und erhielt schliesslich nach einer Passage von 5 Kolben
eine grossere Anzahl von Kliimpchen, die in ihrem Aussehen viel Uberein-
stimmung mit dem natiirlichen Tibi-Material zeigten. Auch in diesem
Falle fand eine Vermehrung, und zwar durch Spalten conchoidaler
Flichen entlang, statt, wihrend kleine Gasblasen ebenfalls nicht fehlten.
Auch nach 8-maliger Erneuerung des Nihrmediums trat keine Abnahme
der Vermehrungsfihigkeit dieser hefefreien Korner auf.

Obwolh im Vergleich zum Impfmaterial die Festigkeit tatsichlich
grosser 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 iiber den Mechanismus dieser
Beeinflussung eine nihere Vorstellung machen -kénnen.

In erster Linie ist an zwei mogliche Faktoren zu denken: das Vorhan-
densein der Hefe im Konsortium fithrt sowohl zu einer stark erhéhten
Produktion von Kohlensiure, als auch zu einer betrichtlichen Alkohol-
zunahme des die Bakterien umringenden Nihrmediums. Es war also
denkbar, dass entweder eine héhere Kohlensiurekonzentration oder eine
hohere Alkoholkonzentration die Festigkeit des Bakterienwandstoffes
giinstig beeinflussen wiirde.

Allererst habe ich daher die Kérner in normalem Nihrmedium,
aber in einer Kohlensﬁureatmosphﬁre, geziichtet. Obwohl unter diesen
Bedingungen die Kérner sich rascher vermehrten und ihre Form unregel-
massiger wurde, zeigte sich doch keine merkbare Verbesserung der
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Konsistenz. Auch Ziichten der Koérner in einem Nihrmedium, dem
3—49%, Alkohol hinzugefiigt war, verinderte ihre Festigkeit nicht,
Immerhin scheint es nicht ausgeschlossen, dass die im Innern sich be-
findenden Hefezellen eine &rtlich hohere 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 das
Konsortium.

Es schien nun von Bedeutung festzustellen, inwieweit diese Differenz
sich auch in der mikroskopischen Struktur der betreffenden Gele abspie-
geln wiirde.

Eine mikroskopische Untersuchung des Gels, sowie es nach drei-
maligem Nihrmediumwechsel gebildet war, zeigte, dass nun im Gel
neben den ovalen Kapseln eine Menge stark in die Linge gewachsene,
grobe, schlangenférmige Typen vorkamen, welche ein oder mehrere
Stibchen enthielten.

Als wir diese Kulturen fortsetzten (nach 6 Passagen), konnten wir
sowohl Kniuel kurzer als auch langgestreckter, schlangenférmiger Kap-
seln feststellen, welche aus ,,hellerem”, nicht scharf aber doch gut sichtbar
begrenztem Wandstoff bestanden. Abgesehen von dieser noch unvoll-
kommenen Begrenzung stimmte das mikroskopische Bild jetzt in erfreu-
licher Weise mit dem des Konsortiums iiberein. i

Die Kapseln hatten alle moglichen Formen; sie waren gerade, gekriimmt,
mit kurzen Verzweigungen usw. (Abb. 9, Seite 51).

In dem einen der Kapselenden lagen ganz oder teilweise ein oder
mehrere Individuen eingebettet. An jenen Kapseln, deren Anfang und
Ende aufzufinden war, zeigte sich der Anfang (Basis) oft als kolbenférmig,
oval oder abgerundet.

Auch konnten zwei Kapseln eine gemeinschaftliche Basis haben,

Neben langen Typen, in denen die Lingenachse des eingebetteten
Stibchens mit der der Kapsel zusammenfillt, findet man auch plumpe,
breite Formen mit quer zur Kapselachse eingebetteten Individuen. In
den Kniueln finden wir neben Kapseln in verschiedenen Stadien des
Auswachsens auch solche, die sich erst zu strecken anfangen. Die ,,schlan-
genformigen” Kapseltypen mit ihrem einseitigen Wachstum entstehen
durch eine fortwihrende Synthese von Wandstoff durch das terminal
liegende Stiibchen, welches sich dabei in die Richtung seiner Achse oder
auch quer zu ihr aufschiebt. Zwischen und um den Kapseln herum
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bleibt eine homogene Substanz sichtbar. Es ist nicht ausgeschlossen, dass
auch diese anwichst,

Aus dem Obenstehenden ist also der Schluss zu ziehen, dass die mikros-
kopische Struktur des gel-artigen Wandstoffes im shefefreien Tibi-
Kliimpchen” von dem Bakterienwandstoff des Konsortiums im Grossen
und Ganzen nicht wesentlich abweicht. Allerdings sind die typischen
»schlangentérmigen’ Kapseln im erstgenannten Falle etwas grober und
weniger lang, wihrend auch ihre Begrenzung weniger scharf ist. Es ist
anzunehmen, dass diese Abweichungen verantwortlich sind fiir den be-
reits mitgeteilten Unterschied in der Konsistenz des Reinkultur-Gels
einerseits und des Gels im Konsortium andererseits.

§ 3. MIKROSKOPISCHE BEOBACHTUNGEN TUBER "DIE ART DER
KAPSELENTWICKLUNG.

Im Anschluss an die Beobachtung, dass beim Weiterkultivieren des
Reinkultur-Gels in Nihrmedien sehr rasch die typisch ,,schlangen-
formige” Kapselform auftritt und schliesslich zu dominieren scheint,
versuchte ich in Tropfenkulturen mikroskopisch das Wachstum dieser
Kapseln zu verfolgen.

Mitbestimmend fiir diese Beobachtungen waren die diesbeziiglichen
Resultate Warn's.

Nach zahlreichen Fehlschligen gliickte es diesem Forscher schliess-
lich, die schlangenférmigen Kapseln der »Ginger Beer Plant"” in Tropfen-
kulturen wachsen zu sehen. Bei diesem Prozess von Kapselverlangerung
zeigte sich, dass sich das terminal liegende Stibchen recht voraus oder
seitwirts verschob und gleichzeitig in seiner Spur neues Kapselmaterial
bildete. In diesem Falle konnte das Stibchen ginzlich oder nur teilweise
eingebettet sein. A

WARD beobachtete ausserdem Stibchen, welche aus ihren Kapseln
ganzlich heraustraten, Diese Erscheinung sollte nach ihm mit dem
Sauerstoff der Luft im Zusammenhang stehen. Beim Ubertragen
eines eingekapselten Individuums aus einer stark girenden Nihrlosung
von PASTEUR') in eine Tropfenkultur desselben Nihrmediums, fand
Warp, dass sich das Stibchen sogleich aus seiner Kapsel befreite. Eine
Reihe von Beobachtungen lehrte weiter, dass bei der gleichzeitigen

') Die von WARD verwendete Nahrlgsung von PASTEUR ist ein synthetisches Medium
mit: 15 %, Saccharose, 1%, Ammoniumtartrat, 0,02 9, KH,PO,, 0,002 %, MgSO,,
0,002 9, Cay(PO,),, welchem etwas Ingwer zugefiigt wurde.
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Anwesenheit von Hefezellen in der Tropfenkultur bald um das ausge-
krochene Stibchen wieder eine Kapsel entstand.

WAaARD schreibt dies dem schnellen Verbrauch des Sauerstoffes durch
die Hefezellen zu und verweist in diesem Zusammenhang auf eine dhnliche
Erscheinung bei der Entwicklung der ,,Ginger Beer Plant’’. Diese
Entwicklung bleibt in der Nihrlésung von PasTeur (in Kolben und
Flaschen), solange noch freler Sauerstoff im Medium ist, aus. Es tritt
nimlich zuerst eine Girung auf und erst dann setzt die Entwicklung
der ,,Ginger Beer Plant™ ein.

Wie wir spiter sehen werden, miissen diese Erscheinungen jedoch
wahrscheinlich anders interpretiert werden.

Im Laufe meiner Beobachtungen iiber die Vermehrung der gekapselten
Bakterien habe ich der merkwiirdigen, von WaRrD mitgeteilten, Erschei-
nung des ganz oder teilweisen Austretens der Stibchen besondere Auf-
merksamkeit geschenkt. Es wurde hierzu im hangenden Tropfen einer
Nahrfliissigkeit folgender Zusammensetzung: Hefewasser, Hefeautolysat
mit 159, Saccharose, 2%, Gelatine und verdiinnte Nigrosinlésung, kulti-
viert. Als Ausgangsmaterial wurde eine sehr kleine Menge eines zer-
driickten, frischen Tibi-Kliimpchens oder des Reinkultur- Gels verwendet.
Trotz mehrerer Versuche konnte ich innerhalb der Zeit von 2—4 Tagen
nie ein Auswachsen der schlangenférmigen Kapseln beobachten, weder
beim Fehlen, noch beim Vorhandensein von Hefezellen.

Dagegen fand eine sehr reiche Wandstoffproduktion statt und zwar
unter dem Einfluss freier, nackter, im Priparat befindlicher Stibchen.
Infolge einer schnellen Vermehrung der Individuen fiillte sich das
Gesichtsfeld zusehends mit einer amorphen Schleimmasse, in welcher
keine Kapselformen sichtbar waren.

Da uns also die Tropfenkultur iiber die Vermehrung der gekapselten
Individuen nichts lehrte, begann ich mit mikroskopischen Beobachtungen
an Kulturen von Kapselmaterial auf kleinen Saccharosegelatineplatten.

Auch unter diesen Bedingungen zeigte der iibergrosse Teil der Kapseln
kein Wachstum. Einmal konnte ich jedoch bei einer Kapsel eine
geringe Verlingerung (2 u) und ebenfalls eine deutliche Verschiebung
des Stibchens in der Kapsel feststellen.

In der Abb. 13 (A) sieht man das gekriimmte Ende einer schlangen-
formigen Kapsel, in welcher man ein kurzes Stibchen auf einem bestimm-
ten Abstand von der Kontur liegen sieht. Drei Stunden spiter (B) war
das Individuum so weit aufgeschoben, dass es die Kapselkontur erreichte,
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Die nichstfolgende Beobachtung zeigte das Austreten unter Rich-
tungsverinderung (C, D). In E liegt das Stibchen quer und wieder
eingebettet. Aus der Zeichnung F ist eine Verlingerung der Kapsel mit
bloss 2 x ersichtlich. Das Kapselende zeigt eine leichte Anschwellung,
zugleich hat sich das Stibchen geteilt.

Ein anderes Mal beobachtete ich ein deutlich einseitiges Wachstum
einer noch ungefihr ovalen Kapsel (Abb. 14, A), deren Verlingerung in
einer bestimmten Richtung schon angefangen hatte. Im Anfang setzte
sich dieses Wachstum in die gleiche Richtung fort, jedoch verinderte
sich diese Richtung nach einem Wachstum von 2 u in 7 Stunden radikal.
Nachdem noch eine Teilung stattgefunden hatte, dnderte sich abermals
die Richtung (Abb. 14 C). Ausserdem ist in diesem Stadium zu
sehen, dass eines der Individuen aus der Kapsel heraustrat. Danach
traten im Priparat Verinderungen auf, die eine weitere Beobachtung
ausschlossen.

Trotzdem die Gelatinekulturen zur Beobachtung der Vermehrung der
gekapselten Individuen nicht beitrugen, waren sie doch sehr lehrreich,
da sie uns sehr deutlich zeigten auf welche Weise sich die nackten Stibchen
einkapselten. Diese Kapseln nahmen rasch an Grosse zu. Mit Ausnahme
ortlicher Unregelmissigkeiten, hatten sie eine runde bis ovale Form.

Infolge einer stindigen Vermehrung der Stibchen nimmt die rundliche
Ausdehnung der Kapseln schnell zu (Abb. 15).

Bei diesen Kapseltypen traten vielfach Verschiebungen der Individuen
auf; ausserdem konnte hier das véllige oder teilweise Austreten der
Stibchen gut beobachtet werden. Verschiedene Male war ein Verschieben
der Stibchen innerhalb der Kapsel und zwar in der Richtung der Wand
zu beobachten. War der Kapselrand erreicht, dann konnte trotzdem
noch die Verschiebung in derselben Richtung weiterhin stattfinden;
eine kleine Ausstiilpung der elastischen Kapselwand war dann die Folge.
Einige Zeit hernach wurde diese durchbrochen und das Stibchen trat
mehr oder weniger weit nach aussen. In den meisten Fillen jedoch fand
nur ein teilweises Heraustretten statt (Abb. 16, A und B).

Es zeigte sich nun, dass das freie nackte Ende des Stibchens anfing sich
einzukapseln. Dieses Kapselchen sass — gleich einer Miitze — der alten
Kapsel auf. Die Substanz dieser neuen Kapsel war weniger dicht und
dadurch von der urspriinglichen Kapsel scharf abgegrenzt (Abb. 16, D).
Die gemeinschaftliche Grenze beider wurde jedoch allmihlich undeut-
licher, so dass schliesslich Auswtichs und Kapsel ineinander iibergingen.

Merkwiirdigerweise behielten diese Auswiichse nicht ihr einseitiges



57

@%@@Di}

1 415 1530 16.30 2000

e it et TR Eeabacﬁ!u@;mt
ABB.13
A B (if
16.15 23.00
o 10 20 30 40 SOou
L 1 1 ! 1 L} 9‘ 30
ABB. 14
A4 B E
0 . !
.30
1430 15. ol Q{#
o W 20 30 %0 14.15 \\
| T 1 ] 1 ]
23.30
ABB.15
Abb. 13:

Mikroskopische Beobachtung eines aufschiebenden Stibchens in einer schlangen-
férmigen Kapsel von Betabacterium vermiforme aus dem Tibi-Konsortium.

Abb. 14:

Mikroskopische Beobachtung des Kapselzuwachses.
Die Kapsel riihrt her von einer gelatinésen Kolonie von Betabacterium vermiforme.

Abb. 15:

Mikroskopische Beobachtung aufeinanderfolgender Stadien von Kapselbildung und
Kapselzuwachs bei einem nackten Stibchen von Betabacterium vermiforme.
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Wachstum bei, sondern es trat entweder gleichzeitig oder gleich hinter
dem sich fortschiebenden Stibchen ein Dickenwachstum ein. Das
anfanglich mehr oder weniger langgestrecktes Aussehen verschwand
grosstenteils wieder,

Gleich wie die urspriinglichen Kapseln werden auch die Auswiichse
meistens von aufgeblasener, ovaler-runder Form (Abb. 18). Schliesslich
erscheinen sie als »Quappen”.

Beim Entstehen eines Auswuchses konnte allerdings auch ein teilweises
Heraustreten der Stibchen hinterbleiben (Abb. 17).

Auch habe ich das véllige Heraustreten der Stibchen aus den Kapseln
konstatiert, Ein dergleicher Fall, der mit der Bildung einer eigenen
Kapsel neben der Ausgangsform zusammenging, ist in der Abb. 16,
B—E dargestellt,

Am Ende der Beobachtungszeit wiesen mehr oder weniger bizarre,
oft vollkommen bakterienlose Ausliufer riesig ausgewachsener Kapseln
auf die Tatsache, dass auch Wandstoffproduktion stattfinden kann, bei
der nur das Produkt allmihlich nach der Peripherie aufgeschoben
wird,

Die verschiedenen Kapselformen, unter ihnen auch jene mit seitlich
eingebetteten Stibchen (Abb, 7, 9, 11, 12), brachten mich zur Uberzeu-
gung, dass sowohl die Stibchenverschiebung, als auch ihr Austreten aus
der Kapsel dem ,,vis a tergo’” zuzuschreiben ist, der hinwieder die Folge
einer fortwihrenden Wandstoffproduktion ist. Sowohl im Konsortium
als auch im weiterkultivierten Reinkultur-Gel muss dann die einseitige
Wandstoffbildung zu einem -einseitigen Anwachsen, d. h. zu langge-
streckten, schlangenférmigen Kapseltypen, fithren.

Dass die Kapseln auf Gelatine nicht dauernd und ausgesprochen ein-
seitig anwachsen, m. a. W. dass hier die Wandstoffbildung mehr oder
weniger in allen Richtungen stattfindet, wiirde den besonderen dort
herrschenden Kulturbedingungen zuzuschreiben sein. Die besondere
Art der Nahrstoffdiffusion kénnte eine Rolle spielen. In dieser Hinsicht
wird sich in dem Gel-Kliimpchen, mit seinen vielen in weiterwachsenden
Kapseln befindlichen Individuen ein komplizierter und nicht analysier-
barer Komplex von Faktoren geltend machen.

Aus dem oben Beschriebenen lisst sich ersehen, dass ich die von WagrD
fiir Bacterium vermiforme beschriebenen Eigenschaften des Kapsel-
wachstums grdsstenteils bestitigen kann. Nur glaube ich, dass Warp zu
Unrecht den freien Sauerstoff fiir das Austreten der Stibchen aus den
Kapseln verantwortlich macht. Es ist schon deshalb unwahrscheinlich,
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Abb. 16:

wie Abb. 15 — In aufeinanderfolgenden Stadien ist das teilweise und vollstindige
Heraustreten von Stibchen wiedergegeben.

Das hervorstehende, nackte Ende des Stibchens beginnt sich wieder einzukapseln
(C und D). Zu gleicher Zeit zeigen D und E die Bildung einer eigenen, gesonderten
Kapsel durch ein vollstandig herausgetretenes Stibchen.

Die sich vermehrenden Stibchen im Kapselkérper sind in den Stadien C, D und E
nicht mehr angegeben. Fiir weitere Erklirung siehe Text

Abb. 17:

zeigt wie Abb. 15 die Bildung eines Auswuchses bei einer Kapsel o.hne Heraustreten
des Stibchens.

Abb. 18:

Beispiel eines aufgeblasenen, quappenformigen Kapselauswuchses.
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weil es sich hier um einen Organismus handelt, von dem WAarD selbst
schon angibt, dass er in hohem Masse mikro-aerophil ist.

Ausserdem konnte ich das Heraustreten der Stibchen feststellen, wenn
in den mit einem Deckglischen abgeschlossenen Gelatinekulturen
unzweifelhaft schon eine starke Anaerobie vorhanden war.



KAPITEL VIL

DIE GEGENSEITIGE BEEINFLUSSUNG DER SYMBIONTEN
IM KONSORTIUM.

§ 1. EINLEITUNG.

Von allen Forschern, die sich mit dem Studium des Tibi beschiftigt
haben, wird angegeben, dass es sich um einen Fall von Symbiose handelt.

Es ist ohne weiteres deutlich, dass das Wort ,,Symbiose” in seiner
neutralen Bedeutung eines blossen Zusammenlebens zweier Organismen,
fiir die Tibi-Kérner anzunehmen ist und in diesem Sinne ist dieses
Wort ,,Symbiose™ denn atich bisher in dieser Arbeit verwendet worden.

Eine beschrinktere Definition dieses Begriffs, wobei zur niheren
Andeutung von ,,mutualistischer” Symbiose gesprochen wird, enthilt,
dass beide Organismen einander gegenseitig giinstig beeinflussen.

Die Frage entsteht nun, ob tatsichlich die Tibi-Symbiose einen solchen
Zustand darstellt. Aus der Literatur geht hervor, dass diese Frage nicht
niher untersucht worden ist,

Was die ,,Ginger Beer Plant” anbelangt, ist Warp (1892) aber det
Meinung, dass in diesem Produkt das Bakterium und die Hefe sich
gegenseitig derartig beeinflussen, dass beider Aktivitit gesteigert wird.

Aus dem in fritheren Kapiteln Besprochenen bekommt man den
Eindruck, dass es im Tibi-Kliimpchen ebenfalls eine Beeinflussungs-
sphire der Organismen gibt. In diesem Zusammenhang weise ich hin
auf die Konsistenz des Wandstoffes, die in den hefefreien Kérnern ab-
weicht von der im Konsortium. Auch in der mikroskopischen Struktur
des Wandstoff-Gels gibt es unverkennbare, obwohl keine prinzipiellen
Unterschiede. '

Andererseits miissen wir im Auge behalten, dass neben diesen Symp-
tomen deutlicher Aktivititserh6hung der Bakterien zwischen diesen und
der Hefe eine Konkurrenz besteht hinsichtlich des in der Nihrungs-
fliissigkeit anwesenden Zuckers; beide Organismen sind doch fiir ihre
Vermehrung auf dieses Substrat angewiesen.

Die in den folgenden Paragraphen beschriebenen Beobachtungen
haben den Zweck, nihere Angaben {iber eine eventuelle gegenseitige
Beeinflussung zu sammeln.



62

§ 2. DER GUNSTIGE EINFLUSS DER HEFE AUF DIE ENTWICKLUNG
VON BETABACTERIUM VERMIFORME UNTER VERSCHIEDENEN BE-
DINGUNGEN.

a. Gleichzeitige Entwicklung der Hefe mit dem Bakterium als geschiedene
Reinkulturen in einer und derselben Kulturfliissigheit.

In erster Linie habe ich die Entwicklung von jedem der Symbionten
separat und von ihrer Mischung in einem Hefewasser-15Y,, Saccharose-
meditim beobachtet. In diesem Medium zeigen sowohl die Hefe wie
auch das Bakterium in Reinkultur eine sehr gute Vermehrung,

Es fiel auf, dass in dem Medium, welches mit dem Gemisch von beiden
Organismen geimpft wurde, die Anwesenheit der Hefe eine viel schnellere
und gleichmissigere Entwicklung des Bakteriums in der ganzen Kultur-
flisssigkeit zur Folge hatte. Die in der Reinkultur auf dem Boden des
Kolbens sonst gebildete Gel-Platte blieb aus, dagegen wurde die Losung
gleichmissig und stark viskds. Dies war offenbar die Folge der kriftigen
von der Hefe verursachten Gasentwicklung, wodurch das Medium
durchbrodelt wurde.

Eine noch deutlichere Einsicht diirfte von der hierunterfolgenden
Versuchsaufstellung erwartet werden, die Warp angewandt hat bei seiner
Untersuchung der Beeinflussung der Organismen aus der »Ginger Beer
Plant"”.

Das Prinzip beruht auf einer értlich geschiedenen Entwicklung der
Hefe und des Bakteriums in einer und derselben Nihrfliissigkeit. Zu
diesem Zwecke gebrauchte er eine einfache Apparatur, wobei eine Filter-
kerze in ein, mit einer geeigneten Kulturfliissigkeit gefiilltes Zylinder-
glas gestellt war, Die Lésung ausserhalb der Kerze wurde nun mit
dem Bakterium geimpft, wihrend er innerhalb der Kerze gleichzeitig
mit Hefe impfte. WARD teilt nun mit, dass er bei dieser Versuchsauf-
stellung einen deutlich giinstigen Einfluss des Hefewachstums auf die
Bakterienentwicklung feststellen konnte; nach einiger Zeit gelangte das
Medium ausserhalb der Kerze durch eine intensive Schleimbildung in
einen halbfesten Zustand.

Bei meinen Untersuchungen verwendete ich kleine (50 cm? Kolben,
welche zu Dreiviertel mit Hefewasser-15%, Saccharose gefiillt wurden,
In jeden dieser kleinen Kolben wurde eine vorher gut gereinigte Filter-
kerze gestellt. Nach Sterilisation wurde das Medium ausserhalb der
Kerze mit dem Bakterium geimpft. Zur Verhiitung der Gel-Bildung
wurde das Impfmaterial durch tiichtiges Umschiitteln moglichst gleich-
mdssig in der Fliissigkeit verteilt. Bei einem Teil der Kolben wurde
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gleichzeitig innerhalb der Kerze mit einer Reinkultur von Saccharomyces
intermedius geimpft.

Alle Kolben wurden bebriitet bei 30° C. Nach 30 Stunden konnte ein
erheblicher Unterschied in der Entwicklung festgestellt werden.

In den Kolben mit Hefe {m. H.) zeigte das Medium eine stark kolloidale
Tritbung und eine deutlich erhdhte Viskositit. Zehn Stunden spater
hatte m. H. das dick-viskose Stadium erreicht, wihrend das Niveau der
Entwicklung in der Kontrolle (o. H.), obwohl noch merklich geringer,
in starkem Masse gestiegen war. Nach im ganzen zwei Tagen war der
Viskosititsunterschied noch gering und bald war der Riickstand von
o. H. nachgeholt.

Die wachstumstimulierende Wirkung der Hefe auf das Bakterium ist
in diesem Falle unzweifelhaft der Ausscheidung von Stoffen zuzu-
schreiben, welche durch die Kerzenwand in das umgebende Medium
diffundiert sind.

b. Vermehrung des Konsortiums und des Bakteriums in Reinkultur in
Saccharose-Feigen- und in synthetischem Medium.

Wenn wir das Verhalten des Konsortiums und des Bakteriums in
Reinkultur in verschiedenen Nihrlosungen vergleichen, kénnen wir auch
auf einen im Konsortium titigen Einfluss der Hefe auf die Entwicklung
der Bakterien schliessen.

Wird eine Reinkultur von Betabacterium vermiforme geimpft in Saccha-
rose-Feigenmedium '), dann wichst der Organismus darin ziemlich gut.

Das Medium indert sich in eine einigermassen viskise Flissigkeit,
wobei der Boden des Kolbens dann und wann die ersten Anzeichen einer
Gel-Absetzung aufweist. Der Grad der Entwicklung ist aber bedeutend
geringer als in Saccharose-Hefewasser. Bei Kultur des Konsortiums im
genannten Feigenmedium hingegen zeigt sich die Entwicklung dieses
Produktes als auffallend gut.

In Anbetracht der reichlichen Produktion von neuen Kérnern unter-
liegt es keinem Zweifel, dass das Bakterium sich in dieser Form aktiver
zeigt als in Reinkultur.

Noch deutlicher kommt dieser Unterschied zum Ausdruck, wenn man
die gleichen Versuche macht in einem Medium, in dem neben Saccharose,

) Dieses Medium wird hergestellt, indem man 8 entzwei gerissene, getrocknete
Feigen in 1 Liter Wasser sterilisiert und die Fliissigkeit wihrend einer Woche bei
25° C stehen lasst; danach wird abfiltriert, 15 %, Saccharose hinzugefiigt und wird die
Lésung aufs neue sterilisiert,
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ausschliesslich anorganischer Stickstoff in Form eines Ammoniumsalzes
anwesend ist. Hierbei moge an die BLumERr'sche Mitteilung erinnert
werden, dass es nicht méglich sei, das Konsortium in einem synthetischen
Medium mit Zucker zu erhalten.

In einer synthetischen Nihrlésung, bestehend aus 0.19;, KH,PO,, 0.5%,
(INH,),S0,, 0.01% MgSO, und 159, Saccharose ist das Wachstum des
Bakteriums in Reinkultur sehr beschrank, Die Entwicklung ist eigent-
lich nicht mehr als ein ,,Angehen” der Kultur, welches sich Zussert
in einer geringen, blau-opalisierenden Tritbung kolloidaler Natur;
von einer merkbaren Viskosititserhohung ist nicht oder kaum die Rede.

Im Gegensatz hierzu zeigte eine Reinkultur von Saccharomyces inter-
medius bei nicht zu schwacher Impfung eine bef riedigende Entwicklung in
diesem Medium. Bringen wir in die Kulturfliissigkeit mit Ammonium-
sulfat als Stickstoffquelle eine Anzahl aktiver, im voraus gut gespiilter
Tibi-Kliimpchen ein, dann zeigt sich nach einigen Tagen bei 25° C eine
unverkennbare Vermehrung der Masse. Allmihlich sieht man auch die
Hefe in der Nihrfliissigkeit auswachsen. Auffallend war, dass darnach
auch das Bakterium anfing sich in der Lésung zu entwickeln und eine
nicht unbetrichtliche kolloidale Triibung, viel stirker als in der Rein-
kultur, eintrat,

Nach 5—6 Tagen bestand der Ertrag aus oft noch gerade nicht ausein-
andergefallenen Klumpen, die mindestens zweimal so gross waren als
die des Impfmaterials. Bei Untersuchung stellte sich heraus, dass diese
Korner relativ reich an Hefe waren. Von diesem Material wurde
wieder eine Anzahl Stiicke in frisches Medium gebracht, wobei das
Anwachsen, obwohl meistens etwas geringer als das erste Mal, dennoch
sehr deutlich war. Die Hefezellen hatten sich hierbei aber noch sehr
stark vermehrt, was den Kornern ein mehr oder weniger krinkliches
und graues ,beschlagenes” Aussehen gab.

Als wir die Kultur fortsetzten, stellte sich heraus, dass die Hefeiiber-
wucherung sowohlin-wie auswendig,immer grossere Dimensionen annahm,
mit der Folge, dass das Bakterium schliesslich praktisch ganz einging.

Dennoch unterliegt es keinem Zweifel, dass die Anwesenheit der Hefe
im Konsortium eine viel stirkere Entwicklung des Bakteriums im frag-
lichen Medium méglich gemacht hat als diejenige, welche bei Impfung
des Bakteriums allein eintritt,

Im Anschluss an diesen Befunden moge noch auf das Folgende
hingewiesen werden.

PorcHET teilt in ihrer Verdffentlichung mit, dass sich in einem
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Mineralmedium mit Ammoniumstickstoff und 109, Saccharose eine
normale Kérnerzunahme zeigt, vorausgesetzt, dass diesem Medium noch
0.59%, Stirke hinzugefiigt wird.

Sie wurde zu diesem Versuch veranlasst auf Grund ihrer Hypothese,
dass die giinstige Wirkung des Feigenzusatzes (und die anderer Friichte,
wie z.B. Bananen) zum Saccharosemedium, der in diesen Friichten anwe-
senden Stirke zuzuschreiben wire. Diese Stirke wiirde dann besonders
der Mutterstoff sein fiir die Bildung der Kérnersubstanz. Obwohl diese
Hypothese auf Grund von Erwigungen quantitativer Art schon gleich
wenig annehmbar ist, habe ich begreiflicherweise im Obenstehenden
Anlass gefunden, die Versuche von PorCHET zu wiederholen.

Ich machte also auch Kulturversuche in den ganz laut Rezept von
PorcHET bereiteten synthetischen Medien. Hierbei kam ich zu einem
Ergebnis, dass vollstindig abwich von dem PorcHETs: es stellte sich mir
nimlich heraus, dass das wohl oder nicht Anwesendsein von 0.5%, Stirke
in der saccharosehaltenden Kulturfliissigkeit keinerlei merkbaren Einfluss
auf die Entwicklung des Konsortiums hat.

Auf Grund aller meiner Erfahrungen glaube ich denn auch mit Sicher-
heit sagen zu diirfen, dass die Saccharose das einzige Substrat ist fiir
die Synthese des Wandstoffes, sowohl fiir die Reinkultur von Betabac-
terium vermiforme, wie fiir das Konsortium.

Merkwiirdig und unbegreiflich ist es denn auch, dass weder PORCHET,
noch Brumer oder Lutz die Bedeutung der Saccharose als des einzig
brauchbaren Substrates fiir die Synthese des Wandstoffes eingesehen zu
haben scheinen.

Dasselbe gilt in gewissem Sinne auch fiir WArD, was die Wandstoff-
bildung durch Bacterium vermiforme, als Bestandteil der ,,Ginger Beer
Plant"”, anbelangt. Dieser Forscher berichtet zwar, dass Saccharose
ihm in dieser Hinsicht die giinstigsten Resultate lieferte, andererseits
aber schliesst er die Brauchbarkeit von Glucose keineswegs vollstindig aus.

§ 3. DER EINFLUSS VON KOHLENSAURE AUF DIE ENTWICKLUNG
VON BETABACTERIUM VERMIFORME IN REINKULTUR.

Aus den im § 2 beschriebenen Experimenten geht wohl deutlich hervor,
dass auf verschiedenen Wegen ein Einfluss der Hefe auf die Entwicklung
des Bakteriums nachweisbar ist.

Zunichst werden wir versuchen, uns klar zu werden iiber das Wesen
der Beeinflussung, die bei dem Versuch mit der Filterkerze an den Tag

getreten ist.
5
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Hierbei ist zu iiberlegen, dass die Entwicklung des Bakteriums ja nur
im Anfangsstadium stimuliert wird, wihrend am Schluss von einem
deutlichen Unterschied in der Entwicklung keine Rede mehr war. Dieses
bedeutet, dass die Hefe nur die »lag phase” des Bakterienwachstums
bedeutend wverkiirzt. Hat das Wachstum einmal eingesetzt, dann zeigt
es sich, dass Hefewasser -159, Saccharose auch fiir das Bakterium
allein ein gutes Nihrmedium ist, wie z.B. aus der kriftigen Wand-
stoffproduktion hervorgeht, die sich manifestiert entweder durch das
kriftig viskés Werden des Mediums, oder durch die Bildung eines Gels,

Bei dem Filterkerzenversuch liegt denn auch keine Veranlassung vor,
an einen Mangel von primir notwendigen Nahrungsstoffen zu denken.

Wie kann man sich nun denken, dass die aus der Hefekultur diffun-
dierenden Stoffe die initiale Entwicklung des Bakteriums so merkbar
férdern @

Hier gibt es a priori verschiedene Méglichkeiten. Einerseits scheint es
sehr annehmbar, dass die Entstehung von stark reduzierten Systemen in
der Hefekultur dazu gefiihrt hat, dass auch der mit dem Bakterium
geimpfte Teil der Kulturfliissigkeit betrichtlich reduziert ist und es ist
eine bekannte Tatsache, dass dies besonders auch fiir Milchsiurebakterien
eine unentbehrliche Bedingung fiir kraftiges Wachstum ist.

Andererseits bestand auch Anlass um in dieser Hinsicht an eine Zweite
Mbéglichkeit zu denken, Zahlreiche, in den letzten Jahren verrichtete
Untersuchungen haben die héchst unerwartete und bemerkenswerte
Tatsache ans Licht gebracht, dass sehr auseinandergehende, heterotrophe
Bakterien fiir ihre Entwicklung die Anwesenheit freier Kohlensiure in
ihrem Kulturmedium iiberhaupt ndtig haben (Siehe hierfiir z.B. GLAD-
STONE, FILDES und RICEARDSOR, 1935),

Dass bestimmte Milchsiurebakterien in dieser Hinsicht keine Ausnah-
me bilden, ist neuerdings noch von Loncsworts und Mac INNEs (1936)
bewiesen worden.

Unter diesen Umstinden schien es mir wichtig zu untersuchen, ob
auch fiic Betabacterium vermiforme von einem solchen Einfluss der
Kohlensiure die Rede sein konnte.

In erster Linie habe ich dies untersucht bei dem Kultivieren auf
Platten.

Hierzu wurde aus der Suspension einer Bakterienreinkultur auf Zwei
Saccharosegelatineplatten abgestrichen. Nach Umbkehrung der Petri-
schalen wurde in den Deckel einer Kultur ein mit 1.5 em? 109, Lauge
angefeuchtetes Filtrierpapierchen gelegt.
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Nach 5—6 Tagen bei 22° C zeigte es sich, dass in dieser Kultur die
Entwicklung der gelatindsen Kolonien sehr stark hinter der der Kontroll-
kultur zuriickgeblieben war. Im ersten Falle gab es nur kleine, gelatindse
Tropfchen in der Grosse von 0.3—0.5 mm. Der Beweis, dass die kon-
statierte, starke Hemmung von dem Papierchen mit Kalilauge nicht
beruht auf der austrocknenden Wirkung, welche von der konzentrierten
Losung auf die Oberfliche der Gelatineplatte ausgeiibt wird, wurde
folgendermassen geliefert.

Das Papierchen mit Lauge wurde ersetzt durch ein Schilchen mit
wasserfreiem Natriumsulfat. Es stellte sich nun heraus, dass die Ent-
wicklung auf diesen Platten, trotz einer bedeutenden Anziehung von
Wasser in drei Tagen ihren Riickstand aufholte. "Der anfinglich
beobachtete ,,hemmende’” Effekt ist also offenbar eine Folge der Kohlen-
siurespannungserniedrigung in der Schale.

Das Resultat dieses ersten orientierenden Versuches hat mich dazu
gefithrt, das Verhalten des Bakteriums zu untersuchen in absolut kohlen-
siurefreier Atmosphire. Hierzu wurde in einer Wasserstoffatmosphire
bei 30° C geziichtet auf Saccharose- und Glucoseagar.

Auf Grund fritherer Erfahrungen wusste ich schon, dass das mikro-
aérophile Bakterium unter diesen Bedingungen sehr gut gedeiht, Uber-
zeugender ist dies noch hervorgetreten bei den spiter zu beschreibenden
Versuchen betreffs der Dissoziationserscheinung auf Glucoseplatten.
Es stellte sich hierbei heraus, dass nur Kultur in Wasserstoffatmosphire
in langen Reihen von Subkulturen eine konstante Entwicklung verbiirgte.

Um nun fiir den speziellen Versuch, den ich machen wollte, die Atmos-
phire vollstindig kohlensiurefrei zu bekommen, deponierte ich zusammen
mit den Plattenkulturen eine Schale mit 50%, Kalilauge in das Gefiss
fiir anaerobe Ziichtung; nachdem ein Vakuum gesogen und Wasserstoff
durchgeleitet worden waren, wurden ausserdem die letzten Reste von
Sauerstoff mit alkalischem Pyrogallol absorbiert.

In einem zweiten Gefiss ziichtete ich die Platten in Wasserstoffatmos-
phire ohne Lauge, wobei zur Sicherung einer volligen Anaerobie der mit
Wasserstoff gefiillte Raum in kurzen Zeitabstinden einige Male mit
Wasserstoff durchstrémt wurde. Bei Wiederholungen des Experimentes
machte ich den Inhalt des Gefisses auch wohl auf andere Weise, n.l.
mittels einer kleinen Menge Presshefe, sauerstofffrei.

Bei einem Vergleich der Kulturresultate in beiden Gefissen konnte
das Folgende beobachtet werden.

In der Atmosphire ohne Lauge zeigten die Glucoseplatten nach 3—4
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Tagen gut entwickelte, schleimlose Kolonien, die Saccharoseplatten &fters
zusammengeflossene, schleimige — schliesslich weich-gelatinése —
Kolonien. Die Entwicklung in kohlensiurefreier Umgebung (Gefiss mit
Lauge) blieb auf beiden Nihrbiden ginzlich aus.

Nach einer Woche ffnete ich dieses Gefiss schnell, ersetzte die Lauge
und die alkalische Pyrogallollgsung durch ein wenig Presshefe und leitete
nun, nach Herstellung eines Vakuums, reine Kohlensiure ein.

Der Erfolg war iiberraschend, denn zwei Tage spiter fingen die
Kolonien an, sich sehr deutlich abzuzeichnen. Dieser Versuch, den ich
einige Male mit Erfolg wiederholt habe, beweist also, dass Kohlensiure
fir die Entwicklung des Bakteriums notwendig ist, Wenn wir weiter
betiicksichtigen, dass ohne absichtliche Hinzufiigung von Kohlensiure —
d. h. in der Wasserstoffatmosphire bei Abwesenheit von Presshefe —
auch noch eine Entwicklung eintritt, dann miissen wir wahrscheinlich
daraus schliessen, dass das Wachstum schon erméglicht wird, wenn die
von dem Bakterium in seinem Stoffwechsel gebildete Kohlensiure nicht
weggenommen wird,

Beim Vergleich von Kulturen in Wasserstoffatmosphire mit denjenigen,
welche in reiner Kohlensiure entstanden waren, hat sich herausgestellt,
dass bei letzteren die Entwicklung im allgemeinen schneller vor sich ging.

Auch in der Abhandlung Warp's wird schon {iber die Wirkung der
Kohlensiure gesprochen, Es kann kaum Wunder nehmen, dass Warp
seinerzeit noch nicht den Schluss gezogen hat, Kohlensiure sei fiir die
Entwicklung eines heterotrophen Bakteriums wie Bacterium vermiforme
unentbehrlich, Wohl schliesst et aber aus seinen Beobachtungen, dass das
Bakterium seine gelatinése Kapseln (Gel) nur bildet, wenn das Medium
Kohlensiure enthilt, Der von ihm beschriebene, umstindliche, viele
Wochen dauernde Versuch rechtfertigt diese Schlussfolgerung aber
nicht. Bei diesen Versuchen verwendete er eine Fliissigkeitskultur des
Bakteriums, Wihrend der ersten Periode wurde mit sehr unregelmissigen
Zeitabschnitten die gebildete Kohlensiure weggepumpt und es zeigte
sich WARD nun, dass erst nach dem Zuschmelzen der Kulturrshre (2te
Periode) sich ein Gel absetzte,

Wenn man bedenkt, dass das Medium keinen Augenblick ohne Kohlen-
sdure gewesen ist und dass im Gegenteil wihrend der grossen Inter-
valle zwischen den Momenten des Vakuumpumpens die Mengen der
Kohlensdure nicht unbetrichtlich gewesen sind, dann scheint es wohl
iibereilt, hieraus auf die essentielle Bedeutung der Kohlensiure fiir die
Gel-Bildung zu schliessen.
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In Anbetracht der grossen Bedeutung, die WarD diesem Ergebnis
beilegt, hielt ich es fiir angebracht, seine Kulturversuche zu wieder-
holen.

Um die Kohlensiure so effektiv wie méglich zu entfernen, habe ich
aber Lauge verwendet. Kulturrdhren mit 5 cc. Hefewasser-15%, Saccha-
rose wurden, nach Impfung aus einer jungen Glucose-Fliissigkeitskultur
und nachdem ein Teil versehen war mit einem zweiten Wattenpfropfen
mit einigen Tropfen 509, Kalilauge und ein Teil mit einem Watten-
pfropfen ohne Lauge, in der Flamme ausgezogen. Die genannten Rohren
wurden evakuiert, wobei das Medium unter dem Einfluss einer sehr
geringen Erwdrmung die Gelegenheit bekam, tiichtig auszukochen.

Die Rohren, welche mit laugehaltiger Watte versehen worden waren,
schmolz ich danach direkt zu, wihrend die anderen erst eine Fiillung
erhielten mit reiner Kohlensiure bei 1 Atmosphire.

Bei 30° C war nach einiger Zeit bei allen Kulturen eine gute Ent-
wicklung eingetreten in Form einer viskésen Triibung und eines Gels
unten in der Réhre. Die ziemlich stark wechselende Dicke des Gel-Kissens
stand 1m umgekehrten Verhiltnis zu dem Grad der Viskositit der
Fliissigkeit.

Als der Versuch unter den gleichen Bedingungen wiederholt und die
Kultur ausserdem einige Male tiichtig geschiittelt wurde, blieb jedoch
eine deutliche Gel-Bildung iiberall aus.

Aus Obenstehendem kann folgendes geschlossen werden:

l. In anaerober Flissigkeitskultur ist es nicht méglich, lediglich
dadurch, dass man etwas Lauge in die iiber der Fliissigkeit stehenden
Gasatmosphire anbringt, die Entwicklung des Bakteriums ganz zu unter-
driicken. Wir miissen offenbar annehmen, dass unter diesen Bedingungen
die Produktion von Kohlensiure im Medium infolge der Girungskapazitit
der in die Losung eingebrachten Keime schneller stattgefunden hat als
die Entfernung derselben unter dem Einfluss der Lauge.

2. Die Bildung eines Gels kann sehr wohl auftreten in einer Kultur
unter Bedingungen, die im Prinzip denen entsprechen, welche in der
ersten Periode von WarD's Versuch galten.

Neben der Tatsache, dass Kohlensiure waclistumsauslosend und
stimulierend wirkt, ist noch zu erwihnen, dass die Ziichtung in einer
reinen Kohlensiureatmosphire einen sehr deutlichen Effekt hat auf das
Aussehen der sich bildenden gel-artigen Substanz.

Es ist mir u.a. aufgefallen dass, auf Saccharosegelatineplatten, welche
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unter normalen aeroben Kulturbedingungen nur ,scheibenférmige”
Kolonien zur Entwicklung brachten, in reiner Kohlensiureatmosphire
der Habitus dieser Kolonien sich gedindert hatte. Das Plattenbild war
gekennzeichnet durch unregelmissige Kliimpchen auf der ganzen Linie;
dieser Kolonietypus kann sich iibrigens auch unter normalen Kultur-
verhiltnissen auf Gelatine zeigen.

Dass der obengenannte Effekt tatsichlich der Kohlensiure zugeschrie-
ben werden konnte, ging hervor aus Kontrollplatten, worauf in Wasser-
stoffatmosphire der urspriingliche Typus erhalten blieb, Auch bei
anwachsenden Gel-Brockchen in Fliissigkeitskultur ist die Tendenz der
Kohlensiure, um dem Produkt ein ausgesprochen unregelmissiges,
Tibi-Korner-artiges Aussehen zu geben, ans Licht getreten,

Ziichtet man ein Stiickchen Gel, z.B. einer scheibenférmigen Kolonie,
in kleinen Kolben mit fliissigem Medium (Hefewasser-15%, Saccharose)
einerseits anaerob in reiner Kohlensiure, andererseits anaerob in Wasser-
stoff unter moglichst vollstindiger Absorption der Kohlensiure durch
Lauge, dann konstatiert man nach einet Woche (bei 30° C), dass in
beiden Fillen die Kulturfliissigkeit viskds geworden ist und sich auch
ein mehr oder weniger entwickeltes Gel-Sediment gebildet hat. Das
urspriingliche Impfmaterial ist dann auch angewachsen zu einem tiichti-
gen Klumpen. In der Kohlensiureatmosphire ist die Form des Klumpens
sehr unregelmissig, gekraust, mit Einschnitten und Furchen versehen,
wodurch das Ganze nur locker zusammenhingt.

Dagegen hat das im Milieu mit Wasserstoff und mit Lauge ausgewach-
sene Kliimpchen ein glatteres und weniger unregelmissigeres Aussehen,

Bei wiederholter Uberimpfung in frischem Medium behauptete sich
dieser Unterschied.

Bei Ziichtung unter normalen, aeroben Verhiltnissen bekommt das
Kliimpchen gleichfalls ein mehr oder weniger gekraustes, eingeschnit-
tenes Aussehen.

§ 4. DIEBEDEUTUNG DER HEFE FUR DIE STICKSTOFFERNAHRUNG
DES BETABACTERIUM VERMIFORME.

Jetzt bleibt uns noch die nihere Betrachtung des im § 2 dieses Kapitels
beschriebenen Versuchs, der lehrte, dass in der gebrauchten synthetischen
Nihrlésung das Bakterium in Reinkultur schlecht und bei Anwesenheit
von Hefe erheblich besser wichst.

Dieser giinstige Einfluss der Hefe kommt auch zum Ausdruck in einer
nicht unbedetitenden Vermehrung des Konsortiums in diesemn Medium.
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Der Umstand, dass die stimulierende Wirkung der Hefe deutlicher in
Erscheinung tritt, je nachdem das Medium 4drmer ist in seiner Stick-
stoffernihrung, bringt uns von selbst zu einer Betrachtung der ,,Stick-
stoffernidhrung’ bei Milchsiurebakterien.

Hieriiber moge kurz das Folgende mitgeteilt werden.

Bis vor einigen Jahren hatte man immer gedacht, dass Milchsiure-
bakterien fiir ihren Stickstoffbedarf jederzeit auf ein mehr oder weniger
vollstindiges Gemisch von Eiweissbausteinen angewiesen waren. ORLA-
JEnseN hat dann bewiesen, dass diese Bakterien sich auch in einer synthe-
tischen Nahrlésung mit Ammomnitimsalzen als Stickstoffquelle durchaus
entwicklen kénnen.

Besonders ist dies der Fall, wenn neben den Ammoniumsalzen auch
einige Aminosiuren in kleinen Mengen im Medium anwesend sind.
Auch dann aber zeigt sich die Entwicklung nur méglich, wenn gleich-
zeitig Bio-Aktivatoren anwesend sind.

Als solche nennt ORrLA-JENSEN (1936) in erster Linie Flavin und
»Bios" 1),

Diese Aktivatoren, wovon der letztere aus verschiedenen Kompo-
nenten besteht, kommen denn auch ver in allen, fiir Milchsiurebakterien
als ausnehmend geeignet betrachteten stickstoffhaltigcen Nihrmedien,
wie Hefeautolysat, Hefewasser, Tomatenextrakt, Wiirze und Milch.

Mit Biospriparaten, die aus Hefeautolysat und Molken bereitet worden
sind, wird die Entwicklung der kokken- und stibchenférmigen Milch-
sdurebakterien stimuliert, nicht nur in synthetischen Medien, sondern
atch in Milch, welche durch eine Noritbehandlung inaktiviert worden ist.
Wir sahen bereits, dass auch Betabacterium vermiforme fiir 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 dagegen
ausgezeichnet um den Stickstoffbedarf des Bakteriums zu decken.

Nun hat NigLsen (1937) noch neuerdings in {iberzeugender Weise
gezeigt, dass Hefe wihrend ihres Wachstums in synthetischer Nihr-
lésung mit Ammoniumsalzen, organische Stickstoffverbindungen ins
Medium ausscheidet, und zwar zeigte es sich, dass diese Ausscheidung
stirker war, je nachdem die Hefe sich kriftiger entwickelte. Nach Beendi-

') Orva-JenseN versteht hier unter ,,Bios” offenbar den Hauptbestandteil des
Bios-Gemisches, nach ihm sollte dies wahrscheinlich Pantothensdure sein.
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gung des Wachstums trat schliesslich Autolyse ein, die aus der Natur der
Sache gleichfalls mit Ausscheidung organischer Stickstoffverbindungen
verbunden war.

Auf Grund dessen war zu erwarten, dass, wenn man in einer synthe-
tischen Nihrlésung im voraus eine Reinkultur von Saccharomyces inter-
medius zur Entwicklung kommen lisst, dieses Medium fiir das Wachstum
von Betabacterium vermiforme betrichtlich giinstiger geworden sein wird.
Der folgende Versuch zeigt, dass dies denn auch wirklich der Fall ist.

In 100 cm® Nihrlésung mit 0.19, KH,PO,, 0,5%, (NH,),SO,, 0.01%,
MgSO0, und 4%, Glucose (pH : = 7.0) schlug die Hefe, bei nicht allzu
geringer Impfung, richtig an. Die Entwicklung resultierte im Auftreten
eines tiichtigen, grauen Sedimentes. Nachdem ich eine Woche geziichtet
hatte bei 30° C, filtrierte ich den Inhalt des Kulturkolbens durch eine
Seitz ,,Keimschicht”, worauf simtliche Hefezellen zuriickblieben.

Das vollkommen klare Filtrat wurde einige Zeit gut aufgekocht um
allen Alkohol und alle Kohlensiure, die sich gebildet hatten, zu ver-
treiben. Nach Abkiithlung und Nachfiillung mit aqua dest. bis auf das
urspriingliche Volum, brachte ich die Fliissigkeit auf ein Saccharose-
gehalt von 159, und ein pH von - 6.0. Die Hilfte der vorhandenen
Fliissigkeit wurde durch eine Keimschicht, die andere Hilfte im Auto-
klaven sterilisiert. Beide Portionen wurden nun mit dem Bakterium
geimpft.

Nachdem sie 3—4 Tage bei 30° C gestanden hatten, zeigten sie eine
deutliche kolloidale Triibung, wihrend auf die Dauer das Medium sogar
missig viskés wurde. Die stirkste Entwicklung fand statt in dem
Kolben, der bei 120° C sterilisiert worden war. Obwohl die Entwicklung
noch weit hinter der im Hefewasser zuriickblieb, war der Effekt doch
deutlich genug um sagen zu kénnen, dass aus den Hefezellen stammende
Stoffe, welche die Entwicklung des Bakteriums giinstig beeinflussen,
im Medium anwesend gewesen sein miissen.

Unter Berticksichtigung des Resultates dieses Versuches wird es daher
sehr annehmbar, dass auch in dem Tibi-Konsortium die Entwicklung von
Betabacterium vermiforme giinstig beeinflusst wird durch, von den Hefe-
zellen stammende, organische Stickstoffverbindungen, inkl. der erforder-
lichen Bioaktivatoren,

Dies wird besonders in den Fillen deutlich hervortreten, wo sich das
Konsortium in einem Medium befindet, das arm ist an organischen
Stickstoffverbindungen. Daher unterliegt es keinem Zweifel, dass die
im § 2 dieses Kapitels mitgeteilten Beobachtungen beziiglich der besseren
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Entwicklung des Konsortiums als der Reinkultur des Bakteriums in dem
erwihnten synthetischem Milieu, zu einem betrichtlichen Teile der
Stickstoffversorgung des Bakteriums durch die Hefe zugeschrieben
werden muss,

In diesem Zusammenhang mochte ich noch mal zuriickkommen auf
die in Kapitel VI, § 3, beschriebenen Beobachtungen von WARD, der in
Tropfenkulturen Stibchen aus ihren Kapseln schliipfen sah und dabei
feststellte, dass nur bei Anwesenheit von Hefezellen erneute Einkapselung
stattfand. WaRD meint hieraus schliessen zu miissen, dass das Ausschliip-
fen aus den Kapseln der Einwirkung des freien Sauerstoffes und das
sofort Neu-Einkapseln des Individuums bei Anwesenheit von Hefezellen
der Entziehung des Sauerstoffes zugeschrieben werden miissen.

Die Einkapselungserscheinung méchte ich aber eher als eine Folge des
giinstigen Einflusses der Hefe hinsichtlich der Ausscheidung von organi-
schen Stickstoffverbindungen, bezw. von Kohlensiure, betrachten.

Im Anschluss an das Vorhergesagte mdchte ich nicht unterlassen zu
erinnern an die schon mehrmals in der Literatur erwahnte Tatsache, dass
Hefen im grossen und ganzen eine , konservierende’ Wirkung auf sehr
verschiedene Milchsiurebakterien haben, m.a.W. dass Flissigkeitskul-
turen dieser Bakterien linger lebensfihig bleiben, wenn gleichzeitig eine
Hefeart daneben geimpft wurde.

SaccueTTI (1936) fand Leuconostoc mesenterioides in Mischkultur mit
einer aus Froschlaiche isolierten Hefe nach 10 Monaten noch lebens-
fihig, wihrend die Reinkultur schon nach 1 Monat steril war.

Bei Mischkulturen von Streptokokken mit Hefe zeigte sich diese
Erscheinung ebenfalls.

§ 5. BEGUNSTIGT BETABACTERIUM VERMIFORME DIE ENTWICK-
LUNG DER HEFE?

In den vorhergehenden Paragraphen ist wahtscheinlich gemacht, dass
der Bakterienkomponent im Konsortium einen bedeutenden Vorteil
erfihrt durch die Anwesenheit der Hefe.

Wir kénnen uns nun die Frage stellen, ob dieser Vorteil gegenseitig ist,
m.a.W. ob die Entwicklung der Hefe giinstig beeinflusst wird durch das
Bakterium,

In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass unter natiitlichen
Bedingungen die saure Reaktion, welche unter dem Einfluss des Bak-
teriums schnell in der Nihrfliissigkeit entsteht, die Entwicklung vieler
anderer Bakterien ausschliessen und dadurch die Hefeentwicklung
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begiinstigen wird. Dem steht dann gegeniiber, dass das Bakterium selbst
der Hefe Konkurrenz macht, was den Verbrauch des erforderlichen
Dissimilationssubstrats: des Zuckers anbelangt. Es steht jedoch wohl fest,
dass die Hefezellen gut gedeihen im Konsortium und hierin also offenbar
keinen zu grossen Nachteil von dem Bakterium erfahren,

Es muss auf Grund des Vorhergehenden zugegeben werden, dass der
Vorteil, den die Hefe vom Zusammenleben mit dem Bakterium hat, noch
einigermassen problematisch ist.

§ 6. UBER DAS WESEN DER TIBI-SYMBIOSE.

In obigen Ausfithrungen ist der Ausdruck Symbiose lediglich in der
wortlichen Bedeutung von Zusammenleben gebraucht.

Es ist jedoch in der Biologie gebriuchlich das Wort Symbiose zu reser-
vieren fiir diejenigen Typen des Zusammenlebens, wobei die fraglichen
Organismen aus diesem Zusammenleben gegenseitig Nutzen ziehen, Wir
wollen also hier die Frage stellen, ob ein Grund vorhanden sei zur An-
nahme, dass die Tibi-Kérner auch in dieser engeren Bezeichnung einen
Fall von Symbiose darstellen. Diese Frage kann nur beantwortet werden
im Lichte unserer allgemeinen Kenntnis des Symbiose-Phinomens,
Ohne hierauf niher eingehen zu wollen — ich verweise hierzu z,B. auf
die Monographie von CAULLERY (1922) — darf wohl gesagt werden,
dass man allmihlich eine grosse Anzahl von Symbiosefillen (im wért-
lichen Sinne) kennen gelernt hat, welche so ziemlich eine kontinue Uber-
gangsreihe bilden vom ausgesprochenen Parasitismus bis zur ,echten”
oder mutualistischen Symbiose.

Diese Ubergangsformen sind nun dadurch gekennzeichnet, dass
einerseits kein schidlicher Einfluss auf einen der Symbionten festzu-
stellen ist, wihrend andererseits ebenso wenig mit Sicherheit behauptet
werden kann, dass beide Symbionten von dem Zusammenleben profi-
tieren. Fiir diejenigen Fille, wobei der giinstige Einfluss des Zusammen-
lebens nur einem der Organismen zu Gute kommt (einseitige Symbiose)
hat man wohl spezielle Bezeichnungen eingefiihrt. So hat ScHNEDER
(Vergl.: ENGLER-PRANTL 2e. Aufl., Se. Band 1926) hierfiir den wenig
gliicklichen Ausdruck Nutrizismus eingefiihre,

CAULLERY spricht hierbei von Kommensalismus, wihrend auch noch ein
dritter Ausdruck: Synikie in der Literatur vorkommt (vergl. hierfiir z.B.
ReicHENSPERGER im Handworterbuch der Naturwissenschaften Bd IX,
1913, S. 921).

Hierzu muss aber bemerkt werden, dass man sich in der Praxis meistens
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nicht genau an diese Begriffsbestimmung hilt und CauLLERY z.B. auch
Fille mit einem einseitig, gering mutualistischen Einschiag noch zum
Kommensalismus rechnet.

Fiir bestimmte, ebensowenig scharf umgrenzte Fille, wobei die Sym-
biose wohl unverkennbar mutualistisch ist, aber der Vorteil fiir einen der
Symbionten betrichtlich {iberwiegt, hat ScHweNDENER den Ausdruck
Helotismus eingefithrt, Man beriicksichtigt dann, dass die Sicherstellung
des Fortbestehens desjenigen Symbiontes, der den Vorteil verschafft,
vor allem von Bedeutung ist fiir den nutzniessenden Symbionten, eine
Situation, welche im Worte Helotismus richtig zum Ausdruck kommt.

Wenn wir nun die Tibi-Symbiose betrachten, dann diirfen wir auf
Grund der in den vorherigen Paragraphen beschriebenen Versuche sicher
schliessen, dass die Hefe unter verschiedenen Verhiltnissen einen unver-
kennbar giinstigen Einfluss ausiibt auf die Entwicklung des Bakteriums.

Die Versuche haben ergeben, dass Kohlensiure in niedriger Konzen-
tration einerseits unentbehrlich ist um das Wachstum des Bakteriums
auszulésen und dass andererseits das einmal angefangene Wachstum —
als auch die Produktion des Wandstoffes — durch etwas hohere Kohlen-
siurekonzentration in der umgebenden Atmosphire deutlich gefordert wird.

Dieser Tatsache darf der giinstige Einfluss der Hefe auf das Bakterium
gewiss zum Teil zugeschrieben werden.

Andererseits hat sich herausgestellt, dass in einer synthetischen Nihr-
lésung mit Ammoniumstickstoff das Wachstum einer Reinkultur des
Bakreriums sehr giinstig beeinflusst wurde durch eine vorherige Ent-
wicklung der Hefe. Dieses Resultat muss unzweifelhaft der Tatsache
zugeschrieben werden, dass die Hefe im Medium organische Stickstoff-
verbindingen, welche fiir das Bakterium, bei atisschliesslicher Anwesen-
heit von anorganischem Stickstoff unentbehrlich sind, ausscheidet.

Da es andererseits Zweifel unterliegt, ob das Bakterium fordernd wirkt
auf die Entwicklung der Hefe, ist die Tibi-Symbiose wahrscheinlich am
besten als einen Fall von Kommensalismus oder Synikie zu betrachten.

Schliesslich muss hier noch eine andere Frage in Betracht gezogen
werden. In dem Vorhergehenden sind die Tibi-Korner als das Produkt
des Zusammenlebens von Betabacterium vermiforme und Saccharomyces
intermedius wiederholt als Konsortium angedeutet. Es ist jedoch zweifel-
haft, ob der Gebrauch dieses Ausdrucks, den man auch schon bei BLUMER
antrifft, genau genommen, berechtigt ist.

REINKE (1894), der diesen Ausdruck fiir das Zusammenleben von Alge
und Pilz. sowie dieses in den Flechten realisiert ist, einfithrte, ist offenbar
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geneigt, diesen zu reservieren fiir diejenigen Fille, in denen die zusammenle-
benden Organismen eine neue, selbstindige morphologische Einheit bilden.

Ist diese Bedingung nun auch bei den Tibi-Kérnern erfiillt ¢ Fiir die
Beantwortung dieser Frage muss in erster Linie darauf hingewiesen
werden, dass man beim Tibi-Korn schwerlich von einer spezifisch inneren
Struktur, bezw. von einer spezifisch iusseren Form sprechen kann. Ist
doch die Verteilung der Hefe in und auf dem Korn gar nicht planmissig.

In Anbetracht der Tatsache, dass iiber das natiirliche Vorkommen der
Tibi-Kérner eigentlich alle Angaben fehlen, kann man die Moglichkeit
nicht ausschliessen, dass alles bisher studierte Tibi-Material einen und
denselben natiirlichen Ursprung hat und daraus durch Menschen-
hand weitergeziichtet ist. Damit wire dann gesagt, dass wir in den
Tibi-K6rnern mit einer rein zufillig eingetretenen Assoziation zweier
freilebender Mikroorganismen zu tun hiteen.

Auch dieser Gesichtspunkt macht es nun eigentlich zweifelhaft, ob das
Tibi-Korn strikt genommen unter dem Begriff des Konsortiums falle,
wie dies durch RENkE definiert ist,

Jedoch kann man darauf hinweisen, dass im Tibi-Korn doch auch wohl
einige Ausserungen einer spezifischen Morphologie zu finden sind. Ich
erinnere dafiir an das typische Vorkommen der im Tibi-Korn anwesenden
Bakterienkapseln: ihre ausgesprochene Schlangenform, ihre Schlank-
heit und ihre scharfe Umgrenzung (feste Konsistenz des Wandstoffes).

Zieht man dies alles in Betracht und ferner auch, dass Untersuchungen
betreffs des natiirlichen Vorkommens des Tibi-Produktes wohl noch mal
zu Uberraschungen fithren kénnen, dann scheint es wohl zuldssig um
auch fiir dieses Produkt der Assoziation zweier Mikroorganismen vor-
laufig den Ausdruck Konsortium zu gebrauchen.



KAPITEL VIIL

DER WANDSTOFF VON BETABACTERIUM VERMIFORME
UND DESSEN EIGENSCHAFTEN.

§ 1. DIE BEREITUNG DES WANDSTOFFES IN PULVERFORM.

Zur Bereitung einer grosseren Menge Wandstoff in Pulverform, impfte
ich 800 cm® Hefewasser-159), Saccharose (ohne Kreide) mit einigen
cm® einer viskdsen Reinkulturfliissigkeit. Da Gel-Bildung vermieden
werden sollte, wurde die Kultur oftmals gut geschiittelt.

Der ganze Kolbeninhalt war schon nach 4 Tagen (30° C) in eine sehr
dicke, viskdse Masse verindert und enthielt zahlreiche Kohlensiuregas-
blasen.

Bevor ich nach 14 Tagen den Wandstoff einer weiteren Behandlung
unterzog, machte ich mit 10 cm? eine quantitative Bestimmung und zwar
mit der Alkohol-Prizipitierungsmethode von TaArr und Hissert (1931).

Auf diese Weise fand ich als Trockengewicht 0,501gr, was bedeutet,
dass ungefiht ein Drittel des urspriinglichen Saccharosegewichtes in der
Form eines allerdings unreinen Wandstoffes zuriickgefunden wurde.

Zur Verarbeitung des Wandstoffes in Pulverform beniitzte ich die von
Benerinck (1912, A) fiir die Dextranbereitung aus Betacoccus arabi-
nosaceus verwendete Methode. Der gesamte Kolbeninhalt wurde in ein
grosses Becherglas iibergegossen und mit 96%, Alkohol genau auf einen
Gehalt von 50%, gebracht.

Unter sorgfiltigem Umriithren entstand ein volumindses, elastisches,
teigartiges Prizipitat, welches nach dem Sinken mit der Hand ausgedriickt
werden konnte. Nach nochmaligem griindlichem Nachspiilen mit 507,
Alkohol liess ich die Substanz bei 45° C trocknen. Zur weiteren Reinigung
wurde alles wieder in kochendem Wasser zu einer egalen kleisterartigen
Masse verrieben. Das Ganze wurde in einen Buchner-Trichter gebracht
und zweimal mit kochendem Wasser gewaschen um alle in Wasser
I16slichen Stoffe zu entfernen. Hierauf wurde wieder soviel Alkohol
(969) zugesetzt, bis eine 507, Losung zustande kam.

Nach dem Abfiltrieren, Nachspiilen und Trocknen des Prazipitates
wurde die Masse zu Pulver zerrieben und dieses weisslich-lichtgraue,
hygroskopische Pulver bei 45° C aufgehoben.
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Bei diesem Vorgehen wurde also einer weitgehenden Reinigung des
Produktes von 18slichen Kohlehydraten, (event. Reste von Saccharose,
Glucose, Fructose) nachgestrebt. Allerdings werden bei dieser Methode
die eigentlichen Bakterienkorper, d.h. die darin vorkommenden, in
Wasser und in 509, Alkohol unléslichen Bestandteile — hauptsichlich
also Eiweissstoffe und deren hohere Abbauprodukte — nicht entfernt.
Zur Erlangung eines vorldufigen Eindruckes der Wandstoffzusammen-
setzung schien diese zuriickbleibende Verunreinigung nur von geringer
Bedeutung.

§ 2. EINIGE EIGENSCHAFTEN DES WANDSTOFFPRAPARATES.

Das auf die soeben beschriebene Weise erhaltene Pulver war selbst
nach langem Kochen in Wasser nur sehr wenig loslich. Die Fenring'sche
Reaktion war negativ, wihrend Jod keine Blaufirbung gab.

Im Anschluss an Mitteilungen fritherer Forscher iiber den Wandstoff
von Leuconostoc mesenterioides versuchte ich mein Produkt in verdiinnter
Lauge in Loésung zu bringen. Inwieweit hiermit aber eine mehr oder
weniger eingreifende Verinderung des Produktes zusammengeht,
muss unentschieden bleiben.

' Eine kleine Quantitit von diesem Produkt wurde lingere Zeit mit
kochendem Wasser behandelt, bis es zu einer flockigen Masse aufge-
quollen war. Nach Abkiihlen wurde dann soviel 109, Kalilauge hinzu-
gefiigt, bis eine finale Laugenkonzentration von 3—49 erreicht war.

Schon bei einer Konzentration von 0.015%, des Pulvers entstand eine
blau-opalisierende Fliissigkeit. Obwohl es unmdglich war eine spezifische
Drehung dieser nur wenig durchsichtigen Fliissigkeit genau zu bestimmen,
erwies sie sich doch deutlich rechtsdrehend. _

In einer 0.19, Losung konnte ich unter Zuhilfenahme einer 1dm
langen Rohre den annihernden Wert der Drehung ablesen. Sie betrug
ungefihr +0.18 — }0.217, aus der sich die spezifische Drehung dieser
Wandstofflosung auf etwa 180 bis 210° berechnen lisst,

Unter Anwendung der Saurehydrolyse wurde hierauf untersucht, aus
welchen Bausteinen der Bakterienwandstoff zusammengesetzt ist. Es
erwies sich, dass bei der unten beschriebenen Hydrolysemethode eine
Losung erhalten wurde, welche die FenLING 'sche Losung kriftig reduzierte.

Die Art des gebildeten Zuckers wurde durch quantitative Reduktions-
bestimmungen, kombiniert mit polarimetrischen Bestimmungen, niher
untersucht. Schliesslich wurden die Ergebnisse noch mit der quanti-
tativen Vergirungsmethode verifiziert.
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Zur Hydrolyse beniitzte ich die Methode, welche das ,,Warenwet
(Jam en Limonade Besluit)” zur quantitativen Hydrolyse des Dextrins
vorschreibt. '

Nach einigen orientierenden Proben, konnte ich jedoch feststellen, dass
die Zeit des Erhitzens in diesem Falle ziemlich verkiirzt werden konnte,
ohne dass hierdurch das Reduktionsvermdgen des Hydrolysates beein-
trichtigt wurde.

Dies brachte mich schliesslich zur folgenden Methode: 500 mgr Pulver
wurden abgewogen und dann der Hydrolyse unterzogen, indem wit es
70 Minuten hindurch in 50 cm® 3%, HCI an einem Riickflusskiihler
gelinde kochten, Nachher wurde die lichtgelb gefirbte Lésung mit
109, KOH neutralisiert; hierauf wurde das Ganze unter Nachspiilen in
einen Kolben von 100 cm® gegossen und mit aqua dest. auf 100 cm®
aufgefiillt.

In der Fliissigkeit wurde beim Gebrauch einer 2 dm langen Polari-
meterrohre eine Rechtsdrehung von 0,52° festgestellt. Nimmt man an,
dass ausschliesslich Glucose vorhanden ist, [alp = 52,5, dann folgt
hieraus, dass 495 mgr Glucose pro 100 cm® vorhanden sein wiirden. Dies
besagt denn auch, dass in diesem Falle aus 500 mgr Wandstoffpriparat
495 mgr Glucose gebildet worden sind.

In zweiter Linie wurde von dem auf 100 em® verdiinnten Hydrolysat
die FEHLING-Reduktion nach ScHOORL bestimmt.

Die mittleren Werte aus mehreren Bestimmungen ergaben: 10 cm?®
Fliissigkeit verbrauchten 14,12 cm® 0,1049 N, oder 14,81 cm® 0,1 N
Thiosulfat. Nach der Tabelle bezieht sich dies auf 48,6 mgr Glucose, was
also bedeuten wiirde, dass aus 500 mgr Wandstoff 486 mgr Glucose
entstanden sein sollen.

Die befriedigende Ubereinstimmung dieser Resultate mit jenen oben
erhaltenen polarimetrischen lisst uns zu dem Schluss kommen, dass
bei der Hydrolyse in der Tat Glucose als einziger Zucker entstanden ist.

Um hieriiber noch gréssere Sicherheit zu bekommen, wurde ebenfalls
eine biochemische Analyse nach der Girungsmethode unternommen.

Hierzin wurde das im Masskolben zuriickgebliebene Quantum bis zu
Trocken eingedampft und dieser Rest in Hefewasser bis auf 15 cm?®
aufgeldst. (Das pH betrug 6.0). 1 cm® dieser Fliissigkeit wurde in dem
quantitativen Vergirungsappatat voni VAN ITERSON-KLUYVER vergoren.
Das Volum der gebildeten Kohlensiure wurde abgelesen und hernach auf
0° C und 760 mm umgerechnet. Fiir die geléste Kohlensiure wendete ich
die von KLuyver angegebene Korrektion von 1,2 cm® Kohlensiure an
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(1914) 1). Um sicher zu sein, dass nicht etwa vorhandene schidliche Stoffe
die Girung behindern, wurde zur Kontrolle in einem zweiten Apparate
1 em?® mit einer Zugabe von 20 mgr Glucose vergoren. Die Girung fand
mit einer Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae (Presshefe) statt.

Das totale auf 0°C und 760 mm umgerechnete Kohlensiurevolum
betrug im ersten Apparate 4,30 cm?®, welcher Wert mit 17,2 mgr Glucose
tibereinstimmt, Die FEHLING'sche Reaktion an der atsgegorenen Fliissig-
keit angestellt, war negativ.

Im zweiten Apparat betrug das gesamte auf 0° C und 760 mm umge-
rechnete Kohlensiurevolum 9.30 cm®. Ziehen wir hiervon die 4.30 em?®
des ersten Apparates ab, dann folgt hieraus, dass aus den hinzugefiigten
20 mgr Glucose 5.0 em?® (auf 0° C und 760 mm umgerechnet) frei kamen.
Die zu erwartene Menge wurde also gebildet, ein Beweis, dass die
Vergirung selbst im zweiten Apparat quantitativ verlaufen war.

Von dem eingedampften Hydrolysat wurde sowohl vor als auch nach
erfolgter Gérung die reduzierende Wirkung auf die FEELING sche Losung
festgestellt.

Hieraus ergab sich, dass der Riickgang in Reduktionswert, welcher von
der Girung bewirkt war, in der Annahme, dass nur Glucose vergoren
worden ist, 16.25 mgr dieser Zuckerart entsprach. Dieser Betrag stimmt
in befriedigender Weise mit dem Wert 17.2 mgr iiberein, den wir aus
den Ergebnissen der quantitativen Vergirung berechneten.

Auch dieses Resultat unterstiitzt daher die bereits gemachte Schluss-
folgerung, dass das Wandstoffpriparat bei der Siurehydrolyse nur
Glucose aufliefert.

§ 3. UBER DIE NATUR DES WANDSTOFFES.

Die im vorigen Paragraphen mitgeteilten Resultate iiber die Hydrolyse
des Wandstoffpriparates lassen nicht daran zweifeln, dass der Wandstoff
von Betabacterium vermiforme zu den Polysacchariden gerechnet werden
muss, Weiterhin ist zu bedenken, dass die quantitative Untersuchung
der optischen Drehung, des Reduktionsvermégens und der Vergirbarkeit

1) 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 Wertes
bei gleichzeitigemn Gebrauch der durch Kruyver festgestellten Umrechnungskonstanten
nur sehr geringe Fehler gemacht werden. Will man die tatsichlichen Werte fiir die
geloste Kohlensiure anwenden, dann miissen erst andere Umrechnungsfaktoren fest-
gestellt werden.
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des Hydrolysats zum Schlusse fiihrt, dass Glucose der in quantitativer
Hinsicht weitaus wichtigste Baustein des Wandstoffes ist. Doch braucht
hieraus noch nicht geschlossen zu werden, dass Glucose nun auch der
einzige Baustein des betreffenden Polysaccharids ist. *

Falls dieses tatsichlich die empirische Formel (C.H,,0,), besitze,
hatte doch bei der quantitativen Hydrolyse aus 500 mgr Wandstoff
550 mgr Glucose entstehen miissen, wihrend in Wirklichkeit maximal
495 mgr Glucose aufgefunden wurden. Dieses Manko lisst die Méglich-
keit offen, dass im Wandstoff neben Glucose ein oder mehrere andere
Bausteine vorhanden sind.

Das Manko bei der Hydrolyse kann aber auch darauf zuriickzufithren
sein, dass das Priparat nur bei niederer Temperatur (45° C) getrocknet
war und daher noch Wasser enthielt. Auch kann durch die unvermeidliche
Erhitzung bei der Hydrolyse eine geringe Zerstorung von Glucose statt-
gefunden haben. Dies unterstiitzen einige, bei der Hydrolyse von Stirke
gemachte Beobachtungen. Wenn man also vorliufig annimmt, dass der
Wandstoff von Betabacterium vermiforme ein Glucosepolymer ist, dann
wird man sofort an die Tatsache erinnert, dass man auch bei dem so oft
schon untersuchten Wandstoff von Leuconostoc mesenterioides zum glei-
chen Schluss gekommen ist.

Im Vorhergehenden haben wir schon des éftern auf die grosse Uber-
einstimmung der Wandstoffe bei den beiden Bakterienarten hingewiesen.
Am stirksten kommt diese Ubereinstimmung dadurch zum Ausdruck,
dass merkwiirdigerweise in beiden Fillen die Wandstoffbildung streng
an das Vorhandensein von Saccharose im Nihrmedium gebunden ist,
wahrend im Wandstoff doch nur Glucose als Baustein vorkommt,

Die bereits schon lange bekannte Tatsache, dass weder Glucose, noch
Invertzucker zur Wandstoffsynthese zu gebrauchen ist, entbehrt noch
immer einer Erklirung.

Angesichts dieser Lage ist der Schluss berechtigt, dass der Wandstoff
von Betabacterium vermiforme zu derselben Klasse von Verbindungen
gehort als der Wandstoff von Leuconostoc mesenterioides, an welchem man
den Namen Dextran gegeben hat.

Es wird diese Auffassung ausserdem noch durch die ungefihre Be-
stimmung des optischen Drehungswertes verdiinnter Lsungen in Lauge
unterstiitzt. Bei von LippmaANN (1904) findet man doch fiir die spez.
Drehung von Leuconostoc-Dextran in laugenhaltigen Losungen ausein-
andergehende Werte, die zwischen 195 und -227° liegen.

Jedoch miissen tiefergehende Untersuchungen iiber die chemische
6
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Konfiguration und die molekulare Struktur der beiden Wandstoffe —
w.a. unter Hinanziehung der Rintgen-Untersuchung — die Frage be-
antworten, wie weit die Ubereinstimmung zwischen beiden Polysac-
chariden geht ).

1) Mit einer derartigen Untersuchung ist inzwischen von Dr. M. STACEY in Bir-
mingham ein Anfang gemacht worden; die dabei erhaltenen Resultate werden wahr-
scheinlich bald publiziert.



KAPITEL IX.
BAKTERIELLE HYDROLYSE DES TIBI-DEX TRANS.

§ 1. ISOLIERUNG EINES DEXTRANHYDROLYSIERENDEN BAKTE-
RIUMS.

Eines Tages beobachtete ich zufilligerweise, dass nicht sterilisierte, in
stromendem Wasser gut gespiilte und im Eisschrank aufbewahrte Tibi-
Kliimpchen nahezu ganz in eine ziemlich diinne, trilbe Flissigkeit
verandert waren.

Deutlich war eine Trennung in ein unlésliches, breiiges Sediment, das
noch Reste in Auflésung befindlicher Kliimpchen enthielt, und in einer
triiben dariiberstehenden Fliissigkeit festzustellen. Die Vermutung, dass
sich dieser Prozess schneller abspielen wiirde, wenn man die Korner
bei 30° C stehen lisst, traf zu. Die schonen, harten Dextrankliimpchen
fielen langsam ein und wurden zusehends feuchter und breiiger, wihrend
gleichzeitig die Kontouren der Kliimpchen undeutlicher wurden. Bereits
nach zwei bis drei Wochen war das Volum auf die Hilfte verringert und
konnte die breiige diinne Masse durchgeschiittelt werden.

Im mikroskopischen Bild erschienen in der Fliissigkeit zahlreiche
grosstenteils tote Hefezellen und stibchenformige Individuen des Tibi-
Bakteriums. Gleichzeitiz fielen mir jedoch zahlreiche bewegliche und
aufgeschwollene sporenfithrende Stibchen auf. Es entstand hierdurch die
Vermutung, dass eine als Infektion aufgetretene Bakterienart fiir die
Verfliissigung der Tibi-Kliimpchen verantwortlich war.

Im Zusammenhang hiermit sei auf BEIERINCK (1912, A) verwiesen,
welcher bereits feststellte, dass der Wandstoff von Leuconostac mesenteri-
oides von verschiedenen sporenfithrenden Bakterien angegriffen werden
kann, Auch SaccHerTi stellte neulich fest, dass das sporenfithrende
Bakterium Bacillus vulgatus imstande ist den genannten Wandstoff
anzugreifen.

Ich strich daher eine nicht zu sehr verdiinnte Suspension dieses Breies
auf eine Peptonagarplatte und bebriitete sie bei 35° C. Dies ergab ein
nahezu einheitliches Bild kleiner, ziemlich diinner, wisserig-durchsich-
tiger Kolonien (1 mm), welche auf einigen feuchten Stellen Ausliufer
bildeten.
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Dieser auf genannten Boden zur Reinkultur gebrachte Organismus
wurde auf seine wandstoffangreifende Wirkung gepriift. Nach Impfung
dieses Bakteriums in Rohrchen mit sterilisierten Tibi-Kliimpchen fand
ein kriftiger Abbau der Masse statt?).

§ 2. EIGENSCHAFTEN UND IDENTIFIZIERUNG DER ISOLIERTEN
BAKTERIENART.

Im mikroskopischen Priparat sehr junger Kulturen zeigten sich meist
kleine, gerade bis leichtgebogene, sehr bewegliche und zum Teil paarweise
auftretende Stibchen. Nach Methylenblaufirbung zeigten sich oft viele
auffallend dunkler gefirbte Granula.

In etwas ilteren Kulturen von Peptonagarplatten war der grsste Teil
der Bakterien zentral stark aufgeschwollen, infolge der Anwesenheit
einer grossen, ovalen Spore.

Abgesehen von einigen Ausnahmen, ist das Auftreten von solchen
Klostridien bei der Sporenbildung hier ein typisches Merkmal. Die
Abmessungen der normalen Stibchen lagen zwischen (1,5—5) = (0,6—1)t.
Fiir die Sporen betrugen sie 1,8—1,5 s

Die Organismen sind Gram-negativ, katalase-positiv und besitzen
peritriche Zilien (Firbung nach Zertnow). Die Gelatineverfliissigung
war negativ. Beim Vergleich der verschiedenen Nihrbdden stellte sich
* heraus, dass die Entwicklung auf Hefeagar -29, Glucose -2%, Kreide
besser war als auf Platten ohne Kreide. Das Vorhandensein von Glucose
ist deshalb giinstig, weil in der ersten Zeit die Sporenbildung unterdriickt
wird.

Auf Glucose-Kreideboden entstehen trockenglinzende, cremefarbige
Kolonien von 1—1,5 mm, welche ziemlich platt sind und zentral etwas
kegelformig anschwellen. Thre Konsistenz ist zih-schleimig. Der Strich-
kultur auf Schrigagar mit Kreide fithrt zur Bildung eines diinnen elasti-
schen Hiutchens. Das mikroskopische Bild dieser trocken-zihen Masse
zeigt uns amorphe Schleimflocken, in welchen viele Stibchen eingebettet
sind. Ausserhalb dieser Substanz sind die Stibchen entweder nackt oder
von einer Kapsel umgeben, welche bei dem einen sehr diinn und beinahe
nicht zu unterscheiden ist, bei anderen wiederum deutlich und betricht-
lich dicker ist (0,75 u). Fiir eine auffillige Produktion dieses zihen Wand-

1y Im Delfter Laboratorium hat Ir, SoeTErs (1936) weiter gezeigt, dass die Tibi-
Kérner ebenfalls volliz abgebaut werden unter dem Einfluss eines obligat-anaeroben
Sporenbildners: Bacillus cellulosae dissolvens, einer aus menschlichen Fikalien iso-
lerten Art.
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stoffes ist das Vorhandensein von Kreide und Zucker bestimmt notwendig.

Beziiglich des Stoffwechsels wurde in erster Linie die Eigenschaft der
Wandstoffhydrolyse untersucht. Zu diesem Zwecke impfte ich das
Bakterium in Kolben von 300 cm?® Inhalt mit 50 cm® Peptonwasser, in
welchem vor der Sterilisation 2 Gramm getrocknete Tibi-Kliimpchen
zugefiigt worden waren. Beim Ziichten bei 35°C fand eine schnelle
Entwicklung des Bakteriums statt, bald ging ein sichtbares Angreifen der
Tibi-Kliimpchen hiermit zusammen. Nach 5—6 Tagen waren diese voll-
stindig verfliissigt, wihrend auf dem Boden des Kolbens doch noch ein
flockiges Sediment vorhanden war. Im gleichen Kulturmedium unter-
suchte ich die optimale Temperatur fiir die Wandstoffhydrolyse und zwar
bei Temperaturen von: 50°, 457, 40°, 37°, 35° und 30° C.

Als Optimaltemperatur kommt 40° C in Frage, obwohl 37° und 35° C
in nichts davon abwichen. Falls keine andere Temperatur genannt wird,
beziehen sich die folgenden Experimente auf 35°—37° C.

Fortgesetzte Untersuchungen lehrten, dass die Geschwindigkeit,
womit die Tibi-Kérner abgebaut wurden, nicht allein von der Temperatur,
sondern auch in hohem Masse von der Aeration der Kultur abhingig
war. Je grosser der Kolben ist, d.h. je grosser die Oberfliche der Kultur-
fliissigkeit wird, um desto schneller verschwinden die Tibi-Kliimpchen;
darum vollzieht die Hydrolyse sich in Kulturrdhren langsamer.

Ausserdem untersuchte ich, inwiefern das Bakterium girfihig ist
und impfte hierzu die Kulturen in Gefisschen nach EINHORN, welche
Peptonwasser mit 29, Glucose enthielten. Es trat keine Gasbildung auf,
wihrend das Wachstum hauptsichlich auf den offenen Arm beschrankt
blieb.

Ferner wurde untersucht, wie verschiedene Zucker: Glucose, Fructose,
Galactose, Saccharose, Maltose und Lactose in 1%, Konzentration

 in Peptonwasser unter aeroben Bedingungen das Wachstum beeinflussten.
Es zeigte sich, dass die Entwicklung nach dem Grade der Trilbung
beurteilt, bei den Disacchariden auffallend stirker war als bei den Mono-
sacchariden (Vergl. auch Seite 88-89). Bei den letztgenannten war kaum
ein Unterschied mit Kulturen in Peptonwasser allein zu sehen.

Dieser kennzeichnende Unterschied kann nicht dem gemeinsamen
Sterilisieren von Peptonwasser und den Zuckerarten zuzuschreiben sein,
da beim gesonderten Sterilisieren das gleiche Resultat auftritt.

Waurden Kulturkolben mit Peptonwasser 19, Glucose oder mit Pepton-
wasser und sterilisierten Tibi-Kliimpchen nach dem Impfen mit dem
Bakterium unter anaeroben Bedingungen belassen, dann war nach Be-
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briitung bei 37° C selbst nach 3 Wochen weder von einer Entwicklung
noch von einer Kérnerverfliissigung etwas zu bemerken. Als ich nach
dieser Zeit der Luft Zutritt verschaffte, trat sofort eine gute Entwicklung
ein. Nach einer Periode von 3 Wochen habe ich in der genannten Pepton-
wasser -1%, Glucose-Kultur eine quantitative Bestimmung des Glucose-
verbrauches und der Siurebildung angestellt. 0,419, Glucose waren
innerhalb dieser Zeit verschwunden, wihrend die Aziditit nur gering
war, 0,40 m® N pro 100 em® Kulturfliissigkeit.

An der Hand aller diesen Kriterien bestand kein Zweifel, dass das unter-
suchte Bakterium zur grossen Gruppe der aeroben, sporenbildenden
Bakterien der Gattung Bacillus gehorte.

Eine systematisch durchgefithrte Untersuchung zur Identifizierung
des isolierten Bakteriums mit einer der zahlreichen bereits beschriebenen
Arten dieser Gattung, muss heutzutage als undurchfithrbar gelten. Man
kann nur feststellen, dass das Bakterium nicht identisch ist mit einer der
besser bekannten Arten der Gattung Bacillus. Hiergegen sprechen ver-
schiedene Eigenschaften insbesondere das Auftreten von Clostridium-
Formen wihrend der Sporulation. In dieser Hinsicht zeigt sich mehr
Ubereinstimmung mit Aerobacillus polymyxa und Zymobacillus macerans
(siche Kruyver und vaN NIEL, 1936), obwohl sich das neue Bakterium
von diesen Arten wiederum durch das Fehlen einer Girung deutlich
unterscheidet. Da von diesen Arten bekannt ist, dass sie verschiedene
Pflanzengewebe zum Zerfall bringen, schien mir eine Untersuchung
inwieweit sie ebenfalls den Wandstoff der Tibi-Klitmpchen anzugreifen
vermdgen, erwiinscht. Deshalb wurden Reinkulturen beider Bakterien-
arten in Kolben mit Peptonwasser und Tibi-Kliimpchen geimpft; jedoch
zeigte sich auch auf die Dauer kein Zerfall der Kliimpchen.

Mehr versprach ich mir von einem Vergleich der neu isolierten Art mit
den Beschreibungen einiger Stimme aerober, sporenbildender Bakterien,
welche in den letzten Jahren hinsichtlich ihrer Eigenschaft den Wandstoff
bestimmter anderer Bakterien — insbesondere von Pneumococcus-Typen —
aufzulésen, von sich reden machten. Die ersten Forscher, die eine
solche Bacillus-Art isolierten, waren Dusos und Avery (1931). Sie isolier-
ten aus dem Boden der ,,cranberry bogs of New Jersey”’ ein bewegliches,
sporenbildendes Bakterium, welches die Fihigkeit besass um das kap-
sulare Polysaccharid der virulenten S-Variante Typus III Preumococcus
abzubauen. Injizieren vom aus den Kulturen der sporenbildenden Bak-
terien bereiteten, hydrolysierenden Enzym in Versuchstiere, welche
mit lebenden, virulenten Pneumococcen vorher infiziert waren, bracht
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einen Schutz dieser Tiere zuwege. Ubereinstimmende, wahrscheinlich
selbst identische Stimme dieser sporenbildenden Bakterien, welche
ebenfalls den Wandstoff der genannten Pneumococcus-Typen auflésen,
wurden spiter von SIcKLEs und SHAW isoliert und ausfiihrlich beschrie-
ben (1933 und 1934).

Diese Forscher vereinigen die von ihnen isolierten Stimme in einer
neu aufgestellten Art, der sie den Namen Bacillus palustris geben. Da die
Beschreibung dieser Art in befriedigender Weise mit der oben von mir
fiir meinen Stamm gegebenen {ibereinstimmt, scheint mir eine vorliufige
Einordung in die Art Bacillus palustris vollauf angebracht.

Zu einer vollstindigen Identifizierung kann allerdings erst geschritten
werden, wenn sich herausstellen wiirde, dass die Stimme der amerikani-
schen Forscher imstande sind das Tibi-Dextran aufzulosen und
umgekehrt mein Stamm auch das Typus I1I Preumococcus Polysaccharid
aufzulésen vermag. In dieser Hinsicht ist aber ein gewisser Vorbehalt zu
betrachten, da die Wirkung der hydrolysierenden Bakterien von den
amerikanischen Forschern als streng spezifisch fiir das Polysaccharid
des Typus III Pneumococcus beschrieben wird: sogar die Polysaccharide
der Typen I und II werden nicht angegriffen.

Ausserdem steht fest, dass die Wandstoffe der Preumococcen in chemi-
scher Hinsicht vom Tibi-Wandstoff abweichen, denn in den Pneumo-
coccen-Wandstoffen sind Uronsiure-Bausteine mit Sicherheit nachge-
wiesen worden. Um aber das Aufstellen neuer iiberfliissiger Arten zu
vermeiden, will ich das von mir isolierte Bakterium bis auf weiteres als
Bacillus palustris bezeichnen.

§ 3. HYDROLYSE DES GEREINIGTEN DEXTRANPRAPARATES DURCH
BACILLUS PALUSTRIS.

Wie bereits bemerkt wurde, ist das gereinigte Dextranpriiparat in kal-
tem Wasser gar nicht, in kochendem Wasser nur sehr wenig l6slich. Um
nun festzustellen, wie schnell eine bestimmte Gewichtsmenge des pul-
verfdrmigen Dextrans von Bacillus palustris hydrolysiert (aufgeldst) werden
kann und inwieweit gleichzeitig vorhandene Glucose auf die Hydrolyse
von Einfluss ist, stellte ich folgenden Versuch an.

In Kolben von 100 cm?® Inhalt brachte ich neben 40 cm® Peptonwasser
(pH :7,4): bezw. 50 mgr, 200 mgr, und 400 mgr Dextran. Ausser-
dem wurden noch zwei Kolben mit der gleichen Menge Peptonwasser
fertig gestellt, an welche unterschiedlich 200 mgr Dextran mit 19, Glucose
und 200 mgr 16sl. Stirke zugefiigt wurden. Nach dem Sterilisieren befand
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sich das Dextran als ein umfangreiches, flockiges Sediment am Boden
des Kolbens, wihrend die Stirke geldst war. Nach der Impfung mit einer
jungen Kultur zeigte sich, dass die 50 mgr in 4, die 200 mgr in 6 und
die 400 mgr Dextranpulver in 7 Tagen verschwunden waren. In der
Kultur mit der 1% -igen Glucoselésung war das Sediment hingegen, trotz
einer deutlichen Entwicklung des Bakteriums, unberiihrt geblieben.
Nachdem das Sediment vollstindig verschwunden war, zeigte sich, dass
5 cm® des trilben Mediums in den obengenannten Kolben eine positive
FenriNG’sche Reaktion ergaben. Eine Ausnahme machte die Hydrolyse-
fliissigkeit von 50 mgr, bei der mindestens 20 cm® zur Erzielung einer
sichtbaren Reaktion nétig waren. Es zeigte sich, dass die Stirke eben-
falls hydrolysiert worden war; der Organismus verfiigt also ebenfalls
iiber eine Amylase.

Aus der Beobachtung, dass der Abbau des Dextrans nicht stattfindet,
wenn gleichzeitig Glucose vorhanden ist, lisst sich schliessen, dass das
Hydrolyse verursachende Enzym nicht gebildet wird, wenn leichter zu
verarbeitende Energiequellen zur Verfiigung stehen.

Diese Erscheinung konnten auch Dusos und Avery fiir das bakterielle
Enzym feststellen, das die Pneumococcus-Polysaccharidkapseln abbaut.

Ahnliche Versuche mit Mengen von 50 mgr und 200 mgr Dextran-
pulver wurden auch in mineralen Medien folgender Zusammensetzung
angestellt: 0,29, (NH,),SO,, 0,29, K;HPO,, 0,019, MgSO;, (pH : 7,4).

Auch bei dieser Untersuchung wurde ein Vergleich mit Aerobacillus
polymyxa und Zymobacillus macerans durchgefiihrt, aber auch diesmal
erfolgte mit diesen Arten kein Abbau. (Siehe BEIJERINCK en den DoOREN
de Jowe, 1923; ScHARDINGER, 1905 und DONKER, 1926).

Der Abbau des pulverformigen Dextrans durch Bacillus palustris war
durch eine Zone mit kolloidaler Triibung {iberhalb des an Dicke abneh-
menden Sedimentes gekennzeichnet; sie wurde dugenscheinlich durch die
Bildung von Hydrolyseprodukten aus dem Dextran hervorgerufen. Der
hemmende Effekt der Glucose war hier ebenfalls vorhanden.

Erwihnenswert ist, dass das von Betabacterium vermiforme gebildete
Polysaccharid und das daraus durch bakterielle Hydrolyse erhaltene
Dextrinpriparat (siche § 4) als Kohlenstoffquelle weitaus giinstiger war
als Zucker. Héchstwahrscheinlich wird dies auch bei Anwesenheit von
Pepton als Stickstoffquelle der Fall sein, obwohl sich dies schwieriger
feststellen ldsst.

Fiir Bacillus palustris kénnen wir also eine Kohlenhydratreihe auf-
stellen, welche nach dem Grade der Tauglichkeit jedes einzelnen Kohle-
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hydrates als Kohlenstoffquelle angeordnet ist und folgendermassen
aussieht: Dextran, Dextrine, Disaccharide, Monosaccharide.

Im Zusammenhang hiermit sei erwihnt, dass SaccHETTI (1936) fiir
Bacillus vulgatus etwas dhnliches 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 mit
Saccharose und Glucose,

§ 4. EINIGE WEITERE BEOBACHTUNGEN UBER DIE BAKTERIELLE
HYDROLYSE DES TIBI-DEXTRANS.

Es sei hier noch kurz etwas niher auf die bakterielle Hydrolyse des
Tibi-Dextrans und auf die dabei gebildeten Produkte eingegangen.

Zur Erzielung einer geniigend grossen Menge von Abbauprodukte
wurde im Grossen vorgegangen und zwar gebrauchten wir als Ausgangs-
material Tibi-Kérner, welche stundenlang in strémendem Wasser gespiilt
und hernach getrocknet wurden.

In einem } Liter Kolben sterilisierte ich 90 cm® Peptonwasser und
15 gr des getrockneten Materials. Das Medium hatte sich nach dieser Be-
handlung infolge der starken Quellung der Tibi-Klimpchen zu einer
feuchten, unbeweglichen und kompakten Masse verindert; von einer
freien Kulturfliissigkeit war keine Spur mehr zu finden. In diesem
Zustande wurde der Kolben mit einer jungen Agarkultur von Bacillus
palustris kriftig geimpft. :

Der Verfliissigungsvorgang setzte schnell und intensiv ein. Nach
6 Tagen hatte sich das Ganze in einen diinnen Brei mit einem Sediment ver-
indert, worin noch einige Reste von Tibi-Kérnern zu sehen waren. Bei
der Kontrolle am Ende der dritten Woche war in der grauen triiben
Fliissigkeit ein feinflockiger Niederschlag mit einigen halbverfliissigten
Tibi-Kérnern vermengt zu beobachten.

Zur Trennung der aufgelésten von den nicht aufgelsten Stoffen zentri-
fugierten wir den Inhalt sorgfiltig. Die mikroskopische Untersuchung der
in den Zentrifugenrdhren zuriickgebliebenen Substanz enthielt neben
einer grossen Menge von Bakterien, Sporen und Hefezellen auch noch
freie und zusammengeballte schlangenférmige Kapseln.

Wie wir bereits in Kapitel V mitteilten, zeichneten sich diese freien
Kapseln durch ihr klares und iibersichtliches Bild aus, sodass Form und
Abmessung um vieles besser zu erforschen waren als bei den Kapseln
der kompakten Korner.

Von der kolloidal-triiben Fliissigkeit hielt ich eine kleine Menge zur



90

Bestimmung des pH und vergirbarer Zucker zuriick. Aus dem pH 5,2,
welches elektrisch bestimmt wurde, war zu ersehen, dass nur eine geringe
Siurebildung stattgefunden hatte. Zur Bestimmung event. vorhandener,
vergirbarer Zucker, benutzte ich den quantitativen Vergirungsapparat.

Es zeigte sich, dass nur sehr wenig gasférmige Kohlensiure erzeugt
wurde (0,05 cm®). Vergirbare Zucker waren also nur in sehr geringer
Konzentration vorhanden.

In einem Kontrollapparat wurden zu 1 cm? Fliissigkeit 20 mgr Glucose
hinzugefiigt; das Volum der bei der Girung gebildeten gasformigen Kohlen-
siure, auf 0° C und 760 mm umgerechnet, betrug 5,05 cm?. Auf Glucose
umgerechnet bedeutet dies pro 1 cm® Hydrolysat (5.05 + 1.2) X 4 =
25 mgr; also muss in der zur Vergirung gebrachten Fliissigkeit 5 mgr ver-
girbarer Zucker — als Glucose berechnet — vorhanden gewesen sein.,

Zu der abzentrifugierten Fliissigkeit wurde nun ein gleiches Volum 967%,
Alkohol hinzugefiigt, wobei sich ein Niederschlag in der Form einer
gelblichen, zihen, teigformigen Masse bildete. Dieses nur sehr geringe
Prizipitat wurde nach dem Trocknen wieder in kochendem Wasser zu
einer kolloidalen Losung aufgerieben und hieraus wieder durch Alkohol-
behandlung auf 509, ein Niederschlag erzeugt. Nach dem Trocknen
wurde der Niederschlag zu einem weissen Pulver zerrieben.

Im Gegensatz zum Dextranpulver Ioste sich diese erste Fraktion des
Abbauprozesses in kaltem Wasser ziemlich gut auf. Die Losung zeigte
eine starke kolloidale Triibung, wihrend die FenLiNG'sche Reaktion der
Losung sehr schwach positiv war. Nach sorgfiltigem Abfiltrieren wurde
die tibriggebliebene alkoholhaltige Fliissigkeit auf einem Wasserbade zu
einem braunen (durch das Vorhandensein von Pepton) viskds-sirupartigen
Riickstand eingedampft. Zu diesem Sirup wurde soviel 967, Alkohol
gegossen bis der Alkoholgehalt 80%, betrug. Unter gutem Umriihren
setzte sich eine fadenziehende Substanz ab, welche in aussergewdhn-
lich starker Weise an den Instrumenten kleben blieb.

Nachdem diese Substanz zur weiteren Reinigung noch zweimal in
Wasser aufgelést und mit Alkohol (80%,) prizipitiert war, erhielt ich
nach dem Trocknen und Zerreiben ein weisslich-lichtgelbes Pulver,
welches sich sehr gut, bei nicht zu hoher Konzentration ohne Triibung,
in kaltem Wasser aufléste. Es reduzierte FEHLING'sche Losung stark
und ergab mit Jod keine Firbung. Dass es sich hier um ein Gemisch
reduzierender dextrinartiger Stoffe handelte, wird auf Grund der folgen-
den Beobachtungen wahrscheinlich:
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1. Der hohe Wert fiir die spez. Drehung: [a], = 170°,

2. Das praktisch volkommene Fehlen von vergirbarem Zucker. Im
Vergirungsapparat blieb nach der zweiten Reinigung (Prazipitieren mit
Alkohol) die Kohlensiurebildung in einer 5%, Losung in Hefewasser
beinahe ganz aus, nur eine ganz kleine Gasblase war sichtbar. Im Kontroll-
apparat, in dem ausserdem noch 29, Glucose zugefiigt worden war,
girte die Fliissigkeit normal aus. Es waren also keine giftigen Produkte
vorhanden. Es war daher hochstens eine geringe Menge vergirbaren
Zuckers als Verunreinigung vorhanden. Nach erfolgter Girung zeigte die
Dextrinlésung noch eine merkliche Reduktion der FEHLING'schen Losung.
Ein grosser Teil des Reduktionsvermdgens stammt also von unvergirbaren
Stoffen her. In einem zum 3ten Mal durch Alkoholprizipitierung gereinig-
ten Produkt, blieb die Kohlensiurebildung vollig aus.

3. Die Bestimmung des Reduktionsvermdgens nach SCHOORL.

Von dem Pulver wurden 500 mgr in einem Masskolben von 100 cm?®
in Losung gebracht. 20 cm® dieser Losung, oder 100 mgr des Pulvers,
verursachten eine Reduktion der FenLinG'schen Liésung, welche mit
2,52 cm® 0,1 N Thiosulfat iibereinstimmte. Eine solche Reduktion korres-
pondiert mit 7,9 mgr Glucose; es betrug also das Reduktionsvermégen
des Priparates nur 7,99, von dem der Glucose.

Ausser dem, als zweite Fraktion bezeichneten Prizipitat, wird natiirlich
noch eine bestimmte Menge von Abbauprodukten in der alkoholhaltigen
Hydrolysefliissigkeit zuriickgeblieben sein. In erster Linie werden es
Zucker gewesen sein, wahrscheinlich aber auch reduzierende unvergir-
bare Stoffe, wie niedere Dextrine.

Ein Prizipitat, welches durch Erhdhen des Alkoholgehaltes iiber 80%;
entsteht, habe ich aber nicht auf dextrinartige Stoffe untersucht, da die
Untersuchung durch verschiedene ebenfalls niedergeschlagene Pepton-
bestandteile sehr erschwert wurde.

Hingegen habe ich die in 80%, Alkohol lssliche Fraktion auf das Vor-
handensein vergirbarer Zucker untersucht. Dass dieser vorhanden sein
wiirde, war daraus zu schliessen, dass sich bereits im unverarbeiteten
Hydrolysat eine Vergirung gezeigt hatte. Tatsichlich zeigte sich auch
hier im quantitativen Vergirungsapparat eine gehorige Kohlensiure-
bildung, wenn ich die in 80%, Alkohol 1ésliche Fraktion in Hefewasser
mit Saccharomyces cerevisiae vergiren liess. Konnen wir nun daraus
schliessen, dass aller vergirbarer Zucker Glucose ist? So ohne weiteres
ist dies sicher nicht der Fall, denn obwohl wir bei der Sdurehydrolyse
bloss Glucose vorfanden, ist es immerhin denkbar, dass durch die en-
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zymatische Hydrolyse auch hdhere, aus Glucose aufgebaute Saccharide
entstehen. Soweit diese durch Saccharomyces cerevisige vergirbar sind,
wird man wohl ausschliesslich an Maltose zu denken haben 1).

Es war darum wichtig zu untersuchen, ob die vergarbaren Zucker
vielleicht ganz oder teilweise aus Maltose bestehen. Der einfachste Nach-
weis bestand in der quantitativen. Vergirung und zwar einerseits mit
Saccharomyces cerevisiae, andererseits mit Saccharomyces fragrans BEIJE-
RINCK, einer von mir aus Schiedamer Presshefe gewonnenen und reinkul-
tivierten Hefe, welche Maltose nicht vergirt. Bei beiden Untersuchungen
kam praktisch die gleiche Kohlensiurebildung zum Vorschein, sodass
also 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 konnen wir schliessen, dass bei der enzymatischen
Hydrolyse des Tibi-Dextrans primidr in Wasser lésliche, dextrinartige
Verbindungen von abnehmender Komplexitit entstehen, welche Ver-
bindungen weiterhin zum Teil zu Glucose hydrolysiert werden.

Schliesslich sei noch darauf hingewiesen, dass Bacillus palustris eben-
falls eine kriftige amylolytische Wirkung besitzt. Nach Uberimpfung dieses
Bakteriums in einen Kolben mit Peptonwasser und 159, Stirke (Kar-
toffelstirke) war nach einem Tag die dicke kleisterartige Masse diinn-
fliissig. Eine orientierende Untersuchung der Kulturfliissigkeit nach
3-wochentlichem Stehen bei 35° C zeigte, dass auch hierin grosse Mengen
Dextrin, neben nur geringen Mengen Zucker, vorhanden waren. In dieser
Hinsicht besteht also eine grosse Ubereinstimmung im Abbau von
Dextran und von Stirke mittels Bacillus palustris. Dass allerdings diese
beiden Abbauprozesse unter dem Einfluss verschiedener hydrolytischer
Enzyme stehen, folgt wohl hieraus, dass verschiedene die Stirke gut
angreifende Bakterienarten wie: Aerobacillus polymyxa und Zymobacillus
macerans das Dextran iiberhaupt nicht angreifen.

1y Ein anderes durch Presshefe, allerdings langsam, vergirbares und aus zwei
Gliicosebausteinen zusammengesetztes Disaccharid ist die Trehalose. Jedoch kommt
dieser nicht-reduzierende Zucker als Baustein eines Polysaccharides nicht in Betracht.



ZWEITER TEIL.

DIE DISSOZIATION VON BETABACTERIUM VERMIFORME,
NEBST EINIGEN ALLGEMEINEN BETRACHTUNGEN UBER
DAS DISSOZIATIONSPHANOMEN.

Zwar hat die Genetheorie fiir die Mikroben noch
keine besondere Wichtigkeit erlangt. Da dieses wohl
der Fall ist fiir die hoheren Organismen muss ange-
nommen werden, dass beim weiteren Studium der
Mikrobenvariabilitit die Fruchtbarkeit dieser Theorie
sich ebenfalls herausstellen wird.

M. W. BEIJERINCK.

Belangstelling in genetische vraagstukken is op zich
zelve voldoende drijfveer te streven naar een bevredi-
gend inzicht in de verschijnselen van bacterieele
veranderlijkheid.

J. J. vaN LoOGHEM.
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KAPITEL X.

KURZE UBERSICHT UBER DAS PHANOMEN UND DAS WESEN
DER BAKTERIEN-DISSOZIATION.

§ 1. EINFUHRENDE BEMERKUNGEN.

Wie in der Einleitung mitgeteilt wurde, befasst der zweite Teil meiner
Arbeit sich mit dem Studium der Dissoziationserscheinung bei Betabac-
terium vermiforme.

Bekanntlich versteht man unter Dissoziation bei Mikroorganismen das
Auftreten von Kolonien von verschiedenartigem Typus bei der Ziichtung
einer Reinkultur auf einem und demselben festen Nihrboden, wenigstens
fiir so weit es sich zeigt, dass die beiden Typen sich bei der Weiter-
ziichtung entweder wihrend kiirzerer oder lingerer Frist oder moglicher-
weise auch dauernd behaupten.

In Kapitel III § 2 wurde bereits erwihnt, dass ein solches Phinomen
auch beim Ziichten des Tibi-Bakteriums auf festen Nihrmedien auftritt.

Die Ansicht, dass hier tatsichlich ein Dissoziationsphinomen im Sinne
der oben gegebenen Umschreibung vorlag, wurde verstirkt durch die
Beobachtung, dass bei den neuen Formen nicht nur das Aussehen der
Kolonien verindert war, sondern dass das Bakterium auch in phystolo-
gischer Hinsicht eine auffallende Verinderung durchgemacht hatte.
Es zeigte sich nidmlich, dass die so charakteristische Erscheinung der
Wandstoffproduktion aus Saccharose bei den neu aufeetretenen Formen
verloren gegangen war.

Eine Fortsetzung dieser Untersuchung lehrte, dass die Dissoziation
nicht allein auf die zwei genannten neuen Kolonietypen beschrinkt blieb,
sondern dass daneben noch verschiedene andere Typen von Betabac-
terjum vermiforme auftraten,

Ut nun die Befunde meiner Untersuchung in einen passenden Rahmen
zu setzen, erscheint es mir in erster Linie ndtig in -den folgenden
Paragraphen eine kurze Ubersicht iber die meist charakteristischen -
Erscheinungen zu geben, welche den vielen Untersuchungen iiber die
Dissoziationserscheinung zu entnehmen sind.
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Bevor ich darauf eingehe, mégen hier noch einige Bemerkungen allge-
meiner Art folgen.

Wie schon aus der oben gegebenen Umschreibung hervorgeht, bildet
die Dissoziationserscheinung einen Teil des allgemeinen Problemes der
Mikroben-Variabilitit. Die diesbeziigliche Literatur ist dermassen
umfangreich, dass es unméglich ist, sie in ihrer Gesamtheit Zu
iiberblicken.

Nun ist jedenfalls deutlich, dass der allgemeine Begriff ,,Mikroben-
Variabilitit” eine Reihe von Erscheinungen umfasst, welche mehr oder
weniger scharf von der Dissoziationserscheinung abzugrenzen sind.

Ohne hier tiefer auf die Systematik und das Wesen der verschiedenen
bei Mikroorganismen gefundenen Variationserscheinungen einzugehen,
will ich doch kurz einige dieser abweichenden Variationstypen an-
fithren. In der Mikrobiologie begegnet man oftmals einer Erscheinung,
die sich dadurch kennzeichnet, dass dussere Bedingungen einen tiefge-
henden Einfluss auf die Erscheinungsform und andere Eigenschaften
einer Mikrobenart ausiiben. Wo es nach Wiederherstellung der urspriing-
lichen Bedingungen zu einer unmittelbaren Riickkehr der anfinglichen
Eigenschaften kommt, besteht aller Anlass diese Erscheinung in Uber-
einstimmung mit ihnlichen Variationen bei héheren Organismen, als
Modifikationen zu betrachten.

Ein sehr bekanntes Beispiel bildet die Erscheinung, dass viele Stimme
von Bacterium prodigiosum beim Ziichten bei niederen Temperaturen durch
die starke Produktion eines roten Pigmentes gekennzeichnet sind, wihrend
sie in der Kultur bei 37° C véllig farblos wachsen. Kultiviert man jedoch
Uberimpfungen dieser letzten Kulturen bei niederen Temperaturen,
dann tritt wieder unmittelbar Pigmentbildung ein. Es bediirft keine
nihere Erliuterung, 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 dusseren Bedingungen manifestieren.

Eine zweite von der Dissoziation abzugrenzende Variationserscheinung
ist die Adaptation im engeren Sinne. Hierunter versteht man die Erschei-
nung, wobei eine Mikrobe sich allmihlich an ZHussere Bedingungen
anpasst, welche der urspriinglichen Form keine Vermehrungsméglich-
keit bieten.

Offenbar haben wir es in solchen Fillen mit dem Resultat einer konti-
nuierlichen Variation und einer gleichzeitiy wirkenden kiinstlichen
Selektion durch die dusseren Bedingungen des Milieus zu tun. So kann
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man durch besondere Massregeln Bakterien sich z.B. an héhere oder
niedere Temperaturen gewdhnen lassen oder an bestimmte Mengen von
Antiseptika, unter welchen Bedingungen sich die urspriingliche Form
nicht entwickeln kann. Kennzeichnend fiir eine solche Adaptationser-
scheinung ist, dass diese nur allmihlich d.h. iiber eine bestimmte Anzahl
von Subkulturen zur Entfaltung kommt und vor allem, dass sdmtliche,
resultierende Zellen hinsichtlich der Ausgangsform Verinderungen
erlitten haben.

Obwohl in manchen Fillen das Eintreten einer Dissoziation augen-
scheinlich ebenfalls an iusseren Bedingungen gebunden sein kann ,unter-
scheidet sie sich doch von der soeben beschriebenen Adaptation dadurch,
dass die neue Variante plétzlich in einer einzigen Kultur auftritt und vor
allem auch durch die Tatsache, dass sich daneben die Ausgangsform
behauptet. Auch besteht mit der Adaptation dadurch ein auffallender
Unterschied, dass bei der Dissoziation die eingetretenen Verinderungen
keinerlei direkten Zusammenhang mit der Art der Verinderungen der
iusseren Faktoren aufweisen. Dies kommt deutlich dadurch zum Ausdruck
dass auseinandergehende Verinderungen dieser Faktoren o&fters den
gleichen Effekt erzielen.

Aus dem soeben Gesagten erhellt, dass in der folgenden Ubersicht von
vornherein zahlreiche Variabilititserscheinungen ausser Betrachtbleiben
kénnen.

Bemerkt sei noch, dass in § 2 zuallererst eine Ubersicht iiber die
dusseren Erscheinungsformen der Dissoziation gegeben werden soll.
Hiernach folgt in § 3 eine kurze Besprechung der Meinungen hinsicht-
lich der Ursachen, welche der Dissoziation zugrunde liegen. Nach der
Beschreibung meiner eigenen Befunde werde ich dann in Kapitel XII
darauf noch niher eingehen.

§ 2. KURZE CHARAKTERISTIK VON DER ERSCHEINUNG DER BAK-
TERIEN-DISSOZIATION.

Im Laufe der Zeit wurde das Dissoziationsphinomen bei sehr vielen
Bakterienarten untersucht, sodass sowohl das Tatsachenmaterial und
die diesbeziigliche Literatur einen ungeheueren Umfang genommen
hat,

Ich werde mich hier bloss auf die Beschreibung der Dissoziations-
erscheinung in ihren allgemeinen und fiir die Mehrzahl der untersuchten

Bakterienarten charakteristischen Ziigen beschrinken. Fiir eine voll-
T
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stindigere und mit vielen Beispielen dokumentierte Ubersicht verweise
ich auf: ARKWRIGHT (1930) und auf die drei Zusammenfassungen von
Haprey (1927, 1931, 1937).

Wie bereits in § 1 mitgeteilt wurde, versteht man unter Dissoziation
eine Eigenschaftsvariation bei Bakterien, die sich beim Ziichten auf
festen Nahrboden im Auftreten von untereinander verschiedenen Kolonien
dussert, Die aufgetretenen Varianten vermogen sich, meistens selbst auf
abgeinderten Nihrmedien und unter verschiedenen Kulturbedingungen,
zu behaupten.

Fiir die Dissoziation kennzeichnend ist die Erscheinung, dass die
Varianten und die urspriingliche Form nebeneinander geziichtet werden
kénnen, wobei jede fiir sich ihre charakteristischen Eigenschaften bei-
behalt.

Die Verinderungen in das Aussehen und die Form der Kolonie bezieht
sich fast immer auch auf die Morphologie (Form und Abmessungen) der
einzelnen Zellen.

Die physiologischen Verinderungen kénnen als Abinderungen in der
Virulenz und im serologischen Verhalten, in fermentativen Eigen-
schaften (Saure- und Gasbildung aus Zuckerarten), in der Produktion
von Schleim oder Pigment, in der Beweglichkeit w.s.w. auftreten.

Bereits in der Anfangsperiode der Bakteriologie fiel die Variation in
Kolonie- und Zellform auf, jedoch betrachtete man sie meistens als
teratologische Erscheinungen und infolge der Fiille der Probleme,
welche das Studium der normalen Bakterienformen bot, ist man lange
Zeit an dieses Problem vorbeigegangen.

Zu den ersten, die mehr bewusst diese -Variationen studierten,
gehoéren: NE1ssER (1906) und Massini (1907). Sie stellten fest, dass beim
Ziichten eines Stammes von Bacillus coli mutabile auf Expo-Platten oft
in den farblosen Kolonien auf die Dauer rote Papillen auftraten. Diese
rote Verfirbung war die Folge des plétzlich auftretenden Vermégens dieses
Bakteriums um Lactose vergiiren zu konnen. Eine nihere Untersuchung
lehrte, dass bei Weiterziichtung dieser roten Papillen ausschliesslich rote
Kolonien zur Entwicklung kamen, wihrend Weiterziichtung vom weissen
Kolonietyptis neben dieser Form immer wieder rote Papillen entstehen
liessen.

Im Jahre 1912 gab BEIJERINCK einen wichtigen Beitrag zur Kenntnis
dieser Art von Variationserscheinungen heraus. Von einigen Bakterien-
arten, u.a. Bacillus prodigiosus, Bac. herbicola, Bac. indicus, und einer Hefe,
Schizosaccharomyces octosporus, wurden Variationserscheinungen beschrie-
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ben, welche heute als Ausserungen der Dissoziation bezeichnet werden
konnen.

Besonders wurden in dieser Abhandlung eine Menge Varianten von
Bacillus prodigiosus beschrieben, welche in physiologischer Hinsicht
(Pigment und Schleimproduktion) von der Ausgangsform abwichen.
Diese mehr oder weniger konstanten Variationen zeigten sich meistens
verkniipft mit Ablinderungen in der Morphologie der Kolonien und Zellen.

Im Jahre 1918 hat BAERTHLEIN bei verschiedenen Bakterienarten, wie
Typhus-, Paratyphus- ynd Coli-Bakterien, FrRIEDLANDER'S Bazillus u.a.
die Erscheinung der Variation ausfithrlich untersucht.

Er beobachtete, dass die Variation der Kolonieform zusammengehen
kann mit einer Abinderung entweder in der Morphologie der Zellen,
oder in den fermentativen und serologischen Eigenschaften, in der
Virulenz oder endlich in der Pigmentbildung.

Die Untersuchungen von pE Kruir und ARKWRIGHT im Jahre 1921
bildeten den Ausgangspunkt eines Stromes von Verdffentlichungen,
welche sich mit demr Variabilititsphinomen befassen. Der erstgenannte
Autor fiithrte die Bezeichnung ,,Dissoziation” ein fiir die von ihm festge-
stellte Erscheinung, dass bei der Ziichtung von Bacillus lepisepticus
zweierlei Kolonietypen entstanden, welche er als diffus und granular
unterschied. Als wichtigster Gesichtspunkt trat die Entdeckung hervor,
dass bei allen Bakterienarten, bei denen man die Dissoziation niher
studierte, zwei deutlich dusserlich voneinander zu unterscheidende Kolo-
nievarianten aufzutreten pflegen.

ArkwriGHT hat fiir diese beiden Kolonietypen die Bezeichnung
S(smooth) und R(rough) eingefithrt. Diese Terminologie bezieht sich
lediglich auf das Aussehen der Kolonie. Der S-Kolonietypus ist meist
rund mit unverletztem Rand, wihrend seine Oberfliche glatt und glin-
zend ist. Dagegen ist der R-Typus meist etwas grosser und platter, an
seiner Oberfliche mehr oder weniger rauh, wihrend der Rand unregel-
missig gewellt oder eingeschnitten erscheint. Neben den Unterschieden
in der Kolonieform zeichnen sich die S- und R-Varianten in der Mehrzahl
der Fille auch in Unterschieden der Zellmorphologie aus. Meistens
besitzt der R-Typus lingere Zellen, welche nicht selten zu langen, unseg-
mentierten Drihten oder zu langen, aus einzelnen Zellen zusammenge-
setzten, Ketten ausgewachsen sind (Haprey 1937). In vielen Fallen
ist auch die Art des Wachstums in fliissigen Medien verschieden; so
verursacht z.B. bei der Colon-Typhus-Dysenteriegruppe der S-Typus
im Anfang eine einheitliche Triibung des Mediums, wihrend R ein
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granulares Wachstum zeigt, welches an eine spontane Agglutination
denken [4sst.

Als eine sehr hiufig auftretende Erscheinung kénnen wir feststellen,
dass eine Bakterienart, welche nach der Isolierung anfangs ausschliesslich
S-Kolonietypen hervorbringt, beim Weiterziichten auf festen Nihrmedien
oder nach dem Abstreichen aus Fliissigkeitskulturen auf Platten, auch
R-Kolonietypen zur Entwicklung bringt. Manchmal vollzieht sich der
Ubergang von S > R via eine oder mehrere Zwischenformen.

Eine Reversion von R— S, welche stets sprunghaft zu geschehen
scheint, kommt oft vor, obwohl sie meistens weniger leicht und weniger
frequent als der Ubergang von S — R auftritt.

Die genannten Formen sind nun von vielen Bakterienarten ausfiihrlich
beschrieben worden. Als Beispiele nenne ich bloss: Bacterium coli com-
munis, Bac. subtilis, sowie die pathogenen Arten: Mycobact. tuberculosis,
Corynebact. diphtheriae, Buac. anthracis, Salmonella aertrycke, Shigella
paradysenteriae usw.

Vor kurzem hat Hapiey den Standpunkt vertreten, dass man im
Dissoziationsmuster im allgemeinen auch noch das Vorkommen eines
M(mukoid)-Typus neben den S- und R-Typen erwarten kann. Ein
derartiger Typus wurde in 1934 von Dawson bei Pneumococcus aufge-
funden. Haprey weist darauf hin, dass fiir die Frequenz, mit der die
Typen S, R, und"M im Dissoziationsmuster auftreten, bei der Mehrzahl
der Bakterienarten die Folge: S ) R » M festzustellen ist. Der M-Typus
scheint durchwegs aus der S-Form hervorzugehen und von ihr mit
Ausnahme der Konsistenz der Kolonie nur wenig zu differieren. Auch
in zellmorphologischer Hinsicht scheint oftmals M mit S ungefihr
eleichwertig zu sein; die M-Zellen sind jedoch gekennzeichnet entweder
durch den Besitz einer Kapsel, oder sie sind nackt, aber dann in einer
diinnschleimigen Substanz eingebettet.

Gleich dem Ubergang S — R sind auch bei M — S zuweilen Zwi-
schenformen vorhanden, z.B. bei Typus I Preumococcus (BLAKE und
Trask, 1933). Allerdings scheint es auch vorzukommen, dass mukoide
Kolonietypen einen R-Charakter haben; in diesem Fall handelt es sich
um Kolonien, welche aus dem R-Typus entstanden sind und in zell-
morphologischer Hinsicht ihm entsprechen. Die Zellen sind aber ge-
kapselt oder produzieren einen diinnen Schleim. Ein Beispiel eines
mukoiden R-Typus zeigt sich bei Serratia marcescens (Reep, 1937). Bei
verschiedenen Bakterienarten ist dieser M-Kolonietypus im Dissozia-
tionsmuster deutlich zZu erkennen, z.B. bei Pneumococcus (Dawson, 1933),
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Clostridium Welchii (Stevens, 1935), Bact. granulosis (HARrrIsON, 1936),
Escherichia coli (Torrey und Mowntu, 1936), Micrococcus tetragenus
(RemmaNN, 1937). In einer Reihe von Verdffentlichungen findet man noch
einen weniger oft vorkommenden Kolonietypus, n.l. die G- oder Zwerg-
kolonie, die durch ihre geringe Abmessung gekennzeichnet ist, erwihnt.
Die G-Kolonien scheinen, ebenso wie die M-Typen meistens, aus S-For-
men zu entstehen, in diesem Fall haben sie eine glatte Oberfliche. Die
Zellen konnen 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 konnen Ubergangsformen vorkom-
men z.B. bei Shigella dysenteriae (Koser und DIensT, 1934). Ein einziges
Mal ist bei Shigella konstatiert, dass eine G-Kolonie aus dem R-Typus
entstand; die Oberfliche dieser Zwergkolonie war rauh und hatte einen
unregelmissigen Rand (HapLEy, 1931). Der Zwergcharakter der G-Kolo-
nieform ist weniger die Folge kleinerer Zellen, als wohl einer verzogerten
Vermehrung dieser (herabgesetzter Vitalitit). Bei einzelnen Bakterienarten
sind im Dissoziationsmuster noch Kolonietypen unterzubringen, welche
von den oben beschriebenen Formen mehr oder weniger abweichen,
z.B. der ,matte’’ Kolonietypus bei den himolytischen Streptokokken.

Wie bereits erwihnt wurde, ist bei der Dissoziation eine Verdnderung
in der Kolonie- und Zellform meistens verkniipft mit Abinderungen in
physiologischer Hinsicht.

Da sich die Literatur iiber die Dissoziationserscheinung grosstenteils
auf die Gruppe der pathogenen Mikroben bezieht, werden als auffillige
physiologische Variationen vielfach Abinderungen der Virulenz und des
serologischen Verhaltens beschrieben. Bei den pathogenen Arten ent-
spricht die am meisten virulente Form hiufig der S-Form, so z.B. bei
Eberthella, Salmonella, Corynebact. diphtheriae. In diesem Fall wird beim
Ubergang von S — R oder S-> M die Virulenz sehr oft stark herabge-
setzt, auch kann sie ganz verschwinden; ausserdem verindert sich hierbei
das serologische Verhalten. Tritt ein Riickschlag von R — S oder M — 5
auf, dann kehren die Virulenz und die urspriinglichen serologischen
Eigenschaften meistens vollig zuriick.

Auch bestehen Arten, bei denen gerade der M-Typus mit seinen
gekapselten Individuen die virulente Form darstellt. Dies gilt z.B. fir
die Pneamoccoccus-Typen und fiir Pneumobacillus; bei ihnen sind die
S- und R-Typen avirulent. Die Virulenz und die typus-spezifischen
antigenen Eigenschaften zeigen sich fiir die letztgenannten Bakterienarten
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streng an den Besitz einer Kapsel gebunden. Einen Fall, bei dem der
R-Typus als die eigentliche, stark virulente Form auftritt, finden wir bei
Bacillus anthracis. Auch kann eine bestimmte Verinderung in der Kolonie-
form mit einer biochemischen Abweichung verkniipft sein. Beispiele
hiervon sind die nicht-Vergirung bestimmter Zuckerarten (von Lactose
durch eine Variante von Bacillus coli, die nicht-Vergirung von Mannit
durch Varianten von Shigella dysenteriae), das Ausbleiben einer Gas-
bildung aus Glucose (gaslose Varianten von Paratyphus-Stimmen,
Tasman und Pot, 1934), das Unterbleiben der Pigmentbildung (albus-
Variante von Bacillus prodigiosus, BEnjErRINCK, 1912), Verlust der Beweg-
lichkeit bei Bacillus proteus (FELX und Ovritzki, 1928), das Auftreten
von Schleimproduktion (bei der bereits genannten M-Kolonievariante).

Obwohl es anfinglich schien, als ob immer ein unzertrennlicher Zu-
sammenhang zwischen morphologischen und physiologischen Ver-
inderungen bestehe, zeigt sich doch, besonders in der Literatur der
letzten Zeit, dass auf diese allgemeine Regel eine nicht unbetrichtliche
Zahl von Ausnahmen vorzufinden sind. Einige Beispiele mogen dies
veranschaulichen,

1. Virulenzverinderungen, welche nicht mit einer Transformation
der Kolonie verkniipft sind, z.B. bei Bac, anthracis (NUNGESTER, 1933),
Corynebact. diphtherize (Jowes, 1933).

2. Beweglichkeit und Unbeweglichkeit, welche beide bei S- als auch
bei R-Typen vorkommen, z.B. bei der Schweinscholera (L1, 1929).

3. 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. Unabhingige Variation aller Merkmale bei Bac. megatherium
(Kwaysr, 1933). .

5. Differenzierung in verschiedenen Farben, wobei jede Farbe ihre
eigene Koloniereihe S, R, M, besitzt, wie z.B. bei Micrococcus tetragenus
und Serratia marcescens (Remmann, 1937; Reep, 1937).

6. Beim langen Aufbewahren von Bact. coli und coli-artigen
Stimmen zeigte sich, dass:

a. einige Stimme sich im Girungsvermdgen geindert hatten, wobei
jedoch alle beim Aussien nur eine Kolonieform bildeten.

b. Stimme beim Aussien verschiedene Kolonietypen zum Vor-
schein brachten, ohne dass eine Verinderung der fermentativen Eigen-
schaften eingetreten war.
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¢. Stimme beim Aussien sowehl hinsichtlich der Kolonieform als
atich in fermentativer Hinsicht neue Varianten abspalteten (NYBERG,
Bonsporrr und Kauepr, 1937).

7. Es zeigte sich keine konstante Korrelation zwischen der Kolonie-
form und der antigenen Struktur bei Salmonella pullorum (ROEKEL und
REeTTGER, 1936).

Hinsichtlich der Faktoren, welche das Dissoziationsphinomen bestim-
men, sei bemerkt, dass dieses in vielen Fillen anscheinend ,,spontan”
eintritt; die Varianten erscheinen dann ohne sichtbare Ursache auf den
fir die betreffenden Bakterien gebriuchlichen Nihrboden. Wenn bei
Weiterziichtung auf den normalen, gebriuchlichen Nahrbdden die
Dissoziation nur ausnahmsweise oder tiberhaupt nicht ,,spontan” eintritt,
dann kann man diese in vielen Fillen induzieren, indem man die Zusam-
mensetzung der Nihrboden oder die Kulturbedingungen indert.
Auch die Vorkultur der auf den festen Nihrboden zu impfenden Zellen
scheint meistens von ausschlaggebender Bedeutung zu sein. Als Metho-
den, welche oft zum Ziele fithren, kennt man u.a. das Altern von Agar-
oder Bouillon-Kulturen, die Ziichtung auf alkalischen Nihrboden oder
in alkalischer Bouillon, die Ziichtung auf Nihrboden oder in Bouillon, in
welchen kleine Mengen bestimmter Chemikalien, wie Phenol oder Lithium-
chlorid, hinzugefiigt sind, die Ziichtung bei niederer oder héherer Tempe-
ratur, die Ziichtung in Bouillon mit homologem Antiserum, Bakterio-
phagenwirkung, Tierpassage usw. Die Kultur in spezifischem Immun-
serum oder die Einwirkung des Bakteriophagen zeigen sich wohl als die
zweckmissigsten Mittel zur Erhaltung von Varianten.

Aus der vorhergehenden Aufzihlung erhellt, dass beim Auftreten der
Dissoziation den Ausseren Bedingungen eine wichtige Rolle zukommt.

Wie wir in Kapitel XII niher auseinandersetzen werden, wirken die
4jusseren Bedingungen, induzierend, d.h. auslésend auf die Dissoziation.

Als allgemeine Erscheinung ist noch zu erwihnen das Auftreten von
Stabilititsunterschieden eines und desselben Variantentypus, z.B. S oder
R, bei verschiedenen Stimmen einet und derselben Bakterienart. Je nach
der Stabilitit von morphologischen, bezw. physiologischen Merkmalen
bei den verschiedenen Stimmen von S-, R-, M-Varianten konnen die
folgenden Maglichkeiten eintreffen:

1. Formen, welche entweder spontan oder durch Induktion aufge-
treten, wihrend der ganzen Untersuchung vollkommen konstant bleiben;
gleichgiiltig auf welchen Nihrboden man ziichtet und unter welchen
Bedingungen, zeigt sich die eingetretene Verinderung sirreversibel”’.
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Man konnte hier von ,stabilen” Formen sprechen. Eine solche voll-
kommene Stabilitit scheint jedoch hdchst selten oder méglich gar nicht
vorzukommen. Nicht selten finden sich in der Literatur Angaben, dass
Variantenstimme viele Monate hindurch, selbst Jahre lang, in Reinkultur
gehalten, konstant bleiben; die Tatsache, dass diese Kulturen sehr oft
unter dem Einfluss bestimmter stark induzierender Agenzien dennoch
dissoziieren, zwingt zu grosser Vorsicht in der Schlussfolgerung hinsicht-
lich vollstindiger Stabilitit eines bestimmten Stammes. In der hier
gegebenen, sehr groben Einteilung will ich zu den ,,stabilen” Formen
auch diejenigen Variantenstimme rechnen, welche der Dissoziation hart-
nickigen und auffillig langen Widerstand leisten, dermassen, dass sie
wihrend den angestellten Untersuchungen vdllig oder doch in betricht-
lichem Masse konstant sind.

Als Beispiel verweise ich auf die Untersuchung von MALLMANN (1932)
w.a. iiber Salmonella pullorum; er experimentierte mit verschiedenen
R- und S-Stimmen, von denen mehrere fiir die angewandten Induktions-
methoden unempfindlich waren und eine ausgesprochene Stabilitit
zeigtetl,

Ein anderes Beispiel bilden die von Kun und von Fenvvessy (1932)
beschriebenen extrem-rauhen Stimme des Influenzabacillus, welche
selbst nach einigen Jahren noch vollkommen konstant geblieben waren.

Weiterhin wurden von SwiNGLE (1935) bei Staphylococcus aureus
G-Stimme isoliert, welche verschiedene Grade an Stabilitit besassen;
unter diesen wurden auch solche Stimme vorgefunden, welche sich stabil
und irreversibel zeigten,

2. Formen, welche bei Weiterziichtung auf normalen, gebriuchlichen
Nihrbéden in ziemlichem Masse konstant bleiben und auf diese Weise
{iberhaupt nicht oder nur infrequent dissoziieren. Wendet man eine oder
mehrere der obengenannten Induktionsmethoden an (z.B. wiederholtes
und schnelles Uberimpfen in Bouillon, Altern von Bouillonkulturen,
Ziichtung in homologem Antiserum oder Bakteriophagenwirkung), dann
gelingt es ziemlich leicht auf kurzer Frist das Auftreten neuer Varianten
auszulésen oder zu stimulieren. Diese Formen, welche also unter den
normalen, d.h. gebriuchlichen Kulturbedingungen ziemlich konstant
sind, konnte man ,,relativ stabil” nennen.

Zuweilen findet man, dass eine Reversion nicht ganz in die urspriingliche
Ausgangsform resultiert; es bleiben noch kleinere oder grossere Unter-
schiede mit der Ausgangsform vorhanden. Man kann dann wohl von
,,partieller” Reversion sprechen. Im Zusammenhang hiermit verweise
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ich auch auf die oft in der Literatur vorkommende Bezeichnung ,,rough-
ness’’ in verschiedenem Grade.

3. Eine dritte Gruppe besteht aus Formen, welche bei Ziichtung auf
normalen, gebriuchlichen Nihrbdden, und vor allem bei einigermassen
altern lassen solcher Kulturen, leicht und frequent dissoziieren. Zu ihnen
gehoren sowohl als S, R, M (und G?) zu bezeichnen Typen, als auch
ausgesprochen intermedidre Formen. Man kénnte hier am besten sprechen
von ,,labilen” Formen.

Das Auftreten der Dissoziation kann hier auf die folgende Weise zum
Ausdruck kommen. Bereits in der Kolonie der ,labilen’” Ausgangsform
kann sich das Auftreten eines neuen Typus makroskopisch manifestieren
durch Bildung entweder von sekundiren Kolonien, oder von Papillen,
von Sektoren oder marginalen Auswiichsen (,,outcroppings’’). Derartige
Auswiichse kénnen so stark hervortreten, dass die urspriingliche Kolonie
(z,B. eine R- oder S-Kolonie) ginzlich von einer gleich-breiten Randzone,
zusammengesetzt nur aus Zellen der neuen Variante, umgeben ist. Es
ist dann die Rede von einer konzentrischen . Mischkolonie™. Als solche
kennt man u.a. SR, RS und SM-Mischkolonien, z.B. bei Clostridium
Welchii (Stevens, 1935), Bacillus coli communis (DULANEY, 1928). Beim
Abstreichen einer Suspension des Zentrums einer SR-Kolonie z.B.
erhilt man durchwegs Mischplatten mit S- bzw. SR-Kolonien. Streicht
man aber eine Suspension von Zellen aus der Randzone ab, dann ergibt
die Kultur ausschliesslich R-Kolonien. Der neue Typus kann allerdings
bereits in der labilen Ausgangsform vorhandensein, ohne dass es an dem
Aussehen der Kolonie erkennbar ist. Streicht man Suspensionen solcher
Kolonien auf Platten ab, dann erhilt man doch Platten, welche ganz
bestimmt ein Gemisch von Kolonien des urspriinglichen und des neuen
Typus zur Entwicklung bringen (DESKOWITZ, 1937).

Deskowrrz zeigte, dass sich die Labilitat auf fast jede Kolonieform
erstrecken kann. Bei Salmonella aertrycke isolierte er u.a. einen ,unsta-
bilen” R-Typus, welcher bet Weiterziichtung fortwihrend und in kon-
stantem Verhiltnis eine stabile S-Form abspaltete. Daneben erwihnt er
eine kleine unstabile R-Kolonie, welche fortwihrend einen grossen,
stabilen R-Typus abspaltete.

Auch isolierte er noch einen unstabilen M-Typus. Labile Varianten
wurden iiberdies in.a. bei Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis,
FriepLANDER'S Bazillus, Bacillus aerogenes (FECHNER, 1936) vorgefunden.

Mit Hinsicht auf das oben Angefiihrte, wird es nicht wundern, dass
man beim Studium des Dissoziationsphinomens oft fiir den gleichen
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Variantentypus verschiedene Stabilititsgrade wahrgenommen hat. Es sei
allerdings darauf hingewiesen, dass die Frequenz, mit welcher durch
Dissoziation neue Varianten auftreten, nicht sonderlich gross ist, selbst
nicht, wenn man das Verhalten der sog. ,,unstabilen” Formen mit einbe-
zieht. Man vergesse nicht, dass es sich bei einer Bakterienkultur handelt
um einen Klon, welcher in kurzer Zeit eine grosse Zahl von Individuen
erzeugt. Prozentuell ist die Anzahl Zellen, welche dissoziieren gewiss
nicht gross. Die totale, in einer Kolonie vorhandene Anzahl von Varian-
tenzellen kann niemals als brauchbarer Massstab fiir die Frequenz des
eigentlichen Variationsprozesses dienen, da sich wihrend der Entwicklung
der Kolonien auch die durch Dissoziation entstandenen Variantenzellen
vermehren.

Schliesslich kann noch bemerkt werden, dass an und fiir sich konstante
Typen. einer Bakterienart bei Kultur unter speziellen Bedingungen
Kolonien aufliefern kénnen, welche in ihrem Aussehen denjenigen der
Dissoziationsvarianten gleich sind. Ziichtet man jedoch weiter unter
den anfinglichen Bedingungen, dann entpuppen sie sich als ,,pseudo’’-
Varianten, in so weit, dass dann nur der urspriingliche Typus wieder
auftritt,

Als Beispiel sei hier die Untersuchung PAuL's (1927) erwihnt. Diesem
Forscher fiel es auf, dass bei der Ziichtung von konstanten S-Stimmen
von Pneumococcus auf extrem alkalischen Platten und auch bei konzen-
trierter Aussaat, sich Kolonien oder Kolonieaggregate zeigten mit einer
rauhen Oberfliche.

Diese ,,roughness” war jedoch keinen Indikator fiir die Anwesenheit
einer R-Variante. Weiterziichtung dieses rauh aussehenden Materials
ergab nidmlich wieder sogleich Kulturen, welche nur aus typischen
S-Kolonien bestanden. Auf Grund dieses Ergebnis kommt PAuL zum
Schluss, dass unter bestimmten Umstinden npseudo-rough”-Kolonien
auf den Platten erscheinen. Es gibt mehrere Fille, in denen 3hnliche
Beobachtungen gemacht worden sind.

MavLimann (1932) z.B. beobachtete »Smoothness” bei der Ziichtung
stabiler R-Typen von Salmonella pullorum auf Fleischbouillonagar.
Wurden diese S-Formen auf dem Normalmedium (Leberinfusionsagar)
kultiviert, so nehmen die Kolonien simtlich wieder den R-Gestalt an.

»Roughness”, d.h. ,slightly rough’-Kolonien, zeigte sich bei den
stabilen S-Typen auf Leberinfusionsagar. Beim Abstreichen aus der
Suspension dieser Kolonien auf Fleischbouillonagar kamen sogleich
wieder simtlich normale S-Kolonien zur Entwicklung. Es braucht keine
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nihere Erliuterung, dass derartige Falle zu betrachten sind als einfache
Modifikationen, welche dadurch gekennzeichnet sind, dass die aus der
Modifikation resultierenden Formen Zusserliche Ubereinstimmung mit
bestimmten Dissoziationsvarianten aufweisen.

Auch hinsichtlich physiologischer Eigenschaften kann Dissoziation
vorgetiuscht werden.

Kwayst (1933) hat bei seiner Untersuchung beziiglich der Dissoziation
von Bac. megatherium eine gelb pigmentierte Variante, welche in Form
eines gelben Koloniesektors auftrat und sich bei Weiterziichtung konstant
erwies, isolieren konnen. Ausserdem stellte er auch die Bildung des
gelben Pigments bei sekundiren Kolonien oder in der peripheren Zone
der Mutterkolonie fest.

Im letzteren Fall aber zeigten sich bei Weiterziichtung des gelben
Bakterienmaterials auf den Platten nur farblose Kolonien. Im Gegensatz
zu der Pigmentierung der echten gelben Variante ist in diesen Fillen die
Pigmentbildung als eine Modifikation in physiologischer Hinsicht zu
betrachten.

Nachdem hiermit in grossen Ziigen die charakteristischen Erschei-
nungen der Dissoziation angefithrt worden sind, sei im nichsten Para-
graph eine kritische Betrachtung der bisher gedusserten Meinungen iiber
das Wesen der Dissoziation gegeben.

§ 3. BESPRECHUNG DER VERSCHIEDENEN ANSICHTEN UBER DAS
WESEN DES DISSOZIATIONSPHANOMENS.

Obwohl das Auftreten von Verinderungen bei Bakterien bereits
von vielen iltern Forschern beobachtet wurde, scheint mir eine Be-
schrinkung der Besprechung auf jene Betrachtungen, welche verdffent-
licht wurden seit man iiber die Variabilitit bei hoheren Organismen eine
tiefere Einsicht erhielt, angezeigt. In dieser Hinsicht kann die durch
Huco pe VRIES in 1900 aufgestellte Mutationstheorie als ausschlaggebend
gelten.

Es ist sicherlich interessant an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass
bereits ein Monat nachdem DE VRIES zum ersten Mal in einem Vortrag
vor der ,,Koninklijke Akademie van Wetenschappen in Amsterdam’" die
Grundziige seiner Theorie auseinandersetzte, BEIJERINCK an der gleichen
Stelle seine Untersuchungen iiber verschiedene Formen erblicher Vari-
ation bei Mikroben zum Vortrag bracht (1901).

BENERINCK unterscheidet die von ihm untersuchte und bei verschie-
densten Organismen beobachetete Variabilitit in drei Typen, welche er
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Degeneration, Transformation und gewdhnliche Variation nennt. Mit
dieser letzten Bezeichnung belegt BrjEriNcK alle jene Verinderungen,
welche dadurch gekennzeichnet sind, dass sich der urspriingliche Mikro-
bentypus behauptet, wihrend gleichzeitig daneben ab und zu Zellen mit
abweichenden Eigenschaften abgespalten werden, welche sich kiirzere
oder lingere Zeit unter Beibehalten der neuen Eigenschaften vermehren.

Die heutzutage als Dissoziation bezeichneten Erscheinungen gehoren
daher zu dieser Kategorie.

Obwohl BEIERINCK in seiner Abhandlung nebenbei bemerkt, dass
die 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 dussere Faktoren, wie fortgesetztes Ziichten
unter ungiinstigen Bedingungen die primire Ursache der Verinder-
lichkeit sein soll. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass sich BEIJERINCK
erst infolge einer Diskussion mit de VRIES anlisslich seines Vortrages zu
einer Fussnote entschloss, in welcher er die von ihm erwihnten Varianten
mit den Mutanten von de Vries gleichstellte. Allerdings fiigt er sogleich
hinzu, dass in der mutativen Auffassung der Verinderlichkeit insofern
eine Schwierigkeit liegt, als durch sie nicht die oft unverkennbar vor-
handene Adaptation zu erkliren ist.

Wihrend BElJERINCK sich also im Jahr 1900 nur zégernd der Mutations-
theorie zur Erklirung bakterieller Verinderlichkeit anschliesst, fand diese
Theorie bei NEIssEr (1906) und MassiNg (1907) grossen Beifall.

Diese Forscher scheuen sich nicht ihre in § 2 kurz erwihnten
Untersuchungen iiber die Verinderungen bei Bact. coli mutabile auf
dieser Basis zu erkliren.

Im Jahr 1912 erschien von BEIJERINCK eine ausfiihrliche zweite Abhand-
lung, in welcher er sich als {iberzeugter Anhinger der Mutationstheorie
erklirt, Er beschreibt in dieser Verdffentlichung w.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 zwischen
rot und weiss.

Bei Schizosaccharomyces octosporus traten z.B. folgende Varianten auf:
oligosporus und asporus, bei Bac. herbicola die Varianten: flavus und
ascococcus. Es zeigte sich, dass diese Varianten in manchen Fillen wieder
neue Varianten abspalten konnten. Ausserdem stellte er fest, dass nicht
selten auch ein Riickschlag (Atavismus) einer Variante zu der Ausgangs-



109

form eintrat. BEJERINCK war vollig iiberzeugt, dass die obengenannten
Variationen als Mutationen aufgefasst werden miissten. Nach ihm sind
sie vollkommen den mehr oder weniger konstanten Knospenmutanten der
héheren Pflanzen analog. Auch vergleicht er die Mikrobenmutanten mit
den Formen der Heterostylen und den beiden Geschlechtern der Digzis-
ten. Schliesslich geht er so weit auch die gewoéhnlich als Differenzierung
gedeutete Organbildung der héheren Otganismen in seine vergleichende
Betrachtungen zu beziehen. Die Reize, welche der Mikrobenmutation
zugrunde liegen, sind nach ihm denjenigen der ,organbildenden’
Mutation dhnlich.

Da BejerINCK bei der Auseinandersetzung itber die Analogie zwischen
Mikrobenvariation und Mutation bei hdheren Pflanzen ausschliesslich an
Genmutationen denkt, weist er mit Recht darauf hin, dass trotz des
Fehlens geschlechtlicher Fortpflanzung bei Bakterien doch kein genii-
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 sich
auf den Standpunkt, dass sowohl beim Auftreten einer Variante als auch
beim Zuriickschlagen zum Ausgangstypus Progene (Gene in schlum-
merndem Zustand) in aktive Gene und umgekehrt Gene in Progene
iibergehen kénnen.

Weiterhin nimmt BElERINCK fiir alle unabhingigen, erblichen Eigen-
schaften in der Bakterienzelle gesonderte Gene oder Gengruppen an.
So z.B. fiir die Farbe, das Girungsvermdgen, die Schleimproduktion,
usw. bei Bac. prodigiosus.

Kurz nach Benjerinck's Abhandlung erschien auch von EISENEBERG
(1912) eine Studie iiber die bakterielle Variabilitit. Auch dieser Forscher
weist auf die wvielen iibereinstimmenden Punkte, welche zwischen
den in Bakterienkulturen auftretenden Verinderungen und dem als
Mutation gedeuteten Entstehen neuer Oenothera-Arten bestehen. Auf
der anderen Seite weist EisenBeErRG auf die Moglichkeit, dass die bei
Bakterien gefundenen Variabilititserscheinungen mit jenen auf einer
Linie stehen, welche sich bei den ,,bestindig umschlagenden Varjetiten'’
(,eversporting varieties”) bestimmter hoheren Pflanzen zeigen. Uber
die Art der letztgenannten Abdnderungen tastete man zu jener Zeit noch
nahezu ganz im Dunkeln.

Im Jahr 1921 verdffentlichte vaxn LocuEm eine wichtige theoretische
Betrachtung. Diesem Autor gebiihrt der Verdienst, als erster den Nach-
druck auf den Umstand gelegt zu haben, dass die Terminologie der
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Genetik, wie diese sich auf Grund der Erscheinungen bei héheren
Organismen entwickelt hat, nur mit grossem Vorbehalt auf das Studium
der Bakterienvariabilitit anzuwenden sei. Zunichst weist er darauf hin,
dass — im Gegensatz zu dem, was bei hoheren Organismen mit ge-
schlechtlicher Fortpflanzung gilt — der Begriff ,,Individuum"” sich bei
den Bakterien notwendigerweise von der Einzelzelle bis zu simtlichen,
durch fortwihrende Teilung daraus entstandenen Zellen, d.h. zu dem
,,bakteriellen Klon", erstrecken muss. Von diesem Standpunkt aus
gesehen sind also Verinderungen, welche man im Klon auftreten sieht
mit Verinderungen vergleichbar, welche man im individuellen Leben der
Mehrzelligen antrifft.

Diese Verinderungen gehdren also zu jener Kategorie von Erschei-
nungen, welche man beim mehrzelligen Organismus einfach als physio-
logische oder pathologische Ereignisse betrachtet.

vAN LocuEM spricht sich deshalb zu Gunsten der Ansicht aus, dass
die bei Bakterien aufgefundenen Verinderungen alle als Abinderungen
wihrend des individuellen Lebens betrachtet werden konnen und daher
als solche nicht mehr der Genetik zugehoren.

In einer Reihe spiterer Verdffentlichungen hat vAN Losuem (1931,
1937) seine Ansichten weiter entwickelt. Das Resultat seiner Betrach-
tungen lasst sich am besten durch das Schema wiedergeben, in welches
er in seiner sehr rezenten Arbeit die von ihm anerkannten Typen bak-
terieller Variabilitit zusammenfasst.

L Mautationen: Verinderungen der genotypischen Konstitution.

II. Physiologische und pathologische Verdnderungen, wihrend des indi-
viduellen Lebens eines wachsenden Klons.

Adaptative Verdnderungen, als physiologische Reaktionen des
Bakterienindividuums auf normale Reize aus der Umwelt. Sie
jussern sich in Verinderungen der Form, biochemischen Eigen-
schaften, Virulenz, antigenen Struktur: Adaptat.

Der Phinotypus eines Bakteriums ist die Totalitit seiner Adaptate.
Ein Adaptationszustand kann lange Zeit bestindig bleiben (Fixation):

Fixat.

Regressive Verdnderungen, von dauernder Art, als pathologische
Reaktion auf schidliche Reize aus der Umwelt.

Atrophie, dauernde Verminderung oder Verlust von Funktion:

Atropheont.

Bleibende Beschidigung der Form: (Mutilat).

Degeneration, pathologische (neue) Funktion: Degenerant.



111

Zur richtigen Beurteilung dieses Schemas miissen wir hinzufiigen,
dass nach der Meinung vAN LocHEM's die tiglich wahrnehmbaren Ver-
inderungen alle zur Gruppe II gehéren, also funktionelle Aysserungen
sind, d.h. Reaktionen des Klons infolge ihrer speziellen physiologischen
Eigenschaften. Unter den hierzu gehorigen Variationstypen sollte der
adaptative am meisten vorkommen.

Es ist ausser Zweifel, dass van LocHEM der Bakterlologle einen grossen
Dienst erwiesen hat, indem er in seinen so suggestiv geschriebenen
Verdffentlichungen die Moglichkeit, dass viele der bei Bakterien festge-
steliten Verinderungen nur phinotypischer Art sind, besonders akzen-
tuierte. Doch erhebt sich die Frage, ob er, insbesondere in seinem letzten
Artikel, nicht zu weit geht, hier doch wird die von ihm hervorgehobene
Mbglichkeit nun auch als Sicherheit betrachtet.

Wenn man vorliufig mit ihm annimmt, dass alle beobachteten Ver-
inderungen irreversibler Art tatsichlich stets einen regressiven Charakter
tragen — sodass also die Produkte dieser Verinderungen als Atropheont,
Mutilat oder Degenerant bezeichnet werden kénnen — dann bleibt es
noch fraglich, ob es einen Grund gibt fiir den Ausspruch, dass auch diese
Verinderungen nicht von genotypischer Art sind, Tatsichlich kann man
zustimmen, dass keine Beweise vorliegen, dass sie solcher Natur sind,
aber dies gilt schliesslich fiir das Umgekehrte ebenso.

Hinsichtlich der Verinderungen von zeitlichem Charakter, werden
diese von VAN LocHEM kurzweg als Adaptationsiusserungen gedeutet,
welche also als physiologische Reaktionen des Bakterienindividuums auf
normale Reize der Umwelt zu betrachten sind.

Es fillt nun auf, dass vAN LosHEM hier zusammenbringt alle jene
Verinderungen, welche direkt unter dem Einfluss bestimmter dusseren
Faktoren stehen und beim Wiederherstellen des urspriinglichen Fak-
torenkomplexes unmittelbar wieder wegfallen und jene Verinderungen,
welche sich auch beim Wiederherstellen des urspriinglichen Faktoren-
komplexes wihrend kiirzerer oder lingerer Zeit behaupten. Die erste Art
von Verinderungen umfasst tatsichlich solche mit einem abweichenden
Phinotypus bei konstant gebliebenem Genotypus und gehdrt in diesem
Gedankengang vollig zum Begriff der Modifikation der Genetiker. Diese
Kategorie ist also eine in der Biologie allgemein bekannte Erscheinung;
es bedarf keiner weiteren Umschreibung und wurde bereits in § 1 dieses
Kapitels von den anderen Variationstypen abgetrennt.

Zweifelsohne ist aber die an zweiter Stelle genannte Kategorie von
grosserer Bedeutung; VAN LocHEm behauptet, dass auch bei dieser
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Verinderungen des Genotypus nicht vorkommen. Fragt man sich auf
welchen Griinden nun eigentlich diese Behauptung beruht, so erhellt,
dass diese sich nur auf die Tatsache stiitzt, dass unter bestimmten Be-
dingungen die Ausgangsform mit ihren spezifischen Merkmalen zuriick
erhalten werden kann. Als charakteristisch fiir den Gedankengang VAN
LocuEM's sei hier eine kurze Passage aus seiner letzten Verdffentlichung
(1937) wiedergegeben.

,.Is dit een blijvende wijziging, een verandering van den genotypus,
cen mutant? Volstrekt niet. Teruggebracht in geschikte midden-
stoffen herneemt de kloon de eigenschappen, die hem aanvankelijk
kenmerkten. Wat wij waarnamen was een adaptaat.’)

Ich will hier dahingestellt lassen, inwiefern tatsichlich die den be-
treffenden Verinderungstypus kennzeichnende Reversibilitit hinlinglich
ist um schliessen zu konnen, dass in diesen Verdnderungen der Genotypus
unberiihrt bleibt. Ich werde in Kapitel XII hierauf noch niher eingehen,
bemerke aber hier bereits, dass in dieser Hinsicht das Einfithren des
Termes ,,Fixat”’ als Resultat einer Adaptation, welche , lange Zeit be-
stindig bleibt” zu denken gibt. Denn es muss hier dann doch an eine
sehr lange Zeit gedacht werden, weil es offenbar einer Abgrenzung von der
normalen Adaptation bedarf, und doch das Adaptat seinerseits auch
schon betrichtliche Zeit bestindig bleiben muss, will dieser Begriff nicht
in den einfachen Begriff ,,Modifikation” untergehen.

Will man aber mit vax LoGHEM die reversiblen Verinderungen restlos
als phinotypische Abinderungen auffassen, dann stellt sich die Frage,
inwieweit er gerechtigt ist diese Ansicht mit der einer Adaptation zu
verbinden. Will diese Begriffsverbindung einen Sinn haben, dann muss
sie doch besagen, dass bei den eintretenden Verinderungen von diesem
Typus das Individuum (der Klon) sich an die betreffenden Bedingungen
anpasst.

Das folgende Zitat aus der jiingsten Veroffentlichung vaN LoGHEM'S
hebt diesen Gesichtspunkt besonders hervor.

,,Het kennen van het persoonlijke voorkomen en wezen van een
bacterie 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) Ist dies einebleibende Abdnderung, eine Anderung des Genotypus, eine
Mutante 2 Durchaus nicht, Zuriickgebracht in geeignete Medien bekommt der Klon
die Eigenschaften wieder, welche ihn anfinglich kennzeichneten. Was wir beobach-
teten war ein Adaptat’".
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groeibelemmering in eigen stofwisselingsproducten — dit alles ver-
tegenwoordigt tezamen een reeks van extreme en onnatuurlijke
groeivoorwaarden, aan welke de bacterie door ons gedwongen wordt
zich tot het uiterste aan te passen.’ %) ‘

Lisst sich nun diese adaptative Vorstellung behaupten, wenn wir die
in § 2 kurz wiedergegebenen Dissoziationserscheinungen betrachten?

Es scheint mir, dass sich dann sofort ernste Bedenken gegen diese
Vorstellung ergeben.

In erster Linie miissen wir uns iiber den Begriff ,,Adaptation” im
Reinen sein. In der Definition ,,Adaptation’ liegt offenbar die Ansicht
beschlossen, dass die betreffenden Verinderungen auf die Ausseren
Bedingungen, unter welchen sie auftreten, abgestimmt sind. Die kursiv
zitierte Passage aus VAN Locuem’s Verdffentlichung lisst keinen Zweifel
aufkommen, dass auch er sich auf diesen Standpunkt stellt. In denjenigen
Fillen, die wir in § 2 als Adaptation im engeren Sinne besprochen haben,
wie z.B. die allmihliche Anpassung von Bakterien an hohere oder niedri-
gere Temperaturen, oder an Medien mit bestimmter Konzentration von
Antiseptika liegt nun auch tatsichlich eine solche Abstimmung der
Verinderungen auf die Art des die Verinderung bewirkenden Agenzes vor.
Trifft dies nun ebenfalls fiir die in § 2 besprochenen Dissoziationser-
scheinungen zZu?

Dazu ist sogleich zu bemerken, dass es in vielen Fillen recht schwierig
ist auf irgend einen Zusammenhang zwischen der Art des die Verin-
derung bewerkstelligenden Agenzes und der Verinderung zu schliessen.
Das einfache Auftreten einer R-Form aus einer daneben primir vor-
handenen S-Form zwingt zur Frage, warum die feststellbare Verinde-
rungen, wie z.B. die lingere Zellform, nun tatsichlich eine ,Anpassung”’
bedeutet. Inzwischen sei zugegeben, dass es doch denkbar bleibt, dass
gerade diese dusseren Verinderungen sekundire Merkmale sind, welche
schlechterdings als Ausfluss der eigentlichen physiologischen Verinde-
rung, welche die Adaptation bedeutet, zu betrachten sind.

1) |, Die Kenntnis des persdnlichen Vorkommens und Wesens eines Bakteriums
geht mehr noch als bei hoheren Wesen aus einer absichtlichen und experimentellen
Studie seiner Adaptationen hervor.

Ziichtung, Reinzucht, Wachstum in zuckerhaltigen Medien, Bildung von Kolonien,
Wachstumshemmung in eigenen Stoffwechselprodukten — dies alles vergegenwirtigt
eine Reihe von extremen und unnatiirlichen Wachstumsbedingungen, durch welche

das Bakterium von uns gezwungen wird sich bis zum Aussersten anzupassen”.

Kursivierung von mir (M.)
8
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Aber selbst dann besteht noch keine Notwendigkeit um in diesem
Zusammenhang an eine Adaptation zu denken. Es ist ja doch von einer
Verbesserung der Lebensbedingungen des Klons nicht zu sprechen,
da doch, wie Kulturen auf festen Nihrbiden lehren, sich die nicht adap-
tierte Form unter den gleichen Bedingungen meistens vorziiglich behaup-
tet und vermehrt.

Fin weiteres Argument, welches gegen die Annahme des Adap-
tationsprinzipes zu sprechen scheint, istdie Uberlegung, dass unter einem
und demselben Komplex von Bedingungen mehrere, verschiedene
Phinotypen ethalten werden.

So beschreibt Reep (1937), dass aus einer 24 Tage alten Bouillonkultur,
mit der normalen (roten) S-Form von Serratia marcescens geimpft, die
Typen: mukoid-rot, mukoid-orange rot und mukoid-weiss, aus einer
anderen Kultur nach derselben Zeit die Typen: R-rot, R-orange-rot und
R-weiss isoliert werden kénnten.

Alle diese eingetretenen Verinderungen als ,,Adaptationen” zu charak-
terisieren fillt auf den ersten Anblick schwer. Auch der folgende
Gesichtspunkt ist mit dem Adaptationsprinzip nicht leicht in Uberein-
stimmung zu bringen.

Es ist bei der Dissoziation keine unbekannte Erscheinung, dass unter
dem Einfluss eines und desselben Agenzes eine Variante auftreten aber
auch wieder zur Ausgangsform zuriickschlagen kann. Einige Beispiele
mogen diese Aussage veranschaulichen.

Bei Buac. enteritidis konnte sowohl die S— R- als auch die R— 5-
Transformation stattfinden und zwar bei tiglicher Uberimpfung in
normaler Bouillon (WeesTER und Burw, 1927).

Auch bei Bac. subtilis konnte in der Kultur in grossen Mengen Bouillon
der Ubergang S— R und R— S beobachtet werden (SouLE, 1927).

Beim Mpycobacterium der Rattenlepra trat auf PETROFF'S Nihrboden
eine S— R- und R-—> S-Dissoziation ein "(KAHN und SCHWARZKOPF,
1933).

Auch diese Fille scheinen gar nicht zu stimmen mit dem Adaptations-
begriff; von der primir gebildeten, also angepassten Variante ist doch
keine weitere Anpassung an die selben dusseren Bedingungen zu erwarten,
noch weniger eine Riickkehr zum urspriinglichen, nicht angepassten
Zustand. Die Launenhaftigkeit, mit der in vielen Fillen Verinderungen
eintreten, ist vom Gesichtspunkt der Adaptation ebenfalls schwer zu
erkliren. Nicht selten trifft der Fall ein, dass beim Altern einer Reihe
von Kulturen, im gleichen Nihrmedium und mit demselben Bakterien-
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typus geimpft, in verschiedenen Kulturen neue Formen betreffs eines oder
mehrerer Merkmale auftreten, wihrend diese in den anderen Kulturen
detrselben Reihe nicht erscheinen. An dem folgenden Beispiel sei dies
gezeigt.

Reep (1937) impfte die bereits frither erwihnte S-Form von Serratia
marcescens gleichzeitig in sechs 500 cc. {assende Kolben mit ,,beef infusion
broth'; nach 24 Tagen kamen nach dem Abstreichen aus einem der
Kolben einige mukoide S-Kolonien zum Vorschein (rote, orange-rote,
und weisse). Aus zwei anderen Kulturen kamen nach 24 Tagen einige
nicht-mukoide R-Kolonien (ebenfalls rot, orange-rot und weiss) zur
Entwicklung. In den anderen Kulturen hingegen zeigten sich. selbst
nach 36 Tagen weder mukoide S- noch nicht-mukoide R-Kolonien,
sondern es fanden sich ausschliesslich nicht-mukoide S-Typen vor.

Die Abinderung der Merkmale mukoid — nicht-mukoid und S — R
ist also keinesfalls eine notwendige Erscheinung. Aus der Tatsache, dass
die genannten Verinderungen fehlen kénnen, folgt, dass diese sogen.
Adaptation der Ausgangsform zum Gedeihen der Organismen in der
betreffenden Umgebung keineswegs notwendig ist.

Zu alledem kommt noch, dass bei der Dissoziation nicht selten vonein-
ander sehr verschiedene Agenzien zum gleichen Resultat fithren.

Die folgenden Beispiele kdnnen dies erliutern.

DuLANEY (1928) gelang es bei Bac. coli communis eine S — R- Disso-
ziation zu erreichen und zwar sowohl durch altern lassen einer Kultur
in einem alkalischen Nihrmedium, als auch unter dem Einfluss homo-
loges Antiserums.

KauN und ScawarzkopPF (1933) berichteten, dass ein S — R-Ubergang
bei dem avianen Mycobacterium tuberculosis eintrat, einerseits durch eine
Tierpassage, oder bei rascher Uberimpfung in Glycerin-Bouillon, der
inaktives Rattenserum hinzugefiigt war, aber auch beim altern lassen
von Kulturen bei 37.5° C.

SouLk (1927) erhielt bei Bac. subtilis eine S — R- und eine R - S-
Transformation beim Ziichten in einer reichlichen Menge normaler
Bouillon und unter dem Einfluss des homologen Antiserums.

SwiNGLE (1935) beobachtete das Auftreten von G-Formen bei Sia-
phylococcus aureus nach Abstreichen aus alten Bouillonkulturen und aus
Suspensionen von alten Kulturen auf Agar.

Aus diesen Beispielen geht hervor, dass es wohl sehr schwierig ist alle
diese nach ganz verschiedenen Reizen eintretende gleiche Verdnderungen
mit dem Begriff ,,Adaptation” in Zusammenhang zu bringen.
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Zusammenfassend kann also bemerkt werden, dass es bei der Disso-
ziation mehrere Erscheinungen gibt, welche auf den ersten Anblick schon
sehr wenig zu Gunsten der Adaptationsvorstellung sprechen.

Allerdings konnen die Anhinger dieser Theorie mit Recht einwenden,
dass in der Mehrzahl dieser Betrachtungen die Vorstellung einbezogen
ist, dass wihrend des Ziichtens eines Mikroorganismus in einem be-
stimmten Milieu fortwihrend derselbe Komplex von Ausseren Bedin-
gungen auf den Organismus einwirkt. In Wirklichkeit ist dies aber
sicherlich nicht der Fall: man kann gar nicht oft genug darauf hinweisen,
dass durch den Stoffwechsel des Organismus die Zusseren Bedingungen,
welche auf den Organismus einwirken, sowohl hinsichtlich der Art und
Quantitit der Nihrstoffe, als auch hinsichtlich der in das Milieu abge-
schiedenen Stoffwechelprodukte, eine wununterbrochene Reihe wvon
Verinderungen erfahren. :

Mit diesem Gesichtspunkt vor Augen ist es natiirlich denkbar, dass eine
aus einer S-Form abgespaltene R-Form eine Adaptation an Bedingungen
bedeutet, welche in einer spiteren Wachstumsphase einer primiren Kul-
tur herrschen, auch wenn sich spiter zeigt, dass sich sowohl diese als
auch die primire S-Form im urspriinglichen, unverinderten Medium in
gleichem Masse entwickeln. Das Isolieren einer grossen Zahl von Vari-
anten aus einer und derselben Kultur kénnte innerhalb dieses Gedanken-
ganges bedeuten, dass diese verschiedenen Varianten ebenso viele Adapta-
tionen an die verschiedenen Bedingungskomplexe bedeuten, welche sich
wihrend der Entwicklung der Kultur darin manifestieren. Die Moglich-
keit einer Reversion unter Zuhilfenahme einer Methode, die auch zur
primiren Bildung der Variante gefithrt hat, wiirde sich durch die An-
nahme erkliren lassen, dass die primire Abinderung in einer anderen
Kulturphase eintritt als die Reversion; beide Verinderungen kénnten
also Adaptationen sein.

Auch die erwihnte Launenhaftigkeit vieler auftretenden Verinderungen
und die Erscheinung, dass zum Entstehen einer und derselben Variante
verschiedene Agenzien dienen kénnen, brauchen nicht véllig unvereinbar
mit der Adaptationstheorie betrachtet zu werden. Aber wohl diirfen wir
feststellen, dass eine Annahme dieser Theorie zu mancherlei verwickelten
Vorstellungen und Voraussetzungen fithrt, welche — und dies ist das
wichtigste — durchaus nicht auf experimentell unterstiitzte Uberlegungen
beruhen.

Man bedenke doch, dass die ,,Adaptation"” in erster Linie eine Verinde-
rung ist, welche auf das Agens abgestimmt ist, welches sie zustande bringt.
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Nun kann man schliesslich fiir jede Variante wohl postulieren, dass sie eine
Abstimmung auf einen unbekannten Komplex von Bedingungen reprisen-
tiert, dann aber bedenke man, dass zu diesem Schluss jeder Schein
eines Beweises fehlt.

Anschliessend sei noch bemerkt, dass Jorros (1924) auf Grund seiner
Untersuchungen an Paramezien zu Betrachtungen kommt, welche den-
jenigen van LoGHEM's sehr dhnlich sind. Er konnte bei letzigenannten
Organismen eine allmihliche Anpassung an hohere Temperaturen
bezw., an bestimmte Konzentrationen von Arsenigsaiire, erzielen. Es stelite
sich heraus, dass die eingetretenen Verinderungen, welche sich lingere
oder kiirzere Zeit behaupten konnen, auf die Dauer doch immer vollig
abklangen.

Nach JoLLos sollte es sich hierbei handeln um nicht-erbliche Verinde-
rungen, welche er als ,,Dauermodifikationen” bezeichnet.

Hinsichtlich dieser Ergebnisse hat er im Jahr 1924 ein Plidoyer
gehalten den Begriff der (adaptativen) ,,Dauermodifikation” auch fiir
die Bakterienverinderungen einzufithren,

Hieraus erhellt also, dass Jorros sich stark dem vAN LosHEM'schen
Standpunkt nihert. Allerdings iibte der letztgenannte Forscher auf
den Vorschlag JoLros' eine scharfe Kritik, weil dieser Ausdruck, insofern
man an der in der Biologie gangbaren Definition festhilt, eine innerliche
Kontradiktion darstellt.

Auffallend ist die ausdriickliche Bemerkung von JoLLos, dass die Auf-
fassung BEDERINCK's iiber die reversible Mutabilitit als Ursache der
eintretenden Verinderungen ginzlich verworfen werden muss, da diese
Erscheinung vollkommen in Widerspruch' steht mit ,,dem konstanten
Verhalten samtlicher uns bekannten echten Mutationen bei den Infuso-
rien, sowohl wie bei Pflanzen und Tieren".

In wie weit diese in 1924 geiusserte Ansicht heutzutage noch g1lt wird
im Folgenden niher besprochen.

Ausser der Mutations- und der Adaptationstheorie wurde zur Erklirung
der Dissoziationserscheinung noch eine ganz andere Theorie entwickelt,
welche oftmals als die zyklische Theorie bezeichnet wird.

Wenn man bei Bakterien von einer zyklischen Entwicklung spricht,
dann bezieht sich dies gewthnlich nur auf den Entwicklungsprozess:
Stibchenbakterium — Spore — Stibchenbakterium.

Hier sind also zwei Stadien zu unterscheiden: das Stibchen ohne Spore
und jenes mit Spore bezw. die befreite Spore.
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Woas die nicht-sporenbildenden Bakterien anbelangt, stellt der in be-
stimmten Fillen beobachtete feinkdrnige Zerfall beim Altern mancher
Kulturen méglicherweise auch einen Dauerzustand dar, der zur Erhaltung
der Art fithrt, weil die Kulturen in dieser Form sehr lange Zeit lebens-
fihig bleiben (VIERTHALER, 1937).

Man kénnte die ,,Granula’” nun gewissermassen den Sporen gleich
stellen und daher auch bei den nicht-sporenbildenden Bakterien den
Begriff Zyklus anwenden. Auch hier gilt dies dann nur fiir die Aufein-
anderfolge: normales Bakterium — Granula -> normales Bakterium,

Im Gegensatz hierzu hat ENDERLEIN im Jahre 1915, und spater ausfiihr-
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.

.»Die Cyclogenie der Bakterien ist der Kreislauf der morphologischen
Entwicklung durch die Summe aller Generationen mit der einfachsten
morphologischen Einheit beginnend bis zum héchsten morphologischen
Aufbau, welcher der einzelnen Spezies zukommt, und endet wieder mit
der Einheit. Bei der Ontogenie werden die verschiedenen Stadien
der Phylogenie in gedringter Form an einem Individuum durch-
laufen, wihrend bei der Cyclogenie die einzelnen phyletischen Stadien
im Verlauf von zahllosen Generationen von Individuen wiederholt
werden."’

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 eine
vollendete Tatsache.

Unabhingig von der Frage, ob ENDERLEIN tatsichlich dazu berechtigt
ist, kann man feststellen, dass in dieser Theorie der sexuelle Prozess nur
fiir eine der vielen Verinderungen verantwortlich ist, welche sich im
Leben der Bakterien vollziehen kénnen. Dies bedeutet also, das ENDER-
LEIN ausserdem eine Reihe einander auffolgende vegetative Stadien
annimmt, welche jedes fiir sich als ein mehr oder weniger lange Zeit
weiter gewachsener Klon anzusehen ist und also eine gewaltige Anzahl
von Individuen umfassen.

Durch diese Tatsache weicht also die Zyklode stark von dem ontogene-
tischen Zyklus (dem Entwicklungszyklus des Individuums) eines héheren
Organismus ab.
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Die Zyklogenie der Bakterien wird dann also ein in der Biologie ganz
allein stehender Fall einer zyklischen Entwicklung, was jedenfalls nicht
zur Wahrscheinlichkeit dieser Auffassung beitrigt.

EXDERLEIN ist ausserdem gezwungen der Tatsache Rechnung zu tragen,
dass dieser Zyklus oft nicht ginzlich durchlaufen wird. Als Ursache
dieser Fixation der Stadien spricht er das Fehlen bestimmter dusserer
Bedingungen an, welche zur Vollendung des Zyklus notwendig gewesen
waren.

EnperLeiR hat durch das Einfithren einer Unzahl neuer Terme und
Begriffe seine Theorie sehr verwickelt und beinahe unleserlich gemacht;
auch unterlisst er eine griindliche Priifung seiner Theorie an die experi-
mentellen Daten beziiglich der Dissoziation.

Seine grosstenteils hypothetische Abhandlung ist fiir eine tiefere
Erfassung des Dissoziationsproblems dann auch von zweifelhaftem
Wert.

Das Prinzip des Entwicklungszyklus als Basis bakterieller Variabilitiit
erhielt in HADLEY einen begeisterten Anhinger. In seiner jiingsten Vet-
sffentlichung kommt Haprey (1937) zu einer Einteilung der bakteriellen
Variationen in drei Gruppen:

1. Ontogenetische Variationen.

9. Induzierte Variationen; sie umfassen alle Modifikationen unter
dem Einfluss dusserer Bedingungen.

3. Fluktuationen, charakteristisch fiir alle lebenden Wesen.

Die fiir die Dissoziation charakteristischen Kulturphasen M, S, R,
usw. sind nach HADLEY in der 1. Gruppe unterzubringen. Es sollen diese
Phasen als zeitlich fixierte ,,cyclostages” in der Entwicklung der Spezies-
Mikrophyt anzusehen sein. Thr Auftreten ist nur von den Faktoren, welche
fiir die ontogenetische Entwicklung bestimmend sind, abhingig, sodass
sie also ausserhalb das Gebiet der eigentlichen Variabilitat fallen. Im Ge-
gensatz hierzu stehen z.B. Verinderungen in der Farbe, die auf anderen
Faktoren beruhen, wie vielleicht dussere Bedingungen oder nukleare
Reorganisation.

+s ++ « 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.”

Haprey betrachtet die R-Phase als den Hohepunkt der progressiven,
zytologischen Entwicklung. Diese ,,fungoide”-Phase vergegenwartigt die
reproduktiv reife Form, aus welcher durch Befreiung der Gonidien der
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Zyklus aufs Neue beginnt, mit der G-Phase als niedrigstes Stadium
(Habirey, 1931).

In seiner Verdffentlichung aus dem Jahr 1937 vergleicht er die Kultur-
phasen der Bakterien mit den ontogenetischen Fragmenten irgendeines
konidienbildenden Schimmelpilzes. HADLEY betont, dass bei einem
Schimmelpilz die Entwicklungsstadien (die ontogenetischen Fragmente) als
vegetatives Myzel—Konidiophoren—Konidien tiberwiegend aus kohéren-
ten Zellorganisationen bestehen, welche alle in planmissiger Aufeinander-
folge zu einer organischen Einheit kombiniert sind.

Bei den Bakterien sollen die Kulturphasen gesonderte, nicht oder
sehr wenig kohiirente Zellorganisationen bilden, welche aber dibrigens
vollig mit den zu einer Ganzheit verbundenen mehr oder weniger kohiren-
ten Zellorganisationen des Schimmelpilzes zu vergleichen sind.

HapLEY betrachtet daher in dem von ihm entworfenen ontogenetischen
Zyklus den Bakterien-Mikrophyt, das Individuum also, als die Totalitit
aller 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 deutlich
hervor, dass er jede Bakterienzelle als ein Individuum betrachtet.

Wenn wir nun HaDLEY's Ansichten an den Dissoziationserscheinungen
priifen, dann miissen wir uns fragen, ob wirklich beim Auftreten der Kul-
turphasen M, S, R, G eine zyklische, also ,,gerichtete” Aufeinanderfolge
ersichtlich ist.

Bei der Betrachtung des grossen Tatsachenmaterials geht nun ohne
weiteres hervor, dass die Bedingung eines solchen ,.gerichtet sein” sicher
nicht allgemein erfiillt ist.

Allerdings sind in bestimmten Fillen keine Argumente gegen das Be-
stehen eines derartigen Zyklus anzufithren. Denken wir uns z.B. den
Fall einer Bakterienart, von der wir eine S, R und eine oder mehrere inter-
mediire Varianten (O) kennen. Wenn nun die S— R-Verdnderung sich
itber die intermediiren Formen vollzieht, und die Reversion R 5
sprungweise stattfindet, dann kann der letztgenannte Ubergang einerseits
als eine Reversion, eine Riickkehr auf demselben Weg aber mit dem
Ubergehen der O-Stadien, andererseits als eine Progression, ein Schliessen
des Zyklus aufgefasst werden.

Ubersieht man einigermassen die bereits bekannten Tatsachen beziig-
lich des Dissoziationsphinomens, dann findet man indessen genug Fille,
worin das gerichtete, zyklische Prinzip verletzt wird.

Hierunten folgen einige Beispiele.
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Brake und Trasg (1933) stellten bei dem M — S-Ubergang ') vom
Typus I Preumococcus fiinf intermedidre Varianten (Ia, Ib, usw.) fest,
wobei zwei, Ib und Ic, gut in Reinkultur gebracht werden konnten.

Das intermediire Stadium Ic konnte sich sowohl progressiv als auch
vollig regressiv verhalten: S < Ic— M.

Wir haben hier also einen Fall unzweifelhafter Reversion iiber einen
Teil des Trajektes M — S vor uns; dies darf natiirlich bei einem Zyklus
nie vorkommen.

Torrey und MonTU (1936) haben bei Escherichia coli im Trajekt S— R
etwas Ahnliches beobachtet; ein intermediirer Typus O, konnte einerseits
progressiv bis zum extremen, stabilen R-Typus, andererseits reversiv bis
zur Ausgangsform S dissoziieren.

Es ist nicht ausgeschlossen, dass bei Bakterienatten, in deren Dissozia-
tionsmuster deutlich ein M-, S- und R-, event. auch ein G-Typus er-
kannt worden ist, z.B. bei Pneumococcus, eine gerichtete Aufeinanderfolge
besteht und zwar in dem Sinne, dass aus dem M-Typus selten oder nie
direkt R, sondern S entsteht, wihrend der S-Typus seinerseits die R-
Form erzeugen kann, Trotz diesser gerichteten M — S — R-Verinderung
wird doch das Zyklusprinzip gestort, weil {iber einen oder mehrere Teil-
trajekte eine Reversion auftreten kann.

So finden z.B. bei Pneumococcus, Bact. dysenteriae, Bact. granulosis,
Micrococcus tetragenus, Serratia marcescens swischen M und S, S und R,
S und G sehr allgemein Reversionen statt.

In der bereits erwihnten Verdffentlichung iiber die Dissoziationser-
scheinungen bei Serratia marcescens kommt auch Reep (1937) zum
Schluss, dass fiir diese gewohnlich rote Bakterienart von einem Zyklus
nicht die Rede sein kann. Neben dem urspriinglichen, roten S-Typus
hat er w.a. einen roten R- und zwei verschiedene rote M-Typen iso-
lieren kénnen. Die beiden M-Typen zeigten die mukoide Gestalt der S-
und der R-Form (Auftreten von eingekapselten Zellen).

Bei diesen rot gefirbten Varianten hat er die folgenden Uberginge
beobachtet: M(s) 5 S; S %5 R; M(s) > M); M~ R.

Es braucht keine nihere Erliuterung, dass hier fiir das zyklische
Prinzip jede Anweisung fehlt. Das Ganze zeigt sich deshalb noch ver-

1) Diese Forscher gebrauchen an Stelle von M und S die Bezeichnungen S und
R. Durch die Untersuchung Dawson's, der fiir Preumococcus den wahren R-Typus
entdeckte, wurde das Dissoziationsmuster verindert. Was friiher S hiess (die gekapselte
Form) wird nun M genannt, wihrend die ehemals als R bezeichnete Form nun als S
betrachtet wird.
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wickelter, weil dhnliche Beobachtungen auch fiir die orange-roten und
farblosen Varianten gemacht werden,

Eine weitere Schwierigkeit zur Annahme der zyklischen Theorie in
ihrer urspriinglichen Form bildet der Umstand, dass in ihr nur den
morphologischen Verinderungen Rechnung getragen wird, wihrend die
nicht weniger wichtigen physiologischen Verinderungen ohne weiteres
bei den morphologischen Stadien eingereiht werden. Bis vor kurzem
konnten die Anhinger der zyklischen Theorie in dieser Hinsicht noch
mit Recht betonen, dass jede Entwicklungsphase nun einmal ihre eigenen
physiologischen Merkmale hat.

In der allerletzten Zeit ist nun jedoch die Zahl der Fille von vollkommen
unabhingiger Variation von Eigenschaften (Seite 102) stark zugenommen
und daher muss man versuchen beim Festhalten an dieser Theorie jetzt
auf andere Weise aus den Schwierigkeiten zu kommen.

Haprey (1937) schligt folgenden Weg ein. Er weist darauf hin, dass in
seinem Gedankengang die Kulturphasen ausserhalb der eigentlichen
Variabilitit fallen, doch dass diese letztere gerade die Verinderungen
physiologischer Eigenschaften, wie z.B. Farbeninderungen, umfasst.
Die letztgenannten Verinderungen wurden dann auf ganz andere Fak-
toren beruhen, vielleicht auf Zussere Bedingungen oder auf nukleare
Reorganisation. '

Eine solche Trennung zwischen Verinderungen morphologischer und
physiologischer Art mutet nun wohl sehr gekiinstelt an. Besonders weil
neben den getrennten Verinderungen andererseits doch so oft Koppelung
beider Verinderungstypen auftritt.

Aus dem oben Angefithrten wird wohl deutlich geworden sein, dass
eine Annahme der HapLEY’schen Auffassung grosse und verschiedene
Schwierigkeiten in dem Weg stehen,

Es ist bemerkenswert, dass die von Nersser und MassinT propagierte,
besonders aber von BEIJERINCK entwickelte Auffassung, dass die bakterielle
Variation als Mutation zu betrachten ist — spéter durch andere Ansichten
verdrungen — seit 1935 in der Dissoziationsliteratur von einigen ameri-
kanischen Forschern wieder aufgenommen wurde. Der direkte Anlass
hierzu liegt in der rezenten Entwicklung der Mutationslehre, welche
Entwicklung besonders durch die neueren Drosophila-Untersuchungen
angebahnt worden ist.

Wihrend die wichtigsten Bedenken gegen die Anwendung der Muta-
tionstheorie auf die Erscheinungen bakterieller Verinderlichkeit im
unstabilen Charakter dieser gelegen war, zeigt sich nun aus den schénen
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Untersuchungen von PATTERsON und MULLER, DEMEREC, TIMOFLEFF-
Ressovsky w.a., dass auch bei Drosophila reversible Genmutationen
keineswegs selten sind. Auf diesen Untersuchungen fussend gibt LINDE-
GrEN (1936) die folgende Ubersicht iiber die moglichen Ursachen der
bakteriellen Variabilitit:

1. Zyklische Verédnderungen.

2. Verinderungen, welche nicht auf einer Abinderung der genetischen
Konstitution beruhen, wie Modifikation, Dauermodifikation, somatische
Modifikation, wobei sich die beiden letzteren lingere oder kiirzere Zeit
behaupten.

3. Heterokaryosis.

4. Hybridisation.

5. Mutation.

Da LINDEGREN annimmt, dass eine sexuelle Reproduktion bei Bakterien
vorkommen kann, schaltet er die Maglichkeit einer Hybridisation nicht
aus. Er bemerkt daher, dass wir dann annehmen miissen, dass die be-
treffenden Bakterienarten diploide heterozygote Organismen sind.
Jedweder Beweis hierfiir fehlt jedoch und LINDEGREN achtet es viel wahr-
scheinlicher, dass Bakterien haploid und also erblich homogen sind.

Durch die Tatsache, dass die meisten Bakterienvarianten plétzlich
erscheinen und wieder leicht zum originellen Typus zuriickschlagen kénnen,
stimmen die meisten Bakterienvarianten mit den reversiblen Genmuta-
tionen, welche bei Drosophila in bestimmten Loci auftreten, iiberein,
Obwohl andere Mutationen wie die Non-Disjunktion, Fragmentation,
Duplikation usw. von Chromosomen nicht véllig auszuschliessen sind, ist
wahrscheinlich die Genmutation, als die leichtest reversible Mutation,
auch die Ursache der meisten Bakterienvariationen.

Auch Deskowrrz (1937) weist in seiner Verdffentlichung tiber die un-
stabilen Varianten hin, dass die bei der Dissoziation allgemein auf-
tretenden unstabilen Variationen mit den labilen Genmutationen bei
hoheren Formen sehr nahe verwandt zu sein scheinen.

Er bezieht sich auch auf die Untersuchungen DEMEREC's iiber den Effekt
von Temperaturinderungen und Réntgenbestrahlung auf die Mutations-
rate hinsichtlich eines bestimmten Merkmales, welche Mutationen sich
in vielen Fillen von reversibler Art zeigten.

Reep (1937) kommt durch seine Dissoziationsuntersuchungen an
Serratia marcescens zum Schluss, dass seine Ergebnisse unméglich mit
einer zyklischen Theorie in Ubereinstimmung zu bringen sind und dass
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es nach dem heutigen Stande der Mutationslehre mehr auf der Hand
liegt diese Befunde als Genmutationen zu betrachten.

Ich werde nun erst meine eigenen Resultate {iber die Dissoziation bei
Betabacterium vermiforme anfiihren und dann in Kapitel XII die Mog-
lichkeit um die Bakterien-Dissoziation auf Mutation zuriickzufithren ein-
gehender diskutieren.



KAPITEL XI.

EIGENE BEOBACHTUNGEN UBER DIE DISSOZIATION VON
BETABACTERIUM VERMIFORME.

§ 1. EINLEITUNG.

Wie bereits in Kapitel ITI § 2 berichtet wurde, trat bei der Weiterziich-
tung des aus den Tibi-Kliimpchen isolierten Bakteriums auf Glucose-
Hefewasser-Agar eine Dissoziation ein. Es entstand niimlich neben dem
auf der ersten Platte ausschliesslich anwesenden ,,rauhen’-Kolonietypus
stindig noch ein zweiter, zuweilen noch ein dritter Typus.

Diese mit grosser Regelmissigkeit eintretende Variation veranlasste
mich schliesslich das Dissoziationsproblem bei Befabacterium vermiforme
mbglichst eingehend zu untersuchen. Ich entschloss mich darum sowohl die
urspriingliche Form als auch die primiiren Varianten unter verschiedenen
Bedingungen zu kultivieren um nachzuforschen, inwiefern dadurch noch
andere Formen zu erhalten waren.

In den folgenden Paragraphen werde ich erst iiber die Resultate meiner
Untersuchung berichten, um schliesslich im letzten Paragraphen eine Be-
sprechung dieser Resultate und eine kritische Betrachtung, inwieweit aus
diesen Resultaten Argumente fiir die Wahrscheinlichkeit der verschiede-
nen Variationstheorien zu entlehnen sind, zu geben.

§ 2. DIE DISSOZIATION VON BETABACTERIUM VERMIFORME BEI
DER ZUCHTUNG AUF FESTEN NAHRMEDIEN.

Bei meiner Untersuchung zeigte es sich bald, dass Betabacterium
vermiforme auf allen gebrauchten festen Nihrbdden wie: Glucoseagar,
Glucose- und Saccharosegelatine einer Dissoziation unterlag. Hietunten
werde ich das Bild der Kulturen auf zwei dieser Platten in Einzelheiten
beschreiben.

a. Hefewasser-Glucose-Agarplatten (ohne Kreide).

Zum Studium der Dissoziationserscheinung wurde mit langen Reihen
von Subkulturen bei 30° C gearbeitet. Wie bereits bemerkt, war in diesen
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Reihen eine gute und konstante Entwicklung auf diesem Nihrmedium
nur dann gesichert, wenn ich anaerob oder zum mindesten unter sehr
stark verminderter Sauerstoffspannung ziichtete. Nach 3—d-tagiger
Bebriitung wurden die Platten auf ihre Kolonieformen hin untersucht.

Wenn man nach einer langen, ununterbrochenen Periode von Tibi-Giirung
in Saccharose-Feigenwasser — mit regelmissiger Erneuerung des Mediums
— ein vitales Tibi-Kliimpchen in sterilem Wasser zerreibt und diese
Suspension auf Glucoseagar abstreicht, dann entwickelt sich ein einheit-
liches Plattenbild aus rauhen, platt-linsenférmigen Kolonien (1.5-3 mm
Durchmesser), deren Rinder unregelmissig gewellt sind. Nach der ge-
btiuchlichen Terminologie gehért diese Kolonie zum R-Typus.

Bei einer schwachen mikroskopischen Vergrosserung zeigten diese
R-Kolonien ein mit schmalen und willkiirlich verlaufenden Linien be-
setztes Muster; in dessen Zentrum konnten durchwegs einige dunklere
Flecken, 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 neben
vollig rein aussehenden R-Kolonien und R-Kolonien mit grésseren und
kleineren (manchmal mikroskopisch kaum sichtbaren) marginalen Aus-
wiichsen in fast allen Fillen auch grosse (3 mm bis zu 1 cm), sehr
diinne und platte Kolonien, entweder mit oder ohne glattem, erhobenem
Zentrum. Die glinzende Oberfliche der breiten, diinnen Randzone war
meist sehr feinfaltig und der Kolonierand unregelmissig (Abb. 20).

Es wurde nun die merkwiirdige Feststellung gemacht, dass beim
Abstreichen von ein wenig Material des R-Kolonietypus auf Probeplitt-
chen von Saccharosegelatine immer eine Wandstoffproduktion auftrat,
wihrend beim Abstreichen von Material aus dem diinnen, grossen
Kolonietypus eine solche Wandstoffproduktion niemals stattfand.

Die Variante mit ihren grossen, diinnen Kolonien werde ich kiinftig
hin als der O-Typus bezeichnen. Dieser Typus ist also u.a. durch den
Verlust des Wandstoffbildungsvermdgens gekennzeichnet.

Es sei noch bemerkt, dass beim Abstreichen von Tibi-Kérner-Sus-
pensionen auf Platten ausnahmsweise der O-Typus sogleich als selb-
stindige Kolonie zum Vorschein kommen kann.

War die Aussaat sehr stark gewesen, dann konnte man beim genauen
Studium der R-Kolonien mit der Lupe bei einigen dieser einen mehr
oder weniger breiten, marginalen Auswuchs unterscheiden. Es konnte
dieses Merkmal als Indikator der eingetretenen Dissoziation gelten. War
nimlich dieser Auswuchs breit genug um von ihm eine Suspension zu



Abb. 19.

R-Kolonie von einem Hefewasser-2", Glucoseboden, worauf eine Tibi-Kérner-
Suspension abgestrichen war. Vergrosserung 20 .

Abb. 20.

R-Kolonien und eine plakatartige, sehr diinne O-Kolonie auf Hefewasser-22, Glucose-
agar. Vergrosserung 20 .
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gewinnen ohne auch Material vom innern Teil der Kolonie mitzunehmen,
dann ergab die Aussaat ebenfalls iiberwiegend O-Kolonien.

Je linger die Weiterziichtung der R-Kolonien fortgesetzt wurde, desto
deutlicher lisst die Dissoziation sich gelten.

Der Prozentsatz der selbstindigen O-Kolonien, auf die totale Anzahl
von Kolonien berechnet, kann grosse Schwankungen zeigen.

Zuweilen konnen die Platten vollig frei sein an selbstindige O-Formen,
doch zeigen dann immer einige R-Kolonien einen marginalen Auswuchs
auf. In der Regel liegt der genannten Prozentsatz jedoch zwischen 1 und
59%,, ist also siemlich klein. Es kann jedoch auch vorkommen, dass in der
Kulturreihe entweder auf hintereinanderfolgenden Platten oder unregel-
missig dieser Prozentsatz betrichtlich héher ist z.B. 10%, 15%, oder
2086,

Auf den oben erwshnten Platten kommen zuweilen ausser den R- und
O-Typen noch Kolonien von anderer Form zum Vorschein. Sie sind
kleiner (0,5—1.5 mm), rund oder etwas unregelmassig geformt und be-
sitzen eine glatte, feuchtglinzende Oberfliche (siche Seite 136).

Im Sinne der gebriuchlichen Terminologie ist dieser Typus als S zu
bezeichnen; 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 § 5 wird niher auf diese O- und S-
Formen eingegangen werden.

Ein niheres Studium des R-Typus, in welcher Form Betabacterium
vermiforme offenbar im Tibi-Konsortium vorkommt, lehrte, dass beim
fortgesetzten Kultivieren die R-Kolonien zuweilen verschiedene Grade
von ,roughness’ zeigen kénnen. Selbst auf einer und derselben Platte
konnen diese Unterschiede zum Ausdruck kommen. So stellte sich
heraus, dass die Oberfliche der Kolonie anstatt normal rauh zu sein,
auch in geringerem Masse rauh, ja sogar glatt sein kann. In solchen
Fillen ist dann auch der Rand weniger unregelmissig, oftmals fast ohne
Buchten.

Diese Kolonie mit S-artigem Charakter war jedoch durch seine Grisse
und trocken-glinzende Oberfliche von dem eigentlichen, nicht-dextran-
bildenden S-Typus deutlich zu unterscheiden. Dieser S-artige Typus
hat das Vermogen zur Bildung des Wandstoffes aus Saccharose beibe-
halten. Bei Weiterziichtung dieses leichtrauhen Typus konnen sowohl
dieselbe Kolonieformen, als auch zu 100%, normal rauhe Typen zur
Entwicklung kommen. Es war sehr auffillig, dass oft gleichzeitig mit
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diesen S-artigen Typen auch grosse, platte, unregelmissige Kolonien
mit einer granularen, fein-faltigen Oberfliche vorkamen.

Sie schienen auf den ersten Anblick dem diinnen, nicht-dextranbilden-
den O-Typus zu gleichen, jedoch hatten auch sie die Moglichkeit zur
Dextranbildung nicht verloren. Nach einiger Ubung konnte ich diese
beide platte Formen auch mikroskopisch unterscheiden. Der frither
beschriebene nicht-dextranbildende Typus zeigt sich in seinem plak-
atartigen Wachstum doch noch um vieles diinner und mit einer
glinzenderen Oberfliche versehen. Dieser O-artige Typus liess meist
bei Weiterziichtung gleich wieder in wollem Umfang normale rauhe
Kolonien entstehen,

Zusammenfassend koénnen wir also feststellen, dass die direkt aus den
Tibi-Kérnern erhaltene R-Form an erster Stelle eine nicht reversible Disso-
ziation zeigt in einer O- und einer S-Form, welche beide durch den
Verlust des Wandstoffbildungsvermogens gekennzeichnet sind. Daneben
tritt ein zweiter Dissoziationsvorgang auf, der zu Kolonieformen fiihrt,
welche anniherend den O-und S-Typen gleichen, aber das Wandstoff-
bildungsvermdgen beibehalten haben und welche ausserdem leicht eine
Reversion zur R-Form zeigen.

b. Hefewasser-Gelatine-10%, Saccharoseplatten.

Wurde auf diesem Nihrboden die Suspension eines fein zerriebenes
Tibi-Kliimpchens abgestrichen, dann zeigte die Platte nach 5—6 Tagen
bei 22° C ausschliesslich gelatingse Kolonien entweder in Form von
Scheibchen oder in Form unregelmissiger Kliimpchen (Seite 37-38).

Mit Hinsicht auf das unter a. beschriebene war es daher wahrscheinlich,
dass die in dieser Weise erhaltene Form sich mit der als R-Typus be-
schriebenen Form der Glucoseplatten identifizieren lisst, Diese Ver-
mutung wurde durch ,,Cross”-Impfungen bald bestitigt.

Wenn man aber eine Suspension einer derartigen gelatindsen Kolonie
von dieser Platte auf eine zweite Platte abstreicht, und auf ihnliche Weise
die Subkultur lingere Zeit fortsetzt, so ergeben diese Platten Misch-
kulturen von gelatinésen und kleinen trockenen Kolonien, Bei diesen
letzteren, welche durch ihre Wachstumsart offenbar das Vermégen
Wandstoff zu bilden nicht mehr besitzen, kann man zwei verschiedene
Kolonietypen vorfinden:

1. Kolonien von 1.5 mm Grésse, welche ginzlich platt und diinn
sind oder welche ein dickeres, erhobenes Zentrum haben und von einer
verhiltnismassig breiten, sehr diinnen Randzone umgeben sein.

2. Kleinere, 0.5 mm grosse Kolonien, welche nur aus dem verdickten
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Zentrum des vorigen Typus zu bestehen scheinen und keine Randzone
besitzen.

Ziichtet man den ersten Typus auf Glucoseagar, dann erscheinen
entweder ausschliesslich oder doch iiberwiegend die grossen platten
Kolonien des O-Typus; Weiterziichtung des zweiten Typus ergibt auf
Glucoseagar fast immer Mischplatten von S- und O-Formen.

Damit wird deutlich, dass die beiden trockenen Kolonietypen der
Saccharosegelatineplatten identisch sind mit den O- und S-Typen auf
Glucoseagar.

Det Prozentsatz der trockenen Kolonien, auf die Gesamtzahl berechnet,
kann ebenfalls stark schwanken und zwar von einigen Prozenten (bis-
weilen ,,nihil”) bis zu 50—60%,; im allgemeinen kommen die Werte
10—309%, am meisten vor. Es kann sich auch herausstellen, dass man
in aufeinanderfolgenden Plattenkulturen einen nahezu konstant bleiben-
den oder innerhalb enger Grenzen schwankenden Prozentsatz (z.B. von
5—10%, 10—20%,, 20—30%) trockener Kolonien erhilt.

Der schwankende Prozentsatz trat nicht nur beim Abstreichen aus
Suspensionen gelatindser Kolonien von aufeinanderfolgenden Platten,
sondern auch von einer und derselben Platte ein. Beim Abstreichen aus
Suspensionen von R-Kolonien, herrithrend von Glucoseagar, auf Saccha-
rosegelatine stellt sich heraus ,dass der Prozentsatz trockener Kolonien in
befriedigender Weise mit dem von O (event. O + S) auf Glucoseagar
{ibereinstimmt.

Ist dieser Prozentsatz nicht gross (was durchwegs der Fall ist), dann
kommt beim Abstreichen aus der Suspension gelatindser Kolonien von
einer solchen Gelatineplatte auf eine folgende meistens sogleich der fiir
Gelatine hohere Prozentsatz zum Vorschein. Ungeachtet des bereits unter
normalen Bedingungen auftretenden, wechselnden Prozentsatzes habe
ich noch versucht, ob eine Ziichtung auf Saccharosegelatine bei einer
hoheren Temperatur, nimlich 30° C, oder unter anaeroben Bedingungen
in Wasserstoffatmosphire oder in reiner Kohlensaiire einen Einfluss
auf die Anzahl trockener Kolonien hat. Es zeigte sich jedoch, dass auch
unter den obengenannten Bedingungen Werte zwischen 10—40%, erzielt
wurden, wihrend die Fluktuation in der gleichen Weise auftrat.

§ 3. DIE DISSOZIATION VON BETABACTERIUM VERMIFORME BEI
DER ZUCHTUNG IN FLUSSIGEN NAHRMEDIEN.

Im vorhergehenden Paragraphen haben wir beschrieben, dass bei der

Weiterziichtung von Betabacterium vermiforme auf festen Nahrboden
9
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durch die im urspriinglichen Kolonietypus auftretende -Dissoziation
stindig eine grossere oder kleinere Anzahl Variantenkolonien zur Ent-
wicklung kommen, welche keinen Wandstoff zu bilden vermégen. Es
war nun wiinschenswert zu untersuchen, ob auch bei der Ziichtung in
fliissigen Nihrmedien eine Dissoziation eintritt.

Zu diesem Zweck impfte ich eine moglichst reine R-Kolonie von einer
Glucoseagarplatte, auf welche eine Tibi-Kérner-Suspension abgestrichen
war, in eine Kulturrdhre mit 2% Glucose-Hefewasser. Nach einigen
Tagen war eine gute Entwicklung festzustellen, wobei sich schliesslich
am Boden ein feinflockiger Niederschlag von Bakterien absetzte. Es sei
daran erinnert, dass in diesem, keine Saccharose enthaltenden Medium
Wandstoffbildung nicht auftritt. Von dieser ersten Kulturrshre wurde
nun in Abstinden von 2—>5 Tagen regelmissig ein Tropfen in die frische
Kulturfliissigkeit {ibergeimpft.

Zugleicherzeit wurde aus der fiir die Uberimpfung benutzte Réhre,
eventuell nach passender Verdiinnung, auf Saccharosegelatine abge-
strichen,

Auf diese Weise wurde eine lange Reihe aufeinanderfolgender Fliissig-
keitskulturen untersucht, wobei das Folgende beobachtet wurde. Auf
der Saccharosegelatineplatte, welche von Material aus der ersten Kultur-
rohre stammte, war die Anzahl trockener Kolonien niedrig: + 29%; etwa
ein gleicher Wert wurde auch direkt aus der Suspension der bewussten
R-Kolonie auf Glucoseagar bezw. Saccharosegelatine erhalten.

Auch in den erstfolgenden Kulturréhren war die Anzahl sehr niedrig
und schwankte zwischen 0.3%, und 2%,. Bei der 8ten Kultur betrug die
Zahl 1%; von der Kultur No 9 ab kam bei allen folgenden Kulturen
keine einzige trockene Kolonie mehr zur Entwicklung, bei einer mittleren
Koloniezahl auf der Platte von 200—300. Der Versuch wurde bis zur
50sten Kultur fortgesetzt (Tabelle II).

Sehr auffallend war, dass bei Weiterziichtung der gelatindsen Kolonien
von diesen einheitlichen Platten sogleich wieder die fiir Gelatine durch-
wegs hohe Anzahl trockener Kolonien zu beobachten ist.

Fiir eine zweite Kulturreihe in Glucose-Hefewasser wurde von der
Suspension einer zerriebenen gelatindsen Kolonie ausgegangen. Es
stellte sich heraus, dass bei Impfung einer solchen Suspension, aus der
beim direkten Abstreichen auf Kontrolle-Gelatineplatten 209, trockene
Kolonien zur Entwicklung kamen, die erste Kulturrhre 25%, Varianten-
Kolonien auflieferte. Bei der zweiten Rohre betrug die Anzahl 189,
Nachdem der Prozentsatz trockener Kolonien aus den nichstfolgenden
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TABELLE IL

Prozentsatz der Variantenkolonien erhalten nach Abstreichen aus einer

Reihe von Kulturrihren mit Hefewasser-5%, Glucose; initiale Impfung mit

"einer Suspension einer R-Kolonie von Glucoseagar, worauf eine Suspension
eines Tibi-Kliimpchens abgestrichen war.

Prozentsatz
trockener Kolonien

Kontrolleplatte 2
Réhre 1 2

o 2 2

y 3 2

»” 4 1

PR 0.5

- 16 0.5

¥ 7 1

» 8 1

w 9 0

&y 110 0

5 11—507) 0

1) Bis zu Rohre 35 wurde regelmissig, hernach bis zur Rohre 50 aus jeder zweiten
oder dritten abgestrichen.

Rohren zwischen 10 und 159, geschwankt hatte, erfolgte hierauf eine
sprunghafte Senkung, indem No 12 und folgende Kulturen iiberhaupt
keine trockene Kolonien mehr zum Vorschein brachten (Tabelle III).

Die auffallende Erscheinung, dass beim fortgesetzten Ziichten in
Nihrflitssigkeit nach lingerer oder kiirzerer Zeit keine Variantenkolonien
mehr auftreten, zeigte sich auch in Kulturen mit diinnen Fliissigkeits-
schichten (Kolben). Offenbar bt der Luftsauerstoff keinen merkbaren
Einfluss auf diese Erscheinung aus.

Es war nun interessant nachzugehen, ob ein Ausbleiben der Dissoziation
in Fliissigkeitskulturen sich auch dann behaupten wiirde, wenn man die
betreffenden Kulturen altern lisst. Hierzu wurde aus willkiirlichen
Rohren, welche nach 4- tagiger Bebriitung bei30° C weiterhin bei Zimmer-
temperatur aufbewahrt waren, nach bezw. 10, 25, 60 und 72 Tagen auf
Platten abgestrichen.
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TABELLE III.

Prozentsatz der Variantenkolonien erhalten nach Abstreichen aus einer

Reihe von Kulturréhren mit Hefewasser-Glucose; initiale Impfung mit

einer Suspension einer R-Kolonie von Saccharosegelatine, worauf eine’
Suspension eines Tibi-Kliimpchens abgestrichen war.

Prozentsatz
trockener Kolonien

Kontrolleplatte 20
Réhre 1 25

i & 18

i 15

s 4 155

2 D 15

W 8 11.5

i F 13.5

*r 8 ==

w 9 7

5 10 4.5

A 0.5

7 2 0

S 0
Bis Rohre 16 0

Obwohl sich die Kulturen verschiedentlich verhielten, unterblieb
doch im allgemeinen nach ein oder zwei, ja selbst nach drei und vier
Wochen das Auftreten trockener Kolonien. Aus noch ilteren Kulturen
kamen sie jedoch fast immer wieder zum Vorschein und zwar in einer
Anzahl, welche zwischen 0.5 und 159, variierte. Fortwihrende Uber-
impfung von Fliissigkeitskulturen, welche man vorher altern lisst, fithrte
mit grosser Sicherheit zum Auftreten der Dissoziation.

Die Beobachtung, dass bei fortgesetzter Kultur in flilssigem Medium
unter Vermeidung lange anhaltender Stagnation des Wachstums die
Dissoziation ausbleibt, hat offenbar keine allgemeine Giiltigkeit. So teilt
Desgowitz (1937) mit, dass bei einem unstabilen R-Typus von Sal-
monella aertrycke, welcher gekennzeichnet war durch ein fortwihrendes
Abspalten einer konstanten Anzahl (199,) von S-Kolonien auf Platten,
der Prozentsatz von Variantenkolonien in Fliissigkeitskulturen bis
zu 75Y%, anstieg. Auch andere Forscher erwihnen, dass eine
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regelmissige Uberimpfung in Fliissigkeitskulturen die Dissoziation
fordert und darum wird diese Methode denn auch oft als auslésendes,
stimulierendes Agens gebraucht.

Es zeigt sich aber, dass Betabacterium vermiforme als Ausnahme auf
diese Regel nicht allein steht. So konnte DULANEY (1928) fiir Bact. coli
communis feststellen, dass die Dissoziation vollkommen verhindert wurde
bei der Ziichtung in zuckerhaltigem Medium,

In Ubereinstimmung mit Deskowitz fand ich, dass die erwihnte
Kulturbedingung nicht imstande war die Tendenz zur Unstabilitit
,,dauvernd’” zu beeinflussen. Wurde nimlich aus Suspensionen gelatindser
Kolonien, welche aus den reinen Fliissigkeitskulturen herrithrten, abge-
strichen, dann zeigte sich meistens sogleich wieder der betrichtliche
Prozentsatz trockener Kolonien.

Das Unterbleiben der Dissoziation in Fliissigkeitskulturen ohne all zu
langer Wachstumsstagnation macht es durchaus annehmlich, dass auch
im Konsortium keine Dissoziation von Betabacterium vermiforme eintritt,
eine Ansicht, welche auch durch das Ergebnis des Abstreichens Suspen-
sionen frischer Tibi-Kliimpchen gestiitzt wird. Fiir die Bakterien im
Konsortium sind die obengenannten Bedingungen ja doch ohnehin erfiillt.
Solange also das Konsortium unter Bedingungen lebt, welche eine
aktive Vermehrung zulassen, wird sein Fortbestehen als Folge einer
a priori denkbaren Entwicklung von nicht-wandstoffbildenden Varianten
nicht bedroht werden.

§ 4. ISOLIERUNG EINER NEUEN, WANDSTOFFBILDENDEN R-VARI-
ANTE.

Wie bereits in § 2 mitgeteilt wurde, zeigt der urspriingliche, auf Gluco-
seagar geziichtete, rauh-kdrnige R-Typus bei Weiterziichtung die Neigung
um unter Beibehalten des Wandstoffbildungsverméogens ungefihr gleich
grosse, glittere und auch grossere, platte Kolonien zur Entwicklung zu
bringen. Eine nihere Untersuchung lehrte, dass diese Kolonieformen
sehr labil sind und der einzige direkt feststellbare Unterschied mit dem
R-Typus in der Form und dem Aussehen der Kolonie liegt.

Bei weiterer Untersuchung des Verhaltens des urspriinglichen R-Typus
hat sich herausgestellt, dass ebenfalls die Méglichkeit zu einer viel
deutlicheren Dissoziation unter Beibehalten des Wandstoffbildungsver-
mogens besteht. Durch Abstreichen aus zwei Monate alter Glucose-
Hefewasserkulturen, geimpft mit einer Kolonie des urspriinglichen
R-Typus, konnte ich, allerdings selten, auf den Glucoseagarplatten neben
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normalen R- und meistens vielen platten, nicht-wandstoffbildenden
0O-Kolonien, einzelne auffillig rauhe Kolonien auffinden. Diese ungefihr
mit derjenigen des R-Typus gleich grosse Kolonie unterschied sich von
dieser deutlich durch seine viel rauhere — mehr faltig-rauhe als kérnig-
rauhe — Oberfliche. Beim Abstreichen dieses Koloniematerials auf
Saccharosegelatine zeigte sich, dass die Zellen ihr Wandstoffbildungs-
vermdgen beibehalten hatten. Die in durchfallendem Licht schimmeren-
den Kolonien dieses kiinftighin als R’ bezeichneten Typus, waren platt-
linsenférmig (1.5—2.5 mm) und hatten einen unregelmissig gewellten
Rand (Abb. 21). Das Muster der Kolonie zeigte im Gegensatz zu R eine
Struktur in verschiedenen Richtungen verlaufender, gewellter Stringe.

Auch in der Zellmorphologie bestand zwischen R’ und R ein grosser,
konstanter Unterschied. Die fiir R’ charakteristischen Zelltypen waren
betrichtlich linger als bei R (Seite 142).

Unterschiede in biochemischer Hinsicht (Wandstoffbildung, Zucker-
vergirung, etc.) konnten jedoch nicht festgestellt werden. Wird R" auf
Saccharosegelatine geziichtet, dann zeigen sich die gelatinésen Kolonien
aus fiberwiegend langgestreckten, groben Kapseln aufgebaut. Diese
Kapseln verdanken ihre langgestreckte Form an die Anwesenheit langer
und fadenférmiger, gerader, gekriimmter oder schlingelnder Zellen.

Hinsichtlich der Ausgangsform R verhielt sich R’ insofern als ein
konstanter und selbstindiger Typus, als ich nicht imstande war eine
Reversion R'— R zu beobachten.

Inzwischen konnte aber dieser R’-Typus gleich wie R als mehr oder
weniger ,,unstabil’’ bezeichnet werden hinsichtlich der Abspaltung neuer
Kolonievarianten, deren Wandstoffbildungsvermogen verloren gegangen
war. Bei Weiterziichtung auf Glucoseagar fand in den R’-Kolonien
frequent eine Dissoziation statt. Dies zeigte sich meist in Form eines
diinnen marginalen Auswuchses. Die in wechselnder Anzahl auftretenden,
als O’-bezeichneten Variantenkolonien waren gross (bis zu 1 cm), platt
und diinn (Abb. 21).

Obwohl das Plattenbild dieser Kulturen auf den ersten Anblick sehr
viel Ubereinstimmung mit jenem, durch Aussiung von R-Kolonien
erhaltenen Bild aufwies, zeigte sich bei niherer Betrachtung doch sehr
deutlich ein Unterschied nicht nur zwischen R” und R aber auch zwischen
Q' und O.

Im Gegensatz zu O besass der platte O'-Typus ein breitliniges Muster,
in welchem oft, vor allem im Zentrum, eine Andeutung gewellter
Stringe auffiel. Auch waren die fiir O’ charakteristischen Zelltypen



Abb. 21

Eine R'-Kolonie (oben) mit seiner Struktur von gewellten Stringen und eine plakat-
artige, sehr diinne O’-Kolonie. Vergrosserung 20 x.

Abb. 22.

S-Kolonien, wie sie bei Weiterziichtung vom R-Typus bezw. O-Typus auf Hefewasser-
29, Glucoseagarplatten zum Vorschein kommen kénnen. Vergrasserung 20:%.



Abb. 23,

R -Kolonie mit seiner ausgesprochenen Struktur von gewellten Strangen.
Vergrosserung 20 .
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um vieles linger als bei O, aber meist doch kiirzer als bei R’. Beiden
Formen, O' und O, fehlt jedoch die Fihigkeit zur Wandstoffbildung,

Bei Weiterziichtung des R'-Typus stellte sich heraus, dass, selbst einige
Zeit hindurch, der O'-Typus vollig fehlen konnte, doch waren auch auf
diesen scheinbar reinen R'-Platten dem R’ gleich grosse Varianten-
kolonien mit einer nur wenig rauhen, manchmal fast glatten Oberfliche
vorhanden. Auch sie zeichneten sich, ebenso wie O, durch den Verlust
des Wandstoffbildungsvermdgens aus. In seinem Muster unterschied
sich die Kolonie von R’ durch das Vorkommen von breiten Linien anstatt
gewellter Stringen.

Von dieser S’ benannten Kolonievariante, welche auch in Subkulturen
des O'-Typus auftrat, waren die charakteristischen Zelltypen kiirzer als
bei R’ (Seite 142).

S’ und O ergaben in Ubereinstimmung mit den aus R entstandenen
S- und O-Formen, bei Weiterziichtung meistens Mischplatten.

Es sei hier bemerkt, dass in Plattenkulturen von S’ ein einziges Mal
eine reine, vollig glatte und ganzrandige S-Kolonie aufgetreten ist.

Spiter werde ich noch eine dergleiche S-artige Kolonie mit demselben
Aussehen und ebenfalls ohne Wandstoffbildungsvermégen, welche aus
einer sehr rauhen aber nichtwandstoffbildenden Variante (Rg) entstanden
ist, erwihnen.

§ 5. NAHERE BEOBACHTUNGEN UBER DIE IN PLATTENKULTUREN
REGELMASSIG AUFTRETENDEN, NICHT-WANDSTOFFBILDENDEN O-
UND S-VARIANTEN.

Wie in § 2 beschrieben wurde, kommt bei Weiterziichtung der im
Konsortium wurspriinglich wvorhandenen Form wvon Betabacterium
vermiforme auf Glucoseagar infolge einer Dissoziation fast immer
eine O- und weniger frequent eine S-Kolonieform zur Entwicklung.

Der von mir als O bezeichnete Typus kennzeichnet sich durch die
Bildung grosser (bis 1 cm), platter und fein-gefalteter, sehr diinner Kolo-
nien, oft von einem glatten, dickeren Knopf versehen. Der reine S-Typus
ist viel kleiner (1—1.5 mm), rund bis einigermassen unregelmissig in
seiner Form, mit einer vollig glatten und feuchtglinzenden Oberfliche
und einem glatten bis leicht gezackten Rand (Abb. 22).

Obwohl den beiden Kolonievarianten das Wandstoffbildungsvermdgen
aus Saccharose fehlt, zeigten sich in biochemischer Hinsicht mit dem
urspriinglichen R-Typus keine weitere Unterschiede, wohl aber hinsicht-
lich der Zellmorphologie (§ 7).
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Wird der platte O-Typus auf Glucoseagar weitergeziichtet, dann
kommen auf den betreffenden Platten oft ausschliesslich grosse, platte
Kolonien zur Entwicklung; auf stark geimpften Stellen sind diese Kolonien
unter Bewahtung ihrer individuellen Grenzen meist zu einem grossen,
diinnen Plakat vereinigt.

In Subkulturreihen von diesem Typus treten jedoch regelmissig
Mischplatten auf, auf welchen neben den iiberwiegenden O-Kolonien
hier und da kleine, gewdlbte S-Kolonien vorhanden sind. Nicht selten
zeigen einzelne S-Kolonietypen an ihrem Rand oder an Teilen des
Randes eine mehr oder weniger breite, ditnne O-Zone. Solche Kolonien
bilden eigentlich eine ununterbrochene Formenreihe, welche schliesslich
in die O-Kolonie mit knopfférmigen Zentrum und nicht zu breiter
Randzone iibergeht.

Geht man bei diesen Mischplatten von der am meisten reinen S-Kolonie
aus, 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 diinnen Rand umgeben sind, und
grossen, ausgesprochenen O-Formen.

Hieraus lisst sich schliessen, dass die O- und S-Kolonietypen einander
sehr nahe stehen. In Ubereinstimmung hiermit lehrte eine mikroskopische
Untersuchung, auf die wir noch spiter (Seite 142-143) zuriickkommen,
dass in der Zellmorphologie keine Unterschiede aufzufinden waren. Meine
Versuche um aus S-Kolonien, welche von O-Platten stammten, durch
regelmissige Weiterziichtung einen reinen, einigermassen stabilen
S-Typus zu erhalten, scheiterten.

Da sich bei der Ziichtung des R-Typus auf Glucoseagar ab und zu
auch S-Kolonien einfanden, beschloss ich auch diese auf ihre Stabilitat
zu priifen. Nach einigen vergeblichen Versuchen mit verschiedenen,
rein aussehenden S-Kolonien, gliickte es mir schliesslich eine S-Kolonie
zu isolieren, welche bei Weiterziichtung 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 Rindern kamen in
diesen Kulturen nur spirlich vor. Wenn die Kulturen jedoch lange in
Schrigkulturen aufbewahrt wurden, trat abermals Dissoziation ein.

Der isolierte S-Typus kann also ,relativ stabil” genannt werden.

Eine weitere Untersuchung nach dem Verhalten dieses S-Stammeg
lehrte, dass mehrere Passagen von 1—2 Monate alten Kulturen (Hefe-
wasser-Glucose) die Stabilitit ungiinstig beeinflussten. Bei der Aussduns
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solcher Kulturen kamen unreine S-Kolonien, zuweilen Formen mit
einigermassen rauher Oberfliche und platte O-Kolonien zur Entwicklung.

Einige Male konnte ich auf diesen Platten nur einzelne Kolonien eines
neuen, ausgesprochen rauhen Typus beobachten. Dieser als Ry bezeich-
nete rauhe Typus wird in § 6 nidher beschrieben.

Immer zeigte sich, dass allen als O und S aufgetretenen und be-
schriebenen Typen, welche auf direktem oder indirektem Weg von dem
R-Typus herrithrten, das Wandstoffbildungsvermdgen abging.

Um eine event. Riickkehr dieser Eigenschaft zu induzieren, bediente
ich mich der folgenden Kulturmethoden: 10—15-maliges Uberimpfen
in Saccharose-Hefewasser und zwar unter normalen Bedingungen (in
Rohren und in kleinen Kolben), in Kohlensiureatmosphire, unter
gleichzeitiger Impfung mit Saccharomyces intermedius und ferner bei
Anwesenheit einer bestimmten Menge von bei 70° C abgetdteter Zellen
des R-Typus?).

Obwohl ich die Riickkehr des einmal verloren gegangenen Dextran-
bildungsvermdgens, 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 Betabacterium
vermiforme beobachteten Abspalten von Varianten, welche die Eigen-
schaft der Dextranbildung verloren haben, auf eine Verdffentlichung von
Kacan und NEPOMNIASCHAIA (1936) hingewiesen. Die beiden russischen
Forscher berichten iiber eine Dissoziationserscheinung bei Leuco-
nostoc mesenterioides (Betacoccus arabinosaceus); koloniemorphologische
Verinderungen sollten verkniipft sein mit Abweichungen des Dextran-
bildungsvermogens. Sie konnten drei Kolonietypen, nimlich R-, O- und
S-Kolonien isolieren. In saccharosehaltigen Nihrmedien soll der R-Typus
durch eingekapselte Individuen gekennzeichnet sein, welche eine schleim-
ige, froschlaichihnliche Masse bilden, der O-Typus durch nackte Diplo-
kokken, welche in einer egal-gelatindsen Substanz eingebettet sind,

1y Zur Anwendung der letzigenannten Wlethode wurde ich gefiihrt durch die
Beobachtung GRIFFITH's, der Zellen von avirulenten Prneumokokken zusammen mit
vorher durch Erhitzen abgetdteten, virulenten Zellen verschiedener Typen von Preu-
mocaccus in Miuse impfre und auf diese Weise die avirulente Ausgangsform in die
verschiedenen virulenten Typen berfiihren konnte. REmManN (1925, 1929) brachte
mit dieser Methode vollig irreversible, avirulente Varianten von Pneumeococcus-Stammen
zur Reversion.

Das Fehlschlagen meines Versuches macht es wahrscheinlich, dass bei dieser Me-
thode die Mitarbeit der Zellen des Versuchstieres eine wesentliche Bedingung ist.
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wihrend der S-Typus zusammengesetzt ist aus nackten Diplokokken,
welche ihr Schleimbildungsvermégen 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 Leuconostoc
durch Dissoziation nichtwandstoffbildende Varianten auftreten kénnen.

In diesem Zusammenhang ist es erwihnenswert, dass SACCHETTI (1936)
in seiner schon zitierten Abhandlung berichtet, dass alle seine Stimme
von Leuconostoc mesenterioides das Dextranbildungsvermdgen aus Saccha-
rose ziemlich rasch verloren; auch wenn er sie unter den verschiedensten
Bedingungen ziichtete, konnten die Stimme nicht wieder zur Dextran-
bildung gebracht werden. :

Hinsichtlich der Resultaten der obengenannten Forscher sei mitgeteilt,
dass sich beim Abstreichen von Suspensionen der im Laboratorium
fiir Mikrobiologie seit Jahren vorhandenen Stimme von Leuconostoc
mesenterioides auch eine unverkennbare Dissoziation zeigte.

Die Saccharosegelatineplatten wiesen zwei grundverschiedene Kolonie-
typen auf:

1. grossere und kleinere Tropfenkolonien von diinnschleimiger Kon-
sistenz mit nackten Kokken, worin bei Lupe-Vergrdsserung sehr deutlich
lokale Anhaufungen von stark eingekapselten Individuen vorhanden sind.

2. Feste, klimpchenférmige Kolonien von einer gelatindsen Be-
schaffenheit, welche aus Zusammenballungen von sehr dicken Kapseln
bestehen. Hier und da trifft man auch kleine Kolonien an, welche beim
ersten Anblick trocken erscheinen kénnten. Die mikroskopische Beobach-
tung lehrt aber, dass auch hier vorherrschend Kapselkonglomerate mit
daneben nackten Individuen vorhanden sind.

Alles in allem kann also geschlossen werden, dass unbedingt von
einer Dissoziation, wobei einerseits eingekapselte, andererseits nicht-
eingekapselte jedoch ebenfalls dextranbildende Zellen auftreten, die
Rede ist; diese Erscheinung ist schon von Smrt (1919) ans Licht gebracht,
Dagegen fehlt aber bei den untersuchten Stimmen jegliche Andeutung,
dass die Dissoziation in eine Form resultiert, welche das Dextranbil-
dungsvermogen verloren hat.

§ 6. EINE AUS DEM S-TYPUS ERHALTENE, NICHT-DEXTRANBIL-
DENDE, RAUHE VARIANTE.

Im vorigen Paragraphen ist schon erwihnt, dass aus dem relativ stabilen
S-Stamm unter gewissen Bedingungen eine neue Variante erhalten wurde.
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Nachdem diese Form einige Male hintereinander eine alte Kultur passiert
hatte, entstanden beim Abstreichen aus einer 2—3 Monate alten Fliissig-
keitskultur nicht selten ausser S-Kolonien von runder oder etwas unregel-
missiger Form und einer Anzahl platter O-Typen, einige Kolonien eines
sehr rauhen (faltig-rauhen) Typus. Bei Weiterziichtung zeigte sich, dass
es eine neue Variante war, welche sich durch platt-linsenfdrmige Kolonien
von 2—3 mm Grosse mit einer trocken-glinzenden Oberfliche und
welligem Rand auszeichnete (Abb. 23).

Das Muster der Kolonie zeigte eine Ubereinstimmung mit dem des
R’-Typus; doch war die Strangenstruktur hier noch etwas mehr ausge-
sprochen. Der Rand zeigte im Gegensatz zu R’, meist einen faserigen
Bau mit langen heraussteckenden, gewellten und gekriuselten Fiden,

Dieser grobe, als Ry (R extrem) bezeichnete, Typus erinnett
an den Medusa-Kolonietypus und zeigte sich bei Weiterziichtung sogleich
recht gut konstant. (Vergl. ARkwRIGHT, 1930; Soutrg, 1927 und NUNGE-
STER, 1929), Von einer Reversion —> S war bei der Plattenkultur nichts
271 bemerken. Gleich dem Ausgangs-S-Stamm konnte auch dieser relativ
stabile Rg-Typus keinen Wandstoff aus Saccharose bilden, wihrend
sonst nennenswerte Unterschiede in biochemischer Hinsicht fehlten.
Eine Untersuchung nach der Stabilitit lehrte uns, dass dieser Rg-Stamm
noch betrichtlich stabiler war als der S-Stamm. Sogar nach der Passage
einiger 1—2 Monate alten Hefewasser-Glucose- und Agarschrigkulturen
blieb R bei der Aussiung vollig konstant.

Aus einer dritten Fliissigkeitskultur konnte jedoch beim Abstreichen
nach 4—5 Monaten eine Platte erzielt werden, auf welcher neben dem
urspriinglichen Typus in {iberwiegender Anzahl eine neue Variante
vorkam. Die Oberfliche dieser Kolonien war nur in geringem Masse
rauh, manchmal fast glatt. Diese S-artige Form (im Schema als A be-
zeichnet) besass dasselbe Koloniemuster — mit groben, breiten Linien
ohne Stringestruktur — als der S'-Typus. Die mikroskopische Unter-
suchung zeigte, dass einerseits die langen Fiden der Rg-Form fehlten,
andererseits aber die mittlere Linge der Zellen um vieles grosser war als
die des S-Typus.

Die neu aufgetretene, nahezu glatte Form werden wir als eine ,,par-
tielle” Reversion von Rg-> S auffassen miissen. Es gliickte mir nicht
bei diesem Rg-Stamm eine vollstindige Reversion — S zu bewerkstelligen.

Noch sei mitgeteilt, dass aus einer Kultur der S-Form in Hefewasser-29%;,
Glucose beim Abstreichen auf Glucoseagar eine Kolonie auftrat, die im
Aussehen sowohl als im Muster vom erstgenannten Rg-Typus sich nicht
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unterschied. Nur die Linge der vorherrschenden Zelltypen war geringer.
Es handelte sich hier um kiirzere Fiden und verlingerte Stibchen. In
zellmorphologischer Hinsicht kénnte man hier also von einer ,,nicht
extremen' Form sprechen.

Es zeigte sich nun, dass nach einer Reihe 14-tagiger Uberimpfungen
dieses, als R°; bezeichneten Typus, in Hefewasser-2%, Glucose beim
Abstreichen auf Platten drei verschiedene Koloniearten erhalten wurden:

1. Der normale R°:-Typus.

2. Kleine (1 mm grosse), runde, gewdlbte S-Kolonien mit einer
feucht-glinzenden, vollig glatten Oberfliche. Sie stimmten in ihrem
Aussehen und im Koloniemuster vollkommen mit dem urspriinglichen
S-Typus iiberein.

Das Zellbild war insofern etwas anders, als bei dieser neuen Form
viele, fiir den S-Typus noch ein wenig zu lange Zellen vorkamen; sie
verkehrten jedoch alle in einem geférderten Septierungs- bezw. Ablosungs-
stadium. Mit Vernachlissigung dieses bloss kleinen Untetschiedes, diicfen
wir wohl feststellen, dass bei diesem R°p-Typus eine praktisch véllige
Reversion zustande gekommen ist.

3. In geringem Masse rauhe (bisweilen fast glatte) Kolonien mit
einem breitlinigen Muster ohne gewellte Stringestruktur, Diese S-arti-
gen Kolonien bestanden aus iiberwiegend langen Stibchen und ihnelten
jenem Typus, den wir bereits bei der partiellen Reversion des erstge-
nannten Rg-Stammes beschrieben.

‘Wir sehen also, dass bei der ,nicht extremen” Rg-Form nicht nur
eine beinahe vollstindige Reversion aufgetreten ist, sondern dass gleich-
zeitig auch ein intermediirer Kolonietypus isoliert wurde.

Es sei noch bemerkt, dass nicht nur R und S, sondern auch alle hieraus
erhaltenen Formen kein Wandstoffbildungsvermégen aufwiesen. Ebenso
wenig wie bei S und O konnte ich auch bei Ry trotz der Anwendung der
unter § 5 genannten Induzierungsmethoden, eine Riickkehr dieser Eigen-
schaft nicht erzielen.

Mit Ausnahme des fehlenden Wandstoffbildungsvermodgens zeigten
die Varianten keine anderen nennenswerten biochemischen Unterschiede.
Alle Varianten bildeten aus Glucose Gas und Siure, aus Fructose Mannit,
verursachten in Milch keine Koagulation und waren Gram-positiv und
katalase-negativ. Fiir die vier wichtigsten Typen habe ich die Vergirung
von verschiedenen Zuckerarten (Zuckeralkoholen und Glucosiden)
sowohl qualitativ wie auch quantitativ untersucht. Die Ergebnisse sind
in Tabelle IV zusammengefasst.
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TABELLE IV.

Séiurebildung in cm® Normalsiure pro 100 em® Kulturflissigheit aus ver-
schiedenen Zuckerarten (Zuckeralkoholen und Glucosiden) durch die Vari-
anten: R, R', Ry und S.

Substrat: R R’ RE S
Glucose 9.5 9.6 8.7 9.6
Maltose 8.6 8.5 8.3 8.5
Dextrin — — — —
Stirke (losl.) - — — —_
Insulin —_ — — —
Fructose 8.2 i 8.7 8.1
Saccharose 5.0 5.1 7.9 9.1
Galactose 9.6 9.6 03 9.7
Lactose 15 4.0 35 e
Mannose — — — —
Arabinose 21.9 A ] 21.1 19.5
Mannit — — - —_
Glycerin - — — =
Salicin 13 ? — 1.5
Xylose 21.5 21.1 22.0 21.8

Aus dieser Tabelle geht hervor, dass die vier untersuchten Stamme
sich in qualitativer Hinsicht vollig gleich verhielten. In quantitativer
Hinsicht sind die Schwankungen auch ganz unbedeutend und iiber-
schreiten sie nicht die Grenzen der Genauigkeit der angewandten Metho-
de. Nur ist begreiflicherweise die Siurebildung im Saccharosemedium
bei den beiden wandstoffbildenden Varianten R und R’ merkbar geringer
als bei den zwei iibrigen untersuchten Formen.

§ 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 verschiedentlich
mikroskopisch untersucht. Hierbei sammelte ich in erster Linie Angaben
hinsichtlich der Abmessungen der lingsten und der kiirzesten, im Praparat



142

anwesenden Zellen. Vor allem habe ich mich bemiiht um die Abmessun-
gen der als ,,vorherrschend" zu betrachten Zelltypen der Kolonien fest-
zustellen. Es zeigte sich, dass dieses fiir jeden Variantentypus charakteris-
tische Messgebiet der einzelnen Zellen 3—6 Tage alter Kolonien auf
Glucoseagarplatten nahezu konstant war und als ,zellmorphologisches
Charakteristikum’ der betreffenden Varianten verwendet werden konnte,

Urspriinglicher R-Typus.

Rauh-kérnige Kolonie mit unregelmissig gewelltem Rand; das Muster
mit ziemlich schmalen Linien und ohne Stringestruktur; das Vermdgen
zur Wandstoffbildung ist vorhanden.

Mikroskopisches Bild: vorherrschend einzelne, kurze, gerade Stabchen,
manchimal auch zu zweien, bisweilen kurze Ketten vorhanden. Ausserdem
fehlen selten betrichtlich lingere Stibchen, welche manchmal faden-
formig und dann gekriimmt und gebogen sein kénnen.

Die wechselnde Anzahl dieser ist im Vergleich mit den geraden, kurzen
Individuen auffallend gering. In den Zellen, selbst in jungem Zustand,
zeigen sich nicht selten nach der Firbung mit Methylenblau dunkel
gefirbte Granula. Im Priparat einer alten Schrigagarkultur wird ausser-
dem eine grosse Zahl freier Granula zwischen Zelldetritus und noch
intakten Zellen beobachtet. Ein solches mikroskopisches Bild findet man
im Prinzip bei allen Varianten wieder, ist also keineswegs spezifisch fiir R.

Das zellmorphologische Charakteristikum fiir R erstreckt sich von:
(2.5—6) x (0.8—1.2) u; die extremen Abmessungen der einzelnen
Individuen sind: 1.75 — bisweilen 30 .

R'-Typus.

Grobkornig- oder faltig-rauhe Kolonie mit unregelmissig gewelltem
Rand; das Muster ist aus wellig verlaufenden Stringen aufgebaut; Ver-
mogen zur Wandstoffbildung ist vorhanden.

Mikroskopisches Bild: vorherrschend einzelne, missig-lange, lange
und fadenférmige, event. mit Granula versehene Zellen, manchmal auch
zu zweien; nicht selten zeigt sich eine Kombination von einem langen
mit einem kurzen Individuum.

Neben kiirzeren und lingeren, unseptierten Fiden kommen einerseits
solche vor mit einer sehr undeutlichen Septierung, andererseits Indi-
viduen, augenscheinlich aus einigen langen Gliedern zusammengesetzt,
welche oft mit kleinen kokkenartigen Elementen abwechseln.



Abb. 24. *

Abb. 25.
Kurze Stibchen des S-Typus, meistens einzeln oder zu zweien, Vergrosserung 1200 .
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Das zellmorphologische Charakteristikum fiir R’ bewegt sich zwischen:
(5—20) % (0.8—1.2) u; die extremen Abmessungen der einzelnen
(unseptierten) Individuen betragen: 1.75 — bisweilen 60 u.

Rg- Typus.

Faltig-rauhe Kolonie mit unregelmassigem Rand; das Muster ist aus
wellig verlaufenden Stringen aufgebaut; die Stringestruktur ist hier
noch stirker entwickelt als bei R’. Das Vermogen zur Wandstoffbildung
fehlt.

Mikroskopisches Bild: vorherrschend unseptierte Fiden und sehr
lange Stibchen, welche oft Granula enthalten (Abb. 24). Die Zahl
gebogener, schlingelnder oder schlingenformiger Fiden ist auffallend
gross; die lingsten Fiden bestehen zuweilen aus zwei oder drei Stiicken;
hier und da bemerkt man Fiden, welche degenerieren (lysieren), d.h. der
Faden zeigt an einigen Stellen eine Unterbrechung in Form einer Reihe
aufeinanderfolgender kokkenartigen Elemente; zugleich weist er oft
unregelmissig geschwollenen Teilstrecken auf, welche nur durch dusserst
diinne Fidchen miteinander zusammenhangen. Trotz des fadenfor-
migen Charakters von Rg fehlen doch niemals, allerdings nur spérlich,
kurze Zellen.

Das zellmorphologische Charakteristikum fiir Ry erstreckt sich von:
(10 — 50) x (0.8—1.2) u; die extremen Abmessungen der unseptierten
Individuen betragen: 2.5 — bisweilen 125 pu.

S-Typus.

Feuchtglinzende, glatte Kolonie, rund oder einigermassen unregel-
missig geformt; Rand glatt oder etwas zackig; Vermégen zur Wandstoff-
bildung fehit.

Mikroskopisches Bild: sehr kurze, gerade Stibchen, einzeln oder zu
zweien, oft auch in Ketten (Abb. 25). Manchmal kommen einige lingere
und dickere (1.3—1.5 u) Zellen vor; zu zweien und in Kettenform sind
die Elemente kokkenartig; es konnen Granula in den Zellen vorkommen.

Das zellmorphologische Charakteristikum fiir S erstreckt sich von:
(1.75 — 3.5) x (0.8—1.2) u; die extremen Abmessungen betragen: 1 —
bisweilen 15 f.

O-Typus.

Der platte, diinne, nicht-wandstoffbildende O-Typus stimmt in zell-
morphologischer Hinsicht mit dem S-Typus vollig iiberein.
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S'-Typus.

Einigermassen rauhe, meist fast glatte Kolonie, rund oder ein wenig
unregelmissig geformt; Rand leicht gewellt bis glatt; Vermégen zur
Wandstoffbildung fehlt.

Mikroskopisches Bild: vorherrschend missig-lange Stibchen, einzeln
oder zu zweien und in Ketten; bei den lingeren Individuen zeigt sich oft
eine undeutliche Septierung.

Das zellmorphologische Charakteristikum fiir S’ erstreckt sich von:
(3.5 —12) x (0.8—1.2) u; die extremen Abmessungen sind: 1.75 —
bisweilen 25 .

O’-Typus.

Der platte, diinne, nicht-wandstoffbildende O'-Typus stimmt in
zellmorphologischer Hinsicht mit dem S’-Typus vollig iiberein.

§ 8. BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE.

Die in den vorhergehenden Paragraphen mitgeteilten Resultate zeigen,
dass Betabacterium vermiforme mehreren Dissoziationsvorgingen unter-
liegt, wobei Formen mit wesentlich verschiedenen Merkmalen entstehen.

"Zur Erleichterung der Ubersicht folgt hier an erster Stelle ein Schema,
in welchem die aufgetretenen Varianten und ihre gegenseitige Verhilt-
nisse zusammengefasst sind.

Zu diesem Schema sei das Folgende bemerkt.

Die Varianten oberhalb der punktierten Linie, zeichnen sich durch
den Besitz des Vermdgens zur Wandstoffbildung aus, wihrend den unter
dieser Linie gelegenen Varianten diese typische physiologische Eigen-
schaft fehlt. Mit gestrichelten Pfeilen sind Uberginge wiedergegeben,
bei welchen die betreffenden Varianten nur infrequent und meist in sehr
geringer Zahl aufgetreten sind; die gezogenen Pfeile beziehen sich auf
mehr oder weniger hiufig vorkommende Uberginge. Der Unterschied
zwischen den Vertretern des Re-Typus wird durch die Lage auf ver-
schiedener Héhe zum Ausdruck gebracht. Die als A bezeichnete Variante,
welche bei der partiellen Reversion des am meisten ausgesprochenen
Re-Typus entstand, entsprach in vielen Hinsichten der S'-Variante,

Es versteht sich, dass das hier aufgestelite Schema durchaus nicht das
gesammte Variabilititsgebiet von Betabacterium vermiforme wiederzu-
geben braucht, Es ist vollauf denkbar, dass bei fortgesetzter Untersuchung
noch neue Varianten, neue Uberginge oder andere Stabilititsgrade
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auftreten kénnen. Mit Hinsicht auf das Vermégen aus Saccharose Wandstoff
bezw. Kapseln zu bilden, erscheint es nicht wahrscheinlich, dass wir bei
Betabacterium vermiforme auch noch charakteristische M-Varianten im
Sinne Haprey's beobachten werden kénnen, d.h. also Formen, deren
Zellen unabhingig vom Fehlen oder Vorhandensein von Saccharose in
den Nihrbéden doch Kapseln bezw. einen diinnen Schleim bilden.
Trotzdem will ich die Mbglichkeit, dass auch noch M- oder G-Typen
aufzutreten vermdgen, nicht ginzlich ausschliessen.

Bei der jetzt folgenden Besprechung der Ergebnisse scheint es wiin-
schenswert spezielle Aufmerksamkeit zu schenken an diejenigen Punkte,
welche, wie in Kapitel X, § 3 hervorgehoben ist, fiir unsere Einsicht in das
Wesen der Dissoziationserscheinung von mehr spezieller Bedeutung sind.

Hinsichtlich der von vaN LoGHEM gegebenen Einteilung der Variabili-
titstypen war es unumginglich eine Einteilung der angetroffenen Vari-
anten in ,stabile, relativ stabile” und ,labile” vorzunehmen.

Fiir die aufgefundenen ,relativ stabilen’ Formen muss weiter dann
festgestellt werden, ob diese eine Reversibilitit, d.h. einen Riickschlag

zur Ausgangsform, aufweisen.
10
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Mit Hinsicht auf die zyklische Theorie scheint es gewiinscht zu unter-
suchen, ob im Auftreten der verschiedenen Formen ein ,,gerichtet sein”
vorhanden ist, oder dass es sich dabei um ganze oder teilweise Reversionen
handelt.

Auch soll an die Frage herangetreten werden, inwieweit eine Koppelung
zwischen morphologischen und physiologischen Verinderungen vor-
handen ist, oder dass die betreffenden Eigenschaften eine mehr oder
weniger unabhingige Variation aufweisen.

Schliesslich kénnte es fiir eine tiefere Einsicht in das Wesen der Disso-
ziation foérderlich sein zu analysieren, inwieweit aus den gemachten
Beobachtungen zu einem mehr oder weniger deutlichen Einfluss der
dusseren Bedingungen auf die Dissoziation geschlossen werden darf.

Im Nachfolgenden werde ich nun allererst eine Analyse des vorhandenen
experimentellen Materials auf die genannten Gesichtspunkte durchfiihren.

Nachdem werde ich dann die hierbei erhaltenen Ergebnisse auf ihre
Vereinbarkeit mit den in Kapitel X hervorgehobenen Dissoziations-
theorien priifen.

a. Der Stabilititsgrad der verschiedenen Formen.

In erster Linie seien hier die Ergebnisse beziiglich der Stabilitit der
beobachteten Varianten zusammengestellt. Wir miissen dann zunichst
feststellen, dass im absoluten Sinne stabile Varianten nicht angetroffen
worden sind; es gelang nach Anwendung bestimmter Kiulturmethoden
fortwihrend Varianten mit abweichenden Eigenschaften zu erhalten.

Inzwischen kénnen wir die aufgetretenen Varianten in zwei Gruppen
einteilen, nimlich in Typen, welche bei der Ziichtung auf allen in dieser
Untersuchung verwendeten festen Nihrboden frequent dissoziieren,
die sog. unstabilen Formen (Siehe § 2 und § 4) und in Typen, welche auf
diesen Platten iiberhaupt nicht oder infrequent — und dann nur ein-
zelne — Variantenkolonien zur Entwicklung bringen, die relativ stabilen
Typen (siche § 5 und § 6).

Als unstabile Typen sind R und R’ zu betrachten. Diese beiden durch
das Vermégen zur Wandstoffbildung gekennzeichneten Typen disso-
ziieren frequent, wobei die entstehenden Vatrianten sich nicht allein
in der Kolonie- und Zellmorphologie, sondern auch durch den Verlust
des Wandstoffbildungsvermégens von den anderen Formen unter-
scheiden. Ausser den R- und R’-Typen zeigten auch die O- und S- und
O'- und S'-Typen fast immer einen unstabilen Charakter, insofern, als
bei Weiterziichtung in der Regel Mischplatten erhalten wurden.
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Diejenigen Typen, welche sich wihrend der Untersuchung als relativ
stabile Varianten erwiesen, entstanden vereinzelt und zwar hauptsichlich
durch altern lassen von Fliissigkeitskulturen. Eine Ausnahme bildete der
S-Typus, welcher als relativ stabile Variante zufillig von einer R-Kultur-
platte isoliert werden konnte; auch der S'-Typus ist von Platten
(R'-Platten) isoliert worden.

Von der Rg-Variante wurde ein extremer und ein nicht extremer
Typus isoliert; beide unterscheiden sich auch durch den Grad ihrer
Stabilitit., Sie sind jedoch beide zu den relativ stabilen Varianten zu
rechnen. Der Stabilititsunterschied kennzeichnete sich durch die grossere
Leichtigkeit mit der der nicht extreme Stamm zur Reversion gebracht
werden konnte. Bei ihm war die Reversion praktisch vollstindig, wihrend
sie bei dem extremen Stamm nur teilweise war (§ 6).

b. Die Reversibilitit der eingetretenen Variationen.

Angesichts der Tatsache, dass eine absolute Stabilitit der erhaltenen
Varianten nicht angetroffen wurde, miissen wir nun untersuchen, inwie-
weit die festgestellte Unstabilitit zum Ausdruck kommt in einer Reversion
der betreftenden Varianten,

Im allgemeinen kénnen wir sagen, dass tatsichlich in einigen Fillen
eine vollige Reversibilitit der eingetretenen Variationen beobachtet
werden konnte. Dies hat sich herausgestellt bei den Variationen: O <~ S
und O' =S’ (§ 4 und § 5).

Es handelt sich hier um Varianten mit ausgesprochen verschiedenen
Kolonietypen, welche dennoch in der Regel bei fortgesetzter Ziichtung
auf Platten auseinander entstehen.

Auch fiir die nicht extreme Rg-Variante konnte eine praktisch voll-
stindige Reversion festgestellt werden. Durch wiederholte Uberimpfung
in flilssige Medien und altern lassen dieser Kulturen wurde die Ausgangs-
form S zuriickerhalten (§ 6).

Gegeniiber diesen unverkennbaren Fillen von Reversibilitit einge-
tretener Variationen steht in erster Linie die extreme Rg-Form, bei
der trotz vieler Versuche nur eine partielle Reversion erzielt werden
konnte.

Es muss weiter betont werden, dass es in verschiedenen Fillen gar
nicht gelungen ist eine Reversion zu bewerkstelligen. Dies gilt vor allem
fiir die Variationen, welche durch das Verschwinden des Wandstoff-
bildungsvermdgens gekennzeichnet sind, nimlich R— O (S) (§ 2) und
R'— Q' (8) (§ 4.
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Ebenso wie bei der Stabilitit der Varianten sehen wir, dass auch bei
der Reversibilitit der Variationen alle denkbaren Fille realisiert sind,

c. Ist eine gerichtete Aufeinanderfolge der ifbergc‘:inge festzustellen ?

Fiir jene Fille, wobei sich keine Reversibilitit der Uberginge zeigt,
erhebt sich die Frage, ob man von einer gerichteten Aufeinanderfolge der
Uberginge sprechen kann.

Schon ein kurzer Blick auf das Schema iiberzeugt uns, dass davon
sicherlich nicht die Rede sein kann. Dies folgt u.a. aus der Tatsache,
dass bisweilen eine einzige Variante die Bildung zweier, voneinander
sehr verschiedene Varianten veranlassen kann. So kann z.B. S sowohl die
O- als auch die Rg-Form, R sowohl S- (und O) als auch die R'-Form
ergeben.

Aber auch der Umstand, dass es nie moglich war um aus S und O den
R-Typus oder aus S’ und O" den R'-Typus zu erhalten, spricht gegen
die Auffassung, dass die beobachteten Uberginge Teilstrecken eines
Zyklus bilden. Jedenfalls erscheint es uns ausgeschlossen alle beo-
bachteten Formen, selbst wenn man sich nur auf untereinander zell-
morphologisch verschiedene Typen beschrinkt, in einen Zyklus zu
vereinigen.

d. Korrelierte und unabhingige Variation von Eigenschaften.

Wenn wir uns von den verschiedenen Ubergingen und den hiermit
verbundenen Verinderungen in der Kolonieform, in zellmorphologischer
und biochemischer Hinsicht Rechenschaft geben, dann sind die folgenden
Punkte hervorzuheben.

Fiir fast alle Konstituenten des Dissoziationsmusters finden wir eine
sehr deutliche Korrelation zwischen der Form und dem Aussehen der
Kolonie einerseits und dem zellmorpholog'ischen Charakteristikum (§ 7)
andererseits. So ist z.B. ,roughness” verkniipft mit lingeren Zellen;
auch in der Literatur wird dieser Zusammenhang sehr oft erwihnt
(HapLey, 1937).

Auf die obengenannte Korrelation bilden die Varianten (S und Q)
und (5" und O') jedoch eine Ausnahme.

Fiir jede dieser Kombinationen gilt, dass der Unterschied im Kolonie-
aussehen recht deutlich ist, wihrend das zellmorphologische Charakteristi-
kum nicht oder nur sehr wenig differiert. Dasselbe gilt fiir die
grossen, platten und nur in geringem Masse rauhen, fast glatten wand-



149

stoffbildenden Kolonien, welche bei der Ziichtung des R-Typus ent-
stehen konnen. Auch hier ist der zellmorphologische Unterschied mit
R nur sehr gering (§ 2).

Fille einer Korrelation zwischen morphologischer und physiologischer
Variation 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’ (§ 2 und
§ 4). R mit seinen wandstoffbildenden Varianten einerseits und R’ mit
seinen wandstoffbildenden Varianten andererseits sind eigentlich als zwei
gleichférmige Gruppen im Dissoziationsmuster zu betrachten, welche
aber auf verschiedenem zellmorphologischem Niveau liegen.

Gegeniiber diesen Fillen mit unverkennbarer Korrelation abweichender
Eigenschaften, stehen aber auch andere Fille, bei welchen wir zu einer
unabhingigen Verinderung dieser Eigenschaften schliessen miissen.
Sowoh! der Ubergang R — R’ als auch der Ubergang S %5 R%, Rg > A,
S-S, S— Re und S ¥, O bringen mehr oder weniger tiefgreifende
Anderungen in Kolonie- und zellmorphologischer Hinsicht mit sich; es
gibt jedoch keine Anweisungen, dass diese Veriinderungen auch den
Stoffwechsel beeinflussen.

e. Der Einfluss dusserer Faktoren auf das Eintreten der Dissoziation.

Wie schon frither bemerkt, schien es erwiinscht ebenfalls dem Punkt
Aufmerksamkeit zu schenken, in welchem Masse das Eintreten der
beobachteten Dissoziationserscheinungen von 3usseren Faktoren be-
stimmt wurde.

Wenn wir die betreffenden Daten aus diesem Gesichtspunkt betrachten,
dann kénnen wir die beobachteten Uberginge sogleich in zwei Gruppen
verteilen. Einerseits haben wir in § 2 und in § 4 gesehen, dass der Uber-
gang von R— O (S) und von R"— O’ (S) unter normalen Kultur-
bedingungen ,,spontan’’ stattfindet, andererseits gilt fiir fast alle andere
Uberginge, dass sie nur erhalten werden nach Anwendung besonderer
Massregeln, wie z.B. altern lassen von Fliissigkeitskulturen und dann
noch in sehr geringer Frequenz.

Fiir diese zweite Kategorie wiirde man neigen zur Schlussfolgerung,
dass die Dissoziation ein launisches Phinomen ist, bei welchem ein
besonderer physiologischer Zustand der Zellen, oder eine Koinzidenz
hiervon mit einem bestimmten Komplex iusserer Bedingungen, von
durchschlaggebender Bedeutung wire.

Die Dissoziationsfille der ersten Gruppe boten uns mehr Aussicht
den Einfluss dusserer Faktoren eingehender zu studieren.
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Betrachten wir hierzu zunichst die in § 2 mitgeteilten Beobachtungen
iitber den Ubergang R— O (S), wie dieser sich bei der fortgezetzten
Kultur auf festen Nihrbéden manifestiert.

Wir sehen dann, dass beim Abstreichen einer Suspension eines sich
aktiv vermehrenden Tibi-Kliimpchens sowohl auf Hefewasser-Gelatine-
Sacchatroseplatten als auch auf Hefewasser-Glucoseagarplatten man nach
Bebriitung fast immer Platten mit uniformen Kolonietypen erhilt,
welchen Typus wir als R bezeichnet haben. Stricht man jedoch eine
Suspension einer derartigen Kolonie auf eine zweite Platte gleicher
Zusammensetzung ab, dann findet man neben den fiir die erste Platte
charakteristischen R-Kolonien immer auch andere Kolonien, welche
wir als O und S bezeichneten und welche sich von der urspriinglichen
Form durch den Verlust des Vermégens zur Wandstoffbildung aus
Saccharose unterscheiden.

Diese Feststellungen besagen nun, dass in dem als Ausgangsmaterial
benutzten Tibi-Kliimpchen nur eine einzige Form von Betabacterium
vermiforme vorkommt und dass die blosse Uberbringung der Zellen
dieser R-Form auf Platten keine Verinderungen darin auslést, oder mit
anderen Worten, dass derartige Platten einen zuverlissigen ,,Detektor”
fiir die primire Anwesenheit von Variantenzellen bilden.

Wenn also auf der zweiten Kulturplatte abweichende Kolonietypen
auftreten, dann miissen wir schliessen, dass wihrend dem Auswachsen
der Kolonien der ersten Platte ein Teil der Zellen eine Verinderung
erlitten hat, welche sich nun auf der zweiten Platte als Dissoziation zeigt.

Es moge hinzugefiigt werden, dass eine mikroskopische Untersuchung
der gelatindsen Kolonien auf den Saccharosegelatineplatten diese Ansicht
wesentlich stiitzt. Es zeigt sich nimlich, dass derartige Kolonien immer
eine grossere oder kleinere Anzahl von Zellen enthilt, welche das Ver-
mogen zur Wandstoffbildung aus Saccharose offenbar eingebiisst haben:
neben Gruppen von Stibchen, welche in mehr oder weniger gut sicht-
baren Kapseln liegen, kommen immer auch regellose Anhiufungen von
augenscheinlich nicht-eingekapselten, kiirzeren Individuen vor.

Was die primiren Kolonien auf Glucoseagarplatten anbelangt, hier
verrdt die Heterogenitit der Kolonien sich oft durch die Anwesenheit
kleiner marginalen Auswiichse.

Nun muss man bedenken, dass dieselben Zellen, welche fiir die Ent-
stehung der Variantenzellen auf der ersten Platte verantwortlich sind,
nicht zur Entstehung von Nachkommen mit anderen Eigenschaften als
jenen des R-Typus Veranlassung gegeben haben wiirden, falls sie sich in
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dem Tibi-Kliimpchen oder in der Fliissigkeitskultur vermehrt hatten.
Wir diirfen daher schliessen, dass es sich bei den Kolonien handelt um
eine Auslésung der Dissoziation durch dussere Faktoren, in casu durch
diejenigen Bedingungen, welche in den auf Platten wachsenden Kolonien
herrschen.

Die auffillige Tatsache, dass die eingetretenen Verinderungen nur
auf einen Teil der Zellen beschrankt bleiben, findet eine Erklirung in der
Uberlegung, dass die Zellen einer Kolonie sehr voneinander abweichenden
Bedingungen beziiglich der Konzentration der Nihrstoffe, der Stoff-
wechselprodukte, usw. ausgesetzt sind.

Zieht man diesen Gesichtspunkt in Betracht, dann kann es nicht
wundern, dass die Anzahl der Variantenkolonien bei der Aussaat ver-
schiedener Kolonien des R-Typus oft betrichtlichen Schwankungen
unterworfen ist. Mann kann nicht erwarten, dass die fiir das Auftreten
von Variantenzellen bestimmenden Bedingungen in jeder Kolonie im
selben Augenblick realisiert sind. Und da die Variantenzellen nach ihrem
Entstehen sich auch in der heranwachsenden Kolonie vermehren, werden
sie in den verschiedenen Kolonien nach einem bestimmten Zeitverlauf
in wechselnder Zahl vorhanden sein.

Das in § 2 Mitgeteilte lehrt, dass infolge der schwankenden Anzahl
der Variantenzellen in Kolonien einer und derselben Platte es nicht
moglich war einen deutlichen Einfluss von den Kulturbedingungen,
worunter die Kolonien gewachsen waren, auf den Prozentsatz der Varian-
tenzellen in diesen Kolonien festzustellen. Weder die Zusammensetzung
des Nihrmediums — Glucose oder Saccharose —, noch der Gelatine-
gehalt, noch die Anderung der Gasatmosphire, in welcher kultiviert
wurde, zeigten einen deutlichen Einfluss auf die Dissoziationsfrequenz.

Dass dennoch die dusseren Bedingungen von wesentlicher Bedeutung
sind fiir das Auftreten von Variantenzellen wird nun wieder klar, wenn
wir das unberechenbare Wachstum in Kolonien ausschalten und uns den
in § 3 beschriebenen Beobachtungen beziiglich der fortgesetzter Kultur in
flitssigen Medien zuwenden. Wir brauchen hier nur an die Tatsache zu
erinnern, dass nach einer Anzahl von Uberimpfungen, Kulturen erhalten
wurden, aus welchen beim Abstreichen auf der als ,,Detektor’” benutzte
Saccharosegelatineplatte keinerlei Variantenkolonien mehr zur Entwick-
lung kamen, Dieses Resultat lisst sich nur teilweise einem Uberwachsen
der O- bezw. S-Typen durch den R-Typus zuschreiben. Gesonderte
Versuche lehrten, dass auch die beiden ersten Typen sich in dem
Hefewasserglucosemedium vorziiglich entwickelten. Die Mbglichkeit,
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dass das genannte Medium eine Reversion von O und (oder) S zu R
veranlasst, ist durch die negativen Resultate diesbeziiglicher Versuche
auszuschliessen. Andererseits unterliegt es kaum einem Zweifel, dass
im Hefewasserglucosemedium eine Dissoziationsauslésung fiir den R-
Typus fehlt.

Es muss aber betont werden, dass nichtdestoweniger die Dissozia-
tionsfihigkeit bestehen bleibt, wie erhellt aus den Beobachtungen, dass
die auf der ,;Detektor’’-Platte gebildeten Kolonien nach Aussiung stets
sogleich wieder O- und S-Typen zur Entwicklung bringen.

Doch wire es verfehlt aus dem Hervorgehenden zu folgern, dass iiber-
haupt fiir das Eintreten der Dissoziation und fiir die Erklirung der
wechselnden Anzahl von in den urspriinglichen Kolonien vorhandenen
Variantenzellen ausschliesslich die dusseren Bedingungen in Betracht
gezogen werden miissen. Bei der Ziichtung von R-Kolonien (von Glucose-
agar) auf die Saccharosegelatine-, Detektor'-Platte kénnen doch Vari-
antenkolonien zuweilen ginzlich fehlen, insbesondere trifft dies zu fiir
diejenigen R-Kolonien, welche aus den ,stabilisierten’” Fliissigkeits-
kulturen erhalten worden sind.

Diese Tatsache rechtfertigt auch der inneren Beschaffenheit der Zellen
Bedeutung beizulegen. Gerade dieses gelegentliche Ausbleiben der
Dissoziation spricht dafiir, dass die Dissoziationsfrequenz, d.h. die
Anzahl der bei der Kolonieentwicklung abgespalteten Zellen, auch
Schwankungen, wobei innere Faktoren eine Rolle spielen, unterliegt.
Diese Variation in der inneren Beschaffenheit — d.h. die untereinander
verschiedene Widerstandsfihigkeit der Zellen hinsichtlich der Dissozi-
ationsauslésung — muss zweifellos zum Teil der Kulturvorgeschichte
der Zellen, d.h. den Unterschieden in dusseren Bedingungen wihrend
der Entwicklung in den vorhergehenden Kulturen, zugeschrieben werden.

Wir werden nun versuchen diese Resultate der eigenen Untersuchung
in Beziehung zu bringen mit jenen Ansichten, die bisher iiber das Wesen
der Dissoziationserscheinung geiussert wurden. In Kapitel X § 3 nannten
wir als wichtigste Theorien: die zyklische Theorie, die Individualitits-
theorie und die Mutationstheorie.

Von allen diesen Theorien kann man allerdings aussagen, dass sie nur
Hypothesen sind, fiir welche keine direkten, iiberzeugenden Beweise
anzufithren sind. Im Folgenden wollen wir uns abfragen, inwieweit die
beobachteten Erscheinungen sich mit diesen Theorien vereinigen lassen.

In erster Linie werden wir die von HADLEY propagierte zyklische
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Theorie betrachten, welche in ihrer letzten Formulierung besagt, dass
die in morphologischer Hinsicht verschiedenen Varianten als zeitlich
fixierte Stadien eines ontogenetischen Entwicklungszyklus aufzufassen
sind. Wie schon in Kapitel X betont, steht und fillt eine solche Auffassung
mit dem Vorhandensein bezw. Fehlen einer gerichteten Aufeinanderfolge
der morphologisch verschiedenen Varianten.

Das unter ¢ Erwihnte lehrt nun, dass es auch fiir Betabacterium
vermiforme unmoglich ist die Uberginge aller morphologisch verschie-
denen Varianten so zu ordnen, dass sie in einem Zyklus aufgenommen
werden,

Selbst wenn man annimmt, dass das Bestehen der fehlenden Ubergiinge
spiter noch festgestellt werden kénnte, bleibt es unméglich diesen Zyklus
als einen ontogenetischen Entwicklungsgang zu betrachten, da die
unter b gegebenen Ausfilhrungen keinen Zweifel lassen, dass in einem
solchen morphologisch konstruierten Zyklus mit Sicherheit ,Kurz-
schliisse”, d.h. Reversionen von Teilen des Entwicklungszyklus, vor-
handen sind. ‘

Aus diesen Griinden muss geschlossen werden, dass die zyklische
Theorie fiir die Dissoziationserscheinung bei Betabacterium vermiforme
keine befriedigende Erklirung geben kann.

Betrachten wir nun die Anwendbarkeit der von VAN LoGHEM befiir-
worteten ,,Individualititstheorie der bakteriellen Verinderlichkeit™.

Wenn wir in dieser Hinsicht den unter den gebriuchlichen Kultur-
bedingungen so regelmiissig eintretenden, in § 2 beschriebenen, Ubergang
R—> O (S) ins Auge fassen, ergeben sich, da dieser Ubergang irreversibel
erscheint, im Gedankengang van LocHem's zwei Méoglichkeiten. In
erster Linie kénnten wir es hier — und die bisher erzielten Erfahrungen
sprechen stark dafiir — mit einem wirklich bleibenden Verlust einer
Eigenschaft, in diesem Falle der Wandstoffbildung, zu tun haben. Die
S- und O-Typen sind dann als Atropheonten zu charakterisieren. Diese
Auffassung wirde dann aber besagen, dass es sich hier um eine patho-
logische Reaktion auf einen schidlichen Reiz der Aussenwelt handele.
Jedoch ist eine solche Interpretation bei einer Ziichtung von kurzer
Dauer auf einem, dem Stoffwechsel des betreffenden Bakteriums
rationell angepassten Nihrboden nicht so leicht anzunehmen. Um so
mehr nicht, als sich die Ausgangsform neben den Varianten vorziiglich
zu entwickeln pflegt.

Diese Ubetlegung bildet nun zugleich auch ein Bedenken gegen der
zweiten moglichen Auffassung iiber die Art der beobachteten Variation,
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namlich, dass man hier mit einer adaptativen Variation zu tun hat,
welche, obwohl im Wesen reversibel, doch lange Zeit bestindig bleibt.
Schwierig zu vertreten scheint mir die Ansicht bei einem solchen Fixat
von einer Adaptation zu sprechen, weil wir doch sehen, dass sich die
Ausgangsform, auch beim fortgesetzten Kultivieren auf demselben
Medium vorziiglich entwickelt.

Noch schwieriger wird es den Begriff Adaptation mit den bleibend
reversiblen Verinderungen in Beziehung zu bringen, nimlich mit den
in § 5 beschriebenen Ubergingen O S und O’ 7> S'. Man sieht diese
Uberginge in beiden Richtungen und unter genau denselben Bedingungen
auftreten; dadurch stossen wir hier auf die Schwierigkeit, dass eine einmal
angepasste Form durch ,,Anpassung” an dasselbe Medium wieder zur
Ausgangsform zuriickkehrt.

Wir haben in Kapitel X § 3 darauf hingewiesen, dass es wohl noch
denkbar ist diese Beobachtungen mit der Adaptationstheorie in Ein-
klang zu bringen, jedoch ist eine derartige Erklirung sicherlich sehr
gekiinstelt,

Noch schwieriger ist es diese Theorie auch zur Interpretation jener
Formen anzuwenden, welche, wie Ry, R;” und A, nur mehr oder weniger
inzidentell in alten Flissigkeitskulturen auftraten. Diese Formen zeigten
sich als relativ stabil, also nicht bleibend verindert; teilweise kehrten sie
selbst zur Ausgangsform (S) wieder zuriick. Im Schema von van LocHEM
miissen sie aber als Adaptate betrachtet werden. Wenn man sich aber
realisiert, dass diese Formen in den Kulturen, aus welchen sie isoliert
wurden, im Verhiltnis zur unverdnderten Ausgangsform nur in geringer
Anzahl vorhanden waren, ist ihr Auftreten schwerlich mit dem Begriff
der Adaptation in Beziehung zu bringen. Will dieser Begriff einen Sinn
haben, dann muss er besagen, dass die neue Form besser an die betref-
fenden Kulturbedingungen angepasst ist als die Ausgangsform und also
in solchen Kulturen vorherrschend erscheinen muss. Dies hat sich nie
gezeigt; der Gegenteil ist der Fall.

Zusammenfassend konnen wir also schliessen, dass der Gedankengang
VAN LoGHEM's ebensowenig wie die zyklische Theorie imstande ist die
beobachteten Erscheinungen auf befriedigende Weise zu interpretieren.

Schliesslich haben wir uns dann die Frage vorzulegen, ob die beobach-
teten Verinderungen mit der Mutationslehre, so wie sich diese im Laufe
der Zeit entwickelt hat, in Einklang zu bringen sind. Weil aber auch
hierbei von einer direkten Beweisfithrung nicht die Rede sein kann,
empfielt es sich diese Frage ganz allgemein, fiir simtliche beziiglich
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der Bakterien bekannt gewordenen Dissoziationserscheinungen, zu dis-
kutieren.

Wie schon in Kapitel X bemerkt worden ist, ist hierfiir u.a. eine mehr
eingehende Betrachtung der rezenteren Untersuchungen itber Genmuta-
tionen bei hoheren Organismen unentbehrlich.

Das nichstfolgende Schlusskapitel wird also einer allgemeinen Dis-
kussion der Anwendbarkeit der Mutationstheorie zur Erklirung der
Dissoziationserscheinungen gewidmet sein.



KAPITEL XIIL

BETRACHTUNGEN UBER DAS WESEN DER DISSOZIATION
IM LICHTE DER NEUEREN UNTERSUCHUNGEN UBER DIE
GENMUTATION BEI HOHEREN LEBENSFORMEN.,

§ 1. BEMERKUNGEN ZUR FRAGE OB DER BEGRIFF GENMUTATION
SICH AUF BAKTERIEN ANWENDEN LASST.

Bevor wir einen Vergleich zwischen den Dissoziationserscheinungen
und jenen bei der Genmutation der héheren Lebensformen auftretenden
Erscheinungen durchfiihren, miissen wir uns die Frage vorlegen, ob ein
solcher Vergleich iiberhaupt zulissig ist, m.a.W. ob es im Prinzip méglich
ist anzunehmen, dass Genmutation bei Bakterien vorkommt.

Wir haben schon in Kapitel X bemerkt, dass die von fritheren Autoren
ausgesprochene Meinung, dass der Begriff ,,Mutation” nicht mit der
Inkonstanz und Reversibilitit der bakteriellen Abinderungen zu ver-
einigen wire, heutzutage ihre zwingende Kraft grosstenteils eingebiisst
hat. Es wire aber moglich, dass andere Griinde gegen eine Anwen-
dung des Genmutationsbegriffes auf Bakterien sprechen wiirden. Wollen
wir dieser Frage niher treten, dann miissen wir uns iiber die bestehenden
Auffassungen hinsichtlich des Vorkommens sexueller Prozesse, von
Kernen, Chromosomen und Genen bei Bakterien Rechenschaft ablegen.

Betrachten wir in erster Linie die Frage, ob bei Bakterien, wie bei den
anderen Organismen, das Vorhandensein von Genen anzunehmen ist,
dann kommt es mir vor, dass diese Frage gewiss bejahend zu beantworten
ist. In der Regel finden wir doch, dass die Nachkommen einer einzigen
Bakterienzelle untereinander in allen markanten Eigenschaften iiber-
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 wiirde, wenn die
Erblichkeit nicht an materielle Triger — Gene — gebunden wire.

Einerseits scheint das Vorkommen von Erbeinheiten also auch bei den
Bakterien unabweisbar zu sein, andererseits erhebt sich jedoch die Frage,
wie eine gleichmissige Verteilung des Erbmaterials bei der Zellteilung
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anders gewihrleistet sein konnte, als auf die Weise wie diese bei der
Zellteilung hoherer Organismen realisiert ist.

Ohne jedoch im Vorhinein die Moglichkeit einer prinzipiell anderen
Lasung dieser Frage verwerfen zu wollen, miissen wir erst untersuchen,
inwieweit in der Tat Griinde vorhanden sind um den Bakterien einen
Zellkern, mit den darin untergebrachten Genen, abzusprechen.

Beziiglich der Frage ob wir bei Bakterien einen morphologisch differen-
zierten Kern annehmen diirfen, sind die Meinungen sehr verteilt.

Die im Laufe der Zeit geiiusserten Ansichten lassen sich in vier Gruppen
verteilen (Hewrici, 1934).

1. Die Bakterien besitzen keinen Nukleus oder ein dementsprechendes
Aequivalent.

2, Die gesammte Bakterienzelle besteht aus einem Nukleus mit stark
reduziertem oder ginzlich fehlenden Zytoplasma.

3. Das Aequivalent eines Nukleus ist in der Form einer durch das
ganze Zytoplasma feinverteilten Kernsubstanz vorhanden (diffuser
Nukleus).

4. Es besteht ein normaler, morphologisch differenzierter Nukleus,

Wihrend die erste und die zweite Ansicht sicherlich nicht befriedigen,
scheint die dritte von ZETTNOW (siche Hewrici) stammende Theorie
durch die Tatsache unterstiitzt zu werden, dass die FEULGEN-Reaktion
(eine spez. Reaktion auf Nukleinsiuren) in den Bakterienzellen eine
diffuse, rotliche an das gesammte Bakterienprotoplasma gebundene
Firbung hervorruft.

Es sei hier verwiesen auf die Arbeiten von PierscEmany (1931) und
PieTscHMANN und RippeL (1932), in welchen man zugleich eine Uber-
sicht {iber die Befunde anderer Forscher antrifft.

PierscemANN und RippeL schliessen aus einer bei verschiedenen
Bakterienarten erzielten positiven, diffusen FEULGENschen Nuklealfirbung
auf die Abwesenheit eines Kerns. Sie schliessen u.a.: ,,Die diffuse Ver-
teilung der nach FEULGEN nachgewiesenen nuklealpositiven Substanz
ist fiir Bac. mycoides und die anderen untersuchten Bakterien der Normal-
zustand” 1).

Will man vorliufig an diese Ergebnisse die Annahme kniipfen, dass die
Bakteriennukleinsiure verwandt ist mit der Kernnukleinsiure anderer
Zellen, so liegt der Gedanke nahe der feinverteilten nuklealpositiven

1) PrerscEMANN und RippEL betonen jedoch, dass es keineswegs ausgeschlossen
ist, dass auch andere, noch unbekannte Stoffe diese Reaktion geben.
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Substanz die Rolle der sonst in den Zellen differenzierten Kernbestand-
teile zuzuschreiben.

Man stdsst dann aber auf die Schwierigkeit, wie man sich wihrend
der Zellteilung eine gleiche Verteilung des Erbmaterials vorzustellen hat.

Es fragt sich nun aber, ob die oben angefithrten Resultate tatsichlich
als unvereinbar mit der Ansicht des Vorhandenseins eines morphologisch
differenzierten Kerns in den Bakterien zu betrachten sind.

Jenen Resultaten stehen nimlich die Angaben zahlreicher anderer For-
scher gegeniiber, nach welchen mit Hilfe bestimmter Firbmethoden, insbe-
sondere der Giemsa-Firbung, in sehr verschiedenen Bakterienzellen
Strukturen nachgewiesen worden sind, welche einer Deutung als Kern,
., Kerniquivalent’” oder Chromosom durchaus zuginglich sind. Die
Unmbglichkeit die Nuklealnatur dieser Strukturen mit Hilfe der FEUL-
GEN'schen Reaktion zu bestitigen, kénnte nun sehr wohl ihren Grund
darin finden, dass die Bindung der Nukleinsiuren an die Proteine des
Kerngeriistes bei den Bakterien lockerer ist wie dies bei den Zellen
anderer Organismen der Fall ist. Die bei der FeuLGEN'schen Reaktion
angewandte Siure-Hydrolyse kénnte sehr wohl eine Abspaltung der
Nukleinsauren und damit eine diffuse Verteilung der reagierenden Sub-
stanz in die Zelle bewirkent).

Es scheint mir also nicht zwingend um nur auf Grund des negativen
Ausfalles der Versuche um bei Bakterien mit Hilfe der FEULGEN'schen
Reaktion morphologisch differenzierte Kernstrukturen nachzuweisen, den
nach anderen Methoden aufgefundenen Strukturen alle Bedeutung fiir
das Kernproblem abzusprechen.

Beziiglich dieser letztgenannten Ergebnisse werde ich mich auf eine
kurze Besprechung der rezenten, sorgfiltigen Arbeiten BaDIAN's be-
schrinken (1933, 1935).

Dieset Forscher meint sowohl bei Bac. subtilis, wie bei Bac. mycoides
und Bac. megatherium einen einfachen Kern in der Form eines frei im
Plasma gelegenen Chromosoms gefunden zu haben.

Dies wiirde bedeuten, dass in Ubereinstimmung mit jenen Organismen,
die einen echten Kern besitzen, auch bei den Bakterien linear geordnete
Gene vorkommen: durch eine Lingsspaltung des Chromosoms wiirde
dann bei der Zellteilung der Ubergang des gesammten Genkomplexes
garantiert sein. Der Spaltungsprozess kann sich vor der Zellteilung

1y Nachdem dieser Passus geschrieben war, nahm ich Kenntnis von der Arbeit
StiLie's (1937), worin diese Ansicht eine experimentelle Bestatigung findet.
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wiederholen, sodass eine Zelle zuweilen vier und noch mehr Chromo-
somen enthilt.

Bapian gibt an, dass im Entwicklungszyklus Zelle - Spore —> Zelle
auf die Haplophase mit dem univalenten Chromosom als Resultat einer
azytogamen Autogamie eine Diplophase folgt. Bei diesem Prozess von
Autogamie verschmelzen zwei Tochterchromosomen zu einem bivalenten
Chromosom; das Stadium mit dem bivalenten Chromosom ist nur von
kurzer Dauer. Durch zwei aufeinanderfolgende Teilungen entstehen vier
univalente Chromosomen, wobei eines bei der Endosporenbildung in die
Spore gelangt, wihrend die drei iibrigbleibenden zugrunde gehen; mit
der-Endospore beginnt die Haplophase.

Es fragt sich, ob wir die Resultate BADIAN's annehmen kdnnen. Mit
Hinsicht auf seine Beschreibung und auf die schematisierten Wieder-
gaben der in der Zelle stattfindenden Prozesse, scheint das Vorhandensein
eines Chromosoms und der oben beschriebenen Autogamie durchaus
anriehmlich; besieht man jedoch nur seine Mikrophotographien, dann
ist es nicht mdglich diese als eine ausreichende Dokumentierung der
von ihm gegebenen Ausfiithrungen zu betrachten.

Wir miissen denn auch bekennen, dass direkte Beweise fiir das Bestehen
eines morphologisch differenzierten Triigers erblicher Eigenschaften,
der auf den Term Kern Anspruch machen kann, bisher nur noch schwach
fundiert sind. Andererseits machen doch indirekte Uberlegungen dies
wohl sehr wahrscheinlich. In einer Abhandlung LINDEGREN's (1935)
findet man diesen Gesichtspunkt niher dokumentiert; er kommt nach
einer ausfithrlichen Diskussion zum Schluss, dass eine gleichmissige
Verteilung des Erbmaterials auf die Tochterzellen unumginglich mit
der Lage der Erbeinheiten in einem Kern verkniipft sein muss.

Beziiglich des Vorhandenseins geschlechtlicher Prozesse bei Bakterien
scheint mir die Annahme einer allgemeinen Giiltigkeit der durch Bapian
bei Bac. megatherium und Bac. subtilis gefunden azytogamen Autogamie
noch sehr voreilig.

Falls jedoch bei mehreren Bakterienarten, unter welchen auch nicht-
Sporenbildner, die Sexualitit tatsichlich ein normal vorkommender Pro-
zess sein wiirde, dann scheint mir die Moglichkeit, dass in allen diesen
Fillen ausschliesslich die Autogamie mit seinem einfachen Mechanismus
eine Rolle spielt, sehr gross.

Uberlegen wir uns hinsichtlich der Dissoziation die Moglichkeit einer
Genmutation bei Bakterien, dann miissen wir uns daher abfragen, inwie-
weit Variationen die Folge von Verinderungen in den Genen sein kdnnen,



160

unabhingig davon ob und in welcher Weise sich Sexualitit bei den
Bakterien dussert.

Viele Forscher werden durch das Fehlen einer Bakteriensexualitit dazu
gebracht schon im voraus abzusehen von einer ernsthaften Erwigung
der Frage, ob die bakterielle Verinderlichkeit genotypischen Abinderungen
zugeschrieben werden kénnte; so bemerkt z.B. Sirgs (1933), dass man aus
diesem Grund bei Bakterien nicht von Mutation sprechen darf,

Soweit diese Forscher zum Ausdruck bringen wollen, dass demzufolge
Beweise fiir genotypische Verinderungen und darum also auch fiir eine
Mutation nicht erbracht werden kénnen, kann man ihnen selbstverstind-
lich nur beipflichten. Andererseits darf man nicht aus den Augen ver-
lieren, dass auch das Gegenteil, nl. die Ansicht, dass genotypische
Verinderungen bei Bakterien nicht vorkommen, ebenfalls nicht zu
beweisen ist.

BerjERINCK schrieb im Jahre 1912 beziiglich dieser Frage folgendes:
»Das Fehlen der Amphimixis bei vielen Mikroorganismen bedingt
natiirlich eine Verschiedenheit mit den sexuell differenzierten, von grosser
Bedeutung in experimenteller Beziehung, weil demzufolge das fiir die
Untersuchung der letzteren so wichtig geworden Hilfsmittel der Bastard-
analyse fiir die asexuellen Mikroben fehlt.

Prinzipiell ist das aber gleichgiiltig, weil der Mutationsvorgang an sich
unabhingig von der Sexualitit ist; es liegt deshalb keine geniigende
Ursache vor um anzunehmen, dass die Mutanten von Organismen mit
Amphimixis in irgend einer prinzipiellen Beziehung verschieden sein
sollten von den Mutanten der Asexuellen.”

Es ist nun einleuchtend, dass die aus den Untersuchungen BApian’s her-
vorgehende Moglichkeit des Vorhandenseins einer azytogamen Autogamie
bei bestimmten Bakterienarten nichts an der von BEIJERINCK hervor-
gehobenen Unmoglichkeit, um durch die Bastardanalyse einen experi-
mentellen Beweis einer eventuell eingetretenen Genmutation zu liefern,
verindert.

Ich mochte mich hier der Meinung BEIJERINCK's anschliessen, dass der
Umstand, dass man vorliufig dem Genotypus der Bakterien nicht
anndhern kann, im Prinzip vollig los steht von der Méglichkeit des
Auftretens genotypischer Verinderungen bei diesen Organismen.

Meines Erachtens besteht dann auch keinerlei Grund, um das Vor-
kommen einer Genmutation, derjenigen bei héheren Organismen experi-
mentell bewiesenen analog, a priori bei den Bakterien zu verwerfen.

Wenn wir uns die Frage vorlegen, ob ausser Genmutation der Dissozia-
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tion theoretisch noch andere genotypische Verinderungen zugrunde
liegen konnten, dann liesse sich an Kombination, Bastardspaltung und
jene Mutationen denken, welche auf Unregelmissigkeiten oder Abnor-
malititen des Chromosomenmechanismus wihrend der Teilung zuriick-
zufithren sind, wie z.B.: Non-Disjunction, Translocation, Fragmentation,
Elimination usw.

Mit Riicksicht auf das bereits Gesagte, kénnen wir Kombination und
Bastardspaltung von vornherein ausschalten. Halten wir vorldufig an dem
Vorhandensein eines einzigen Chromosoms pro Zelle fest, dann
fallen, wie LINDEGREN (1936) bemerkt hat, die meisten aufgezihlten
Mutationsmoglichkeiten weg und kommt wahrscheinlich nur die Gen-
mutation in Betracht (Seite 123).

Bevor nun dazu iiberzugehen die Frage zu priifen, ob und inwieweit
die Erscheinungen der Bakteriendissoziation mit den rezenten Ergebnissen
der Genmutationsforschung in Ubereinstimmung sind, scheint es ange-
bracht hier eine gedringte Ubersicht dieser Ergebnisse zu geben. Diese
Ubersicht soll namentlich zwei Zwecke dienen. Erstens habe ich eine
Anzahl Beispiele gesammelt, welche zeigen m3gen, dass auch bei héheren
Organismen spontane labile Verinderungen bekannt geworden sind,
welche dennoch von den betreffenden Forschern auf triftige Griinde als
Genmutation gedeutet worden sind. Zweitens schien es mit Hinsicht auf
die betreffenden bei den Bakterien gesammelten Erfahrungen von Bedeu-
tung mit Beispielen zu belegen, dass auch bei hoheren Organismen
experimentell ausgeléste Genmutationen heutzutage vielfach nachge-
wiesen worden sind und dass derartige Mutationen in bestimmten
Fillen ebenfalls auf experimentelle Weise riickgingig gemacht worden
sind.

§ 2. EINIGE R.EZENT_I:Z BEOBACHTUNGEN UBER SPONTANE LABILE
GENMUTATION BEI HOHEREN LEBENSFORMEN,

Bei den hoheren Lebensformen hat man im Laufe der Zeit eine Reihe
von Verinderungen kennen gelernt, welche nach griindlicher Analyse
auf Gen- oder Faktormutation, d.h. auf Verinderungen, welche sich in
den Chromosomen lokalisierten Genen vollzogen haben, zuriickgefiihrt
werden miissen. Die typische Genmutation ist ein entweder spontan
oder durch Induktion eintretendes Phinomen, welches sich meist als
eine auffillige, sprunghafte, gut konstante Abinderung des Phinotypus
erweist,

Zeigte sich im Anfangsperiode der Mutationsforschung, dass die
11
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Genmutationen durch ihren stabilen Charakter gekennzeichnet zu sein
pflegten, so haben weitere Forschungen auf dem Mutationsgebiet ans
Licht gebracht, dass verschiedene inkonstante Variationen ebenfalls auf
Genmutation, nimlich auf Mutation von mehr oder weniger labilen
Genen zuriickzufithren sind.

Ich will in diesem Paragraph einige Beispiele geben von in der letzten
Zeit bekannt gewordenen Fillen spontaner, labiler Genmutation bei
hoheren Lebewesen, und iiber die damit zusammengehenden Erschei-
nungen berichten. Im folgenden Paragraph folgt dann eine Besprechung
jener Fille, bei welchen eine reversibele Genmutation experimentell
ausgeldst worden ist.

Es ist zu bemerken, dass solche unstabile genotypische Variationen
unter den von DE VRIES als ,,Zwischenrassen' oder ,eversporting
varieties'’ bezeichneten Variationen gefunden werden (RoeLors, 1937).

Ein Beispiel einer genotypisch ,eversporting variety’ ist die von DE
Vries und spiter von BAur nidher studierte Sippe Anthirrhinum majus
rubro-striatum. Bei dieser Sippe zeigt die Bliitenhiille schmalere und
breitere rote Streifen auf gelbem Untergrund; gelegentlich treten an den
sonst gestreift blithenden Pflanzen auch ganz rote Seitendste und Sek-
toren auf. Nach Selbstung erhilt man fortwihrend in geringem Prozent-
satz ganz rote Pflanzen.

Baur (1922) hat dargetan, dass das eversporting striata-Merkmal dem
Labilitit eines Bliitenfarbgens (pal®®®) entspricht, wobei dann von
somatischer Riickmutation aus dem rezessiven in den dominanten Status
die Rede ist (StusBE, 1933).

Ein ihnlicher Fall von labiler Genmutation ist die somatische Riickmu-
tation des Blattfarbgens (albostriata). Es handelt sich hier um das Vor-
handensein mosaikartig griin gefleckter Blitter, wihrend auch griine Spross-
sektoren und ganz griine Sprosse zum Vorschein kommen konnen
(Baugr, 1922). :

Ich moéchte nun hervorheben, dass man bei der Genmutation zwischen
dem Ausgangstypus und dem Mutantentypus event. eine Reihe phinotypi-
scher Abstufungen, die man als das Resultat einer Reihe quantitativ ge-
notypischer Differenzen betrachtet, antreffen kann.

Im Anschluss an die von ihm begriindete Theorie iiber die Quantitit
der Gene hat GoLpscHMIDT (1927) in diesem Zusammenhang den Be-
oriff ,,multipler Allelomorphismus™ eingefiihrt.

Nach der Definition ist multipler Allelomorphismus Ausdruck quanti-
tativer Mutabilitit der Gene; multiple Allele sind Serien von Erbfaktoren,
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deren zugehdriger Phinotypus als eine quantitativ abgestufte Reihe
erscheint. Sie beeinflussen den gleichen Aussencharakter und liegen am
gleichen Locus des Chromosoms.

Es sind z.B. bei Anthirrhinum majus verschiedene multiple Allele-
Serien nachgewiesen, u.a. die Rad-Serie; nach Kuckuck (1936) sollte
es handeln um eine Serie mit 7 Allelen, welche Serie sich auf den allmih-
lichen Ubergang von zygomorphen zu radidren Bliten (Umbildung und
Verkiirzung der Bliitenblitter der Ober- und Unterlippe) bezieht.

Es sei an dieser Stelle bemerkt, dass OesLkERS (1930) in semen Unter-
suchungen hinsichtlich cruciater Oenotheren multiplen Allelomorphismus,
wobei zuglich die betreffenden Allele labil sind, als Erklirung hervor-
gehoben hat, Dies bezieht sich auf das ,,eversporting” und relativ konstante
,,cruciata’’-Merkmal, eine Blittenmissbildung, die man als ,,Sepalodie™
bezeichnet (Umwandlung eines Phyllomes in ein kelchblattihnliches
Organ). .

Bei Oenothera biennis cruciata (A2a) ist das cruciata-Merkmal ,,everspor-
ting”’. Diese Varietit ist gekennzeichnet durch Uberginge von fast reiner
Sepalodie bis zu fast normalen Petalen, mit abwechselnd sepaloiden und
petaloiden Zonen und Streifen. Nach OeHLKERs handelt es sich hier um:
,kleine, massenhafte Mutationen, deren Inkonstanz sich nicht nur in
verhiltnismissig grossen Unterschieden unter den einzelnen Individuen
einer Nachkommenschaft, sondern auch in Unterschieden innerhalb eines
Individuums ausdriickt.”

Bei der inkonstanten Oenothera biennis cruciata konnte OEHLKERS,
wenn er von Teilen eines einzigen Individuums ausging, einen ziemlich
stark cruciaten Hauptzweig und einen relativ schwach cruciaten Rosetten-
seitenzweig, durch Selektion der am stirksten und am schwichsten
cruciaten Individuen innerhalb weniger Generationen fast rein cruciate
und fast normale Rassen erhalten.

Durch diese Selektionsversuche werden erblich verschiedene Linien
erhalten, die durch aufeinanderfolgende quantitative Mutationsschritte
entstanden sind.

Ausser der genannten inkonstanten, cruciaten Varietit hat OEHLKERS
(1930, 1935) auch die konstante Oenothera Lamarckiana cruciata, in seine
Untersuchung bezogen, welche Varietit beinahe rein sepaloid ist und
relativ selten, dann aber in starken Spriingen, zuriickmutiert. OEHLKERS
stellte bei einem Exemplar der genannten Varietit das Auftreten von
einer Rosettenseitenzweig mit vollig normalen Bliiten fest; er betrachtet
dies als einen Fall ausgesprochener Knospen-Riickmutation.
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§ 3. EXPERIMENTELLE AUSLOSUNG VON MUTATION UND RUCK-
MUTATION.

Die wichtige Rolle, welche die dusseren Bedingungen bei dem Eintreten
der Bakterien-Dissoziation spielt, macht es nun wichtig auch den Einfluss
der dusseren Bedingiingen auf das Zustandekommen von Genmutationen
bei héheren Organismen mit einigen Beispiclen zu belegen.

So berichtet STusse (1930), dass bei Anthirrhinum majus die Mutations-
rate, welche bei der nicht behandelten Sippe nur 1,15%, betrug, nach einer
Rontgenbestrahlung sowohl somatischer als auch generativer Zellen
betrichtlich gestiegen war. Unter den induzierten Mutanten findet man
auch Typen, welche spontan auftreten kénnen.

Baur (1932) hat Versuche unternommen, bei welchen er u.a. junge
Keimlinge der genannten Pflanze verschieden starken chemischen oder
physikalischen Reizen ausgezetzt hat. Nach solchen Behandlungen
scheint ebenfalls die Zahl der echten Genmutationen zuzunehmen.

Beziiglich der Steigerung der Genmutabilitit sind ebenfalls die Ver-
suche Stusrr's (1935) iiber den Einfluss, welche das Altern der Samen
von Anthirrhinum auf die Anzahl auftretender Mutationen hat, mitzu-
teilen. Zehn Jahre alte, noch keimfihige Samen von Anthirrhinum
majus zeigten in der Aussaat eine Zunahme der Mutationsrate bis zu
149/, wihrend der normale Prozentsatz bei einjihrigen Samen ungefihr
19, wat. Diese Faktormutanten sind qualitativ dieselben, wie die spon-
tanen und Bestrahlungsmutanten.

Stusse fragt sich ab, welche inneren Faktoren hierfiir verant-
wortlich sind: ,,Schaffen wvielleicht physiologische Vorginge in dem
Samen Strukturabinderung des Gen-Molekiils?"”" Wenn dies der Fall
wire, bemerkt STuBBE, konnten diese innerlichen mutationsauslosenden
Agentien gedeutet werden als dussere Beeinflussung des in Rede stehenden
Kernes.

Die vielen und schénen Untersuchungen tiber Mutation bei Drosephila
beziehen sich hauptsichlich auf die Mutationen verschiedener Gene,
deren Auftreten durch Réntgenbestrahlung oder durch hohe Temperatur
induziert worden ist. Diese experimentell ausgelésten Mutationen ent-
sprechen den ,,spontanen’, natiirlichen Mutationen und zwar nicht
allein im Phinotypus, sondern auch hinsichtlich des Locus, an welchem
sie auftreten. Auch bei Drosophila ist die Erscheinung der Riickgen-
mutation und des multiplen Allelomorphismus bekannt und griindlich
untersucht.

Ich werde mich auf eine kurze Besprechung der Mutationen bloss
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zweier ,sex-linked” Gene beschrinken und zwar derjenigen, die nach
ithrem phinotypischen Effekt als forked und white bezeichnet werden.
Die Mutation am forked-Locus bezieht sich aut die Verinderung von
normalen Borsten in forked Borsten, die Mutation am white-Locus bezieht
sich auf die Farbeninderung der Augen von normal (rot) zu weiss.
Bei den beiden genannten Genen, die im X-Chromosom von Drosophila
melanogaster liegen, trifft man multiplen Allelomorphismus an. Unter
dem Einfluss der Bestrahlung kénnen sowohl somatische als auch game-
tische Hin- und Riick-Mutationen entstehen. Bei der Bestrahlung be-
fruchteter Eier oder jungen Larven treten somatische Mutationen auf.
Allerdings sind diese fiir eine genetische Priifung unzuginglich, im
Gegensatz zu den gametischen Mutationen, welche man durch Bestrahlung
der Gameten erwachsener Tiere erhilt. (TIMOFSEFF-RESSOVSKY).
forked-Locus.

ParrersoN und MULLER (1930) und Timor:ErF-Ressovsky (1933) u.a.
haben ausfiihrlich die durch Réntgenbestrahlung induzierten Mutationen
am forked-Locus studiert,

Hierbei stellten PATTERSON und MULLER im Ganzen vier Allelomorphe
fest: das Allel (F) Normal, mit normalen Borsten und drei Mutant-Allelo-
morphe, n.l. very weakly forked, mit einem Phinotypus, welcher Normal
sehr nahe steht, weakly forked (fV) und forked (f). Beim vorletzten Fall
ist das Merkmal der ,,forked” Borsten weniger ausgesprochen als bei (f).

Die genannten Forscher beobachteten bei thren Bestrahlungsversuchen
des normalen F-Allels ausser der typischen forked-Mutante (mit einer
guten Fertilitit und Vitalitit) auch einmal das Auftreten einer weniger
typischen, weakly forked-Mutante, also eine Mutation von F - fW.

Sowohl TimOFiEFF-RESSOVSKY, als auch PATTERSON und MULLER gelang
es, um durch Rontgenbestrahlung Riickmutation am forked-Locus zu
induzieren. Nach einer vollstindigen Reversion des forked-Allels zum
Normal-Allel (f — F) zeigte sich, dass der induzierte non forked Typus
bei einer weiteren Bestrahlung wieder zu forked mutieren konnte.

Es ist also mit einem und demselben Agens méglich Genmutation in
beiden entgegengesetzten Richtungen zu induzieren (F > f) und (f > F).
Die Frequenz der Mutation F — f und f -+ F erwies sich ungefihr gleich.

PaTTERsoN und MULLER beobachteten auch einen Fall ,,partieller
Reversion”, eine Riickmutation von forked, wobei nicht das Normal-
Allel, sondern nach ihrer Meinung wahrscheinlich ein very weakly forked-
Allel — sehr nahe bei Normal stehend — auftrat, Der entstandene Typus
war non-forked mit Ausnahme der linken hinteren scutellar Borsten,
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Die statistische Untersuchung von TIMOFfEFF-RESSOVSKY hat gezeigt,
dass unter den 19000 bestrahlten non-forked Gameten 5 forked-Muta-
tionen, unter den 29000 bestrahlten forked-Gameten 7 Riickmutationen
zu1 Normal vorkamen.

white-Locus.

Die Mehrzahl der bei Drosophila melanogaster auftretenden ,,spon-
tanen” Mutationen beziehen sich auf den white-Locus. Ausserdem
konnen spontan mehrere Allelomorphen auftreten. Auch am white-Locus
tnit einer Serie von mehreren geschlechtsgebundenen Augenfarbenallelen
haben PaTTERsoN und MuLLer (1930) und TimorEErFF-REssOVSKY (1935)
durch Réntgenbestrahlung das Auftreten von Mutationen induziert.
Letzterer berichtet in seiner Verdffentlichung, dass er von der white-
Serie das normale Allel und acht Mutant-Allele bestrahlt hat; nach
der Augenfarbe angeordnet ergibt sich die Reihe:

W (normal-rotiugig) — w (coral) — w® (blood) — w*® (cherry) —
w2 (apricot) — we (eosin) — wbf (buff) — w' (tinged) — w (white).

Durch Bestrahlung wurden sowohl somatische als auch gametische
Mutationen erzielt. Die von TImoréErr-Ressovsky erreichten Resultate
sind als folgt:

1. Direkte Mutationen von Normal zu white (W — w).

Fine Riickmutation von white direkt zu Normal wurde gametisch nie
erzeugt; die Riickmutation vollzieht sich in zwei Schritten, via das eosin-
Allel (w— we— W).

2. Erzeugung der gleichen Allele aus beiden extremen Gliedern:
W s wb —w; W we —w. :

3. Ein durch Bestrahlung aus Normal erzeugtes eosin-Allel kann unter
weiterer Bestrahlung wieder zuriickmutieren zu Normal (W 2 w?).

Auch wurde festgestellt, dass bei Erzeugung einer Riickmutation aus
spontanem eosin zu Normal, letzteres unter weiterer Bestrahlung wieder
eosin geben konnte,

Genmutation, meistens direkt zu white, (W — w) wird hiufiger ausge-
l6st als Riickgenmutation.

In der Richtung von Normal zu white sinkt die Mutabilitit; die helleren
Allele scheinen stabiler als das normale W-Allel zu sein. Interessant war
die Erscheinung, dass zwei normale W-Allele verschiedene Mutabilitit
aufweisen konnten.

In den Versuchen wurde ein amerikanischer und ein russischer
Stamm, mit verschiedener Mutabilitit des W-Allels bezogen. Das W*-Allel
mutiert fast doppelt so hiufig wie das Wr-Allel, in 75%, der Fille direkt
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zu white und in 259, der Fille zu intermediiren Allelen. Bei dem
WE-Allel ist dieses Verhiltnis 47%, und 53%; doch gibt es keinetlei
phinotypische Unterschiede zwischen den beiden Stimmen.

Durch Bestrahlung wurde eine eosin-Mutation des normalen W=®-Allels
erzeugt; bei Riickmutation entstand nun ein W-Allel, das sich bei Weiter-
ziichtung als WA erwies.

Also hat sich via eosin ein Mutabilititswechsel beim normalen Allel
gezeigt: WR — w2 — WA,

Die Erscheinung der Reversibilitit scheint keinesfalls nur allein auf die
Mutationen an diesen zwei genannten Loci beschrinkt zu sein. Timo-
FEEFF-REssovsky (1933) schreibt diesbeziiglich: ,,Die extensiven Versuche
(Priifung moglichst vieler Gene) haben gezeigt, das Riickgenmutationen
wohl keine Ausnahmeerscheinungen sind.”

Weiter sei hier noch auf eine Untersuchung DemERrec’s (1937) iiber
einige Wildstimme von Drosophila melanogaster verwiesen. Er stellte
bei drei der 15 Stimme einen hoheren — untereinander zwar diffe-
rierenden — Grad der spontanen Mutabilitit hinsichtlich des Auftretens
von sex-linked letalen Faktoren fest.

Genau wie bei Anthirrhinum wird auch bei Drosophila unter dem Ein-
fluss der Réntgenstrahlen die Mutationsrate betrichtlich gesteigert.

Die spontane Mutationsrate am white-Locus, der ziemlich mutabel ist,
schitzt TimorEerF-Ressoviky auf 1 :250.000 — 1 : 1.000.000; bei der
Réntgenbestrahlung wird die Mutationsrate mindenstens um das 200-
fache gesteigert. Weiterhin haben die Untersuchungen erwiesen, dass
die durch Bestrahlung auftretenden Mutationen véllig mit den spontanen
identisch sind, Unter dem Einfluss der Bestrahlung wird das Verhiltnis,
in welchem die verschiedenen Mutationen ,spontan’ auftreten nicht
beeinflusst, d.h. diejenigen Mutationen, die wir spontan am meisten
antreffen, sind auch nach der Bestrahlung am zahlreichsten, Nicht nur die
Rontgenbestrahlung, sondern auch hohe Temperatur verursacht bei
Drosophila eine Steigerung der Mutationsrate.

ProucH und Ives (1934, 1935) stellten fest, dass beim Ziichten bei
einer subletalen Temperatur von 36° C die Zahl der Genmutationen
ungefihr 6 mal so gross war als bei den Kontrollen.

Es zeigte sich indessen, dass ausser diesen Mutationen, die sowohl
von 3.3 als auch von 99 vererbt wurden, unter dem Einfluss der Tempa-
ratur auch die Anzahl der nicht-genetischen, somatischen Variationen
(Modifikationen) zugenommen war. Diese Modifikationen korrespon-
dierten phinotypisch mit den am meisten frequent vorkommenden
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Mutationen. Kennzeichnend war, dass sie nur von §2 vererbt wurden
und keine bleibende Variationen waren. Deshalb schliessen PLouGH und
Ives, dass die genannten Modifikationen das Resultat eines Temperatur-
effekts auf das Zytoplasma sind, wobei die Verinderungen vom Ei und
nicht vom Spetrma iibertragen werden.

Auch Bucamany und Timorierr-Ressovsky (1936) haben unter dem
Einfluss einer Temperatur,,shock’ im Larven- und Imagostadium eine
Steigerung der Rate der geschlechtsgebundenen Mutationen beobachtet.

Von weiteren Beispielen experimenteller Mutationsausldsungen werde
ich absehen; zusammenfassend kann man sagen, dass kiinstliche Muta-
tionserzeugung bei hdheren Lebensformen eindeutig und erfolgreich
erzielt worden ist und dass dussere Reize beim Auftreten von Gen-
mutationen eine wichtige Rolle spielen, Weiter ist aus dieser Ubersicht
zur Geniige hervorgegangen, dass unter dem Einfluss bestimmter
Reize derartige Mutationen oft auch wieder ganz oder teilweise riick-
gingig gemacht werden.

Jetzt werde ich mich als Ziel stellen alle iibereinstimmenden Punkte,
welche zwischen den obengenannten Erscheinungen und denen der
Dissoziation bei Bakterien bestehen, aufzusuchen und nebeneinander
zu stellen.

§ 4. UBEREINSTIMMENDES IN DEN ERSCHEINUNGEN, DIE EINER-
SEITS BEI DER GENMUTATION BEI HOHEREN LEBENSFORMEN,
ANDERERSEITS BEI DER DISSOZIATION VON BAKTERIEN AUFTRETEN.

Fiir die Dissoziationserscheinungen, welche hier zitiert werden, sei
auf die Zusammenfassung in Kapitel X und auf meine eigenen Befunde
in Kapitel XI verwiesen.

Hierunten werden fiir die Bezeichnung: Dissoziation, Mutation bei
Drosophila und Mutation bei Anthirrhinum die Abkiirzungen: Diss.,
Mut. D., Mut. A. gebraucht, ‘

Eine Vergleichung der Erscheinungen untereinander, zeigt uns nun
die folgenden Analogien.

1. Ein direkter Ubergang eines Typus in einen zweiten, extrem
variierten Typus.

Diss.: S— R, M — S. Der letztere Fall gilt z.B. fiir Pneumococcus und
Pneumobacillus. Bei Betabacterium vermiforme der plétzliche Ubergang:
S— R; und R— S. ;

Mut. D.: F— f, W— w. Es treten Tiere mit ,forked Borsten oder
weissen Augen auf.



169

2. Indirekter Ubergang von einem Typus in einen zweiten Typus
iiber eine oder mehrere intermediire Formen.

Diss.: S—» O—> R. Escherichia (Torrey und MonTu, 1936); M — I
— S. Beim Typus 1 Pneumococcus kénnen 5 intermediire Formen auf-
treten (BLAKE und Trask, 1933). Bei Betabactzrium vermiforme: R— O
- 8§; R = S8=8.

Mut. D.: w—> w®— W. Indirekte Mutation der Augenfarbe von
white via eosin zu Normal (rot). Hier sind eine Reihe von intermedidren
Formen bekannt (white-Serie).

3. Direkter Ubergang zwischen zwei Typen in beide, einander
entgegengesetzte Richtungen.

Diss: S 72 R, M~ S, S = G. Bei Betabacterium vermiforme:
S0

Mut. D.: F > f; Hin- und Riickmutation am forked-Locus.

Sowohl bei der Diss. als auch bei der Mut. D. gilt die Reversibilitit
auch fiir die intermediiren Formen.

Diss.: 0~ S. (Torrey und MonTu, 1936); I. M (Brake und TRAsK,
1933).

Mut. D.: W~ w2. Hin- und Riickmutation am white-Locus, eosin <
Normal.

Es ist hinsichtlich Punkt 3 einleuchtend, dass die Aussage VAN LOGHEM's,
dass reversible Verinderungen nichts mit dem Genotypus zu tun haben
konnen, jeden Grund verliert.

4, Der Ubergang ist in der einen Richtung frequenter als in der
anderen.

Diss.: Im allgemeinen findet S > R-Ubergang leichter und frequenter
statt als die Reversion R — S. Die unstabilen R- und R’-Typen von
Betabacterium vermiforme bilden in dieser Hinsicht eine Ausnahme.

Mut. D.: W — w. Mutation von Normal zu white ist frequenter als die
Riickmutation von white zu Normal (w— W).

5. Eine Variante, die unter dem Einfluss bestimmter iusserer Be-
dingungen aufgetreten ist, kann unter denselben Bedingungen rever-
tieren zur Ausgangsform.

Diss.: S> R, z.B. bei rascher, taglicher, Uberimpfung in Bouillon,
bei der Ziichtung in grossen Mengen Bouillon, bei der Ziichtung von
Mycobacterium der Rattenlepra, auf PETROFF's Nihrboden (Seite 114).

Maut. D.: F2f, W~ w®. Hin- und Riickmutation treten beide unter
dem Einfluss der Rontgenbestrahlung auf.

6. Bei der Dissoziation kénnen unter dem Einfluss von verschiedenen
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Agentien, wie z.B. Verinderung des pH, Hinzufiigen von Chemikalien
zu den Nihrmedien, altern lassen der Kulturen, Kultur in Antiserum-
bouillon, Tierpassage usw. die gleichen Variantentypen zum Vorschein
kommen, m.a.W. es besteht kein direkter Zusammenhang zwischen der
Art der Variante und des dusseren Agenzes unter welches sie auftritt.
(Seite 114).

Bei Drosophila und Anthirrhinum zeigen sich spontan und unter dem
Einfluss verschiedener induzierender Agentien ebenfalls die gleichen
Mutanten.

7. Das Altern von Bouillon- und Agarkulturen ist fiir die Dissoziation
ein dusserst wichtiges Induktionsmittel zur Erzielung verschiedener
Varianten; vergl. u.a. Betabacterium vermiforme.

Mut. A.: in diesem Zusammenhang ist die grosse Steigerung der
Mutationsrate beim Altern der Anthirrhinum-Samen sehr bemerkenswert.
Schon EISENBERG (1912) hat auf diese Analogie gewiesen: ,,Interessant
1st die Feststellung von pE VRiEs, dass das Altern der Samen die Chancen
des Erscheinens von Mutanten erhdht, ebenso, wie bei der Cholera die
Aussaat aus dlteren Kulturen mehr dunklere Kolonien ergab, als diejenige
aus jiingeren.”

8. Bei der Bakterien-Dissoziation ist die Erscheinung wohl bekannt,
dass der S — R- ﬁbergang nicht immer im Auftreten der meist extremen
R-Form resultiert, sondern dass auch wohl R-Formen entstehen kénnen,
welche in kolonie- bezw. zellmorphologischer Hinsicht weniger typisch,
also nicht ,extrem” sind (,,roughness’ in verschiedenem Grad — siche
Hapiey 1937, Seite 149 —; vergl. auch die beiden Rg-Typen, welche
bei Betabacterium vermiforme aufgetreten sind).

Sehr beachtenswert ist es, dass die genannte Erscheinung seine Analogie
findet bei der Mut. D.

PatTERSON und MuLrier (1930) berichten, dass sie ausser ausgespro-
chenen forked-Mutanten in ihren Versuchen einmal eine weniger charak-
teristische, nicht extreme, sog. weakly forked-Mutante erhielten.

Diss.: S— R (,,roughness”, nicht extrem).

Mut. D.: F— fw,

9. Ebenso kennt man bei der Dissoziation die Erscheinung, dass die
Reversion von R nicht in der S-Form, von welcher man ausgegangen
ist, resultiert. Eine ,,partielle’” Reversion kann z.B. morphologisch zum
Ausdruck kommen; dann zeigt die neu aufgetretene Form grossere
oder kleinere Unterschiede mit der urspriinglichen S-Form.
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Bei Betabacterium vermiforme war die partielle Reversion (R — A)
noch ziemlich weit vom Ziel entfernt.

MACKENZIE c.s. (1935) erhielt bei der partiellen Reversion von Shigella
paradysenteriae u.a. eine S-Form, die eine ,slight roughening’ der
Oberfliche zeigte. Vergl. auch die Reversion Rg” — S bei Betabacterium
vermiforme, wobei die erhaltene S-Form in zellmorphologischer Hinsicht
nur noch einen geringen Unterschied mit der Ausgangsform aufwies.
Analog hiermit kénnte man die von PATTERSON und MuLLER beobachteten
very weakly forked Mutante von Drosophila betrachten. Dieser Mutanten-
typus trat bei einer Reversion forked — Normal auf und war noch im
Besitz einer ,,forked” Borste.

Auch die genannten Autoren sprechen hier von einer ,.partiellen”
Reversion.

10. Das Auftreten von Varianten bei der Dissoziation, z.B. von
R aus S, braucht nicht immer einen plotzlichen Charakter zu tragen.
In diesem Zusammenhang verweise ich auf jene Fille, wobei graduelle
Konversion von einer S- in eine R-Form zustande gebracht werden
konnte. In einem solchen Fall sehen wir, dass bei fortgesetzter Ziichtung
mit gleichzeitiger Selektion nach ,roughness” der mehr oder weniger
labilen Variantenkolonie schliesslich eine extreme und stabile R-Form
zu erhalten ist.

RorxsL und RETTGER (1936) konnten bei Stimme von Salmonella pullo-
rum, welche auf Platten S-, R- und intermediire Kolonietypen zur
Entwicklung brachten, durch fortgesetzte Selektion der rauhsten Formen,
einen extremen, stabilen R-Stamm erhalten.

Als einen hiermit analogen Fall kénnte man an das Resultat der Selek-
tion bei Oenothera biennis cruciata denken. Wir sahen doch, dass
OErHLKERS (1930, 1935) bei der Selektion auf das inkonstante cruciata-
Merkmal, wovon die Ausprigungsstirke infolge kleiner Mutationen
von beinahe rein sepaloid bis beinahe normal variierte, auf diese
Weise 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 kleinen
Varationen in beiden Richtungen, die Verinderungen des Geno- und
Phinotypus auf mutativer Basis progressiv verlaufen lassen kann.

11. Weiterhin muss auf die, bei der Dissoziation sehr allgemein vot-
kommende, Erscheinung von Unterschieden in der Stabilitdt bei den ver-
schiedenen Stimmen einer und derselben Bakterienart gewiesen werden.
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Etwas Ahanliches finden wir im Prinzip auch bei den hoheren Organis-
men (Drosophila). Es sei auf die Untersuchungen DEMEREC’s (1937)
verwiesen, der bei einer Anzahl von Wildstimmen Unterschiede in der
Mutabilitit beobachtete. ‘

Es sei auch an den Mutabilititsunterschied hinsichtlich der Augenfarbe
zwischen einem russischen und einem amerikanischen Stamm erinnert
und an die Erfahrungen TIMOFEEFF-RESSOVSEY's (1935), welcher von
einem rotiugigen Stamm ausging und via die Hin- und Riickmutation
der Augenfarbe (bis eosin) einen normalen Stamm erhielt, der hinsichtlich
der Augenfarbe um die Halfte weniger stabil (ungefihr zweimal so mutabel)
war als die urspriingliche Ausgangsform (W& — w? —» WA),

12. Schliesslich sei noch auf die Pseudo-Dissoziation gewiesen, z.B. auf
das Auftreten von pseudo-roughness und pseudo-smoothness bei Kolonien
unter bestimmten Bedingungen (PauL und MavLimasw, Knavsi, Seite
106-107). Pseudo-Dissoziation in physiologischer Hinsicht — Bildung
von gelbem Pigment — hat sich bei Bac. megatherium gezeigt.

Wenn wir uns beziiglich der Erscheinungen der Dissoziation auf die
Theorie der Genmutation einstellen, dann kann also gesagt werden,
dass bei Plattenkulturen die Moglichkeit fiir das Auftreten von Varianten
(Modifikationen), welche phinotypisch eine Ubereinstimmung mit Mutan-
ten zeigen, besteht. In dieser Formulierung scheint mir ein Hinweis auf
die Erfahrungen, welche man in dieser Hinsicht bei héheren Organismen
gemacht hat, sehr wichtig,

ProucH ind Ives (1934, 1935) berichten, dass bei Drosophila mittels ho-
her Temperatur nicht allein Genmutationen, sondern auch Modifikationen
(nicht-genetische, somatische, voriibergehende Variationen) induziert
werden konnten. Diese Modifikationen stimmten mit den meist fre-
quenten Mutanten phinotypisch iitberein,

GoLpscamIpT (1935) bezeichnet diese Varianten als »Phinokopien™.
Im Hinblick hierauf scheint es mir angebracht bei der Dissoziation fiir
die oben genannten Modifikationen, wie Pseudo-R und Pseudo-S, und
die gelbe Pseudo-Variante ebenfalls den Begriff »FPhinokopien” einzu-
fiihren.

Uberblicken wir diese 12 Punkte, dann kann man eine weitgehende
Ubereinstimmung zwischen dem Phinomen der Balterien-Dissoziation
und der Genmutation bei héheren Organismen nicht leugnen.

Im folgenden Paragraph soll nun kurz angegeben werden auf welche
Weise die wichtigsten Erscheinungen der Bakterien-Dissoziation auf
mutativer Basis gedeutet werden kénnen.
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§ 5. DEUTUNG DER WICHTIGSTEN ERSCHEINUNGEN DER BAK-
TERIEN-DISSOZIATION AUF MUTATIVER BASIS.

Allererst sei bemerkt, dass bereits Bererince (1912, B) in seiner
Abhandlung ,,Mutation bei Mikroben" eine wichtige Auseinandersetzung
gegeben hat, beziiglich der Moglichkeit den Begriff der Genmutation
auf die Bakterienvariabilitit zu iibertragen.

Seine Ansichten iiber dieses Problem gehen am besten hervor aus seinen
hier zitierten Worten: ,,Die Genen oder Erbeinheiten kommen in zwei
Zustinden in den Zellen vor, nimlich als aktive Genen, welche die
dusserlich wahrnehmbaren Merkmale verursachen, und als schlummernde
oder Progenen, welche den Erscheinungen der Mutabilitit und des
Atavismus zugrunde liegen, indem sie dabei in aktive Genen iibergehen.
In gewissen Fillen hat man geniigend Ursache anzunehmen, dass die
Genen so zu sagen als ,,Protoplasma Keime" aufgefasst werden konnen
und durch ihre Vermehrung die fiir die verschiedenen Mikroben
eigentiimlichen, den verschiedenen Funktionen entsprechenden Protoplas-
maarten erzeugen. Hierbei muss also weiter geschlossen werden, dass es
so viele Genen und also auch verschiedene Protoplasmaarten in einer
Zelle oder einem Mikroben giebt, wie darin von einander unabhingig
erbliche Eigenschaften vorkommen. So muss in Bacillus prodigiosus die
rote Farbe abhdngig sein von wahrscheinlich vier oder fiinf verschiedenen
Genen, welche bei ihrer Vermehrung das ,,Chromoplasma" hervorbrin-
gen, das seinerseits den roten Farbstoff produziert. Dass hierbei mehr
wie eine einzige Gene in Betracht kommt, muss geschlossen werden aus
dem Umstande, dass die Farbe von Bac. prodigiosus, wenn man alle die
von dieser Bakterie erhaltenen und deutlich unterscheidbaren Farbmu-
tanten in Bezug nimmt, in fiinf, und wenn man auch die ginzlich unge-
farbte Mutante dazuzihlt, in sechs Farbnuancen vorkommt . . . .

Das Girvermbgen muss von einer anderen Gene, oder vielleicht von
einer anderen Genengruppe, wie die die Farbe bedingende abhingen.
Wieder eine andere Gene oder Genengruppe muss in der Schleimmu-
tante, Bac, prodigiosus viscosus, vorkommen .. ..

Auf diese Weise kann man weiter schliessen und fiir jede bemerkbare
und unabhingig verinderliche Eigenschaft bestimmte Genen annehmen . .

Zwar hat die Genentheorie fiir die Mikroben noch keine besondere
Wichtigkeit erlangt. Da dieses wohl der Fall ist fiir die hoheren Organis-
men, muss angenommen werden, dass beim weiteren Studium der Mikro-
benvariabilitit die Fruchtbarkeit dieser Theorie sich ebenfalls heraus-
stellen wird . ... Nach der Genentheorie kann angenommen werden,
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dass sowohl bei der Mutation wie beim Atavismus ?) Progenen in aktive
Genen, und umgekehrt Genen in Progenen verwandelt werden.”

Es ist einleuchtend, dass eine Theorie der Genmutation zur Erklarung
der Bakterienvariabilitit, wie eine solche heutzutage auf der modernen
Mutationslehre bei hheren Organismen basiert werden kénnte, im Prinzip
noch véllig dem Grundgedanke BEIJERINCK's entspricht.

Wir werden nun hierunten versuchen, die Entstehung der wichtigsten
Formen im Dissoziationsmuster auf mutativer Basis zu diskutieren.

Die Zellmorphologie.

Da ein Unterschied in der Zellmorphologie mit einem Unterschied im
Aussehen der Kolonien zusammengeht, wobei dann die R-Kolonien
meistens lingere Zellen, Fiden oder Ketten besitzen, wollen wir der
Einfachheit halber die Ausdriicke R und S fiir die Charakterisierung der
Zellmorphologie gebrauchen (lingere Zellen bezw. kiirzere 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- und
Rg-Formen verkérpert, kommt zellmorphologisch auch eine Anzahl
Zwischenformen vor.

In Ubereinstimmung mit dem multiplen Allelomorphismus bei der
Genmutation hdherer Organismen, will ich die zellmorphologische
Variation als Mutation, bedingt durch eine Serie von multiplen Allelen
(z.B. als die Zell-Serie zu bezeichnen), betrachten?). Bei der Zellform des
S-Typus gehort z.B. das Allel Z und bei den Zellen des R;-Typus, das
Allel z. Die zellmorphologisch intermedidren Formen werden dann durch
die Allele z,, %, z; usw. bedingt.

Bei der Mutation des Allels Z (mit oder ohne Ubergang via z,, %, usw.)
zum Allel z, nimmt die Linge der Zelle zu. Da sich in mehreren Typen

) Riickmutation (M).

%) Es muss hier betont werden, dass beim Diskutieren von Genmutation bei Bak-
terien die Ausdriicke ,,multipler Allelomorphismus und Allele” nicht buchstablich
aufgefasst werden diirfen, wenn wir uns fiir die Bakterien vorldufig einstellen auf den
Besitz nur eines Chromosoms (Bapian). Die Ausdriicke haben strikt genommen nur
Giiltigkeit bei Anwesenheit von einem Paar homologer Chromosomen.

Bei der hierunterfolgenden Diskussion der moglichen Bedeutung des gut begriin-
deten Prinzips der quantitativen Mutation — Mutation infolge welcher ein Gen
quantitative Abinderungen erfahrt — fiir die Bakterienverinderlichkeit habe ich
jedoch gemeint einfachheitshalber die obengenannte Terminologie beibehalten zu
diirfen.
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von Variantenkolonien, die zu dem betreffenden Allelen der Serie ge-
horen, die Abmessungen der Zellen sich in weiten Grenzen bewegen
konnen, muss man sich zum besseren Verstindnis eines Gens fiir die
Zellmorphologie, auf das fiir die Variante zellmorphologische Charakter-
istikum (Kap. XI, § 7) beschrinken. Jeder Mutant-Allelomorph fiir die
Zellmorphologie vergegenwirtigt also ein bestimmtes zellmorphologi-
sches Charakteristikum, Will man einfachheitshalber fiir jedes Allel nur
eine einzige Zahl gebrauchen, so ist der mittlere Wert des betreffenden
zellmorphologischen Charakteristikums zu nehmen, z.B. fiir das Z-Allel
(S-Typus) 2.5 o und fiir das z-Allel (Rg-Typus) - 30 u. Wenn man nun
zuum besseren Verstindnis alle Allele der Z-Serie einen zellmorphologischen
Durchschnittswert vergegenwirtigen lasst, muss die bei jedem Varianten-
typus gehorende Pleomorphie der Zellen als die ,,Modifikationszone”
aufgefasst werden, also als das phinotypische Variationsgebiet des be-
treffenden Allels. Diese Modifikation, fiir Z von 1—15 p und fiir z von
2,5—125 11, kénnte man mit den Modifikationen bei reinen Linien hoherer
Pflanzen vergleichen (JOHANNSEN).

Fiir die obengenannte Auffassung spricht, dass, dem Anschein nach,
jede Zelle einer S-Kolonie und jede Zelle einer Ry-Kolonie, unabhingig
von seiner individuellen Linge, immer wieder eine S- und Ry-Kolonie
mit nahezu demselben Modifikationsgebiet und, schitzungsweise, das-
selbe zellmorphologische Charakteristikum zur Entwicklung bringt.

Da man die Dissoziation von kurzen in lingere, sehr lange und faden-
formige Zellen und die Kettenbildung als das Resultat einer linger oder
kiirzer hinausgeschobenen Zellteilung bezw. einer ausbleibenden Zell-
ablésung auffassen muss, hat man sich das genannte Gen fiir die Zell-
morphologie etwa als ein Gen vorzustellen, wobei das normale Allel eine
rege Septierungskapazitit bezw. Zellablosung bedingt, welche Vorginge
unter dem Einfluss der verschiedenen Mutant-Allelomorphen mehr oder
weniger verzogert werden. Wir erinnern noch daran, dass im allgemeinen
sich die Mutation von S nach R sowohl plétzlich als auch {iber inter-
mediire Formen vollziehen kann (S — R; S — O — R). Diese plétzliche
und etappenweise Mutation kennt man auch bei Drosophila (F — f;
W — w; w— w® — W). Fiir die weiteren Analogien mit der Mutation
bei héheren Organismen verweise ich nach den verschiedenen in § 4
genannten Punkten,

Reversion von zellmorphologischen Abinderungen (R— S; O 8)
kénnen in Ubereinstimmung mit den Erscheinungen ohne weiteres als
Riickmutationen betrachtet werden. Die bei der Dissoziation nicht unbe-
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kannte Erscheinung der partiellen Reversion, konnte ebenfalls auf
mutativer Basis beruhen (Drosophila).

Zusammenfassend scheint es durchaus méglich die Variationen und
Reversionen in der Zellmorphologie als Hin- und Riickgenmutationen
zu betrachten.

Wandstoffbildung und Vitalititsherabsetzung.

Im Anschluss an die S- und R-Formen und ihre Intermediire, wollen
wir noch versuchen das Auftreten von M- und G-Formen, welche nach
Haprey (1937) am Dissoziationsmuster teilnehmen konnen, ebenfalls
auf mutativer Basis zu deuten,

M-Form.

In der kurzen, in Kapitel X, gegebenen Ubersicht 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 diinnen Schleims oder
einer 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 solchen
Fillen muss also M als eine Variante von S in physiologischer Hinsicht
(durch seine Wandstoffbildung) betrachtet werden.

Es scheint ntin sehr annehmbar das Auftreten der genannten physiolo-
gischen Eigenschaft der Mutation eines Gens zuzuschreiben; wir kdnnen
die betreffenden Allele z.B. als M, das Allel der Ausgangsform (des
schleimlosen S-Typus) und m, das Allel der mukoiden Mutante (des
M-Typus) bezeichnen.

Auch hier scheint multipler Allelomorphismus vorzukommen; ich
verweise in diesem Zusammenhang auf die durch BLAKE und Trask (1933)
festgestellten, intermediiren Formen zwischen M und S beim Typus I
Prieumococcus.

Die Mutationstheorie 1isst erwarten, dass eine Mutation von M zu m
nicht nur beim Vorhandensein des Z-Allels, sondern auch bei Anwesen-
heit des z-Allels moglich sein muss.

Das Auftreten von mukoiden R-Formen, also Formen, bei welchen
die fiir R charakteristischen Zellen von Kapseln umgeben sind, wird
von diesem Gedankengang heraus vollkommen begreiflich, Auch
hier ist wie bei der Zellmorphologie, eine Rickmutation (m - M)
moglich.

Als Beispiel einer Bakterienart mit einer mukoiden S- als auch mukoiden
R-Form nenne ich Serratia marcescens (Reep, 1937).
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G-Form.

Zur Erklirung der G-Form miissen wir uns vor Augen halten, dass es
sich hierbei um eine Zwergkolonieform handelt, welche offenbar einer
Vitalititsherabsetzung des Bakteriums zuzuschreiben ist (langsame
Vermehrung und Entwicklung der Zellen),

Bei den glatten G-Kolonien scheinen die Zellen jedoch durchwegs
keine auffillige Unterschiede in der Morphologie mit jenen des S-Typus
aufzuweisen (Eberthella dysenterice SonNE, KosEr und Dienst, 1934;
Staphylococcus aureus, SWINGLE, 1935).

Hinsichtlich der Entstehung des G-Typus kénnte man z.B. denken an
eine semi-letale Mutation des vitalen S-Typus. Es scheint nicht ausge-
schlossen zu sein, dass eine solche semi-letale Mutation auch beim
R-Typus auftreten kann, Haprey (1931) hat z.B. einmal bei Bac. dysen-
teriae SuiGA rough-G-Kolonien beobachtet. Im allgemeinen kann auch
beim G-Typus wieder, dem Anschein nach, entweder direkt oder iiber
intermediire Formen, Riickmutation des semi-letalen Faktors auftreten.

Zusammenfassend koénnen wir also feststellen, dass die Entstehung der
Varianten, die Haprey (1937) als die Hauptelemente des Dissoziations-
musters betrachtet, mit Erfolg auf Mutation von verschiedenen Genen
oder Genkomplexen zuriickzufithren ist, wobei die Gene unabhingig
von einander mutieren.

Es kommt mir vor, dass man im Anschluss an BEIJERINCE fiir die ganz
oder gelegentlich unabhingig variierenden physiologischen Eigenschaften
wie die Virulenz, Beweglichkeit, biochemisches Verhalten (Siure- und
Gasbildung aus Zuckerarten), Schleimbildung, Pigmentbildung ohne
Bedenken das Bestehen gesonderter Gene oder Genkomplexe annehmen
kann.

Auch hier sollte dann Hin- und eventuell Riickmutation, sowohl
unabhingig als auch koordiniert mit anderen Mutation(en) auftreten
kénnen.

Wegen der Mbglichkeit zur unabhingigen Variation der Beweglichkeit
muss 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 die
Genmutation F->f zuriickgefithrt werden. (H— O-Form bei Bac.
proteus, Bac. typhosus); Riickmutation f— F ist nicht unméglich.

Beim Verlust des Vermogens zur Dextranbildung aus Saccharose bei
Betabacterium vermiforme kann man ebenfalls an die Mutation eines Gens

denken, wobei unter dem Einfluss der betreffenden Allele, z.B. D und d,
12
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einerseits Dextranbildung aus Saccharose, andererseits keine solche
stattfinden kann. Eine Riickmutation d— D (also eine Riickkehr des
Dextranbildungsvermogens) wurde bis jetzt nicht beobachtet.

Es kann an dieser Stelle bemerkt werden, dass im Hinblick auf die
stindige Abspaltung von zellmorphologisch abgeﬁnderten, nicht-dextran-
bildenden Varianten bei der Ziichtung auf Nihrbdden die R- und R'-
Formen von Betabacterium vermiforme als ,,eversporting varieties” zu
charakterisieren sind.

Auch die zB. von Desgowirz beschriebenen unstabilen Varianten
kommen fiir eine ihnliche Bezeichnung in Betracht.

Der Verlust oder die Abidnderung der Farbe kann ebenfalls als Folge
einer Genmutation betrachtet werden.

Als Beispiel einer Variation der Farbe verweise ich abermals auf die
Untersuchung Reep's (1937), der bei Serratia marcescens neben der
urspriinglichen 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 Gedankengang
BEjERINCK's anlehnt. Dieser Forscher doch vermutete im Zusammen-
hang mit den bei Bac. prodigiosus (= Serratia marcescens) beobachteten
Farbeniibergingen, dass bei der Farbe etwa 4 bis 5 verschiedene Gene
¢ine Rolle spielen. In Ubereinstimmung mit der white-Serie bei Droso-
phila kénnte man hier von einer white-Serie mit den Allelen W(rot)
— wOC(orange-rot) — w(weiss) sprechen. Reep (1937) konnte in
seiner Untersuchung nur die Mutation (W — w% —w und W— w)
feststellen und keine Riickmutation, wihrend BEIJERINCK diese wohl
beobachtete.

Den gegebenen Auseinandersetzungen ist zu entnehmen, dass eine
Theotie, welche fiir die hoheren Organismen ausreichend experimentell
gestiitzt worden ist, auch die wichtigsten Dissoziationserscheinungen
ungezwungen zu beschreiben vermag.

Die Annahme der Genmutationstheorie fiir die Deutung der Disso-
ziationserscheinungen bringt, kurz zusammengefasst, die nachstehenden
Konsequenzen mit sich:

1. Es konnen betrichtliche Unterschiede in der Mutabilitit der
Gene vorhanden sein; dadurch wird das Bestehen von labilen und mehr
oder weniger stabilen Formen begreiflich. Riickmutation ist eine oft
vorkommende Erscheinung; ihr Auftreten kann allerdings unterbleiben
oder mit Hilfe eines besonderen Agenzes, und dann zuweilen noch mit
vieler Miihe, zustande gebracht werden.
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2. Die Mutation der Gene kann quantitativer Natur sein (multipler
Allelomorphismus).

3. Fiir das Eintreten der Mutation, auch bei Bakterien, sind in hohem
Masse die dusseren Bedingungen verantwortlich zu machen. Man muss
sich vor Augen halten, dass auch beim sogen. ,normalen’ Ziichten die
Milieufaktoren, wie die fortwihrend wechselnden Bedingungen der
Nahrung, der Abscheidung von Stoffwechselprodukten usw. eine sehr
wichtige, aber nicht niher zu analysierende, Rolle spielen. Diese Ansicht
wird stark gestiitzt durch die Tatsache, dass eine absichtliche Einwirkung
sehr verschiedener ZHusserer Faktoren, wie pH-Verinderung, Hinzu-
fiigung von Chemikalien zum Nihrmedium, Temperaturinderung, altern
lassen der Zellen in ihrem Milieu, Ziichtung in homologem Antiserum,
Einwirkung des Bakteriophagen, Tierpassagen usw. das Auftreten von
Mutationen meistens stark befordert.

Ein solches bewusstes Forzieren von Mutationen, wobei Typen
entstehen, welche allerdings in nichts von den unter sogen. ,nor-
malen” Bedingungen auftretenden Mutationen zu unterscheiden
sind, steht mit den Befunden an hoheren Organismen im Einklang
(Siehe § 3).

4. Ein anderer wichtiger Punkt bezieht sich auf die Frage, warum
beim Mutationsphinomen der Bakterien, im Vergleich mit dem der
hisheren Organismen, eine ,,mangelhafte’ Stabilitit und eine damit gepaart
gehende Reversibilitit so stark in den Vordergrund tritt und warum bei
den Bakterien so oft abweichende Bedingungen die Mutation mehr oder
weniger zu stimulieren vermogen.

Obwohl auf diese beiden eng miteinander verbundenen Fragen nitur-
lich keine endgiiltige Antwort zu geben ist, will ich darauf hinweisen,
dass bei den hoheren, mehrzelligen Organismen die somatischen und
generativen Zellen, in welchen sich in einer bestimmten Entwicklungs-
phase eine Genmutation vollzieht, durch den komplexen, differenzierten
Bau dieser Organismen nicht oder in viel geringerem Masse als die Bak-
terienzellen dem Einfluss der Aussenwelt ausgesetzt sind.

Auf jede Bakterienzelle werden alle denkbaren, dusseren Faktoren
direkt und in ihrer vollen Intensitit einwirken. Bedenken wir weiterhin,
dass wihrend der Existenz einer Bakterienart an verschiedenen Orten
viele verschiedene und fortwihrend wechselnde iussere Faktoren in
ihrem vollen Umfang die erbliche Konstitution beeinflusst haben kénnen,
dann konnte man sich vorstellen, dass der mehr oder weniger labile
Charakter vieler Formen aber auch die oft vorkommenden Stabilitits-
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unterschiede bei neu isolierten Bakterienstimmen zum Teil ihrer unbe-
kannten Vorgeschichte zuzuschreiben ist.

5. Mutationen von verschiedenen Genen oder Genkomplexen kénnen un-
abhingig voneinander stattfinden sfters allerdings treten sie koordiniert auf.

Aus dem iiber die Mutationen bei hoheren Organismen Mitgeteilten
konnte man vielleicht den Eindruck erhalten, dass sich hier keine Korre-
lation der verschiedenen Mutationen zeigen kann. Jedoch ist dies nicht
der Fall; es sei hier nur auf den foigenden Passus aus einem Artikel
STURTEVANT's (1924) gewiesen: ,0ne clear case of the sort of correlation
discussed had been reported by MorGaN, BRIDGES and STURTEVANT (1921).
A large number of small-bristled mutant types occur in Drosophila
melanogaster, and numerous other effects — roughened eyes, long develop-
ment period, female sterility etc. — are more or less regularly associated
with the small bristles, though the genetic bases of the different types
are quite distinct.”

Auch hier haben wir wieder eine Analogie, deren Bedeutung nicht
unterschitzt werden darf.

Die Tatsache, dass bei einer bestimmten Bakterienart die Mutationen
sowohl unabhingig als auch korreliert (dies letztere iiberwiegend) statt-
finden, muss in dem besprochenen Gedankengang auf Stabilititsunter-
schiede der betreffenden Gene oder Gengruppen in den verschiedenen
Zellen beruhen. Wenn in bestimmten Zellen also zwei oder mehrere
Gene unter dem Einfluss dusserer Faktoren gleichzeitig mutieren, dann
miissen wir daraus schliessen, dass in den genannten Zellen die Stabilitit
der betreffenden Gene fiir die auf sie einwirkenden dusseren Faktoren,
nicht hinreichend gewesen ist.

Im Lichte dieser Auffassung lisst sich das eher beschriebene Verhalten
von Serratia marcescens in alten Bouillonkulturen folgendermassen inter-
pretieren: unter den roten, nicht mukoiden Zellen (mit welchen urspriing-
lich geimpft wurde) kénnen Individuen vorkommen, welche orange-rot-
mukoid und weiss-mukoid sind, m.a.W. in einzelnen Individuen hat
sowohl das W- als auch das M-Allel keine geniigende Stabilitit auf-
gewiesen; es gibt aber auch Zellen, bei welchen z.B. die Stabilitit des
W-Allels wohl, die des M-Allels nicht hinreichend war (rote-mukoide
Form) und schliesslich Zellen, bei welchen keine einzige Genmutation
stattgefunden hat (rote-nicht mukoide Form).

Es unterliegt iibrigens wohl keinem Zweifel, dass in vielen Fillen
bei der Kotrelation der Genmutationen auch eine gegenseitige Beein-
flussung der Gene angenommen werden muss,



SCHLUSSBETRACHTUNG UBER DAS WESEN DER DISSOZIATION.

Im Kapitel X § 3 haben wir gesehen, dass zur Erklirung der Erschei-
nungen, welche bei der Verinderlichkeit der Bakterien auftreten, haupt-
sichlich drei Theorien angefithrt worden sind: die Mutationstheorie, die
zyklische Theorie und die Individualititstheorie.

Im Laufe der dort gegeben kritischen Besprechung dieser Theorien,
sahen wir bereits, dass die Annahme einer der beiden letztgenannten
Theorien verschiedene Schwierigkeiten mit sich bringt, wihrend die-
jenigen Einwinde, welche von verschiedenen Forschern gegen die
Mutationstheorie erhoben wurden, keineswegs entscheidend sind.

Im Kapitel XI wurde, auf den Beobachtungen an Betabacterium ver-
miforme fussend, die Schlussfolgerung gemacht, dass auf die zyklische
Theorie fiir die Erklirung der aufgetretenen Erscheinungen zu verzichten
ist, wihrend ausserdem darauf hingewiesen wurde, dass auch die Indivi-
dualititstheorie, wie sie von VAN LoGHEM entwickelt worden ist, nicht
imstande ist, die beobachteten Erscheinungen befriedigend zu erkliren.

Wir haben uns daher im Kapitel XII niher mit der Frage beschiftigt,
inwieweit dann die Mutationstheorie, welche besagt, dass den Erscheinun-
gen der Dissoziation genotypische Veranderungen zugrunde liegen, zur
Erklirung herangezogen werden kann.

Im § 1 dieses Kapitels haben wir ausgefiihrt, dass infolge des Fehlens
einer Sexualitit bei Bakterien — abgesehen von einer moglichen, hier
aber nicht wichtigen, azytogamen Autogamie — der experimentelle
Beweis fiir die Annahme der Mutationstheorie zur Erklirung der bak-
teriellen Verinderlichkeit, nicht geliefert werden kann.

Andererseits ist jedoch betont, dass eben so wenig Argumente gegen
eine derartige Annahme anzufiihren sind.

Durch diese Uberlegung gestiitzt, untersuchte ich, inwieweit die
rezenten Arbeiten iiber die Erscheinung der Genmutation bei hoheren
Organismen zu Beobachtungen gefithrt haben, welche uns veranlassen
kénnten auf eine Verwandtschaft dieser Erscheinung mit jener der
bakteriellen Dissoziation zu schliessen,

Wie in § 4 dieses Kapitels gezeigt worden ist, kann man zahlreiche
Punkte auffinden, welche eine erstaunliche Ubereinstimmung in den
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susseren Erscheinungsformen der beiden genannten Prozesse ersehen
lassen.

Mit Sicherheit stellt sich aus dieser vergleichenden Untersuchung
heraus, dass alle Einwinde, welche frithere Forscher gegen eine Annahme
der Mutationstheorie zur Erklirung der Dissoziation erhoben haben,
nicht stichhaltig sind.

Wir bekennen jedoch vollauf die Unzulissigkeit, um die festgestellten
Analogien als strikte Beweise fiir die Richtigkeit der Mutationstheorie
zur Erklirung der bakteriellen Dissoziation gelten zu lassen, aber bemer-
ken dazu, dass solche Beweise ebenso wenig fiir andere Theorien anzu-
fithren sind.

Zieht man aber die vielen Stiitzpunkte, welche das Dissoziationspha-
nomen in den Erscheinungen der Genmutation bei hoheren Organismen
findet, in Betracht, dann mochte ich mich den Ansichten LINDEGREN'S
und Deskow1Tz’s anschliessen und diese Arbeit beenden mit der folgenden
Aussprache: die alte Ansicht von BEIERINCK, dass der bakteriellen
Veranderlichkeit eine Genmutation zugrunde liegt, besitzt einen Grad
von Wahrscheinlichkeit, welche die anderen zur Zeit vertretenen An-
sichten keineswegs beanspruchen kdnnen.
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STELLINGEN.

i

Het onder de benaming ,,Tibi" beschreven symbiotische product
van een Saccharomyces- en een melkzuurbacterie-soort dient op grond
van de gelijkheid der symbionten als identiek te worden beschouwd
met de in de gistingsliteratuur veelvuldig vermelde ,,Ginger Beer Plant”,

2,

Op grond van talrijke analogie¢n tusschen de bij bacterindissociatie
optredende verschijnselen en die, welke het recente onderzoek aangaande
de mutatie bij hoogere organismen heeft doen kennen, verdient onder
de bestaande theorieén ter verklaring van genoemde dissociatie de mustatie-
theorie de voorkeur.

3.

De verklaring van de geotropie door de combinatie van de statolieten-
theorie met de groeistofleer is, in den door HABERLANDT gegeven
vorm, onaanvaardbaar.

G. HaBerLANDT, Sitz. Ber. d. Preuss. Akad. d. Wiss., Phys.-
Math. Klasse XVII, 186, 1937.

4,

De conclusie van CLARK, dat de top van het Avena-coleoptiel negatief
geladen is ten opzichte van meer basaal gelegen plaatsen, is niet juist.
W. G. Crarg, Plant Physiol. 12, 409, 1937.

5,

Volgens ARk is de aanwezigheid van bodembacterién noodzakelijk bij
de totstandkoming van de ,little leaf” ziekte van vruchtboomen en
andere gewassen. De meening van GErrITSEN, dat bacterién een rol
spelen bij de veenkoloniale haverziekte vindt in dit onderzoek naderen
Steun.

P. A. Arg, Americ. Soc. Hortic. Science 34, 216, 1937.
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6.

De argumenten, op grond waarvan VAN STEENIS tot een vroegere iavasie
van stenotherme bergplanten van Australié uit naar de Indische Archipel
besluit, bieden evenzeer de mogelijkheid tot een andere en meer waar-
schijnlijke verklaring aangaande de tegenwoordige verspreiding der
betreffende plantensoorten.

C. G. G. J. van Steexnis, Bullet. du Jardin Bot. de Buitenzorg,
Série III, XIIT, 135, 1934,

7.

De fundamenteel belangrijke onderzoekingen van WINGE en LAUSTSEN
over de genetische segregatie bij Saccharomyces-soorten hebben de
mogelijkheid geopend om een volledige analyse van het dissociatie-ver-
schijnsel bij gistsoorten door te voeren.

O. WiNGE and O. Lavstsen, C. R. d. Trav. du Lab. Carlsberg,
Série 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 bij de
ademhaling van de regenworm bij een zuurstofspanning tusschen 15 en
20%, verkregen zijn, een verklaring ontleend kan worden aan de uitkomst
der onderzoekingen van HarNIscH aangaande de primaire en secundaire
oxybiose van ongewervelde dieren.

0. HarniscH, Verhandl. d. Deutsch. Zool. Ges., 129, 1937;
Zeitschr. fiir vergl. Physiol. 24, 387, 1937. )

9.

Bij de commercieele bereiding van champignonbroed verdient het aan-
beveling om te zoeken naar een methode, waardoor het mogelijk wordt
om in het laboratorium op kleine schaal en op korte termijn champignons
te kweeken, zulks ter voortdurende contrble van de qualiteit van het
te leveren broed, als mede ter nadere bestudeering van de invloed van
voortgezette selectie bij de sporenwinning.
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