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Symbiosen und Metabiosen in faulendem Obst

Ein Versuch Mikrofloren angefaulter Obstfriichte (Apfel), zu analysieren
und im Hinblick auf die Vergdrung von D-Glukose zu Ca-D-glukonat und
weiter zu Ketoglukonaten zu resynthetisieren.

Diese Arbeit wurde in der Abteilung ,,Mikrobensammlungen® des Biologischen In-
stitute der CSAV unter der Leitung des Direktors Akademiemitglied Dr. Ivan Malek
durchgefiihrt.

1. Provedli jsme pokusy za ucCelem prozkoumdni mikrobidlnich spo-
lebenstev v nahniljch jablkdch, jeZ ndm ' umoznily vypracovat vhodnou
metodiku k zjiSténi Clenit téchto symbios a metabios. Metabolickd a eko-
logickd analysa umoznila dolsi pFesnéjii prdci. |

2. SpoleCenstva, na podzim odoCkovand z materidlil, ktery pocal hniti
ve volné prirodé, se skldadaji ze sym- i metabiontd, jejichZ rychlost v od-
bourdvani D-glukosy a tvorba Ca-D-glukonanu, Ca-2-keto-D-glukonanu
i Ca-5-keto-D-glukonanu je pravidelnd o Ilze ji reprodukovat. U ', jarniho
ovoce (plodii, které hnily v uzavienjch prostordch) je velmi zeslabend
a zpomalend.

3. Metabolické vlastnosti celjch spolecenstev jsou ve vetsme pFipads
lepsi nez u jednotlivijch mikroorganismil. \

4. Jednotné faktory (permutace kmeni, mnoZstvi subkultury) jednot-
livgjch symbiontu-Clentt zkoumané symbiosy (¢. 19, Fijen 1952), pouziiich
Jjako inokuli, a Casové intervaly mezi spojenim jednotlivich kmenii umoz-
nily presnéjsi resynthesu symbiosy ¢. 19 s chybou 0,05 %.

Casovy interval byl 18hodinovy, inokulum viech 3 kmend 0,5 ml.



1
EINLEITUNG

Uber sogenannte Symbiosen mikrobieller oder halbmikrobieller Natur
liegt eine so reiche Literatur vor, dafli wir es uns versagen muften, alle
die ausgewdhlten Arbeiten, die wir gelesen haben, im, Verzeichnis anzu-
fiihren.

Diese Literatur ist im Hinblick auf das uniibersehbare Thema, wie zu
erwarten ist, sehr uneinheitlich. Darum haben wir alle Arbeiten, die mit
unserer Aufgabe durch nichts mehr verbunden waren, als durch den
Begriff ,,Symbiosen® ausgeschieden. Es handelt sich um 22 grofiere
Arbeiten.

Die einen Autoren interessieren sich fiir die Wechselwirkung lediglich
zweier Bakterien, wie etwa L. leichinannii und Leuconostoc citrovorum
(1), oder sie gehen von bestimmten Metaboliten aus, wie beispielsweise
B12 und beschéftigen sich dann mit ganzen Gruppen wie etwa Lactobacilli
und Propionibacteria (2) u. a. m.

Odeér es sind mehr antagonistische, als symbiotische Erscheinungen,
welche interessieren (3).

Sehr. viel Autoren bearbeiteten von den Kindheitstagen der Bakterio-
logie an die Leguminosensymbiose mit den Kn&ilchenbakterien (4) und
allein durch die genaue Angabe aller dieser Arbeiten hidtte man das Ver-
zeichnis vervielfachen konnen.

Es interessieren Bakterien und Virusformen (5), Bakterien und Algen,
wie Volvox und Azotobacter und fast ebenso reich ist die Summe der
Arbeiten {iber die Nitrifikation im Boden (6), die sehr viel und sehr be-
deutende Autoren, wie S. Winogradskijund A. A. ImSeneckij
als Folge symbiotischer Lebensvorgédnge sehen. Eine klare Ubersicht {iber
Arbeiten auf diesem Gebiete hat J. Vintika gegeben (7). Auch andere!
Gebiete kommen zu Worte: Die alte, bekannte Symbiose der intenstinalen
Mikroben, weiters der chitinolytischen intestinalen Bakterien von Gastro-
poden, wie Helix pormona (8). Auch Essigbakterien melden sich als Konta-
minanten. (9), die unserem Arbeitsgebiete n#aherstehen.

Wir fanden schliefilich auch Literatur ‘iiber die Obstfdule selbst, vor
allem in der #lteren Zeit (11). Es ist klar, dass diese sich lediglich auf die
Untersuchung der an der Braunfdule beteiligten Fungi imperfecti be-
schrénkte. Arbeiten {iber Botrytis, Sclerotinia-Monilia, der damaligen
Nomenklatur entsprechend, finden sich um die Jahrhundertwende.

Neben A. Osterwalder, der ein Fusarium putrefaciens nova
species fiir gewisse Braunfdulen verantwortlich machte, ist der Haupt-
autor C. Wehmer in seiner Arbeit Untersuchungen iber die Fiulnis
von Friichten, Jena, Fischer 1895 iiberzeugt davon, daf} die Bewirker der
Braunfdule neben den erwdhnten Fumgi imperfecti vor allem Schimmel
sind, wie Mucor stolonifer, piriformis, Penicillium italicum, olivaceum usf.
und von Bakterien f&llt kein Wort, W e h m e r geht auf dltere — die ein-
zigen wie er sagt — Arbeiten von Davaineund Brefeld ein und auch
dort ist nur von Schimmeln die Rede (11).

Es ist aus der Themenstellung unserer Arbeit heraus zu verstehen,
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daft wir nur schwer von dieser Literatur ausgehen konnten und daff uns
auch ihr Studium wihfend der Zeit unserer Versuche nur teilweise unter-
stiitzen konnte, weil Wesen und Ziel unserer Arbeiten von den erwéhnten
Publikationen verschieden sind. _

Durch Arbeiten anderer Autoren, die #hnlich wie in (9) angefiihrt
ist, technische Mikrobenstimme kontaminationsfest zu ziichten ver-
suchten, durch eigene Arbeiten an kiinstlich, also willkiirlich zusammen-
gesetzten ,,Symbiosen*, weiters beim Suchen aktiver Industriestdmme an
natiirlichen Fundorten, wie es faulende Apel sind, machten wir uns mit den
mikrobiellen Verhdltnissen des faulenden Obstes in der We1se bekannt,
wie sie in dieser Arbeit behandelt ist.

Mechanische Verletzungen der Kutikularschicht solch eines Apfeis
zum Beispiel fihren zur Infektion durch Fungi imperfecti, bei welcher sog.
Braunfiule (im Gegensatz zu der durch Botrytis cinerea verursachten
Schwarzfdule) durch Kontamination mit Sclerotinia Fuckelinana oder fructi-
gena, entsteht. Diese beiden ,,Schimmel bedingen aber nicht selbst das
eigentliche Faulen des Fruchtfleisches des angefallenen Apfels, auch sind
es nicht in erster Linie Hefen, obwohl man dies aus der Produktion von
Aethanol im faulenden Fruchtfleische schliessen kdnnte, sondern in erster
Linie Bakterien.

Eine Fiille empirischer Beobachtungen, die wir gelegentlich anderer
Arbeiten sammeln konnten, veranlafite uns, eine Methodik auszuarbeiten,
die wir in dieser Arbeit vorlegen, mittels welcher wir diese Beobachtungen
erhidrten konnten, sodafl sie ein biologisches Bild vom Zusammenleben
der mikrobiellen Sateliten des parasitischen Apfelkontaminanten Sclero-
tinia skizzieren.

Es waren vor allem drei Beobachtungen, die sich beim Suchen und
Priifen von Sym- und Metabiontengruppen der Apfelfdule immer wieder
einstellten:

1. Die ersten Sym- und Metabionten eines solchen Apfels sind Bakte-
rien und zwar vor allem, ja manchmal sogar ausschheﬁhch Essig-
bakterien.

Diesen Essigbakterien folgen Hefen (Saccharomycesarten und Tolura-
arten) durchschnittlich nach etwa einer Woche und noch spéter Schimmel-
pilze aus der Gattung Pernicillium, Aspergillus und Rhizopus u. a.

2. Die zweite Beobachtung bezog sich auf den Zeitpunkt, in welchem
- der Apfel zu faulen begann. Herbstsym- und -metabiosen sind weit ein-
heitlicher zusammengesetzt, als Frithjahrssymbiosen und sind als Ganzes
viel aktiver bei der Vergédrung von saturierter D-Glukose zu Ca-D-gluko-
nat und weiter Ca-2-keto-D-glukonat oder Ca-5-keto-D-glukonat, be-
wirkt durch Essigbakterien, wie Acetobacter melanogenum oder Aceto-
bacter suboxydans Kluyver-Deleeuw.

Wir erkldren uns diesen Vorgang aus der Tatsache, dafl Herbstfriichte
von der Kontamination am Baume oder im Gartengrase angefallen werden,
Friihjahrsfriichte aber in abgeschlossenen Ri#umen zu faulen beginnen.

3. Sym- resp. Metabiosen von faulenden Apfeln in geeignete synthe-
tische Testbtden {iberimpft, vergdren D-Glukose rascher und vollkom-
mener, als ihre einzelnen Glieder; und das auch dann, wenn sich bei der
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Untersuchung herausstelit, daf3 einzelne Teilgruppen der untersuchen
Symbiose nicht immer einheitlich auf einander symbiotisch wirken miissen.

Es ist uns gelungen, fiir alle drei Beobachtungen ausreichendes Ma-
terial zu erlangen. Durch eine in Kapitel II. spezifizierte Methodik ist es
uns gegliickt, die sym- vor allem aber auch die metabiotischen Verhélt-
nisse zu erfassen und dadurchi die Arbeit aus der UngewiBheit des
Rétselratens in ein wenigstens in groben Ziigen definiertes System zu
bringen. Die ungemeine Schwierigkeit dieses Beginnens wird einem Kklar,
wenn man bedenkt, dafl drei Abimpfungen aus einern eben angefallenen,
einem halbverfaulten und einem vollig in Braunfdule ibergegangenen
Apfel etwa 2000 Sym- und Metabionten ergeben und &6t es begreiflich
erscheinen, dafl wir den Ergebnissen unserer Methodik trotz der Fiille
der Zahlen zun#chst nur Orientierungswert zubilligen.

Auf Grund der in dieser Arbeit vorgelegten Versuche bemiihten wir
uns eine sehr einfache (dreigliedrige) Symbiose im Hinblick auf Inokulum-
menge und Zeitintervall des Zusetzens zu resynthetisieren.

Es ist uns gelungen ein solches Beispiel mit einer Differenz von 0.05 %
durchzufiihren.

Dieser Beitrag zum Problem der Sym- und Metabiosen soll dazu
dienen und dabei behilflich sein, die Arbeiten an oekologischen und meta-
bolistischen Werten symbiotischer und metabiotischer Géirungen zu
unterstiitzen. Er soll orientieren und nach Mdglichkeit dazu beitragen,
eine Ubersicht zu gewinnen.

Es ist uns eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle unserem Vor-
gesetzten, Akademiemitglied und Vorstand der biologischen Sektion der
CSAV, Prof. Ivan Malek, Dr. d. mediz. Wissenschaften zu danken, fiir
Rat, Hilfe und jahrelanges Vertrauen, das er uns besonders wihrend dieser
Arbeit erwiesen hat. Sodann danken wir den Mitarbeitern unserer Ab-
teilung fir ihre aufopfernde Hilfe.

METHODIK

In den Jahren 1952—1955 fiihrten wir im Biolog. Institut der Cecho-
slovakischen Ak. d. Wiss. 10 sehr reichgliederte Versuche (mit durch-
schnittlich je 144 Beispielen) durch, fiir die eine Methodik angewendet
wurde, die wir bei Versuch Nr. 1/1952 (ovoce + + +) entwickelt haben.

Zu dieser Methodik flihrte uns eine Reihe von Beobachtungen, auf
Grund von h&ufigen Stichproben, daf sich die mikrobielle Gesellschaft
wéhrend der Versuche &nderte. In die Reihe dieser Beobachtungen gehért
auch die in der Einleitung erwidhnte Folgte Bakterien-Hefen-Schimmel.

Versuch Nr. 1/1952 war der erste unserer Versuche, der systematisch
auf Grund dieser Methodik durchgefiihrt wurde. Wir verwenden zur Er-
fassung neu isolierter Mikroorganismen aus natiirlichen Fundorten vier
Prototypen von Medien, die Glukose, Glukonat, Biermaische und Bouillon
enthalten. Von Milch, bzw. Laktose-Galaktosemedien sahen wir auf Grund
bisheriger Erfahrungen ab. Die auf diesen Bdden gedeihenden Milch-
sdurebakterien und anderen Mikroben der Milch lassen sich ebenso.
liickenlos durch die Kombination von Glukose-Biermaische- und Bouillon-
medien erfassen.
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a) Das Medium NK{(T)!) enthdlt D-Glukose als typische C-quelle fiir
Essigbakterien, fallweise auchi andere Mikroben aus der Gruppe der
Milchséurebakterien, sporenbildenen Bazillen, Chromobakterien, fiir Hefen
und Schimmelpilze.

b) Ca-D-Glukonatboden [GAT]!) fordert vor allem Wachstum der
chromogenen und chromophoren Mikroben, der Pseudomonas- und Chro-
mobakterienarten, der Mikrokokken usw., fordert die Pigmentbildung bei
Mikroorganismen und vor allem oxydoreduktive Vorgénge. Hefen und
Schimmelpilze wachsen auf diesem Medium etwas langsamer und
schwécher.

c) Ungehopfte Biermaische (80 Balling)!) fordert zwar das Bakterien-
wachstum ebenfalls méBig, weit besser aber Hefen und spéter Schimmel.

d) Fleischbriihe hemmt Hefen und Schimmelwachstum zugunsten
der Bakterien und fordert ganz besonders die Entwicklung bestimmter
Mikroorganismengruppen, wie Escherichia, Klebsiella, aber auch Strepto-
coccus und Aerobacter. Es wachsen indes auf Bouillon auch andere Grup-
pen wie Pseudomonasarten, selbst Essigbakterien und so fort.

Als Impfstellen des Faulapfels w#hlten wir eine Stelle der angegrif-
fenen Cuticula und das Innere des faulenden’ Fruchtflelsches bzw. dessen
Saft.

Um die verschiedenen Intervalle des Faulens r1chtlg zu erfassen,
wéhlten wir einen ein wenig angefaulten Apfel, impften ab, in etwa 8—10
Tagen erfafiten wir die Halbfdule und nach einem etwa gleichlangen
Intervall noch einmal den ganzverfaulten Apfel. (Tab. A2, A3.)

Die Beobachtung, daB sich die mikrobielle Zusammensetzung in ein
und derselben: Kultur im Laufe der Gérung #nderte, war der Grund, daf
wir in 24stiindigen- Intervallen vier Tage hindurch aus solch einer fliis-
sigen Kultur Schiefagarabstriche anlegten.

Diese Schiefagarrdhrchen unterwarfen wir gleichermafien nach 24,
48, 72 und 96 Stunden einer Analyse der Sym- resp. Metabionten und
erzielten mit dieser Methodik von drei Stadien der Fiulnis eines Apfels
von Cuticula und Apfelinnerem — 384 Subkulturen (bei 5Stdgiger Beo-
bachtung sogar 750).

Anfangs verfolgten lwir Okologle und Metabolismus solcher Kulturen
im Rahmen eines Versuches und erzielten so zwar eine tiefere Einsicht
in das Problem, sahen aber schon nach einigen Versuchen (1—6), daB
wir eine so weite Aufgabe so nicht meistern konnten. So beschrinkten
wir uns im Folgenden darauf, Okologie oder Metabolismus zu untersuchen.

1) Nédhrbddenzusammensetzungen:

NKT NKH GAT GAC
50¢g 50 g D-Glukose 50g 50 g Ca-D-Glukonat
= 5 g Ca-D-Glukonat —_ 5 g D-Glukose
125 ml 25 ml 20 % Hefeautolysat 125 ml 25ml 20 % Hefeautolysat
— 2 g NH,;/5HPOy4 s 2 g NHy/o;HPOy
— 1 g KHyPOy _ 1g KHyPO4
= 250 mg MgS0y. 7 H0 — 250 mg MgSOy. 7 HO
ad 1000 - ad 1000 Wasser ad 1000 ad 1000 ml Wasser

die lbrigen Zusammensetzungen befinden sich im Text. Feste Platten- und Schrigagar-
medien enthalten je nach Versuchsanordnung 2, 2,5, 3 im Anfange sogar.5 % Trockenagar.
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Der Versuch einer Resynthese wurde in mehreren Vorversuchen vor-
bereitet. Es wurde nach einigen Orientirungen eine dreigliedrige Symbiose
(Nr. 19 des Versuches Nr. 4 vom 25. III. 1953) ausgewdhlt und diese
sowohl im ganzen, als auch analysiert in einzelne Glieder auf ihr sym-
biotisches, indifferentes oder antagonistisches Verhalten gepriift. Dies
geschah zundchst einmal simultan, indem Glieder in gleichen Inokulums-
mengen einzeln und nach Permutationsgesetzen angesetzt wurden. So-
dann wurden die Inokulumsmengen (0,25—0,5—1,0 ml) abgewandelt und
schlieBlich die Zeitintervalle der Zusammensetzung einer optimalen Stdm-
mefolge. Die Glieder der Symbiose wurden jeweils nach 18, 24, 48 und 72
Stunden dem Géransatz in je einer Menge eines halben ml! unter gleichen
Bedingungen zugesetzt.

Die Untersuchung der Ergebnisse des Metabolismus erstreckte sich
auf das Absinken der Cu-reduktiven Zuckermenge der C-quelle mittels
der Methode nach Fehling-Bertrand oder der ebulioskopischen Methode.
Die Feststellung der entstandenen Menge von Ca-5-keto-D-glukonat-
kristallen wurde durch Dekantation, Auswaschen, Grobgewicht und Fein-
gehalt festgestellt. Viele dieser Arbeitsergebnisse sind in der vorliegenden
Arbeit vorerst als Resumé vertreten.

Die Ermittlung der Skologischen Verhéltnisse geschah durch mecha-
nisches Abimpfen mittels Dréhtchen von Schiefagarrdhrchen und nach-
folgender Kultivierung respektive Reinigung mittels der Plattenstrich-
methode. :

Von Chromatographie und Reindarstellung der Metabolite als Sub-
stanzen sahen wir mit Riicksicht auf die ungemeine Vielzahl der Kulturen,
die kleinen Mengen in den angewendeten Erlennmeyerkolbchen (25 ml
fliiss. Mediums) und den orientirenden Charakter unserer Arbeit ab.

EXPERIMENTELLER TEIL
(Zu den eigenen Versuchen.)

Im Folgenden berichten wir von experimentellen Erfahrungen bei der
Durchforschung der Mikroflora angefaulten Obstes. Auch bereits mit-
geteilten Griinden hat es sich notwendig gezeigt, besonders ausgedehnte
und darum uniibersichtliche Versuche als Beweis auszuschalten.

Versuche an anderen Arten von Friichten, wie Birnen, Aprikosen,
Weinbeeren, Bananen und dgl. haben wir nicht mitberiicksichtigt, obwohl
wir viele derartige Experimente gemacht haben, weil sie das Bild der -
Beweisfiihrung durch ihre Uniibersichtlichkeit triiben wiirden. Wir konnten
dies mit umso besserem Gewissen tun, als die Ergebnisse der Arbeit mit
diesen Friichten denen der Apfel durchaus #hnelten, aber keine solch
glinstige RegelméBigkeit aufwiesen.

Wenn wir aus unseren vier Standardbdden fiir die Untersuchungen
des Metabolismus D-Glukose und Ca-D-glukonatbdden aussuchten, so
geschah dies deshalb, weil Glukose und Glukonat in gut definierter Linie
des Gérvorgangs liegen und zu weiteren Gérzwischenprodukten wie
Ca-2-keto-D-glukonat und Ca-5-keto-D-glukonat fiihren, die leicht zu
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erfassen sind, vorausgesetzt daf} thre Haupterzeuger, die Essigbakterien
am Werke sind.

Da aber nach unseren bisherigen Erfahrungen im braunfaulen Apfel
Essigbakterien das Feld in der ersten Gérphase beherrschen, glauben wir
zu unserem Vorgehen berechtigt zu sein.

Ca-2-keto-D-glukonat konnte in 25 ml-Kulturen nur in der Reduk-
tionskurve2?) nachgewiesen werden, wahrend Ca-5-keto-D-glukonat als
kristallinischer Niederschlag (in grofien oder kleinen Kristalldrusen) durch
Dekantieren, Auswaschen, Trocknen und Bestimmung des Grob- und Fein-
gewichts erfaflbar war.

Durch eine genau definierte Menge Ca-5-keto-D-glukonats und
durch die Feststellung des Verlaufes der Reduktionskurve2) mittels
Fehling-Bertrandproben oder ebulioskopisch konnen wir das richtige Sta-
dium der Durchgédrung in Prozenten oder in Gramm-Miligrammwerten
erfassen.

Die Tatsache, daf} es sich — insbesondere bei den wirksamen Herbst-
symbiosen — in der ersten Phase um eine durch Essigbakterien haupt-
bestimmte Mikroflora handelt, haben wir durch viele Analysen fest-
gehalten.

Zum Schluf3 haben wir eine der Symbiosen der Herbstes 1952
(Sigma 19) analysiert und zwar im Rahmen des Versuches Nr. 4 (1953)3)
und ihre drei Stimme unter genau definierten Bedingungen kiinstlich
zusammengestellt. Es ist uns gelungen, die natiirliche Symbiose in ihrer
metabolistischen Tatigkeit mit einer Fehlerspanne von 0,05 % zu erreichen.

Bild Nr. I und II. zeigt eine der erzielten symbiotischen Platten. Im
Laufe der Arbeit haben wir uns immer mehr auf die Isolierung von
S-keto-Stdmmen beschrénkt, wobei die Wichtigkeit dieses Metaboliten
fir die Vitamin-C-biosynthese der Industrie das Argument seiner ge-
wichtsméfBigen und chemischen leichten Erfafibarkeit unterstiitzte.

Die vorgelegte Arbeit behandelt also aus der Vielzahl aller Versuche
folgende Abschnitte: i

Den Metabolismus der Mikroflora angefaulter Apfel im Herbst nach
der Ernte und im Frithjahr bei der Lagerung.

Eine Analyse der erlangten Mikroflorakulturen im Hinblick auf ihre
metabol. Wirksamkeit gegen D-Glukose.

Den Versuch der Resynthese einer kiinstlichen Mikrofloragruppe nach
nattiirlichem Muster.

2) Es handelt sich hier um die bekannte Methode nach Fehling-Bertrand derzufolge
reduzierende Substanzen (Zucker, Zuckerketosduren u. a.) Kupfersulfat zu Kupferoxydul
reduzieren. Da das aus D-Glukose gebildete Ca-D-Glukonat nicht reduziert, sinkt die
Reduktionskurve nach Vergdrung der Glukose auf Null um nach dem Beginne der Bil-
dung von Ca-2-keto-D-Glukonat wieder anzusteigen. Da diese Reduktionskurve bis auf
den Umstand, dafl der Nullwert meist nur anndhernd erreicht wird, sehr zuverldfig ist,
kann sie in unseren auf sehr viele kleine Mengen Gérsubstrates ausgedehnten Orientie-
rungsversuchen als beweiskriftig angesehen werden.

5) Zur Symbiose Sigma 19: Die in unserer Arbeit verwendete Symbiosenreihe des
Versuches Oktober 1952 wurde konserviert und im Friihjahr 1953 als 4. Passage erneut
untersucht. Wir wéhlten zu unserer Beweisflihrung eine absolut negative Symbiose Nr. 1,
die wir der Passagenreihe nach dem Versuch im Friihjahr 1953 entnommen haben, nach-
dem wir uns {iberzeugt hatten, dafl Nr. 1 wirklich Glukose kaum angreift. Nr. 3 und
Nr. 19) identisch mit Nr. 16 der urspriinglichen Reihe sind gegen Glukose sehr aktiv.



Der Metabolismus der Mikroflora eines angefaulten Apfels im Herbst und
im Friihjahre gegen D-Glukose.

Bei einer groflen Reihe von Orientationsversuchen wurde das Uber-
gewicht von 5-ketogenen Essigbakterien festgestellt. Es handelte sich
dabei vor allem um Herbstversuche. In einem Versuche vom Oktober 1952
wurden 16 Organismengruppen analysiert und ihre oxydoreduktive Akti-
vitit wurde nach 24, 48, 120 und 144 Stunden am Absinken der D-Glu-
kosewerte mittels Fehling-Bertrand gepriift. Es ergaben sich folgende
Werte:

Tabelle A IV:

Organismengruppe: 245t. 48St. 120St. 144st. Bemerkungen
if 74,0 50,0 41,5 7,8 Die angefiihrten
2 e 41,5 34,0 0,0 Werte entsprechen
3 78,0 65,0 31,0 0,0 den Prozenten der
4 ' 67,0 57,0 35,0 11,0 Kupferreduktion
5 89,0 66,0 43,0 2,0 der Fehling-
6 52,0 = 34,0 13,0 Bertrandschen
7 729 38,0 290 23,0 Proben. Es handelt
8 54,0 41,5 25,25 9.8 sich also um noch
9 58,0 41,5 18,95 12,0 unvergorene Rest-
10 — 38,0 30,9 14,0 glukose einer 5%-
11 — 415 15,0 11,0 igen C-quelle.
12 ' 66,0 41,5 3,0 0,0
13 63,0 38,0 42.0(?) 5,0
14 87,0 415 14,0 13,0
15 — 38,0 15,0 17,0
16 63,0 38,0 25,0 12,4

Ein weiterer Versuch mit Organismengruppen von den gleichen, na-
tirlichen Fundorten, die wir konserviert hatten, wurde im Mérz 1953
durchgefiihrt. Die anderen Bedingungen dieses Versuches, der nichts
anderes, als eine Passagierung des ersten darstellt, waren sonst
die gleichen. ‘

Es wurden folgenden Ergebnisse erzielt:

Tabelle A V:
Organism. gr: 0St. 24St. 48St. 72St. 96St. 120St. 144 St.

1 92,0 41,0  wichst nicht, dickt sich ein Prozente

2 99,5 90,0 72,0 64,0 58,7 56,0 e der Rest-

3 94,0 41,5 12,4 9,15 7,7 15,7 — glukose der
4 96,5 77,0 66,5 415 41,0 30,0 6,15 Gérung

5 96,5 77,0 59,0 49,0 43,24 31,09 4,24 nach

6 84,0 34,0 56,0 5,7 9,4 7:37 0,00 Fehling

7 97,5 — 91,3 wiéchst nicht weiter, eingedicket Bertrand,

8 96,7 87,9 64,0 23,0 12,0 55 9,5 sonst gleich
9 96,7 49,0 15,3 5,3 5.3 0,65 21,6 falls wie die
10a 96,7 73,0 55,3 11,35 6,0 3,8 6,79 Tabelle A 1V.
10b 98,69 98,0 86,49  eingedickt, wéchst nicht.
11 87,5 40,8 45,3 6,0 4,6 8,3 23,65
12 90,8 63,0 11,35 3,2 — 1,62 8,3

13 100,0 wichst nicht 95,0 87,5 81,35 35,13

14 89,0 50,0 11,35 6,0 5,5 1,08 0,0
15a 95,5 70,0 40,08 38,31 36,5 12,0 935
15b 96,65 554 30,0 4,0 6,15 4,6 0,0
16 90,75 47,3 17,5 12,6 46" 615 - 13,51



Beim Vergleich dieser beiden Versuche mit gleichem Materiale vore
gleichen Fundorten und mdglichst angepafiten Bedingungen mit dem ein-
zigen Unterschiede des Zeitpunktes sowie des Umstandes, dafl es sich um
zwei Passagen aus der gleichen Quelle handelt, erkennen wir nur verhélt-
‘nisméifig kleine Differenzen in der Aktivitat.

Die Zahl der aktiven Symbiosen ist bei Passage I (Herbst 52) grofier:
2, 3,4, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15, 16 in Gegensatz zu Passage II (Friihjahr
1953): 3, 9, 10a, 14, 15b, 16. Auch finden wir bei Passage II. eine Reihe
von Symbiosen, die nicht weiter wuchsen und metabolisierten (1, 7, 13)
oder nur schleppend gérten (2, 4, 13).

Dieses Ergebnis darf aber nicht verwechselt werden mit den Resul-
taten aus dem Vergleich richtiger Herbst- und Friihlingssymbiosen, den
wir im Folgenden behandeln werden. Es lehrt, dafl sich auch Mikroben-
gesellschaften natlirlicher Fundorted) (im Weiteren als Symbiosen be-
zeichnet) genau so aufbewahren lassen, wie reine Einzelstdmme und daf3
sie bei der ,,Wiederbelebung‘ verhm. wenig an Aktivitdt verlieren (Hier
im Hinblick auf den Glukosemetabolismus).

Daraus geht hervor, dafl es sich bei diesen Symbiosen von einheit-
lichen Fundorten doch um genauer definierbare Komplexe handelt, mit
denen zu arbeiten wir lernen konnten. Die beobachteten quantitativen
Differenzen der Aktivitdt des Glukosemetabolismus koénnen durch die
Dauer der Konservierung, ihre hier verwendete Art der einfachen Luft-
trocknung, aber auch durch die Tatsache der Aufbewahrung im geschlos-
senen Raum hervorgerufen sein. Es ist nicht ausgeschlossen, dafi auch
der Zeitpunkt im Hinblick auf Faktoren, wie Temperatur, Feuchtigkeit
usf. einen Einfluf} haben konnte, keinesfalls kGnnen sich aber diese Ergeb-
nisse mit dem Unterschiedsbilde messen, das wir gewinnen, wenn wir
Symbiosen in ihrer Aktivitdt des Glukosemetabolismus vergleichen, die
wir von herbst- und frithjahrsfaulen Friichten gewonnen haben, deren
Féulnis spontan vor sich gegangen ist.: :

Symbiosen von herbst- und, fruhjahrsfaulen
Friichten:

~Tafel A VI gibt die Reduktionswerte der Fehlingsproben gleichfalls
in Prozenten der Restglukose an. So entsteht folgendes Bild der Gér-
vorgdnge von 8 Symbiosen 8 herbstfauler Apfel des méihrischen Ortes
Hefmanic:

1) Der Begriff ,,Symbiose“ wird in dieser Arbeit der Einfachheit wegen anstelle eines:
Begriffes ,Mikrobielle Gesellschaft“ verwendet. Mikroflora wollten wir mit Riicksicht auf’
die h#ufige andersartige Verwendung dieses Begriffes nicht sagen, um Mifverstindnissen:
auszuweichen. Der Begriff ,Symbiose“ definiert aber nur das Zusammenwirken meh-
rerer Organismen auf Grund gegenseitigen Nutzgenusses gleichzeitig. Der Begriff ,,Me-
tabiose” ist ebenfalls genau definiert. Da es sich in unserer Arbeit um die Untersuchung
der gegenseitigen Verhdltnisse von Sym- und Metabionten handelt, sind wir uns der Un-
genauigkeit des verwendeten Begriffes ,,Symbiosen“ bewust.



Stamm: 24 St.: 48 St.: 72 St.: 96 St.: 120 St.: Bemerkungen:

NIl 40,5 20,2 8,45 4,7 4,75 Apfel Hefmanic. Nr 1.
NI2 62,7 4,7 7,55 5,73 4,70 Apfel Hefmanic. Nr 2.
NI3 28,8 27.2 7,45 - 5,75 8,45 Apfel Hefmanic. Nr 3.
NI4 28,8 27,0 14,9 4,75 4,70 Apfel Hefmanic. Nr 4.
NI5 28,8 25,4 5,75 4,70 8,45 Apfel Hefmanic. Nr 5.
NIG6 33,0 32,3 5,75 5,75 0,00 Apfel Hefmanic. Nr 6.
NI7 22,0 20,6 5,75 4,15 0,00 Apfel Hefmanic. Nr 7.

8.

NIS 17,0 16,15 4,70 0,00 et Apfel Hefmanic. Nr

Dieser Versuch beweist nicht nur eine besonders starke Aktivitét
dieser Apfelsymbiosen beim Abbau der D-Glukose, sondern lieferte uns
viel 5-ketogene Stimme mit einer grofien Intensitét fiir die Bildung von
‘Ca-5-keto-D-glukonat fiir die Mikrobensammlungen.

Im Gegensatz zu diesem Herbstversuch sind Gérteste von friihjahrs-
faulen Apfeln sehr schlecht ausgefallen Einen typischen Versuch SYHO
I- Sg0/12 27 IV. 1955, den wir in Prag aus Hefmanicer Apfeln anlegten,
die wir gesund nach Prag gebracht hatten und die uns in der Speisekammer
zu faulen begannen, legen wir in Tabelle A VII vor:

Symbiose:  Datum: —St,: 208t.: 48St.: 728 96St.: 1208t: 144St.: 240St.: 336St: 560St:

Apfel 1. inn. 12.IV. 55 82,5 875 91,0 66,0 63,0 628 555 423 274 106
Apfel 2. inn. 12. IV. 55 91,0 82,0 803 7.0 653 595 545 463 420 39,0
Apfel 3. inn. 12. IV. 55 87,5 89,3 66,0 635 — 643 545 51,3 430 250
Aus den beiden Tafeln A VI und A VII ersehen wir, daBl zwar auch
die Frijahrskulturen D-Glukose regelméfiig abbauen, daffi dieser Prozef
aber erheblich langsamer ist. Auf Tafel VII mufiten wir darum {ber
120 Stunden hinaus die Zeitintervalle 144, 240, 336 und 360 Stunden zurate
ziehen und stellten fest, daB} auch noch nach dieser Zeit eine beachtliche
Menge Restglukose vorhanden ist, wdhrend die Herbstdpfel gleicher Pro-
venienz ihre Glukose bereits nach 72 Stunden verbraucht hatten.

Analyse der Aktivitit des Glukosemetabolismus einzelner Symbiosen
: in ihrer Glieder.

Diese Analysen liefern untibersehbares Material. Als Beispiele solcher
Analysen haben wir besonders typische Symbiosen ausgewé&hlt. Es . sind
dies Nr. 1, 3 und 19 der erwéhnten Versuche des Jahres 1952 und 1953. -
Von diesen Symbiosen ist Nr. 1 eine Symbiose mit negativen Gérergeb-
nissen, wahrend 3 und 19 besonders aktiv beim Glukoseabbau sind.

Unter Analyse des Glukose-Metabolismus verstehen wir die Isolation
ihrer einzelnen Glieder, die wir dann unter vdllig gleichen Bedingungen
auf gleichem N&hrboden (Glukose-Néhrboden NK)1) giren lassen. Durch
den Vergleich der Gérkurven dieser einzelnen Glieder untereinander und
mit den Ergebnissen der Gesamtsymbiose, erhalten wir dann eine grofie
Ubersicht {iber das metabolische Verhalten dieser Glieder gegen Glukose.

Symbiose Nr.1 (negativ)

. Die mikrobiologische Analyse ergibt 8 Stdmme, welche unter die
Schleimbildner, Sarcinen und. gramnegatlve Stébchen, gehoren Es handelt
sich im besonderen um:
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Aerobacter polymyxa,
Aerobacter aerogenes,
vielleicht Aerobacter cloacoe,
zwei nicht ndher bestimmte Sarcinen,
Micrococcus candzdus,
zwei verschiedene gramnegative Stdbchen und ein
kokken&hnliches Gebilde, das nicht ndher identifiziert wurde.

Keines dieser Glieder, neun Tage lang beobachtet, entwickelte eine.
besondere Aktivitdt beim Abbau der D-Glukose des NK-N#hrbodens. Das
Gleiche beobachteten wir an den Gérkulturen des Gesamtkomplexes der
Symbiose.

Symbiose Nr. &

Im Gegensatz zu Beispiel 16) liefert das Beispiel 3 (Oktober 1952)
sechs Stdmme, die sich in Metabolismustesten, mikroskopisch, bei der
Gramfiarbung, gegen Jod-Schwefelsdure und so weiter als Essigbakterien
erwiesen. Auch ihr makroskopischer Eindruck bestétigt das. Sie bilden
wasserhelle, gelblich gefdrbte, runde Kolonien, die gramnegative Kurz-
stdbchen enthalten, ja manchmal kokkoide Formen. Auf D-glukose-
Agarrthrchen mit Kreide bilden sie durchsichtige Hofe .und zuletzt
5-Ketoglukonatkristalle. Eine ndhere Analyse ergab folgende Stdmme:

A. suboxydans,
A. melanogenum,
A. aceti,

A. vini acetati

sowie eine Art Acetobacter, die unserem Industrlestamm FA-MELT) nahe
kommt.

Die Gérprozente der gesamten Symbiose und 1hre Emzelgheder lassen
sich folgendermafien ordnen:

Tabelle A VIII: .
Bezeichnung 0 St. 24 St. 438 St. 728t 96 St. - 120 St.

Gesamtsymb. 96,5 40,0 21,5 8,83 7,43 15,4
3/1la 89,1 78,2 65,0 64,5 17,5
3/1b 85,5 71,0 66,5 62,5 12,0
3/2 91,7 83,5 66,3 53,8 4,25
~3/3 95,0 90,0 88,23 87,5 81,5
374 85,75 71,5 60,0 53,0 125

3/5 92,5 85,0 48,3 ) = 21,3

6) Symbiose Nr. 1 (April 1953) ist eines der wenigen negativen Beispiele, aus einem
Faulapfel abgeimpft, die Glukose kaum angreifen. Die Analyse der Glieder ergab eine Be-
stdtigung dieser Erkenntnis. Der Richtigkeit unserer Methodik, dargetan an Symbiose Nr. 3
und Nr. 19 wird durch den Vergleich mit den Ergebnissen aus 1 erhértet.

7) FA-MEL ist eine Industriebezeichnung fiir einen von G. Fédrber 1945 aus einem
Faulapfel isolierten Acetobacter, welcher in der Industrie zur raschen Vergidrung von
‘Ca-D-glukonat zu Ca-D-5-ketoglukonat verwendet wurde. Acetobacter spec. FA-MEL ist
weder mit A. suboxydans noch mit A. melanogenum identisch, aber sehr verwandt. Sein
Charakteristikum ist ein gelblich-weifler Anflug auf Schridgagarrasen nach 4—5 Tagen,
‘Glukosescheu, Geifleln, grofieres kokkoides Stidbchen. 28 Grad C. optimale Temp.
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Hat sich die Desaktivitéit des Beispieles 1 in seinen Gliedern bestétigt,
so zeigt die Aktivitdt der Einzelstimme des Beispieles 3, daf} sie in ihrem
Glukosemetabolismus nicht nur verschieden sein kdnnen (wie 3/2 und 3/3),
sondern auch insgesamt schwécher sind, als die ganze Symbiose.

L

Symbiose Nr. 19.

Genau die gleichen, glinstigen Verhéltnisse finden sich auch bei Sym-
biose Nr. 19 (Oktober 1952). Der Glukose-Metabolismus der Gesamt-
symbiose ist deutlich besser und geht rascher vor sich, als der der ein-
zelnen Glieder. Die Stimme dieser Symbiose sind durchweg Essigbakterien
und zwar unterscheiden wir:

A. suboxydans

A. melanogenum

A. zxylinoides.
Ein Vergleich der 3 angefiihrten Beispiele in Prozentzahlen der reduktiven
Kraft gegen Glukose bestétigt diese Erkenntnis.

Tabelle A IX zeigt:

Bezeichnung: 0 St.: 25 St.: 48 St.: 72 St.: 96 St.: 120 St.: 144 St.:

Gesamtsymb. 95,6 98,3 17,9 12,4 12,65 5,15 13,8
19/1a 86,3 725 52,5 34,6 — 20,0 —
19/1b 87,5 75,0 48,3 32,0 - 41,3 ==
19/2 Y = 67,5 41,3 32,0 —, 25,0 —
19/3 85,0 — = -— - 27,0 —8)

Ahnliche Verhéltnisse fanden wir nicht nur bei fast allen dieser
19 Symbiosen, sondern auch dort, wo wir auf verwandte oder gleiche
Bedingungen stieflen. Im weiteren gehen wir von dieser Symbiose Nr. 19
aus. ;

Der Versuch der Resynthese einer natiirlichen Symbiose, abgeimpft im
Herbst aus dem Inneren eines faulen Apfels (Symb. Nr. 19 [Oktober 1952]).

Die Nachbildung natirlicher Verhéltnisse versuchten wir bei der
Mikroorganismengruppe Nr. 19 durch eine stufenweise durchgefiihrte
Vereinigung der Glieder in verschiedenen Variationen der Stdmme nach
mathematischen Permutationen, Variationen der Inokulummengen und in
verschiedenen Zeitintervallen durchzufiihren. Durch diese Kombinationen
gelang es uns, die natiirlichen Voraussetzungen mit einer Genauigkeit von
0,05 % innerhalb eines Gérvorgangs zu erreichen, der 5 Tage wihrte.

Die Resynthese wurde vorgenommen:

I. unter gleichen Zeit- und Volumenkautelen,

II. in verschiedenen Zeitintervallen,

III. bei Verwendung verschiedener Inokulummengen der einzelnen
Glieder.

8) Alle verwendeten Nihrboden enthalten 5 % der C-quelle im Liter
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A X,
Gruppe Nr. 19. Stimme 1, 2, 3, (1=1a-+1b)

Oxydoredukt
Aktivitdt: 0 St.: 24 St.: 48 St.: 72-8t.: 96 St.: 120 St.: 144 st.:
der Gesamtsymb. 93,6 48,3 - 17,9 12,4 12,7 5,95 13,8
der einz. Glieder : -

1/19/1a 86,3 72,5 52,5 34,6 — 20,0 —

19/1b 875 52,5 48,3 32,0 — 41,3 —_
2 —_ 48,3 41,3 32,0 —_ 25,0 —_
3 85,0 41,3 — — — 20,7 —_
1.

Wiedervereinigung der Stimme unter gleichen zeitlichen
und mengenméiBigen Bedingungen:

Bezeichnung Inokulum- Verhilt. - Alter Wiviel 0/y Restglukose bleibt
der Stimme Menge d. Inokul. d. Kultur iibrig nach
48 St.: 72 St.: 168 St.: 192 St.:
1+2 0,005 ml i 24 St. 83,0 35,0 8,3 1,0
1+3 0,005 ml 13l 24 St. 71,5 33,3 18,3 0,0
2+3 0,005 ml LsL 24 St. 75,0 28,1 20,8 1,32
1+2+3 0,005 ml I 24 St. 52,2 25,0 10,3 2,0

Aus diesen Zahlen wird einwandfrei klar, daf} eine einfache Verbindung
der 3 Symbiosestdmme nicht einmal nach 7 Tagen dem natiirlichen Vor-
bild entspricht, was wohl darauf zuriickzufithren ist, dafl auch diese
3 Stdmme unter gleichen Bedingungen-nicht rein symbiotisch auf einander
reagieren. In der Natur stufen sie sich also ab.

IL.

Wiedervereinigung der Stimme unter Verwendung
verschiedener Inokulummengen.

A XII
5 Wieviel 0jo Re§t-Glukose blieb librig:
Bezeicl}nung Vgr]fg(l)t}?ts Alter : 74d 8 d
der Stimme Mengen in ml. ‘ d. Kultur 48 St.: 72 St.: 168 St.: 192 St.:

1+2 1:1 24 St. 83,0 35,0 . 8,3 1,0
142 0,25:1 24 St. 42,2 10,0 0,0 1,0
1+2 1:0,25 24 St. 40,0 — 9,3 1,0
1+2 05:1 24 St. - — 6,65 1,32
1+3 Lt o . 24 St. 71,5 38,3 18,3 0,0
143 0,25:1 24 St. 51,5 26,6 26,6 1,0
1+3 1:025 24 St. 55,0 19,9 18,3 13,6
1+3 0,5:0,25 24 St: — — 25,0 1,02
2+3 1:1 24 St. 75,0 28,1 20,8 1,32
243 05:1 24 St. 73,0 36,6 18,3 476
2+3 0,5:0,25 24 St. 432 26,6 14,— 1,0
243 1:0,25 24 St. — — 16,6 9,3
1+2+3 12123 24 St. 58,2 25,0 10,3 2,0
1+2+3 0,25:0,5:1 24 St. 40,0 30,25 13,— 1,—
1+2+3 1:0,5:0,25 24 St. 30,0 15,0 15,0 1,0
1+2+3 0,5:1:0,25 24 St. —_ — 16,6 12,3
natiirl. Symb. O St.: 24 St.: 48 St.: 725t 96 St.: 120 St.: 144 St.:
93,6 48,3 17,9 12,4 12,65 5,95 13,8
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Vergleichen wir die Zusammensetzungen der Stimme 1,2 und 3 bei
verschiedenen Inokulummengen, fillt uns die Gruppe 1 + 2 als besonders
glinstig auf; schwicher sind die Zusammensetzungen 1 + 3 und ganz
zweifellos am wenigsten glinstig ist 2 + 3. Allgemein folgt daraus, daf
Stamm 1 (A. suboxydans) oxydoreduktiv am stérksten ist und von Stamm 2
(A. melanogenum) gefdrdert, von Stamm 3 (A. xylinoides) aber gehemmt
wird. Stamm 2 wird von Stamm 3 noch stdrker gehemmt. Dies geht auch
aus den Mengenverhdltnissen hervor: 142 im Verh&ltnis' 1:1 ist etwas
schlechter als die Ursymbiose, im Verhdltnis -2:1 ist diese Zusammen-
setzung schlechter, als im Verhdltnis 1:2. Die Gérkurve dieser Zusammen-
setzung kommt der Garkurve der Ursymbiose am n#chsten. In der Ge-
samtzusammensetzung kommen alle 3 Stimme am besten weg, wenn es
sich um das Verhé&ltnis 3:2:1 (1:0.5:0.25) handelt, aber auch ]+2+3 im
Verhéltnis 1:1:1 erscheint noch gut.

Abschliefiend lédsst sich orientierend sagen: Stamm 1 ist auf D-Glu-
kose stark oxydoreduktiv, Stamm 2 verstédrkt, Stamm 3 hemmt diese
seine Tatigkeit, noch mehr hemmt Stamm 3 als Stamm 2. Vereinigen
wir 1+2, kommen wir bei gleichen Inokulummengen der Ursymbiose
nahe, noch ndher bei Inockulummengen 1:2. Vereinigen wir alle 3 Stdmme, -
spielt es keine allzu grosse Rolle, wenn wir sie in gleichen Inokulum-
mengen ansetzen, oder im Verhdltnis 3:2:1. Diese sind aber ein wenig
besser. In keinem Falle jedoch wird die Ursymbiose ganz erreicht.

II1.

Resynthese unter Verdnderung des Zeitfaktors.

Da uns die Ergebnisse, die wir unter I. und II. mitteilten, nicht
geniigten, versuchten wir die Stdmme unter sonst gleichen Bedingungen
(Inokulum-menge 0,5 ml einer 24 Stunden alten, flissigen Kultur) in
Zeitintervallen nach einander dem Gérsubstrat zuzusetzen. Diese Zeit-
intervalle betrugen 18, 24, 48 und 72 Stunden. Die verwendeten Stamm-
kombinationen waren:

I 142

II: 1+3

II1: 243

IV: 1+2+43.
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Es ergaben sich folgende Zahlen:
A XIIL (Zeit :18 St.—B, 24 St.—C, 48 St.—D, 72 St.—E)

Zusammenstzg. Zeitinerv.  Kultur Wieviel % Restglukose blieb iibrig nach:
der Stdimme des Zusetzs plus Zeit 24 St.: 48St.: 72St.: 96St.: 120 St.: 144 St.r

L{1+2) 18 I-B 98,0 92,0 88,6 49,8 30,0 16,7

55 24 1-C 85,0 81,5 78,0 63,0 20,5 11,3

@ 48 I-D — 69,75 = 45,0 — 23,3

o 72 St. I-E - — 50,5 = = 33,3

II. (143) 18 1I-B 97,5 94,8 92,0 51,5 28,3 23,3
7 24 - II-C 86,5 80,0 75,0 50,5 16,7 6,65

E 48 II-D == 30,75 s 46,5 - 26,7

i 72 St. 1I-E = = 55,0 — e=s 28,3

111, (2+3) 18 I11-B 965 92,0 90,0 50,5 30,0 16,0
,, 24 11-C 84,0 78,8 73,0 41,6 29,2 6,65

» 48  II-D = 53,3 = 43,3 — 28,3

” 72 St. I-E - = 59,8 s — 48,3

IV. (14 2+3) 18 St. 1V-B (96,5) 88,5 86,5 75,0 42,5 6,0 13,0

i 24 1Iv-C 78,0 750 75,0 40,0 28,3 16,0

5 48 IV-D — 46,5 — 39,2 — 25.4

. 72 8¢, IV-E — — 58,3 — — 48.3

Ursymbiose —_ 0 St.: 24 St.: 48 St.: 72St.: 96 St.: 120 St.: 144 St.:
93,6 48,3 17,9 12,4 12,65 5,95 13,8

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe zeigt bei aller Anerkennung der
bisher erprobten Kombinationen 1+2 (gleiche Volumina), 1+2 (025:1)
und 1+2+3 (gleiche Volumina) wie 1+2+3 (1:0.5:0.25) die der Ursym-
‘bicse wohl nahe kommen, aber sie nicht erreichen, ein besseres und klarer
einleuchtendes Resultat: Vereinigen wir die Symbionten 1, 2 und 3 jeweils
nach 18 Stunden, ist die Gdrkurve anfangs wohl schleppender, als die der
Natursymbiose, was begreiflich ist, weil 3 fehlt, aber schon nach dem
Zusatz (54 Stunden) zeigt sich die Besserung, die nach 120 Stunden die
Natur erreicht. Nach 5 Tagen zeigt die Ursymbiose 5,95 und das Modell
6,0 % Restglukose. Dieses Resultat ist nicht zuféllig, sondern hilt an,
nach 6 Tagen stehen 13,8 % Ca-2-keto-D-glukonat der Natur gegen
13,0 % des Modells.

Dieses Ergebnis offnet den Weg einer weiter entwicklungsféhigen
Methodik und wir diirfen resumiern:

Ubersicht:
1. Die natiirliche Symbiose vergért

stationir: 94,05 % D-Glukose in 5 Tagen,

ihre einzelnen Glieder im

Durchschnitt 73,23'% D-Glukose in 5 Tagen,
2. Die Verbindung dieser Glieder in

gleichem Alter ergab: 89,7 % D-Glukose in 7 Tagen,

3. Die Verbindung dieser Glieder
in verschiedenen Inckulummengen:
0.25:0.50:1.00 ergab 87 0 % D-Glukose in 7 Tagen,
1.00:0.25:0.50 ergab 85,0 % D-Glukose in 7 Tagen,
0.50:1.00:0.25 ergab 83,4 % D-Glukose in 7 Tagen,
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4, Die Verbindung dieser Glieder
in gleichen Inokulummengen nach
jeweils 18 Stunden 94,0 % D-Glukose in 5 Tagen.

V.
DISKUSSION

Es ist durchaus notwendig und begreiflich, dafl sich die Mikro-
organismen in der Natur nicht wahllos verteilt finden, sondern dafl be-
stimmte Fundorte geméf} der dort vorhandenen, angebotenen N#hrstoffe
(C-quellen, N-substanzen und bestimmte Wuchsstoffe vor allem)
bestimmten Mikroorganismengruppen eine Entwicklungsmdglichkeit bie-
ten, fir die sich die dort befindliche N&hrstoffkomposition besonders
eignet. So sind es die Essigbakterien, die in lufifaulen Apfeln das
Feld der ersten Phase beherrschen. Zweifel, die vom chemischen Stand-
punkte aus ge#uBert werden konnen, ob dies auch immer so sei, kénnen
Jjedesmal durch drei Teste wiederlegt werden. Einmal durch die ocekolo-
gische Analyse symbiotischer Abimpfungen, die bei herbstfaulen Apfeln
iUberwiegend Essigbakterien, vor allem A. suboxydans, A. melanogenum,
A. xylinum, A. xylinoides und A.aceti ergaben und mit dieser oekologischen
Analyse zusammen die Verfolgung des Absinkens der Reduktionskurve
bis zum Nullwert (die Bildung von Ca-D-glukonat) sowie ihres Wieder-
ansteigens (Bildung von Ca-2-keto-D-glukonat) respektive die in Grob-
und Feingewicht erfafite Bildung von Ca-5-keto-D-glukonatkristallen.
Drittens ist in grofieren Géransédtzen die Kontrolle mittels Chromato-
graphie (Papier- und S#ulenchr.) und die Darstellung der Metabolisate in
Grammen und Prozenten wiinschenswert und notwendig.

Da wir es — aus Orientierungsgriinden — mit riesenhaften Reihen-
versuchen zu tun hatten, beschrinkten wir uns auf die Verfolgung der
Reduktionskurve der Glukosevergdrung nach 24, 48, 72, 96, 120 und
144 Stunden (wo durch den Versuch begriindet fallweise mit noch gréfie-
ren Zeitteilen) weiters auf die gewichts- und prozentméisige Ergriindung
der 5-ketoglukonatbildung und auf oekologisch-mikrobiologische Analyse.

Die Feststellun, daB in der ersten Gérphase herbstfauler Apfel
Essigbakterien das Feld halten und Hefen (Saccharomyces- und Torula
arten) erst etwa eine Woche spiter in grofleren Mengen auftauchen und
ganz zum Schlufe erst die Schimmelpilze, verdanken wir dem methodi-
schen Schritte, aus angesetzten Gérkulturen nach 24, 38, 72 und 95 Stun-
den Schridgagarrthrchen anzulegen und diese ebenfalls nach 24, 48, 72
und 96 Stunden jeweils einer cekologischen Analyse zu unterwerfen. Wir
konnten diese Versuche oft genug wiederholen.

Aus der Reihe auflerordentlich vieler Versuche an verschiedensten
faulen Friichte haben wir diese Arbeit unsere Versuche an braunfaulen
Apfeln ausgesucht. Der Grund fiir diese Wahl liegt vor allem bei herbst-
faulen Apfeln in der grofien Stabilitdt und RegelméfBigkeit
der Zusammensetzung ihrer Mikroflora unter Voraussetzung der Anwen-
dung unserer Methodik und Technik. Uber den Vorgang haben wir in
der Arbeit berichtet und eine abgekiirzte Ubersicht der Methodik bieten
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die Tafeln A II. und A III. Die von uns ausgenutzte Reproduzierfihigkeit
.solcher abgeimpften Symbiosen wird urch den Vergleich des Versuches
Okt. 1952 (1. Passage) und seiner aus einfachen Konserven?) wieder ,be-
lebten‘ II. Passage im April 1953 hervor, der mit kleinen Verédnderungen
dhnliche Resultate zeigte (siehe Tafeln AIV und A V).

Daf} die Versuche an friihjahrsfaulen (kastenfaulen) Apfeln im Ge-
gensatz zu herbstfaulen andere, viel schlechtere, ja nahezu negative
Ergebnisse zeigten, taten wir am Vergleiche zweier Versuche A VI. (Hef'-
manic, Herbst 1953) und A VII (Hefmanic, Frithjahr 1955) dar. Aus dem
oekologischen Vergleich ist zu sehen, dafl der Herbstflor (Uberwiegen bis
AusschlieBlichkeit der Essigbakterien) einem Friihjahrsflor gewichen ist,
der weit uneinheitlicher und fiir uns industriell nicht interessant genug
ist (Schleimbildner, Sarcinen, Micrococcen, gramneg. Stdbchen).

Sodann untersuchten wir die Wirksamkeit einiger Symbiosen nlcht
nur im Ganzen, sondern auch jedes einzelne ihrer Mitglieder gesondert.
Wir nannten diesen Teil unserer Methodik Analyse des Glukosemeta-
bolismus.

Diese Analysen hatten genug iiberraschende Resultate. Die unter-
suchten Symbiosen vergédren als Ganzes die D-Glukose wesentlich
rascher, als die einzelnen Stdmme. (Die Reduktionskurve der Restglukose
sinkt bis beinahe zum Nullwert herab und steigt dann wieder an, es
bilden sich zuerst Ca-D-glukonat und dann Ca-2-keto-D-glukonat, gleich-
zeitig bilden sich meist Ca-5-keto-D-kristalle.

1. Auf Grund dieser Ergebnisse schritten wir zur Resynthese einer
dieser in fllissige Subkulturen abgeimpften Symbiosen. Wir gliederten die .
Arbeit in drei Phasen: 1. permutierten wir die genau definierten Stdmme
1, 2 und 3 [A. suboxydans, A. melanogenurmn und A. xylinoides der Sym-
biose Nr. 19 des Versuches Oktober 1952 in bezug auf die Stammzusam-
mensetzung, also 1+2, 1+3, 24+3 und 1+2+3. Es ergab sich, daf
Stamm 1. A. suboxydans] ein stark glukose-oxydoreduktiver Stamm ist,
daf} ihn Stamm 2 -(A. melanogenum) in dieser Eigenschaft unterstiitzt,
Stamm 3 (A. xylinoides) aber hemmt. Die schlechtesten Erfolge ergaben
2+3, die besten 1+2+3. Keiner dieser Versuche aber erreichte die
Ursymbiose der Natur, wohl schon:deswegen, weil diese drei Stimme
in der Natur in Wuchs und Vermehrungsfaktor nicht gleichgestellt sind,
wir aber sie in je gleich grofier minutioser Menge einer Impfose (0,005 ml)
vereinigten.

2. permutierten wir die gleichen Stamme in verschiedenen Inokulum-
mengen von je 1/, ¥4 und 1 ml Inokulum. Hier ergaben sich die gleichen
gegenseitigen Verhéitnisse der Stdmme 1, 2 und 3. 1+2 waren jedoch. im
Verhéltnis der Inokulum-volumina 1/ zu 1 und 1+2+43 im Verh&ltnis
1:%:1/; besser als die Zusammensetzungen 1:1 und 1:1:1 und kamen auch
den Verhiltnissen der Ursymbiose der Natur niher, ohne sie allerdings
Zu erreichen.

3. Auf Grund dieser Erkenntnis fiihrten wir anstelle verschiedener

9) Hier bewihrte sich die Methode, Schrigagarrdhrchen mit der abgeimpften Sym-
biose lufttrocken und steril aufzubewahren. ’

10) Symbiose Nr. 19 ist identisch mit der Symbiose Nr. 16 aus. Versuch Okt. 1952.
Die Anderung der Bezeichnung ergibt sich aus der Passagierung. Siehe auch %) und 6).

2
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Inokulummengen verschiedene Zeitintervalle als Untersuchungsfaktor
ein (18, 24, 48, 72 Stunden). Wir gingen hier von der bisher erlangten
Wertung der Stdimme aus und erwarteten, daf diese in’verschiedenen
Zeitintervallen Gelegenheit bekommen wiirden die natiirliche Stirke zu
erlangen. So konnten sie im gegebenem Kampfe ums Dasein ihr Feld
behaupten. (Deswegen sahen wir auch davon ab, diese Untersuchungsform
mit der Untersuchungsform 2 zu kombinieren.)

Das Ergebnis war durchaus positiv. Bei der Verwendung von 18stiin-
digen Intervallen zwischen der Inokulation von 1, 2 und 3 erzielten wir
eine im Anfang begreiflicherweise noch schleppend metabolisierende, da
unvollstidndige Symbiose, die sofort nach Zusatz von Stamm 3 ihr Gesicht
verdnderte und rasch das natilirliche Vorbild (nach 120 Stunden) erreichte
und nun nur noch eine Differenz von 0,05 % aufweis, Diesen Standard
hielt sie auch nach 144 Stunden bei der nun erfolgenden Bitdung von
Ca-2-keto-D-glukonat (Diff. 0,8):

Wir wiederholen die erreichten Zahlen:

bBezeichnung: 0 St.: 24 St.: 48 St.: 72 8t.: 96 St.: 120 St.: 144 St.:
nattirliche Symb: 93,6 48,3 17,9 12,4 12,65 5,95 13,8
resynthet. Symb: 98,5 86,5 86,5 75,0 42,5 6,00 13,00

Wir haben von vorne herein mit Anfangsunvollkommenheiten gerech-
net und sind uns auch einer gewissen Grobschldchtigkeit dieser Art von
Selektion bewuft; andererseits miiflen wir aber betonen, daf wir uns
einen anderen Weg kaum vorstellen konnen, aus dem Uberreichtum der
Natur in die gebotene Schmalheit eines Versuchsfeldes zu miinden. Die
Methodik in fliissigen Subkulturen auf 4 Standardbdden und Subagaren
nach 24, 48, 72, 96, 120 und 144 Stunden Sym- und Metabionten abzufan-
den, hat sich bew#hrt und bietet weitere Arbeitsmoglichkeiten, ebenso
wie der Versuch, natiirliche Mikroflorengruppen zu resynthetisieren und
so Modelle fiir industrielle Gdrvorgidnge zu finden.

V.
ZUSAMMENFASSUNG

1. Wir selektierten aus reichem Materiale 10 markante Versuche in
langen Reihen an Mikrofloren braunfauler Apfel. Auf Grund dieser Ver-
suche haben wir eine Methodik ausgearbeitet, die Sym- und Metabionten
dieser Mikrobengesellschafen, in Bezug auf Oekologie und Glukosemeta-
bolismus zu analysieren.

2. Mikrobengesellschaften, im Herbst von einem Faulmaterial abge-
impft, das dem Zutritt der natiirlichen Auflenwelt zugdnglich war, zeigten
in Zahl und Gruppierung der Sym- und Metabionten, der Aktivitdt des
Glukoseabbaus und der Bildung von Ca-D-glukonat, Ca-2-keto-D-gluko-
nat und Ca-5-keto-D-glukonat eine reproduzierbare Regelmifigkeit im
Gegensatz zu friihjahrsfaulen Apfeln aus abgeschlossenen Riumen. (Un-
regelméBige Mikroflora, sehr geschwichter und verlangsamter Glukose-

abbau).
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3. Die Gireigenschaften der Symbiose sind stérker, als die der Einzel-
glieder.

4. Einschldgige Faktoren, wie Permutation der einzelnen Stidmme,
Abstufung des Volumens der einzelnen Stamminokula und der Zeitinter-
valle zwischen den nacheinander erfolgenden Zusidtzen der einzelnen
Symbionten ermoglichten eine genauere Resynthese einer der unter-
imbiosen (Nr. 19, Oktober 1952, 0,05 % Fehlerbreite). Das Inter-
n; cheinander zugesetzten Stdmme 1, 2 und 3 betrdgt 18 Stunden.
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Fig. AIL

Methodik der Anlage fliissiger und fester Subkuituren von der Cuticula und aus dem
Inneren des Faulapfels.

Von jeder Frucht wihlten wir als-Impfstellen die Oberfliche (Cuticula) und das
Innere (resp. den Saft). Jeder Versucht hat somit gemé&f der 4 Standardbéden 8 Ausgangs-
punkte (siehe Tafel). Die praktisch erreichbaren Zeitintervalle sind hier 24, 65 und 137
Stunden; nach diesen Intervallen legten wir aus allen Kulturen jeweils Schridgagarab-
striche an.

Aus diesen Schridgagarrdrchen entstanden wieder fliissige Subkulturen, von denen
wir Petrischalenplatten (Agar) anlcgten Erst von diesene Platten isolierten wir die Sym-
und Mestabionten und ziichteten sie in flissigen Subkulturen welter Daraus entstanden
dann letztwillig Schragagarrohrchen

So erhielten wir aus einem Versuche 72 Symbiosen verschiedenen Alters auf ver-
schiedenen Substraten.
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Fig. AL

Ein Uberblick der Animpfetechnik dreier Fiulnisstadien einer Fruchet (A, B, C).

In Tafel Alllist das Beispiel einer Oberfédchen(cuticular)-
abimpfung ausgefiihrt.

Im Bilde sind die Cuticularimpfungen eines angefaulten Apfels (A) eines halbfaulen

(B) und einer ganz verfaulten Frucht (C) als Beispiele gew#hlt. Jede Impfung wird in

vier Subkulturen auf den 4 (fliissigen) Standartboden durchgefihrt. Von jeder Subkultur
werden nach je 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden Schrégagerabstriche gemacht.

Von jedem dieser Schrigagarréhrchen werden nach Intervallen von 24, 48, 72, 96,
und 120 Stunden fliissige Subkulturen gleichen Bodens angelegt und erst aus ihnen nach
24—48 Stunden Wuchses Agarplatten gleichen Bodens, von denen wir dann die Kolonien

der einzelnen Mikrobenarten oder Stémme isolierten,
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