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EXPERIMENTELLE STUDIEN UBER DIE BLASENZELL-
BILDUNG BEI ASPERGILLUS ORYZAE

Von

Tetsu SAKAMURA

Mit Tafel I

Die Blasen- bezw. Riesenzellbildung bei der Pilzkultur ist bisher
von RACIBORSKI(1905), RITTER (1909, 1912), KIESEL (1918), WEHMER
(1913), Boas (1916, 1919), MoLLIARD (1924), BacH (1925), FRrEY (1927)
u.a. untersucht worden. Auch in meiner fritheren Arbeit(1930) wurde
festgestellt, dass bei Aspergillus oryzae Riesenzellen in der hiheren
Aciditét der Kulturlosung gebildet werden.

Die Meinung beziiglich ihrer Entstehung ist bei den Autoren ver-
schieden. Nach BoAS, WEHMER, RITTER, BACH u.a. steht Sdurewir-
kung mit der Blasen-bezw. Riesenzellbildung in inniger Beziehung.
Dass die Riesenzelle bei kiinstlichem Sidurezusatz entsteht, wurde von
BREFELD (1873), KLEBS (1896), RITTER (1907) bei der Pilz- oder Algen-
kultur bestitigt.

MoLLIARD und FREY betrachteten die Wirkung der Cy auf die
Riesenzellbildung bei der Pilzkultur als indirekt, indem diese Autoren
sie durch schwache Resorption von Kalium in der hoheren Aciditit
erklirten. Entgegen der Meinung von WEHBMER, dass die Riesenzell-
bildung bei der Kultur von Aspergillus hauptséchlich von der Aciditit
abhingig sei, sagte KUSTER (1916, S. 371): ,,Die Berechtigung dieser
Verallgemeinerung wird sich zurzeit schwerlich erweisen lassen.*
RACIBORSKI beschrieb Riesenzellen bei Aspergillus niger in der hoheren
Konzentration der Kulturlosung oder bei Zusatz einer sehr kleinen
Menge Jod.

Auch RITTER und WEHMER, welche beide auf die Sdurewirkung
das Hauptgewicht gelegt haben, sind in Bezug auf die Mechanik der
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Riesenzellbildung nicht ganz einig. Der erstere erklirte die Riesen-
zellbildung dadurch, dass die Dehnbarkeit der Zellwand direkt durch
die hohere Aciditit beeinflusst und die Regulation zwischen der
Dehnbarkeit der Membran und der osmotischen Verhéltnisse gestort
werde. Der letztere verstand die Riesenzellbildung eher in der Weise,
dass die Dehnbarkeit erst nach der stofflichen Verdnderung der Mem-
bran sich erhthe; Cy rufe zunidchst chemische Verdnderung der
Membran hervor, und sie wirke daher indirekt auf die Riesenzellbildung
ein. In der Tat kann man mit WEHMER die Cellulosereaktion mit
Chlorzinkjod in der dickwandigen Riesenzelle bei den verschiedenen
Pilzarten nachweisen. Diese Membraneigenschaft wurde auch von
FREY (1927) und Boas (1916) bestitigt.

Es wurde in meiner fritheren Arbeit (1930) gefunden, dass, wie im
Falle von Boas, viele Riesenzellen bei Aspergillus oryzae auftreten,
wenn Cun in der Glukose-Ammoniumnitrat-Kultur sich erhthten
(Fig.1). Es schien mir schon damals, dass die Riesenzellbildung nicht
wenig von Cg abhingig sei.

Die bisher von verschiedenen Autoren angegebene sogen. Blasen-
zelle kann als die vorher auftretende Zellform der dickwa.ndigen
Riesenzelle bestitigt gefunden werden, und sie wird in Kugel-oder
bisweilen in basidiendhnlicher Form ohne Verdnderung der Mem-
brandicke gebildet. Bei der Untersuchungen iiber die Riesenzellbil-
dung ist es daher notwendig, zunichst den Zusammenhang zwischen

der Blasenzellbildung und Cu genau zu erkliren, worauf bisher schon
von vielen Autoren aufmerksam gemacht wurde. Da aber mehrfach
bestétigt wurde, dass Cy sich wihrend der Pilzkultur immer veréindert,
ist es schwer, die Beziehung zwischen Blasenzellbildung und Cg bei
der gewohnlichen, lang dauernden Kultur zu untersuchen. Aus diesem
Grunde wurden bei der vorliegenden Untersuchung Konidien von
Aspergillus oryzae in Kulturlosung von verschiedenen pH eingeimpft
und die Form der gekeimten Myzelien vor der merklichen Veridnde-
rung der Cg der Kulturlosung untersucht.
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Methode

Bei den vorliegenden Untersuchungen bediente ich mich haupt-
sédchlich einer Ndhrlosung von folgender Zusammensetzung :

Grundlséung :

Ammoniumnitrat (NHNOg) . . . . . . . g
Monokaliumphosphat (KH,PO) . . . . . . 2g
Magnesiumusulfat (MgSO,7H.0) . . . . . lg
Eisenchlorid (FeCly) (2%) e e e e e 1 Tropf
Umdestilliertes Wasser . . . . . . . . . 100cecm

Zum Gebrauch wurde die Grundlosung mit Glukoselosung, Phos-
phatgemischlésung, HCI-Losung, Konidiensuspension, usw. mehr oder
weniger verdiinnt.

Die Reagenzgldser aus einheimischem, praktisch alkalifreiem
Glas wurde mit einer bestimmten Menge der Kulturlosung beschickt
und bestimmte Tropfenzahl der Konidiensuspension von verschiedenen
Vorkulturen von Aspergillus oryzae® darin eingeimpft, ohne dass dabei
die Losung sterilisiert wurde. Die Reagenzgliser wurden mit Wat-
tenpropfen schwach verschlossen, die Kulturen in einem Thermostat
gestellt und die Temperatur auf 30°C reguliert. Nach 18 Stunden
wurden die gekeimten Myzelien mit Kapillarpipetten herausgenommen
und unter dem Mikroskop untersucht.

Versuch 1
Kultursalzlosung :
Grundlésung . 25 25 26 25 25 25 25 25 25 25 25 25 256 25 25 25
H,PO(m/5) . 125 7 4 2 1
NaH,PO(m/5). 12,5 19 21 23 24 25 24,56 24 22 20 15 10

Na,HPO,(m/5). 05 1 3 510 15 25 25 25 25
NaOH(m/10) . 10 20 30
HO. . . . 5050 50 50 50 0 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
PH . . . . 2426288333742 47505254596,263 6,5 687,2

(1) Die Vorkultur geschah auf festen 2%igen Agarboden. Siehe meine Arbeit
(1930).
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Kulturlgsung :
{Ku]tursalzlbsung 3 cem
Glukoselosung (10%) 0,5 ccm

Der pH-Wert der Kultursalzlosung blieb bei der Verdinnung unverandert.
Impfung mit 8 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 A.

TABELLE I.
Anfangs-pH End-pH Blasenzelle
2,6 2,4 +
216 2,6 +
2,8 2,8 +
3;3 3,3 +
3,7 3,4 +
4,2 4,2 —
4,7 4,6 -
5,0 5,1 —
5,4 5,4 —
5,9 5,8 ! —
62 6,0 i —
6.5 6,4 ! —
6,8 6,6 | —
7,2 7,0 | —
(Fig. 2-4)
Versuch 2
Kultursalzlosungen waren gleich denjenigen von Versuch'l.
Kulturlésung :
{Kultursalzlésung 4 cem
Glukoselosung (10%) 0,5 ecm

Der pH-Wert der Kultursalzlésung blieb bei der Verdiinnung unverindert.

Impfung mit 5 Trofen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.

(Tabelle II)
Aus diesen Versuchsresultaten geht hervor, dass die Grenzaciditit
der Blasenzellbildung bei pH 3, 7—4, 2 liegt. Da die Na-Menge in
jedem Puffergemisch verschieden genommen wurde, indem die Phos-
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TABeELLE II.

Anfangs-pH End-pH Blasenzelle
2,4 2,4 +
2,6 2,6 +
2,8 28 +
3,3 3,3 +
3,7 3,5 +
4,2 4,0 —
4,7 4,5 —
5,0 4,6 —
5,2 51 —
5,4 5,2 -
5,9 5,8 —
6,2 5,9 —
6,5 6,5 -
6,8 . 6,8 —
7,2 7,1 -
7,4 7,4 -

phatmenge gleich blieb, so wurden auch weitere Versuche angestellt

wo die Na-Menge gleich genommen wurde, um zu wissen, inwieweit

Phosphat-und Na-Ionen die Grenzaciditit beeinflussten.

Kultursalzlésung A :

Versuch 3

Grundlosung . . 25 25 25 25 25
H;PO,m/5) . . 125 9 4 2 1
NaH,PO(m/5) . 126 16 21 23 24
Na,HPO,(m/5)

HO . . . . 50 50 50 50 50
pH . . . . . 24 27 29 83 3,6

25
0,5
24,5

3,8

26 26 25

25 245 24

0,6 1,0
50 50 50
4,2 47 50

Phosphat-Mengen waren gleich in allen Lésungen A.

25

23
2,0

50
5,2

25

22
3,0
50
5,4

25

20
5,0
50
5,7
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Kultusalzlésung B :
Grundlésung . 25 25 25 25 26 25 25
Na,HPO,m/5). 10 10 10 10 10 10 10

25 25 25 25 25

10 10 10 10

H,PO,m/5) . 20 15 13,6 12,5 12 11 10,6 10,25 10 9,56 9,0 7,0
HO. . . . auf 100 ccm verdunnt

pH . . . .25 27 30 31 33 37 39
Na-Mengen waren gleich in allen Losungen B.

Kulturlésung :
{Kultursalz]ésung 4 ccm
Glukoselssung (10%) 0,5 cem

42 45 49 51 54

Der pH-Wert der Kultursalzlgsung blieb bei der Verdiinnung unverindert.

Impfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergilius oryzae 65 K.

TABELLE III.

A |

! B
!' |
Anfangs-pH End-pH (y[ Blasenzelle f Anfangs-pH [ End-pH Blasenzelle
{
2,4 24 | + ! 2,5 2,5 +
2,7 2,7 i + ‘ 27 2,8 +
2,9 2,9 ! + 3,0 3,0 +
3,3 33 | + 9 3,1 3,1 ¥
3,6 3,6 + \ 3,3 33 - +
3,8 3,8 + ‘ 3,7 3,7 +
4,2 4,2 - 3,9 3,9 —
4,7 4,7 - | 4,2 4,2 -~
5,0 5,0 — ! 45 4,5 -
5,2 5,2 — ; 4,9 4,9 —
5,4 5,4 — ! 5,1 5,1 -
5,7 5,6 | - i 5,4 5,4 ‘ -
(Fig. 5 und 6)
Versuch 4

Kulturlésungen waren gleich denjenigen von Versuch 3.
von Konidiensuspension von Asgergillus oryzae 65 C.

Impfung mit 2 Tropfen
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Grenzaciditit der Blasenzellbildung :
A, pH 3,8 — 4,2

B, pH 3,7—3,9

Keine pH-Verianderung wihrend der Kultur.

Versuch 5

Kulturlosungen waren gleich denjenigen von Versuch 3. Impfung mit 2 Tropfen
von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65P.

Grenzaciditit der Blasenzellbildung :
A, pH 3,8 —4,2

B, pH 3,7—3,9

Keine pH-Verianderung wihrend der Kultur.

Versuch 6

Kulturlésungen waren gleich denjenigen von Versuch 3. Impfung mit 2 Tropfen
von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 E.

Grerzaciditit der Blasenzellbildung :
A, pH3,8—4,2

B, pH 3,7— 3,9

Keine pH-Verdnderung wihrend der Kultur.

In obigen Versuchen, die mit Pilzmaterialien aus verschiedenen
Vorkulturen angestellt wurden, liegt die Grenzaciditit zwischen pH 3,8
und 4,2 bei der gleichen Phosphatmenge und zwischen pH 3,7 und 3,9
bei der gleichen Na-Menge.

Es war nicht ausgeschlossen, dass andere Grenzacidititen gefunden
wurden, was aus den folgenden Versuchen ersichtlich ist.
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Versuch 7
Kultursalzlosungen A :
Grundlésung . . . . 25 25 25 25 25 25 25 25 25
H,PO,(m5) . . . . 2 1 08 05 03 02 0,1
NaH,PO,(m/5) . . . 23 24 242 245 24656 248 249 25 24,5
Na,HPO, (m/5) . . . 0,5
HO. . . . . . . 8 50 50 50 50 50 50 50 50
pPH . . . . . . .33 36 387 38 39 40 41 42 47

Phosphat-Mengen waren gleich in allen Losungen A.

Kultursalzlgsung B:

Grundlésung . . . . 25 2 25 2 25 25 2 25 2
Na,HPO,(m/5) . . . 10 10 10 10 10 10 10 10 10
H,PO,(m/10) . . . . 24 23 22 21,5 21 20,7 20,2 20,0 19,6
HO. . . . . . . 4 42 43 435 44 443 448 450 454
pH . . . . . . .33 35 37 388 39 40 41 42 44

Na-Mengen waren gleich in allen Losungen B.

Kulturlésung :
Kultursalzlésung 4cem
{Glukosel('isung (10%) 0,5 cem

Der pH-Wert der Kultursalzlésung blieb bei der Verdiinnung unverindert.
Impfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension.
Versuchsmaterialien :
Aspergillus oryzae 65 K, K., K, E, C, P.
Grenzaciditit (pH) der Blasenzellbildung :

A B
Ky, . . . . . 0 0 . . . . 86-3T 3,5—3,7
Ke o o o o 0 . . . 0. . . 87-88 3,6—38,7
Kizg. - . . . . . . . . . . 38-39 3,7-3,8
E ... . ... .. . . 88-39 3.7—3,9
c . . . . . . . . . . . . 87-39 3,8—3,9
P 3,8—3,9 3,8—3,9

Keine pH-Verinderung wahrend der Kultur.

Im allgemeinen kann man zusammenfassend sagen, dass die Gren-
zaciditit der Blasenzellbildung bei Aspergillus oryzae von verschiedenen
Vorkulturen liegt :
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zwischen pH 3,6 und 4,2 bei gleicher Phosphatmenge,
zwischen pH 3,5 und 3,9 bei gleicher Na-Menge

Die Grenzaciditéit neigt bei der letzteren Kultur etwas hoher zu sein,
als bei der ersteren. Wenn die Konidien aus derselben Vorkultur ent-
nommen werden, kann man fast konstante Grenzaciditit der Blasen-
zellbildung finden. Die Variation der Grenzaciditdt deutet darauf hin,
dass die hauptsichlich durch Cg bestimmte Grenze mehr oder weniger
durch andere Ionen, Vorkultureigenschaften oder Alter des Pilzes
modifiziert werde. Dass diese anderen Faktoren ausser Cy aber nur
eine kleine Rolle spielen, wenn das Wachstum gleichmaéssig fortschreitet,
kann man auch durch folgenden Versuch bestiitigen, wo verschiedene
Aciditdten mit HCl ausser Phosphatgemischen hergestellt wurden.

Versuch 8
Kulturlosung :
A, gleich denjenigen von Versuch 3 A.
B, gleich denjenigen von Versuch 3 B.

G,

Kultursalzlosung :
Grundlésung . . . 17,5 7,5 7,5 7,5 7,6 7,6 7,6 7,5
HCl(w10) . . . 35 15 08 0,4 ’
HCI (n/100). . . . 0,15 0,42 087 2,22
HO. . . . . . 190 21,0 21,7 221 223 2208 21,638 20,28
pH . . . . . . 25 28 31 35 37 38 39 41
f Kultursalzésung C 4 cem
lGlukoselésung (10%) 0,5 ccm

Der pH-Wert der Kultursalzlésung blieb bei der Verdinnung unverandert.
Impfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.
Grenzaciditit der Blasenzellbildung :

A, pH3,7—-39
B, pH 3,6 — 3,8
C, pH35-—-38

Keine merkliche pH-Veranderung wihrend der Kultur.
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Es gibt keinen merklichen Unterschied der Grenzaciditit unter
diesen verschiedenen Kulturlésungen.

Die organischen Sduren wirken auf die Blasenzellbildung etwas
anders als die anorganischen Sduren (d.h. starke dissoziierbare) ein,
weil ihre Molekiile neben Cy biologisch spezifische Wirkung aufweisen.

Kultursalzlésung 1:
Grundlosung .
Essigsamelosung (m/10) .
H,0
pH

Kultursalzlosung 2:
Grundlosung
Oxalsidurelésung (n/10) .
Oxalsiiurelésung (n/100).
H.O .
pP

Kultursalzlosung 3:
Grundlésung

Citronenséurelésung (n/10) .

H.0
pH.

Kultursalzlosung 4:
Grundlésung
Weinsiurelosung (n/10) .
Weinsiurelésuug (n/160)
H,0 .
pH

Kulturlosung :
f Kultursalzlésung
lGlukcselésung (10%)

Versuch 9

7,5
22,5
0
3,1

75
12,0

10,5
2,3

7,5
15,0
7,5
.27

.5 1,5
120 3,0

10,5 19,5
2,6 3,1

4 cem
0,5 ccm

5 T5 15
150 60 1,5
7.5 165 21,0
3,5 36 37
75 75 15 75
3,0 1,5
2,00 1,00
19,5 21,5 16,5 19,5
28 31 35 37
5 15 75
60 15 09
16,5 21,0 21,6
30 34 36
75 15 75
90 45 3,0
135 18,0 19,5
34 36 37

7,5
1,2
31,3
3,9

7,5

0,50
21,0
3,8

7,5
0,6
21,9
3,7

75

1,05
21,0
3,8

Der pH-Wert der Kultursalzlgsung blieb bei der Verdiinnung unverindert.

Impfung mit 3 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.

75
0,3
22,2
4,0

7,5

0,30
21,9
4,1

7.5
0,3
22,2
3,8

7,5

0,3
22,2
4,0
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TABELLE IX.

Blasenzelle
Anfangs-pH® : ‘
Essigsiure Oxalsédure ‘ Citronensiure Weinsaure
2,3 nicht keimen
2.6 (+)sehlechtes
2’7 (-+) schlechtes Wachstum
’ Wachstnm
2,8 +
3,0 i
3,1 nicht keimen + .
3,4 _ N
3,5 nicht keimen +
3,6 — _
3.7 schlechtes _ - i
’ Wachstum
3,8 _ _ B
3.9 schlechtes
’ Wachstum
4,0 — | B
4,1 _ !

Auch in den Kulturlosungen, deren Aciditéiten mit den organischen
Sduren in verschiedenen Graden reguliert wurden, kann die Blasenzell-
bildung hauptséchlich von pH abhingig sein. Dazu kommt noch ein
anderer wichtiger Faktor, der die Riesenzellbildung bedingt, nimlich
die organischen Sduren in den Molekiilformen. Diese, wie auf anderen
Fuktionen, wirken giftig auf das Pilzwachstum, wodurch die Grenz-
aciditdt etwas verschoben wurde. Dies war besonders bei Essigséure
und etwas bei Citronensidure merklich. Sowohl in diesem als in anderen
Versuchen kann man bemerken, dass die Blasenzellbildung im all-
gemeinen bei schlechtem Wachstum schwer stattfindet.

Nach MoLLIARD und FREY soll die Riesenzellbildung durch schwache
Resorption von Kalium hervorgerufen werden. Weil der Pilz in einer
K-freien Kulturlésung natiirlich nicht das normale Wachstum ausfiihren
kann, diirfte man nicht berechtigt sein, aus einem solchen Kulturver-
suche den Zusammenhang zwischen der Riesenzellbildung in der voll-

(1) Der pH-Wert énderte sich nur um +0,1 in einigen Fillen wihrend der Kultur.
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stidndigen Kultur und den K-Mangel ohne weiters zu diskutieren. Doch
ist es nicht unzweckmaissig, die Tendenz der Blasenzellbildung bei der
K-freien Kultur zu untersuchen, um die Bedeutung des K-Mangels

zu priifen.
Versuch 10
Spezifische Grundlésung :
NHNO; . . . . . . . . . . . . 4g
NaHPO,. . . . . . . . . . . 202g
MgSOy/HO . . . . . . . . . . . 1g
FeCl; 2%) . . . . . . . . . . . 1Tropf
Umdest. Wasser . . . . . . . . 100cem
Kultursalzlosung 1:
Spez. Grundlésung . . 26 25 25 25 2 25 25 26 2
Na,HPO,(m/5). . . . 1) 10 10 10 10 10 10 10 10
H,PO;(m/10) . . . . 380 25 24 21,56 20,6 20 19,5 1856 16,5
HO . . . . . . . 8 40 41 435 445 45 455 46,5 485
pH . . . . . . . 28 31 33 37 89 42 45 49 53

Na-Mengen waren gleich in allen Lésungen 1.

Kultursalzlosung 2 (Kontrolle): Gleich denjenigen von Versuch 7 B.
Kulturlésung :

f Kultursalzlosung 4cem
lGlukoselésung (10%) " 0,5cem

Der pH-Wert der Kultursalzlésung blieb bei der Verdunnung unverandert.

Impfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C,
Grenzaciditit der Blasenzellbildung :

Kulturlisung 1, pH 3,1-38,3
Kulturldsung 2 (Kontrolle), pH 3,5-3,7

Keine merkliche pH~Verianderung wihrend der Kultur.

Aus diesem Versuche geht hervor, dass die Blasenzellbildung durch
den vollstindigen K-Mangel nicht begiinstigt, sondern eher erschwert
wird.
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Versuch 11
Kultursalzlosungen waren gleich denjenigen 1 von Versuch 10
Kulturlésung :
j Kultursalzlésung 4 cem

lGlukose-KCl-Lésung(l) 0,5 ccm

Der pH-Wert der Kultursalzlosung blieb bei der Verdinnung unveréindert.
Die K-Mengen in diesen Kulturlosungen waren immer kleiner als in den gewohn

lichen Grundlésung-Kulturen :

K-Menge(g) in 1 cem

Kulturlosung
Grundlésung-Kultur 0,00517
Mit 1 mol. KCl-Losung zugesetzte Kultur 0,00434
» 0,5mol. ’» »s v 0,00217
» 0,1mol. , " ' ' 0,00043

Impfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.
Die Kultur dauerte 42 Stunden in diesem Versuche.

Die Grenzaciditit der Blasenzellbildung liegt fast gleichmiissig bei
pH 3,9—4,2, mit Ausnahme der Kontrolle, wo das Wachstum besonders
arm, die Myzelien sehr diinn und die Blasenzelle nur selten sichtbar in
allen Kulturen war.® TUnter Vorauséetzung, dass je die K-Menge
kleiner ist, desto weniger das Kalium durch den Pilz resorbiert wird,
kann man aus diesen Versuchen keinen die Behauptung von MOLLIARD
und FREY begiinstigen Schluss ziehen, wonach die Blasenzellbildung
durch die verhinderte K-Resorption verursacht wird.®

Um zu erfahren, wie Ca-Salz, welches bei der Pilzkultur oft als
entbehrlich betrachtet wird, die Blasenzellbildung beeinflusst, wurde
folgender Versuch beilidufig angestellt.

(1) 1, 1,0 0,1 molare KCl-Lésung (Die Losungsmittel: 10 % ige Glukoselosung) und
KCi-freie Glukoselosung als Kontrolle.

(2) In diesem Versuche schritt das Wachstum im allgemienen langsamer fort, als im
Versuche 10.

(3) In meiner noch nicht publizierten Arbeit wurde festgestellt, dass das Kalium
durch den Wurzel von Zea Mays nicht immer weniger, sondern oft stirker in
den hoheren Acidititen resorbiert wird.
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Versuch 12
Kultursalzlésung :
Grundlésung 25 2 25 25 25 25 25 25 25
HCI (n/10) 12 5 2,7 1,8
HCI (n/100) . 10 7,7 29 11 05
H.0 63 70 72,8 73,7 63,5 67,3 721 739 74,5
pH . 25 28 31 34 36 37 3,8 4,0. 4,1
Kulturlosung :
fKultursalzl¢sungn 4cem
lGIukose-CaClg-Lésung(l) 0,5cem
Der pH-Wert der Kultursalzlssung blieb bei der Verdiinnung unverindert.
Imfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.
TABELLE XII.
Blasenzelle
Anfangs-pH® ‘
CaCl, (0,5 mol) | Ca.Cl (0,25 mol) | CaCl, (0,1 mol) Kontrolle
2,5 + + + +
2,8 + + + +
3,1 + + + +
3,4 + + + +
3,6 + + + +
3,7 —+ + + —
3,8 + + + -
4,0 + + + —
4,1 + + + -
]
Durch einen Zusatz von Calcium wurde die Blasenzellbildung merk-
lich beschleunigt.

Es ist schon bekannt, dass Konidien in einer salzfreien Zuckerlosung
keimen konnen und die jungen Myzelien mehr oder weniger wachsen

(1) 0,5, 0,25 und 0,1 molare CaCly-Lésung (Die Losungsmittel: 10 % ige Glukose-
16sung) und CaCl,freie Glukoselésung als Kontrolle.
(2) Der pH-Wert anderte sich nur um £0,1 in einigen Fillen wihrend der Kultur.
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konnen, wie bei keimenden Pollenkérnern.
hoheren Aciditdat solcher Kultur gebildet wiirde, wire es nicht un-
moglich, die Grenzaciditiit zu finden, welche durch andere Salze nicht

beeinflusst wird.

Kulturlésung :

HCI (n/100)

Glukoselosung (10%) ..

Hgo
pH .

Versuch 13

58 26 148
25 25 25
14,2 174
25 29 30

Falls die Blasenzelle in der

0,58 0,28 022 0,10 0,20
25 25 25 25 25

18,52 19,42 19,72 19,78 19,90 19,98

33 35 387 38 4,1

4,5cem jeder Kulturlosung wurden genommen und 2 Tropfen von Konidien-

suspension von Aspergillus oryzae 65 C wurden darin tbergeimpft.

TABELLE XIII.

Anfangs-pH End-pH Blasenzelle
5,6 2,5 nicht keimen
2,9 2,9 (—)schlechtes Wachstum
3,0 3,2 .
3,3 3,5 .
3,5 3,7 »
3,7 3,8 vy
3,8 4,4 s
4,1 4,5 ’

Wenn auch Konidien in den Nihrsalzfreien Zuckerlosungen von

verschiedenen Aciditéiten keimen konnen, ist die Gegenwart der Néhr-

salze doch fiir die Blasenzellbildung unentbehrlich. Man kann die

Grenzaciditit der Blasenzellbildung in einer salzfreien Kultur nicht

bestimmen ; auch das Wachstum ist also in gewissem Grade ein not-

wendiger Faktor dafiir.

Die zur Blasenzellbildung notwendige Konzen-

Ntration der Nihrsalze wurde daher im Versuch 14 bestimmt.



16 T. Sakamura

Versuch 14
Kulturlgsung :
Verdiinnte Grundlosung® 2,5 25 25 25 25 25 25 25 25
HCl(n/100) . . . . 290 1,3 0,74 0,239 0,19 0,14 0,11 0,056 0,01
Glukoselssung (20%). . 50 50 50 50 50 50 50 50 50
HO. . . . . . . 46 62 67 721 7,31 7,36 7,39 7,45 7,49
pH . . . . . . . 25 29 30 34 36 37 39 44 46

4cem jeder Kulturlésung wurden genommen und -2 Tropfen von Konidien-

suspension von Aspergillus oryzae 656 C ubergeimpft.

TABELLE XIV.

Anfangs- G.L/10 G.1./100 G.1./1000 G.1./10000
PR o pr| PSR |Bna-pa] PISer |End-p] Pl |End-pH] Bl
2,5 2,5 + 2,5 - 2,5 - 2,5 -
2,7 2,7 + 2,9 - 2,9 - 2,9 -~
2,9 2,9 + 3,0 - 3,0 - 3,0 -
3,1 3,1 + 3,2 — 3,2 - 3,3 —
3,6 3,5 - 3,3 - 3,4 - 3,5 -
3,7 3,6 - 3,4 - 3,5 - 3,7 —
3,9 3,7 - 3,4 - 3,6 - 3,9 -
4,0 3,7 - 3,5 - 3,8 - 4,2 -
4,4 3,7 - 3,8 - 41 — 4,8 -

Die Konzentration der Grundlosung/10 war geniigend, um die
Blasenzellbildung hervorzurufen, wihrend in der Konzentration der
Grundldsung/100 man keine Blasenzelle mehr finden konnte.®

Die fiir Pilzwachstum notwendigen Néhrsalze sind bereits bekannt,
aber der Zusammenhang zwischen der Blasenzellbildung und dem ein-

zelnen Salz muss hier untersucht werden.

(1) G.1L/10, G.L/100, G.L/1000, G.L./10000,

{2) Es wire aber nicht ausgeschlossen, dass bei linger dauernden Kultur und bei
weiter fortschreitendem Wachstum die Riesenzelle noch in niedrigerer Kon-
zZentration gebildet werden kann.
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Kultursalzlosung 1:
KH,PO, g
MgSO,7TH,0 10g

" H,0 1000 cem
HCI (n/10) .
HCI (1y100) .
H,0
pH

Kultursalzlosung 2:
NH,NO, 40¢g
MgSO,7H,0 10g
H,0 "~
HCl (n/100)
H,0
pH .

Kultursalzlosung 3:
NH,NO; 40g
KH,PO, 20 g}
H.,0 1000 g
HCl (n)10) .

HCI (nf100)
H,0.
pH

Kultursalzlésung 4:
KH,PO, 20g
H,0 1000 ccm}

HCl (n/10) .

HCI (n/100)

H,0.

pH

Kultursalzlésung 5:
NH,NO; 40g }

H,0  1000cem
HC] (n/100)
H,0

pH .

1000 ccm

Versuch 15

7.5 1,5

30 25

19,5 20,0
26 27

75 1,5

90 4,0
13,6 185
27 3,0

7.5 15 15

34 25 1,0

19,0 20,0 21,5
25 26 30

5 75 5

35 25 1,0

19,0 20,0 21,5
25 27 29

%5 75 75

9,00 4,00 2,22
185 18,5 20,28
27 29 32

"5 15 75 15 15 15

1,5 0,9

40 25 1,0 05
21,0 21,6 18,5 20,0 21,56 22,0
3,0 31 36 37 39 41

7.5 15 1,5 7,5 15
2,22 0,87 0,57 0,42 0,33
20,28 21,63 21,93 22,08 £2,17
3,4 38 40 41 42

5 15 15 1,5 15

0,7
40 25 1,0 05

21,8 185 20,0 21,5 22,0
32 35 37 389 41

5 75 15 15 16

0,7
40 25 1,0 05

21,8 18,6 20,0 21,5 22,0
31 35 387 39 41

% 56 75 16 16

0,87 057 042 0,33 0,20
21,63 21,93 22,08 22,17 22,30
37 39 40 42 44
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Kultursalzlosung 6:

H.0
HCl (n/10)

HC1 (n/100)
H,0
pH .

1000 ccm}

Kulturlésung :

[ Kultursalzlosung
lGlukoselc")sung 10 %)

T. Sakamura

7,5 7.5 7.5
1,4 0,9 0,4
21,1 216 221
2,5 2,7 2,9
4cem
0,5cecm

75 5 T5 15 15
2,22 0,87 0,57 0,42 0,25
20,28 21,63 21,93 22,08 22,25
33 36 39 40 43

Der pH-Wert der Kultursalzlosung blieb bei der Verdunnung unverindert.

Impfung mit 2 Tropfen von Konidensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.

TABELLE XYV.

Anfangs. | 1 2 3 4 | 5 6
- pH g“—;‘)’ﬁi'B.z. End B %}f‘ B.z. %‘ﬁi'- B.z. %’;_?'Iiz_ E;‘ﬁ'
2,5 W | 2,5 | jmicht | 95 + 125
X + 125 . 2,6
gt |+l 2t 42 | 27 Wachstum| 27 | + | 2,7
2,9 ‘ I Y0 R Y
30 |—|29|+[31 , |30 + 130
3,1 — 1381 . 31
3,2 L, 182 . |32
3,3 ! ~ 133
3,4 ~ |34,
.35 . |35, |35
36 | —| 36 — | 37
37 | —1|87 . sl ., 87l . |37
3,8 — |38
39 | —| 40 .o 139 . 1400 ., |39/—]39
4,0 — 139 .o 140 =141
4,1 — a1 —1{41] , |41 , |42
42 — | 41 no 42
43 — |43
Y .o {43
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Die angefiihrten Ergebnises sprechen dafiir, dass alle Néhrsalze
fiir Blasenzellbildung notwendig sind und besonders die Gegenwart von
Magnesiumsulfat. Dass ferner besonders das Magnesium des letzt-

genannten Salzes unentbhrlich dafiir ist, kann man im Versuch 16 be-

stdtigen.
Versuch 16
1. Mg-freie spezifische Grundlosung :
NHNO; . . . . . . . . . . . . 40¢g
KHPO, . . . . . . . . . . . . 2¢g
Na,SO,10H,0 . . . . . . . . . 1307g
EO . . . . . . . . . . . . 1000cem

2. SOy-freie spezifische Grundlosung :

NHNO; . . . . . . . . . . . . 4¢g

KH,PO, . . . . . . . . . . . . 2¢

MgCl, . . . . . . . . . . . . .824g

HO . . . . . . . . . . . . 1000cem

Kultursalzlosung :

spez. Grundlosung . . 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Na,HPO,(m/5) . . . 1 10 10 10 10 10 10 10 10
HsPO,(m/10) . . . . 40 380 25 24 21,6 21 206 20 19,5
HO. . . . . . . 25 3 40 41 43,6 44 44,5 45 455
pH . . . . . . . 25 28 31 33 35 37 38 39 4.2

Na-Mengen waren gleich in allen Losungen.
Kulturlosung :

{Kultursalzlosung 4 cem
1Glukoselésung 109%) 0,5ecm

Der pH-Wert der Kultursalzlosung blieb bei der Verdiinnung unveriindert.
Impfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.

Die Kultur danerte 42 Stunden in diesem Versuche.
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TABELLE XVI.

} 1, Mg-freie Losung 2, SO freie Losung
Anfangs-pH

| End-pH Blasenzelle End-pH Blasenzelle
2,5 1 2,5 (—) schlechtes Wachstum 2,5 +
2,8 ; 2,8 . 2,8 +
3,1 31 . 3,1 +
3,3 3,3 v 3,2 +
3,6 ‘ 3,5 ” 3,5 +
3,7 ‘ 3,7 » 37 . . -
3,8 ; 3,7 . 3,8 —
3,9 | 3,8 " 3,9 —
4,2 ! 41 ”» 41 —

Was die Beziehung zwischen der Konzentration der Kulturlosung
und der B]asénzellbildung betrifft, bemerkte RACIBORSKI die letztere
bei der hoheren Konzentration, und erkléirte RITTER diese als Folge der
Storung der Hormonie zwischen der Dehnbarkeit der Zellmembran und
den osmotischen Verhiltnissen. Wenn diese letztere Erklidrung richtig
ist, so wére es nicht fernliegend anzunehmen, dass je griosser der Unter-
schied der osmotischen Werte zwischen ausser-und innerhalb der Zelle
sei, desto mehr die Blasenzellbildung begiinstigt werde. Es darf aber
nicht vernachlissigt werden, dass bei der Untersuchung iiber den Ein-
fluss der Konzentration diejenige der Salze nicht variiert, sondern nur
die Konzentration des verhiltnismissig indifferenten Zuckers ver-
schieden genommen werden muss, weil die Blasenzellbildung direkt
von der Variation der Salzkonzentration abhingig ist.

Versuch 17

Kultursalzlosungen A und B waren gleich denjenigen von Versuch 7, und dazu
kamen noch folgende Losungen :

Zu den Kultursalzlosungen A,

Grundlésung . . . . . . . . . . 25 25
HPO,mf5) . . . . . . . . . . 9 4
NaH.PO,(m/5) . . . . . . . . . 16 21
HO. . . . . . . . . . . . .50 50

PH . . . . .. .. ... .27 29
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Zu den Kultursalzlosungen B,

Grundlsésung .
H;PO, (m/10) .
Na.HPO, (m/5)
H,0 .

pH

Kulturlésung

Kultursalzlésung 4 cem

21

25
30
10
35
2,7

lGlukoselésung von verschiedenen Konzentrationen® 1cem

Der pH-Wert der Kultursalzlgsung blieb bei der Verdiinnung unverindert.

Impfung mit 2 Tropfen von Konidiensuspension von Aspergillus oryzae 65 C.

TABELLE XVII.

A
Blasenzelle
Anfangs-pH ———
Lsmol |  1,0mol 0.5 mol 0,25 mol
2,7 + + + +
2,9 + } + + +
3,3 + + + +
3,6 - ; - + +
3,8 - ! - + +
4,1 — i - - —
Keine pH-Verénderung wihrend der Kultur.
TABELLE XVIIL
B
Blasenzelle
Anfangs-pH
1,6 mol 1,0 mol | 0,5 mol 0,25 mol
2,7 + + | + +
3,3 + + \ + +
3,5 — — — +
3,7 — — — +
3,9 — - ~ -
41 - — _ _

Keine pH-Veranderung wihrend der Kultur.

1) 0,25, 0,5,

1,0, 1,5 mol
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Versuch 18
Kultursalzlésung A :
Grundlgsung . . . . . . . 25 25 25 25 25 25 25
H;PO,(m/5) . . . . . . . 6 4 2 1 0,8 04 0,1
NaH,PO,(m/5) . . . . . . 19 21 23 25 242 246 24,9
HO. . . . . . . . . . 50 50 50 50 50 50 50
pPH . . . . . . . . . . 27 29 32 36 37 39 472

Phosphat-Mengen waren gleich in allen Kultursalzlésungen A.

Kultursalzlosung B :

Grundlosung . . . . . . . 2 25 2 2% 2 2% 2
Na,HPO,(m/5) . . . . . . 10 10 10 10 10 10 10
HPO,(m/10) . . . . . . . 30 21 24 22 2 27 2
HO. . . . . . . . . . 3 3 4 43 44 443 45
pH . . . . . . . . . . 28 30 33 36 38 39 41

Na-Mengen waren gelich in allen Kultursalzlosungen B.
Kulturlésung :

{Kultursalzlésung 4 cem

lGlukoseleung von verschiedenen Konzentrationen® 0,5cem

Impfung von 2 Tropfen von Konidiensuspension von Asgpergillus oryzae 65 C.

TABELLE XIX.

A
Blasenzelle
Anfangs-pH |————— - e
1,5 mol ‘ 1,0 mol ‘ 0,5 mol j 0,25 mol
2,7 =+ | + “ + -+
2,9 + + + +
3,2 + + + +
3,6 - + + +
3,7 - -+ -+ +
8,8 — - + +
4,0 e — — —

Keine pH-Verianderung wihrend der Kultur.

(1) 0,25, 0,5 1,0 1,5 mol.
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TABELLE XX.

B
Blasenzelle
Anfangs-pH
1,5 mol 1,0 mol 0,5 mol 0,256 mol
2,8 + + + +
3,0 + + + +
3,3 + + + +
3,6 - + + +
3,8 — + + +
3,9 — — — +
4,1 ‘ - - — -

Keine pH-Verinderung wihrend der Kultur.

Aus den Versuchsresultaten kann man bemerken, dass eine innige
Beziehung zwischen der Blasenzellbildung und der Konzentration der
Kulturlosung besteht, d.h. je kleiner die Zuckerkonzentration ist, desto
leichter kann die Blasenzelle durch starken Turgordruck gebildet
werden. Deshalb kann man sagen, dass bei der variierten Konzentra-
tion der Kulturlosung die Blasenzellbildung mehrfach in Bezug auf
osmotische Wirkung, Salzwirkung und Nihrstoffmenge beeinflusst

wird.
Bei der dickwandigen Riesenzelle ist die chemische Eigenschaft

der Zellmembran anders als diejenige der Blasenzelle;, deren Membran
die chemische Veridnderung noch nicht ausgefiihrt hat. Es kann aber
nicht bezweifelt werden, dass die Dehnbarkeit der Membran und des
Cytoplasmas des jungen Myzels mit dem osmotisch hervorgerufenen
Turgordruck zusammen fiir solche Blasenzellbildung eine wichtige
Rolle spielt, wie RITTER behauptete. Was die Wirkung der Cy auf die
Blasenzellbildung anbetrifft, so sind wir geneigt, diese eher durch die
direkte Wirkung der Cu zu erkliren als durch die induzierte schwache
K-Resorption. Es wire nicht ausgeschlossen, dass auch die Anatonose
d.h. die Erhohung des osmotischen Drucks infolge von Produktion
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loslicher Substanz innerhalb der Zelle bei der hoheren Aciditit ein
anderer Faktor fiir die Blasebzellbildung sein kann. Diese Moglich-
keit soll durch weitere Untersuchungen entscheidet werden.

Die vorliegende Arbeit wurde auf Grund eines mir von der
Imperial Academy zur Forderung wissenschaftlicher Arbeiten ge-
wihrten Stipendiums ausgefiihrt, wofiir ich hier meinen besten Dank
aussprechen mochte.



BacH, D.,

Boas, F.,

Boas, F.,

BREFELD, O.,

"FREY, A,

KLEBS, G.,

KIESEL, A.,

KUSTER, E.,

MOLLIARD, M.,

RACIBORSKI, M.,

RITTER, G.,

RITTER, G.,

RITTER, G.,

SAKAMURA, T.,

WEHMER, C.,

Blasenzellbildung bei Aspergillus oryzae 25

Literaturverzeichnis

Contribution a I’étude de la nutrition azotée de I’ Aspergillus repens
DE BARY. 1925.

Jodblauende stirke-und zellulosedhnliche Kohlenhydrate bei Schim-
melpilzen als Folge der Wirkung freier Sduren. Ber. d. D. Bot.
Ges. 34, 1916.

Untersuchungen iiber Saurewirkung und Bildung loslicher Starke
bei Schimmelpilzen (Aspergillus niger). Beih. Bot. Centralb. I.
36, 1919,

Mucor racemosus und Hefe. Flora 1873.

La formation des cellules géantes du ¢ Strigmatocystis nigra.”
Rev. gén. d. Bot. No. 461, 1927.

Die Bedingungen der Fortpflanzyng bei einigen Algen und Pilzen.
Jena, 1896.

Changements morphologiques de I’Aspergillus niger en présence
divers acides et sels acides. Ann. Inst. Pasteur. 27, 1913.

Pathologische Pflanzenanatomie. 2. Aufl. Jena, 1916.

Retentissement de la composition minérale du milieu nutritif sur
la structure du Strigmatocystis nigra. C.R. Ac. Sc. 178, 1924,

Einige Chemomorphosen bei Aspergillus niger. Bull. Intern. Ac.
Se¢., Cracovie. 777, 1905.

Uber Kugelhefen und Riesenzellen bei einigen Mucoraceen. Ber, d.
D. Bot. Ges. 25, 1907.

Ammoniak und Nitrate als Stickstoffquelle fur Schimmelpilze. Ber.
d. D. Bot. Ges. 27, 1909.

Die giftige und formative Wirkung der Sauren auf die Mucoraceen
und ihre Beziehung zur Mucorhefebildung. Jahrb. f. wiss. Bot, 52,
1912.

Die Resorption des Ammonium-und Nitratstickstoffs durch Asper-
gillus oryzae. Planta. 11, 1930.

Selbstvergiftung in Penicillum-Kulturen als Folge der Stickstoff-
Erndhrung. Ber. d. D. Bot. Ges. 31, 1913.



26 T. Sakamura

Figurenerklirung der Tafel

Die Mikrophotogramme wurden mit Hiife von LEITZ ,, Makam-Apparat
(Objektiv 7 x Periplanokular 8 von LEI1TZ) aufgenommen. Vergrésserung etwa x 470.
Pilzmaterial Aspergillus oryzae.

Fig. 1. Dickwandige Riesenzellen in einer 5 tigigen Kultur (pH=2,6).

Fig. 2. Normale Mycelien im Versuch 1. pH=4,2.

Fig. 3. Blasenzellen im Versuch 1. pH=3,7.

Fig. 4. Blasenzellen im Versuch 1. pH=24.

Figs. 5 und 6. Blasenzellen im Versuch 3. pH=3,3.
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