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BERICHTE

Genabhingigkeit biochemischer Reaktionen bei Neurospora
Nach Arbeiten von G. W. Beadle, E. L.Tatum, N. H. Horowitz und Mitarbeitern

Vor dem ersten Weltkrieg begannen die Arbeiten der
Morgan-Schule an Drosophila, die in besonderem Malle
die Vereinigung von Genetik und Zytologie ermig-
lichten, die schon Boveri eingeleitet hatte. Ent-
sprechendes gilt fiir die im letzten Krieg durchge-
fiihrten Untersuchungen von Beadle, Tatum,
Horowitz und Mitarbb. an Neurospora (Ubersich-
ten1—*) in bezug auf die Verkniipfung von Genetik
und Biochemie, die bereits durch die Arbeiten von Kuhn
und Moewus an Chlamydomonas, und von Kiihn,
Butenandt, Becker sowie Beadleund Ephrussi
an Insekten (Drosophila und Ephestia) angebahnt
war, Da diese Arbeiten in Deutschland immer noch
kaum zugiinglich sind, soll im folgenden iiber sie be-
richtet werden, soweit sie uns selbst erreichbar waren.

Wie bei den Arbeiten an Drosophila war die iiber-
legte Wahl eines geeigneten Untersuchungsobjektes
fiir den Erfolg entscheidend. Der zu den Ascomyceten
gehorige rote Brotschimmel, Neurospora, ist aus meh-
reren Griinden besonders giinstig:

1. Bei der Art Neurospora crassa, an der die mei-
sten Untersuchungen durchgefiihrt werden, folgt
schnell, nach 12 Tagen etwa, eine Generation auf die
andere.

2. Der Pilz ist auf einem vollstindig bekannten
Medium ziichtbar. Er benstigt an organischen Stoffen
lediglich eine Energiequelle, wie z.B. Zucker, und
aulerdem nur noch Biotin. Biotin war aber nach der
Aufklirung der Konstitution durch du Vigneaud
und Mitarbb.” durch die Synthese der Merck-Labora-
torien zuginglich®,

3. Die vegetativen Zellen sind haploid, so dafi ge-
wohnlich keine Komplikationen durch Dominanz und
Rezessivitit eintreten.

4. Die Art Neurospora crassa ist ein heterothalli-
scher Zwitter, d. h. sie ist selbststeril und es sind +-
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und —-Stimme vorhanden, durch deren Kreuzung
feststellbar ist, ob eine Abinderung auf einer Gen-
mutation beruht.

5. Eine besondere Gunst bietet dariiber hinaus das
Verhalten der Ascosporen, die aus der Kreuzung
zweier Stimme hervorgehen. Acht Ascosporen liegen
in linearer Ordnung hintereinander, die alle von der
gleichen Zygote durch drei aufeinanderfolgende Tei-
lungsschritte abstammen. Die erste dieser Teilungen
ist die Reduktionsteilung, aus der 2 Geschwisterzellen
hervorgehen. Aus der einen entstehen die oberen
4 Ascosporen, aus der anderen die unteren 4. So kommt
es vor, daBl durch eine Mendel-Spaltung ein Merkmals-
paar so verteilt wird, daB die oberen 4 das eine und
die unteren 4 das andere Merkmal erhalten. Das ist
aber streng nur der Fall, wenn Kkein crossing over
stattfindet. Je hiufiger das crossing over, desto mehr
erfolgt eine Verteilung der allelen Gene auf beide
Hiilften des Ascus. Crossing over ist aber bei einem
Gen desto haufiger, je groBer der Abstand des Gen-
locus von der Spindelinsertionsstelle ist. Die Aus-
zihlung der Verteilung eines Merkmalspaars auf die
oberen und die unteren 4 Ascosporen gibt also eine
fiir jedes Gen charakteristische Zahl, wie sie der
Schmelzpunkt fiir einen Stoff ist, so dal nur selten
2 verschiedene Gene darin iibereinstimmen. Auf diese
Weise ist es hiufig moglich, an verhiltnismillig wenigen
Nachkommen in der 1.Generation bereits zu ent-
scheiden, ob die gleiche Merkmalséinderung bei 2 ver-
schiedenen Pilzmycelien auf das gleiche oder auf
2 verschiedene Gene zuriickgeht®. Die Chromosomen-
zahl von Neurospora ist haploid 7.

Zur Erzeugung und zum Nachweis von Mutationen,
die Abinderungen im Stoffwechsel des Pilzes hervor-
bringen, wurde ein Verfahren angewandt, das den
wichtigsten Gedanken in der ganzen Untersuchungs-
reihe darstellt’®. Die Mutationen wurden erzeugt
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durch Bestrahlung der asexuellen Sporen, der Koni-
dien, mit Ultraviolett- oder Riontgenstrahlen. Die aus
den Konidien ausgewachsenen Pilzfiden werden ge-
kreuzt mit dem entgegengesetzten Typ eines unbe-
strahlten Wildstammes. Die entstandenen Ascosporen
werden nun geziichtet auf einem Medium, das mog-
lichst vollstindig in bezug auf die verschiedensten
Vitamine, Aminosiuren und andere Wuchsstoffe ist
und deshalb als Maximalmedium bezeichnet wird. Die
in diesem Medium ausgewachsenen Pilzfiden werden
nun in ein Minimalmedium iibertragen, das nur die
Stoffe enthilt, die zum Wachsen des Wildstammes
notwendig sind, also anorganische Salze, Zucker und
Biotin. Wenn nun kein Wachstum des iibertragenen
Pilzfadens stattfindet, so ist das ein Zeichen dafiir,
daB eine Mutation stattgefunden hat, die den Pilz un-
fihig macht, einen Stoff selbst zu synthetisieren, der
im Maximalmedium vorhanden ist. Durch eine Reihe
von Testen mit verschiedenen Stoffgemischen kann
dieser Stoff gewdhnlich aufgefunden werden.

Bis zum Jahre 1945 wurden auf diese Weise 80000 Ein-
zelsporen isoliert und darunter 500 Mutanten gefun-
den, die eine spezielle Synthese nicht ausfithren kon-
nen? Unter diesen Mutanten betreffen viele die gleiche
Anderung am gleichen Genort. Etwa 100 Mutanten
sind schiitzungsweise untereinander verschieden, von
diesen konnen aber verschiedene den Ausfall des glei-
chen Stoffes bewirken. Im ganzen wurden his dahin
30 Mutationen gefunden, bei denen die Synthese von
Arginin gestért ist, 40 fiir Lysin, 4 fiir Cholin,
50 fiir Methionin. Weiterhin traten Mutationen auf,
die in die Synthese von Aneurin, Lactoflavin, p-Amino-
benzoesiure, Adermin, Pantothensiure, Inosit, Nico-
tinséiure, Leucin, Isoleucin-Valin, Cystin, Tryptophan
und Prolin eingreifen. Bei dieser Aufzidhlung ist zu
beachten, daB auf Grund des Untersuchungsverfah-
rens nur der Ausfall solcher Stoffe beobachtet werden
kann, die dem Maximalmedium zugegeben werden.

Nach dieser Kennzeichnung des allgemeinen Unter-
suchungsverfahrens sollen einzelne Ergebnisse be-
sprochen werden.

1. Synthese des Arginins bei Neurospora™

Bei Beginn der Untersuchung waren 15 Mutanten
bekannt, die den Zusatz von Arginin zum Minimal-
medium erforderten, um wachsen zu konnen. Die in
der Einleitung geschilderte genetische Untersuchung
erwies, da es sich dabei um 7 verschiedene Gene
handelte. Diese 7 verschiedenen Mutanten wurden nun
daraufhin gepriift, ob bei ihnen Arginin durch Citrullin
oder Ornithin zu ersetzen wiire. Es ergab sich, daR
4 Mutanten Ornithin und Citrullin an Stelle von
Arginin verwenden kinnen, 2 kinnen Citrullin, aber
nicht Ornithin, und eine weder Citrullin noch Orni-
thin zum Wachstum brauchen. Daraus geht hervor,
dall bei 4 Mutanten die Synthese des Arginins vor
der Stufe des Ornithins unterbrochen ist, bei zweien
zwischen Ornithin und Citrullin und bei einer zwi-
schen Citrullin und Arginin. Ferner ergibt sich aus

“ASrbu NHHorowitz, J. biol. Chemistry
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dieser abgestuften Ordnung, dal der von Krebs
fiir die Leber von Sdugetieren aufgestellte Harnstoff-
zyklus auch bei Neurospora besteht und daf er hier
durch die Hilfe der Genetik sogar besser gesichert
ist als dort.

2. Tryptophan-Synthese?

Unter 33 Mutanten, die Tryptophan zum Wachstum
brauchen, wurden 2 verschiedene Typen festgestellt.
Die Stimme des einen Typs kénnen Anthranilsiure
oder Indol an Stelle von Tryptophan verwenden, die
anderen Indol, aber nicht Anthranilsiure. Daraus
kann geschlossen werden, dall die Synthese iiber die
Anthranilsiiure (I) zum Indol (II) und von da aus
zum Tryptophan (IV) verliduft. Die Rolle der Anthra-
nilsdure als Zwischenprodukt geht auch daraus her-
vor, dal Anthranilsiiure bei einem Stamm, der Indol,
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aber nicht Anthranilsiiure verwenden kann, sich im
Kulturmedium anh#iuft. Sie konnte daraus in genii-
gender Menge isoliert werden, um eine vollstindige
Identifizierung zu gestatten. Die weitere Frage, wie
der Weg vom Indol zum Tryptophan verliuft, wurde
zunéichst durch die Zugabe moglicher Zwischenstufen
zum Kulturmedium untersucht. Es ergab sich, daB
weder Skatol, Indolessigsiure, Indolpropionsiure,
noch [l-Kynurenin, Tryptamin, Indolmilchsiure und
Indolbrenztraubensiiure das Indol zu ersetzen ver-
mogen. Das liel vermuten, daf die Synthese vom
Indol zum Tryptophan in einer Stufe verliuft. Die
Beobachtung, daB das Indol nur verhiltnismiBig
langsam verbraucht wird, fiihrte dazu, zu priifen, ob
ein Zusatz anderer Stoffe zum Kulturmedium den Ver-
brauch des Indols zu beschleunigen vermag. Es ergah
sich, daB nur das I-Serin (IIT) unter vielen gepriiften
Stoffen spezifisch und in Abhingigkeit von der zu-
gefiigten Menge die Synthese des Tryptophans aus
dem Indol beschleunigt. I-Serin wirkt doppelt so stark

12 E. L. Tatum u. David Bonner,
Acad. Sei, USA 30, 2, 30—37 [1944].
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wie das Racemat. Daraus wird geschlossen, daB Indol
mit Serin zur Bildung von Tryptophan zusammentritt.

3. Bildung von Cholins®

Die Bildung von Cholin erfolgt iiber Monomethyl-
amino-aethanol. Dieses Zwischenprodukt konnte bei
einem geeigneten Stamm isoliert und identifiziert
werden.

4. Temperaturabhingigkeit der Bil-
dung von Lactoflavin?®®

Bei den meisten der aufgetretenen Mutanten fillt
die Synthese eines bestimmten Stoffes, der im Maxi-
malmedium enthalten ist, vollstindig aus. Die Ver-
héltnisse liegen aber nicht immer so einfach. So wurde
eine Mutation beobachtet, bei der die Synthese von
Lactoflavin oberhalb einer Temperatur von 28° nicht
stattfindet. Unterhalb einer Temperatur von 25° ist
das Wachstum normal. Ob diese Storung darauf be-
ruht, daf 2 verschiedene Gene bestehen, die fiir die
Synthese oberhalb und unterhalb einer Temperatur
von 25° verantwortlich sind, oder ob bei der Mutante
ein besonders temperaturlabiles Ferment entstanden
ist, wurde noch nicht gekliirt.

5. Zuordnung der einzelnen Stoff-
wechselinderungen zu den Genen

Fast in allen untersuchten Fiillen ergab sich, daB
ein Gen nur in eine bestimmte chemische Reaktion
eingreift. Das fiihrte zu der Vermutung, dal jedes
Gen nur mit einem bestimmten Ferment in unmittel-
barer Beziehung steht, also ganz entsprechend den
Befunden von Kuhn und Moewus an der ein-
zelligen Alge Chlamydomonas eugameios. Von dieser
Regel wurden nur zwei Ausnahmen g2funden:

a) Bei einer Mutation wurde beobachtet, dali gleich-
zeitig die Synthese von Valin und Isoleucin gestort
warit, In diesem Fall besteht die Miglichkeit, daB
die Bildung einer gemeinsamen Vorstufe beider
Aminoséuren unterbrochen wurde.

b) Vier verschiedene Mutanten wurden aufgefun-
den, bei denen die Synthese von Aneurin gestirt
war1s, Zwei davon erfilllen die Forderung der
eindeutigen Zuordnung von Gen und biochemischer
Reaktion. Bei der einen ist die Synthese der Pyri-
midin-Komponente gestirt, bei der anderen die Ver-
kniipfung zwischen Pyrimidin und Thiazolkompo-
nente. Bei den beiden anderen Mutanten hat es den
Anschein, als ob sowohl die Synthese der Pyrimidin-
Komponente wie die der Thiazol-Komponente ge-
stort ist; da beide Komponenten chemisch véllig ver-
schieden sind, ist in diesem Falle eine Deutung auf
Grund der sonst beobachteten eindeutigen Zuord-
nung zwischen Ferment und biochemischer Reaktion
vorldufig nicht méglich.
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6. Biologischer Test fiir Wuchsstoffe
mit Neurospora-Mutanten

Mit den verschiedenen Mutanten sind genaue und
sehr spezifische Bestimmungen von Wuchsstoffen
durchzufiihren. Solche Bestimmungsmethoden wurden
ausgearbeitet fiir Cholin, p-Aminobenzoesiure, Inosit,
Adermin, Leucin, Adenin + Hypoxantin und Lysin3¢
Bei den Auswertungen kionnen charakteristische
Schwierigkeiten auftreten, die aber iiberwindbar sind,
wie am Falle des Lysins geschildert werden soll%
Versucht man, in Eiweilhydrolysaten Lysin mit
einer dafiir geeigneten lysinbediirftigen Mutante
nachzuweisen, so ergeben sich zunidchst ungenaue
Werte. Die weitere Untersuchung zeigte, dafl nur
die Gegenwart von Arginin eine Wachstumshemmung
bei der lysinbediirftigen Mutante hervorruft. Wird
das Arginin durch Zusatz von Arginase in Ornithin
umgewandelt, so erhiilt man brauchbare Werte. Wie-
derholte Bestimmungen am gleichen Material schwan-
ken um etwa 4%. Die Bestimmung von zugesetztem
Lysin ergibt bei Hydrolysaten aus verschiedenen
Eiweilistoffen Werte, die zwischen 97 und 109 %
schwanken,

Nach vorldufigen Versuchen scheint es auch mig-
lich zu sein, an unhydrolysiertem Eiweill mit geeig-
neten Mutanten Aminosidurebestimmungen durchzu-
fiihren® Zur Bestimmung des Wachstums des Pilzes
bei der biologischen Auswertung eines Stoffes kann
die Zunahme des Gewichtes des Mycels bestimmt oder
die Zunahme der Liinge der Pilzfiden gemessen wer-
den. Als eine besonders empfindliche Methode ist hier-
zu noch die Beobachtung der Auskeimung der Koni-
dien hinzugekommen. Es ergab sich bei der Be-
stimmung von Prolin, dal der Prozentsatz von aus-
keimenden Konidien proportional dem Logarithmus
der Prolinzugabe ist, daf dieser Wert weniger als 5%
schwankt und noch Mengen von 0,02y zu bestimmen
gestattet®, Fiir Bestimmungen im Hydrolysat ist
diese Methode vorliufig nicht anwendbar, weil ver-
schiedene Aminosiiuren eine Hemmung auf die Kei-
mung ausiiben.

7. Hypothese der Entstehung der
Sexualitat??

Beobachtungen an Neurospora haben Beadle zu
einer Theorie der Entstehung der Sexualitit gefiihrt,
bei der die einzelnen dabei angenommenen Uber-
gangsstufen alle in der Natur verwirklicht sind. Wie
Beadle und Coonradt ausfiihren, ist es sehr
schwierig, zu verstehen, wie die einzelnen Schritte
der Plasmaverschmelzung, der Kernverschmelzung
und der Reduktionsteilung auftreten konnen, da sie
alle zusammenzugehoren scheinen, Es wurde nun
bei Neurospora beobachtet, daB eine Plasmaver-
schmelzung ohne Kernverschmelzung auch bei Stim-
men gleichen Typs auftritt. Es bilden sich dabei
sogenannte heterocaryotische Stimme, die Kerne

16 A, H . Doermann, J. biol. Chemistry 160, No. 1
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ties 29, 291—308 [Mai 1944].
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verschiedener Herkunft in ihrem Plasma haben und
durch weitere Verschmelzungen auch noch mehr als
zwei Arten von Kernen besitzen Kionnen. Die Anzahl
der verschiedenen Kerne braucht dabei nicht gleich
zu sein, sondern es kann durch verschiedene Teilungs-
geschwindigkeit ein erheblicher Unterschied in der
Hiufigkeit der verschiedenen Kernsorten bestehen.
Beadle und Coonradt gehen davon aus, dal in einem
Maximalmedium die verschiedensten Mutanten auftre-
ten und auch erhaltungsfiihig sind. Denkt man sich
nun den Thergang in ein Minimalmedium, so sind
nur solche Mutanten nebeneinander erhaltungsfihig,
die sich gegenseitig ergiinzen. Diese aneinander ge-
bundene Symbiose von zwei Stimmen, von denen jeder
produziert, was dem anderen fehlt, kinnte der erste
Schritt des Zusammenlebens bei der Entstehung der
Sexualitiit sein. Der niichste Schritt wiire die Plasma-
verschmelzung zwischen diesen beiden Stimmen, die
einen weiteren Selektionsvorteil bietet. Das enge
dauernde Zusammenleben zweier Kerne vermag dann
aber vielleicht die Grundlage dafiir zu bilden, daB
nun als niichster Schritt durch eine weitere mutative
Anderung auch eine Kernverschmelzung zustande-
kommt, die aber instabile Bedingungen schafft und

im niichsten Teilungsschritt durch die meiotischen
Vorgiinge wieder ausgeglichen wird. Ubrigens sind
die heterocaryotischen Stimme bei Neurospora auch
dazu verwendbar, um die Erscheinungen der Domi-
nanz und Rezessivitit zweier Allele zu untersuchen,
was sonst bei den haploiden Pilzfiiden nicht miglich
ist. Hierbei ergibt sich erwartungsgemif, daf diese
Stoffwechseldefekte immer rezessiv sind.

Zu dieser Sexualitiitshypothese macht Max Hart-
mann folgende Bemerkung:

So einleuchtend diese Hypothese zuniichst erscheint,
so steht sie doch nicht im Einklang mit den Sexuali-
titserscheinungen dieser Pilze und denen der Pro-
tisten. Die betreffende Neurospora-Art ist bereits ein
in seinem Genom sexuell differenzierter zwittriger
Organismus, und die Verschiedenheit der +- und —-
Stimme beruht nur auf genetischer Selbststerilitiit,
ist mithin sekundir. Zudem gibt es bei Protisten (be-
sonders Testaceen, Heliozoen und Plasmodien) Plasma-
verschmelzungen in grofem Umfang, die bestimmt
nichts mit Befruchtungs- und Sexualititsvorgingen
zu tun haben, umgekehrt bei anderen Protisten extreme
Autogamien, also echte Befruchtungsvorgiinge, ohne
Plasmaverschmelzungen. H.Friedrich-Freksa.
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Synthetische Methoden der organischen Chemie. Von
W. Theilheimer. Bd. I, 2. Aufl. 1947; 222 8,
Preis Sfr.25.—. Bd.II 1948; 309 S., Preis Sfir.35.—.
Verlag 8. Karger, Basel und New York.

Der synthetisch arbeitende Chemiker, der moderne
Methoden anwenden will, ist darauf angewiesen, in
miihsamer Arbeit die Literatur nach passenden Bei-
spielen durchzusehen. Nachschlagewerke, die die Arbeit
erleichtern, existieren praktisch nicht, wenn man von
dem Standardwerk von Houben absieht, das aber
stark veraltet ist. Diese Liicke auszufiillen, hat sich
in dankenswerter Weise der Verf. des vorliegenden
Werks zur Aufgabe gesetzt. In einer fortlaufenden
Reihe von Biinden sollen neue synthetische Methoden
und auch altbewihrte Vorschriften in neuer Anwen-
dung in systematischer Durcharbeitung der neuesten
Literatur registriert werden. Die Biinde sollen in
jihrlichen Abstidnden erscheinen.

Im 1. Band werden Arbeiten der Jahre 1942 bhis
1944 referiert. Eine allgemein anerkannte Systematik
der Registrierung von Methoden der organischen
Chemie existiert bisher nicht. C. Weygand hat in
seinem Buch ,Organisch-chemische Experimentier-
kunst” eine Systematik entwickelt, die sich bewiihrt
hat, Hierauf aufbauend hat nun Theilheimer ver-
sucht, alle Reaktionen nach einem einfachen System
zu ordnen. Zur Vereinfachung der Schreibweise fiihrt er
cine neue Symbolik ein mit besonderen Zeichen fiir Auf-
nahme, Umlagerung, Austausch und Abgabe und ordnat
dann die Reaktionen nach der Reihenfolge der Elemente
H, O, N, Halogen, 8, iibrige Elemente, C, die an ihr betei-

ligt sind. Eine weitere Unterteilung wird nach den fiir
die Reaktion charakteristischen Hilfsstoffen vorge-
nommen. Wenn man das Buch aufschligt, so bietet
sich durch die ungewohnten Zeichen zuniichst ein
etwas verwirrendes Bild. Wenn man sich aber etwas
niher mit der Einteilung und Symbolik beschiftigt,
so erkennt man, dal tatsiichlich eine systematische
Ordnung der Reaktionen méglich ist, und es gelingt
auch, mit ihrer Hilfe einen bestimmten Reaktionstyp
zu finden. Freilich hat diese Formalistik auch ihre
Nachteile, was der Verf. selbst zugibt, und manches
findet man verstreut an verschiedenen Stellen, was
man gerne zusammenhiingend dargestellt siihe, und
umgekehrt wieder manches mehrfach referiert, weil
es sich in verschiedene Gruppen einordnen liBt.
Trotzdem ist es zu begriillen, dafi iiberhaupt einmal
der Versuch zu einer solchen Systematik unternom-
men worden ist. Um die Benutzung des Werks zu erleich-
tern, wenn man nicht an Hand der Reaktionsformel-
zeichen suchen will, ist ein ausfiihrliches alphabe-
tisches Register angefiigt, in dem die gebriuchlichen
Schlagworte, Methoden, Verbindungsklassen usw. zu
finden sind. In den Referaten ist ganz kurz ein be-
stimmtes Beispiel aus der Literatur angefiihrt mit
Angabe des Reaktionsweges, der Ausheute, des Zitats
im Chemischen Zentralblatt sowie der Originalstelle.
Es wird bewulBt auf eine erschipfende Wiedergabe
aller Literaturstellen iiber ein bestimmtes Gebiet
verzichtet, und man muB sich mit der Auswahl be-
gniigen, die der Verf. fiir wichtig und charakteri-
stisch gehalten hat.





