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ABSTRACT: Considerations on the energetic relations in totally or partially respiratory 
deficient (TRD, PRD) haploid mutants of Saccbaromyces cere,aisiae. Long-term observations 
have shown that "totally" respiration-deficient (TRD) &romosomal mutants (p~+) isolated 
aflcer nitrite treatment of haploid Saccharomyces cerevlsiae strains very o~en give origin sponta- 
neously to "partially" respiration-deficient (PRD) chromosomal mutants (p'~+). While cultures 
of vegetative (P~-) and chromosomal (p~)+) TRD-mutants cannot utilize non-fermentable car- 
bon sources such as acetate, pJ~+-strains can utilize acetate, although their consumption is slow 
and always less than that of P~+ (wild) strains with intact respiration. Qo~ and Qoo2 maesure- 
ments during the stationary phase on glucose substrate permit the calculation of the oxidative 
(OEP) and fermentative (FEP) and thus the total (GEP) energy production. From these values 
a strain-specific respiratory-activlty-quotient (AQ) can be calculated. The group of the PRD 
strains shows a "continuous" transition from the TRD mutants to the "wild" Po+ strains. All 
RD mutants have a tendency to maintain their total energy production values by means of an 
intensified fermentation. The diminution of the OEP resulting from the RD mutation exeeds 
that of the GEP by approximately 60 to 70 %. The rate of oxygen uptake is increased by a 
raised PO2 in p'o+ mutants. This is not the case with TRD mutants. Whether or not the tendency 
to endogenous regeneration as shown by the frequent spontaneous occurence of the process 
p~+ -+ p'~+ carl be regarded as a genetic "long-term regulation" is discussed. 

E I N L E I T U N G  

Hefezellen sind bei Unterdriickung der Atmung durch bestimmte exogene oder 
endogene Faktoren in der Lage, ihren Energiebedarf durch G~irung zu de&en und in- 
folgedessen lebensf~ihig zu bleiben. Dadur& besteht die MSglichkeit, genetis& atmungs- 
defekte Hefezellen n~iher zu untersuchen. 

Urspriinglich unterschied man drei Typen atmungsdefekter Hefemutanten (EPH- 
~ussi 1953, PITTMAN et al. 1960)2: (I)  ,Vegetat ive" Atmungsmutanten ( ,pet i te"-  
Mutanten), P ~ - ,  mit vegetativ vererbbaren extrachromosomalen Ver~inderungen. 

1 Die Bezel&hung der Mutantentypen wurde yon SH~i~MAN & SLONIMSK~ (t964) iiber- 
nommen: P/p bedeutet chromosomal, ~ + / ~ -  extrachromosomal bedingte F~ihigkeiten, nicht ver- 
g~irbare C-Quellen zu verwerten/nicht zu verwerten. Erg~inzend wurden p' und ~o' als Bezeich- 
hung eines partiellen Atmungsdefektes eingefiihrt (BAL~zs t966). 
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(2) ,,Spaltungsmutanten" (Chromosomal- oder Kern-Mutanten) p0 +, mit rezessiv- 
chromosomalem Erbfaktor. (3) Doppelmutanten, p~o-, mit Atmungsdefekt beider 
Arten. 

Diese drei Gruppen atmungsdefekter Mutanten sollen zusammenfassend als total 
atmungsdefekte (TRD) Mutanten bezeichnet werden, da diese ledigtich eine cyanresi- 
stente Restatmung (etwa 3 bis 5 °/0 der Gesamtatmung) aufweisen und nicht mehr in 
der Lage sind, nicht verg~/rbare C-Quellen (z. B. Acetat, Laktat, Glycerin und _Ktha- 
nol) zu verwerten und darauf zu wachsen. Die Bezeichnung ,,total" erstre&t sich nicht 
auf die cyanresistente Restatmung. 

W~ihrend Pe--Mutanten spontan entstehen oder zum Beispiel durch Acriflavin- 
behandlung leicht hergestetlt werden k~nnen, waren p~+-Mutanten nur sehr selten zu 
finden (PITTMAiV et al. 1960). Erst dur& die mutagene Einwirkung yon HNO2 ist es 
gelungen (BAL~iZS unpubliziert), Spaltungsmutanten in groger Zahl herzustellen und 
sie mit Hilfe der Kreuzungs-Methode (EPgluJssi 1953, PITTMAN et al. 1960, BALkZS 
1966) zu identifizieren beziehungsweise yon den vegetativen Mutanten zu trennen. 

WS.hrend iangjiihriger Beoba&tungen an so erhaltenen p0+-Mutanten sind sehr 
h~iufig sogenannte ,,Riickmutationen" aufgetreten. Stoffwechselphysiologische Unter- 
suchungen dieser St~imme ergaben - wie im folgenden berichtet wird - daig sie in einer 
vierten Gruppe atmungsdefekter Mutanten zusammenzufassen sind: (4) Partiell 
atmungsdefekte chromosomale Mutanten p'o+, (PRD), deren Atmungsf~ihigkeit welt 
fiber der iiblichen Restatmung yon TRD-Sdimmen liegt, abet geringer ist, als die 
Atmung der atmungsintakten P~+-St~imme (Wild). Diese partiell atmungsdefekten 
(PRD)-St~imme entstanden spontan aus p0+-Mutanten. 

Als PRD vegetative Mutanten, P0', sind wahrs&einli& die yon AwRs et al. 
(t965) bes&riebenen ,,respiration competent" St~imme einzuordnen. Eine ,,Normali- 
sierung" yon P~--Mutanten - wie sie KRAEVELIN (1964) berichtet - wurde yon uns 
unter den gew~ihtten Bedingungen hie gefunden. 

Die Hefesfiimme, die zu diesem vierten Typ yon RD-Mutanten geh/Sren, k/Snnen 
Acetat als C-Quelle langsam verwerten und sind somit dutch langsames Wa&stum auf 
Acetatsubstrat erkennbar. Diese Eigenschaf[ bteibt konstant vererbbar. An dieser StelIe 
sollen nur die energetischen Verh~iltnisse haploider RD-Hefest~imme betrachtet werden. 

MATERIAL UND METHODEN 

S~imtliche untersuchten Mutanten sind Abk~Smmlinge zweier haploider Saccharo- 
myces cerevisiae-St~mme entgegengesetzten Paarungstyps. Der eine ist Paarungstyp a, 
Mangelmutant (ly, ileu, leu); im folgenden werden dieser Stamm und die Abk~Smm- 
linge dieses Stammes mit A und einer Katalognummer bezeichnet. Der an&re ist Paa- 
rungstyp a, prototroph (w~ichst auf modifiziertem Wml~ERHAM-N~ihrboden, BAL~ZS 
1965); im folgenden werden dieser Stature und seine Abk/Smmlinge mit C und einer 
Katalognummer bezeichnet. 

Die p~o+- und ein Grot~tell der P0--Mutanten wurden durch Behandlung mit sal- 
petriger S~iure hergestellt, nach der Methode, die KAUDEWITZ (1959) an Escherichia 
coli verwendet hat. Aus dem C-Stamm entstanden dutch Nitritbehandlung auch mono- 
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und polyauxotrophe St~imme mit intakter (z. B. C124, C214) beziehungsweise defek- 
ter Atmung. Bei der Zusammenstellung der Ergebnisse werden diese St~imme yon den 
autotrophen gesondert behandelt. Einige polyauxotroph gewordene St~imme wiesen 
einen Bedarf an 6 his 7 Aminos~iuren auf (BALAzs 1965). P0--Mutanten wurden auch 
durch Acriflavinbehandlung erhalten (EvHr.ussI 1953). Die Trennung der p~+- yon 
den P~--Mutanten wurde mit Hilfe der Querstempelmethode (BALAzs 1966) vorge- 
nommen. 

Neben dem iibli&en Hefeextrakt-Glukose-N~ihrboden (zur Zii&tung der St~im- 
me) wurde ein Acetatniihrboden mit Phenolrotindikator verwendet, auf dem TRD- 
Mutanten ni&t wa&sen, der aber bei atmenden Sdimmen infolge oxydativen Acetat- 
verbrau&s immer mehr alkalis& wird, was durch Rotf~irbung des Indikators angezeigt 
wird. Der Acetatverbrau& kann quantitativ mit Hilfe potentiometris&er Titration 
bestimrnt werden. 

Qo2- und Qco.9-Messungen wurden durch die direkte Methode yon WAm3uvm in 
einer LSsung mit 0,01 m Glukose-Endkonzentration und einem Phosphatpuffer yon 
ptt 4,5 vorgenommen (UMBt~IT, BUI~RIS & S'rAUFFtCR 1964). 

Sauerstoffverbrauchsmessungen auf Acetat-N~ihrboden wurden mittels einer neu 
entwi&elten manometrischen Methode dur&gefiihrt, mit der Gasstoffwe&selmessun- 
gen unter Ziichtungsbedingungen au& tiber lange Zeitdauer durchfiihrbar sind (BA- 
LAzs 1966). 

ERGEBNISSE 

In Tabelle 1 sind die qualitativen Beobachtungsergebnisse fiber das Verhalten der 
vers&iedenen St~imme in S&iittelkulturen auf Hefeextrakt-Glukose- und Acetat- 
N~ihrlSsungen zusammengestellt. 

Die Restglukose wurde nach 24 Stunden photometris& bestimmt. Der Acetatver- 

Tabelle 1 

Gtukoseverbrauch und Acetatverwertung yon PO+- und RD-Stiimme in Schiittelkulturen 

Muta- Stamm- Zahl der Rest- Zeitdauer der 
tions- bezeich- u n t e r s u c h -  glukosO Verf~irbung des 
typ nung ten St~imme mg/ml Acetam~ihrbodens = 

P~+ C 12 ~ 0,3 9 =t 3 h 
A 6 ,-,0,5 11 ± 1 h 
C 15 0,1 ] 

PO+ A 8 0,I Keine Vefinderung 
w~ihrend 10digiger 

P.o- C 17 0,1 Beobachtungszeit 
A 22 0,1 

p'o+ C 28 ,-~ 0,2 etwa 1 bis 4 Tage je 
A 7 ~ 0,2 nach Stamm verschieden 

1 Nach 24 Stunden Inkubationsdauer in 1 °/o Glukose-Hefeextrakt-N~ihrboden. - o Auf 
2,0 °/0 Na-Acetat-Hefeextrakt-N~ihrboden pI~: 5,6 (Phenolrot-Indikator) 
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brauch dagegen wurde nur qualitativ durch die Verf~irbung des zugesetzten Phenolrot- 
indikators (Umschlag yon Getb in Tiefrot) angezeigt und die dazu ben6tigte Zeit- 
dauer angegeben. Alle Mutanten verbrauchten die angebotene Gtukosemenge innerhalb 
yon 24 Stunden fast vollst~indig. Signifikant unterschiedliches Verhalten zeigen sie je- 
do& auf Acetat-N~ihrboden. 

Als TRD-Mutanten wurden diejenigen St~imme betra&tet, die auf Acetat-N~ihr- 
boden w~ihrend 10t~igiger Beobachtungen keine Farbver~inderungen des Indikators her- 
vorriefen. Atmungsintakte Po+-St~imme ben6tigten hingegen fiir eine intensive Rot- 
f~irbung maximal 12 Stunden. St~imme, die erst nach 24 Stunden Farbveriinderungen 
bewirkten, wurden als PRD-Mutanten betrachtet. 
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Abb. 1: Acetat- und O2-Verbrauch yon PO+- (C 4) und p'o+- (C 141, C 130) St~imme. Stark 
ausgezogene Linien: gemessen in LuPc; stark ausgezogene Strichlinien: gemessen in reinem O~; 
schwa& ausgezogene Linien: Sollwerte des OpzVerbrauchs in Lu~ und in reinem O2 (Strich- 

linie), berechnet aus den gemessenen Acetatverbrauchswerten 
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A c e t a t -  u n d  O ~ - V e r b r a u c h s b e s t l m m u n g e n  in A c e t a t -  
N ~ i h r b o d e n  u n t e r  Z i i c h t u n g s b e d i n g u n g e n  

Um die einzelnen St~imme hinsichtlich ihrer recht unterschiedlichen Verwertung 
yon angebotenen C-Quellen exakt miteinander vergleichen zu k6nnen, sind quantita- 
tive Messungen erforderli&. Die rasche Glukoseverwertung s~mtli&er Sfiimme erm~ig- 
li&t es, die Glukoseverbrauchsmessungen au& in Ruhephase mit Hil£e der Wai~Bm~G- 
Methode dur&zufiihren; dagegen liefl die langsame Acetatverwertung der PRD- 
St~imme dieses einfache Verfahren nicht zu. Auf Grund der zu erwartenden langen 
Mefldauer in Acetatmedium bei Zellen, die sich in der Ruhephase befinden, ist mit einer 
ieinderung der physiologischen Bes&affenheit des zu untersu&enden Zellmaterials zu 
re&hen. Au~erdem ergeben si& bei Anwendung der WARBm~c-Methode kaum zu 
umgehende mef~technis&e Schwierigkeiten, die ebenfalls dur& die lange Met~dauer 
bedingt sind. 

Um diese S&wierigkeiten zu umgehen, wurden die verglei&enden quantitativen 
Messungen hinsichtli& des Acetatverbrau&s ni&t in der Ruhephase dur&ge£iihrt, son- 
dern unter Zii&tungsbedingungen, das heit~t auf Acetat-Niihrboden in Anwesenheit 
yon Hefeextrakt. Der Acetatverbrauch wurde potentiometrisch, der O2-Verbrauch 
manometrisch bestimmt (B~kzs 1966). 

Die unter diesen Bedingungen ermittelten Acetat- und O2-Verbrauchswerte er- 
geben einen charakteristis&en, S-f~irmigen Kurvenabtauf (Abb. 1), der wahrscheinli& 
dur& die Zellvermehrung bedingt wird. Deshalb wurde der ,,mittlere Acetatver- 
brau&" (mAV) angegeben: Aus der gemessenen Zeitdauer, in der die gesamte ange- 
botene Acetatmenge verbrau&t wurde (Plateau), wurde der lineare Acetatverbrau& 
bere&net und auf 10 Std. und 1 mg Tro&engewi&t der Einsaatmenge bezogen. Die 
Ergebnisse sind in Tabellen 2 bis 4 (Spalte 10) zusammengefat~t. 

Die auf Acetatsubstrat ermittelten O~-Verbrau&swerte, die jedoch mit den theo- 
retis&en Sollwerten ni&t iibereinstimmen, was auch auf einen Zellzuwa&s zurii&zu- 
fiihren ist, verlaufen mit den Acetatverbrau&swerten parallel. Erh~ihter Po~ bewirkt 
eine Steigerung des Acetatverbrauches und glei&zeitig eine zunehmende O~-Aufnahme. 
Einige charakteristische Beispiele sind in Abbitdung I dargestellt. 

A t m u n g s m e s s u n g e n  a u f  G l u k o s e s u b s t r a t  w~ihrend  
d e r  R u h e p h a s e  

Da Glukose sowohl yon P~+-St~immen als auch yon den TRD- und PRD-Mutan- 
ten s&nell verwertet wird, besteht die M6gli&keit, die Atmung auf Glukose w~ihrend 
der Ruhepause mit der direkten WARBURG-Methode zu messen. Es wurden stamm- 
charakteristis&e Met~werte erhalten sowohl fiir alle drei Gruppen der Atmungsmutan- 
ten als au& fiir die P~)+-Stiimme. Die Ergebnisse sind in Tabellen 2 bis 4 angegeben. 

Auf Grund der ermittelten Qo2- beziehungsweise Qco~-Werte wurden die ent- 
sprechenden Energieproduktionen (OEP und FEP) berechnet, deren Summe die Ge- 
samtenergieproduktion (GEP) ergibt. Die Bere&nung der Energieproduktion beruht 
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auf der Annahme, dai~ neben der Atmung eine rein alkoholis&e G~irung stattfindet. 
Die Richtigkeit dieser Annahme wird durch die gute Ubereinstimmung der gemessenen 
mit den berechneten Werten fiir den Glukoseverbrauch (Abb. 2, mittlere SS.ulenreihe) 
best~itigt. 

Berechnet man den prozentualen Anteil der durch Veratmung der Glukose produ- 
zierten Energiemenge (OEP) an der Gesamtenergie (GEP), erh~ilt man einen charak- 
teristis&en Weft, den Atmungsaktivit~,itsquotienten (AQ). Dieser kann nach folgender 
Gleichung berechnet werden: 

OEP Qoag. 5,1 
A Q =  GE~" 100 == Q0,~' 5,1 +(Qoo.2--Qo2).  1,25 100 

DISKUSSION 

Quantitative Beoba&tungen bei den aus atmungsintakten (P•+) Stiimmen nach 
Nitritbehandlung isolierten p~+-Mutanten fiihrten zu der Annahme, daf~ aus diesen 
Mutanten durch spontane ,,Riickmutation" ein neuer, innerhalb der RD-Mutanten ab- 
grenzbarer Typ entsteht: Die partiell atmungsdefekten Spaltungsmutanten p'~)+. Um 
die Richtigkeit dieser Annahme zu pr[ifen, wurden vergleichende stoffwechselphysiolo- 
gische Untersuchungen durchgefi~hrt, 

Die Aussage der in Tabelle 1 beschriebenen qualitativen Beobachtungen hinsicht- 
lich der verschiedenartigen Acetatverwertung einzelner Mutantentypen wurde durch 
quantitative Messungen des Acetatverbrauchs wesentlich pr~izisiert. Die ermittelten 
mAV-Werte (Tabellen 2 his 4, Spalte 10) erm6glichen, aui~er einer genauen Trennung 
der PRD-Stiimme sowohl yon den p~9+-St;,immen ats auch yon den TRD-Mutanten, 
auch eine Art Klassifizierung der PRD-Mutanten. Die mAV-Werte liegen niimlich bei 
den P~+-St',immen bei 2,2 +_ 0,1, w~ihrend bei dem PRD-Mutanten diese Werte eine 
Schwankungsbreite yon 0,6 bis 1,7 aufweisen. 

Bemerkenswert ist, dat~ die h6chsten mAV-Werte (1,7) der PRD-Mutanten no& 
signifikant yon denen der P~+-Stiimme abweichen, und dai~ kein einziger Fail yon 
sogenannten Rti&mutanten ermittek werden konnte, dessen mAV-Wert dem der P~o +- 
St~mme entsprach. Noch priignanter ist die Trennung der PRD-Stiimme yon den beiden 
TRD-Stiimmen, da weder bei P~-- no& bei p~+-Mutanten ein Acetatverbrauch na&- 
weisbar war. 

Gasstoffwechselmessungen (Qo2 und Qeoe) auf Glukose-Substrat erm~Sglichen einen 
Uberblick tiber die Atmungs- beziehungsweise Giirungsverh~iltnisse sowohl bei den 
P~+-St~immen als auch bei allen RD-Mutanten. Sie gestatten fernerhin dutch die Be- 
rechnung der freiwerdenden Energiemengen die Angabe eines stammcharakteristischen 
MaBes f~ir den Atmungsdefekt, welches in Form des AQ-Wertes ausgedriickt wird. 

Die voneinander abweichenden Qoe-, Qc02- und GEP-Werte der Atmungsintak- 
ten P~)+-St~imme lassen eine einheitliche Betrachtung siimtlicher St~imme nur bedingt 
zu; es sind gleichwertige Gruppen zu bilden. 

Die St~,imme k~Snnen folgendermai~en gruppiert werden: (a) In ,,Hauptgruppen", 
die jeweils gleichwertige, nicht atmungsspezifische Eigenschaflcen der verschiedenartigen 
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TabelIe 5 

Zusammenfassung der Ergebnisse (Mittel- und Streuungswerte) yon Atmungsmessungen auf 
Glukose-Substrat, nach genetisch verschiedenen Atmungseigenschaiten geordnet 

Muta- Stamm Zahl 
tions- (,,Haupt- d. Vet- OEP FEP GEP AQ 

typ gruppen") suche 1 M 2 _+o a M 2 _+~ a M '~ + o  a M ~ +-o a 

P~+ C prototroph 4 (3) 352 24 80 11 432 29 82 2 
C auxotroph 2 (1) 306 14 77 11 383 3 80 3 
A auxotroph 2 (1) 250 7 64 16 314 18 80 3 

8 (5) 
M~ 4 315 75 390 81 
Mo 5 20 12 23 2,7 

p~o+ C prototroph 6 (5) 45 18 296 24 341 20 13 5 
C auxotroph 6 (5) 41 17 227 34 268 35 16 6 
A auxotroph 4 (3) 32 14 232 19 264 8 13 5 

16(13) 
Msi ~ 40 254 294 t3,9 
Mo 5 17 27 25 5,5 

P ~ -  C prototroph 4 (3) 15 4 281 15 296 12 5,0 1,6 
C auxotroph 5 (4) 20 3 203 29 223 34 8,8 0,8 
A auxotroph 3 (2) 13 3 239 14 252 11 5,2 0,8 

12 (9) 
M~I 4 16,5 I7 t  238 6,7 
M a  5 3,3 22 24 1,I 

p'~o+ C prototroph 9 (8) 162 52 2t2 48 374 33 42 12 
C auxotroph 5 (4) 158 61 168 43 326 29 48 15 
A auxotroph 4 (3) 120 27 145 38 265 13 46 12 

18(15) 
MM 4 151 177 336 44,4 
Mo 5 51 45 29 13 

F-Test P~+ + p o +  + P ~ - 3 6 ( 2 7 )  
Me, 5 12 23 24,5 4,0 

F1527 17,7 3,8 1,4 9,9 
p < 0,001 < 0,01 ni&t signifikant < 0,001 

1 In Klammern die Freiheitsgrade. 
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Sfiimme zusammenfassen. So entstand die Hauptgruppe der Abk/immlinge des proto- 
trophen Stammes C, die Hauptgruppe des auxotrophen Stammes C und die Haupt- 
gruppe der Abk/Smmlinge des auxotrophen Stammes A. Diese Hauptgruppen werden 
auf Grund der genetisch verschiedenen Atmungseigenschat~en in Untergruppen unter- 
teilt (Tab. 2, 3, 4; Abb. 2). (b) Benutzt man die verschiedenen genetisch bedingten 
Atmungseigenschat~en als ordnendes Merkmal, werden die unter a erw~ihnten Haupt- 
gruppen zu Untergruppen (Tab. 5). 

Die Gesamtzahl der vorhandenen stabilen Mutanten, die also in Hauptgruppen 
und zus~itzlich in Untergruppen geteilt werden miissen, l~iigt eine exakte statistische 
Wertung nicht zu. Die vorstehend genannten Gruppenbildungen erm~Sglichen aber fol- 
gende Betrachtungen: (1) Ordnet man die St~imme innerhalb der Hauptgruppen in 
der Reihenfolge der abnehmenden AQ-Werte (Abb. 2), findet automatisch bei allen 
drei Hauptgruppen eine Ordnung der St~imme yon den P~+-Sfiimmen iiber die p'L) + 
und p~+-Sfiimme zu den PQ--Stiimmen statt. In durchschnittlich gleicher Reihenfolge 
nehmen auch die Qos-, OEP- und GEP-Werte ab. Dabei bilden die p'~+-Mutanten 
immer den 121bergang yon den PQ+-StS.mmen zu den TRD-Mutanten. Gruppiert man 
nach den genetisch verschiedenen Atmungseigenschafien, ergibt sich folgendes (Tab. 5): 
Man kann innerhalb der Gruppen der St~imme P o +, p~+, PQ- - trotz unterschied- 
licher ,,Hauptgruppenwerte" - die Qos-, OEP- und GEP-Werte urn einen Mittelwert 
mit relativ kleiner Streuung gruppieren. Bei den p'o+-Mutanten dagegen ist die 
Schwankungsbreite signifikant wesentlich h/Sher, als bei den anderen Stiimmen (siehe 
F-Test, Tab. 5). Dasselbe Bitd ergibt sich bei den AQ~Werten: Sie liegen ftlr die P0 +- 
Sfiimme um 81 _+ 3, fiir die p0+-Mutanten um 14 +_ 5, fiir die P~--Mutanten um 
7 _+ 1. Die AQ-Werte der p'~+-Mutanten fallen zwischen 25 und 70, und bilden einen 
Ubergang zwis&en den oben angegebenen Grenzwerten. Aus beiden Betrachtungswei- 
sen geht deutli& hervor, da8 die Gruppe der PRD-St~imme in dem Intervall yon den 
P~+-St~immen zu den TRD-Mutanten einen ,,kontinuierli&en" fgbergang bildet. 

(2) Betra&tet man die Energieproduktion s~imtli&er Sfiimme, erh~ilt man fotgen- 
des Gesamtbild: Die GEP-Werte bilden sowohl in den Haupt- als auch in den Unter- 
gruppen voneinander verschiedene mittlere Niveaus mit einer gewissen stufenweisen 
Abnahme yon den PC+- zu den Po--St~immen. Dennoch ist bei s~imtIichen RD-Mu- 
tanten eine Tendenz sichtbar, ihre GEP-Werte durch Erh6hung der FEP, also dur& 
intensivierte G~irung zu erhalten. Die Streuung der GEP-Werte bei den p'o+-Mutan- 
ten ist ni&t signifikant unters&iedlich yon den P0 +-, po+- und Po--Sfiimmen (Tab. 5). 
Die statistische Auswertung s~imtli&er Mef~werte (Abb. 3) zeigt eine signifikante 
(0,1 °/0) Korrelation der OEP-FEP-Werte (r = - -  0,82). Die OEP-GEP-Korrelation 
ist signifikant (0,1 °/0) positiv (r = + 0,75). Die Abnahme der GEP-Werte betr~igt im 
Durchs&nitt bei den prototrophen C-Stitmmen 31 °/0, bei den auxotrophen C-St~im- 
men 42 °/0 und bel den A-St~immen 20 %, die OEP-Werte dagegen vermindern sich 
bei allen 3 Hauptgruppen um jeweils 95 % (Tab. 2 bis 4). 

Global betrachtet ist die Verminderung der oxydativen Energieproduktion in- 
folge der RD-Mutation um etwa 60 bis 70 0/o griSt~er als die der GEP. Aus dieser Be- 
obachtung l~if~t si& folgern, dag die Hefezellen hinsi&tli& ihrer Energieerzeugung 
einen Regelme&anismus besitzen, der einer umweltsunabh~ingigen (also endogen deter- 
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minierten) PASTEuR-Regulation entspr~iche. Dieses kommt darin zum Ausdru&, dat~ 
bei unzurei&ender OEP - infolge genetis& bedingter Verinderungen der Atmungs- 
aktividit - die G~irung (und dadur& die FEP) in dem Mage gesteigert wird, dab die 
ausgefallene Energiemenge m6glichst weitgehend ersetzt werden kann. 

Bekanntli& wird die Energieversorgung der Zelle dur& exogen beeinflugbare 
enzymatis&e Flief~glei&gewi&ts-Systeme aufre&terhalten, wobei der jeweilige 
Gleichgewi&tszustand mittels eines Rii&koppelungsmechanismus erhahen wird (H~ss 
1966). Das in den vortiegenden Untersu&ungsergebnissen erhahene Gesamtbitd ~iber 

FE t 
3001 o8 + 

200- 

100- 

+ 

+ 

+ + 

O & & 

o o e A & & 

ZX 

& 

& 

& & 

- 0,566 

100 200 300 400 OEP 

Abb. 3: Regression zwischen den OEP- und FEP-Werte gimtlicher Stimme. 
• = P~+; A .... p'~) +; + = p~o+; (D = P~--Stimme. 

(Niheres im Text) 

das Verhalten atmungsdefekter Hefemutanten hinsichtlich ihrer Energieversorgung 
zeigt, daft dieses Fliet~gleichgewicht auch nach endogenen, das heif~t genetisch beding- 
ten Einwirkungen erhahen und in den meisten F~ilten iiber einen minimalen Sollwert 
geregeh werden kann. Unter diesem Aspekt w~ire die Energieversorgung der Zelle als 
genetisch determiniertes - und erblich beeinflugbares - Fliegglei&gewi&tssystem vor- 
stellbar. Darin sind Atmungs- und G~/rungsintensidit iiber einen Regelmechanismus zu 
einer £unktionellen Einheit verkniipE. Betrachtet man diesen Regelmechanismus selbst 
als genetisch determiniert und mutierbar, so wiirde das Fliet~gleichgewichtssystem ins- 
gesamt als Resuhante yon drei in Grenzen ver~inderlichen Gr/igen bestimmt werden. 
Die bei mutagenen Einfltissen beobachtete groge ZahI ,,letaler" Mutanten k/Snnte somit 
auf ein Versagen innerhalb des komplexen Flieggleichgewichtssystems zurii&gefiihrt 
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werden, das die ftir die Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen erforderliche Energie 
produziert beziehungsweise regelt. 

(3) Der AQ-Wert gibt das Verh~iltnis der OEP- zu den GEP-Werten in Pro- 
zenten an. Es ist also eine yon den nicht atmungsspezifischen Eigens&al%n wahrschein- 
tich unabh~ingige, stammcharakteristische Gr6ge. Mit HiKe dieser Gr~Sge liege sich 
vielleicht zwischen den unterschiedlichen Saccharornyces cerevisiae-Typen ein Vergleich 
ziehen, und somit w~iren ihre verschiedenen Atmungseigenschaflcen einer genetischen 
Analyse zugiinglich. 

(4) Die AQ-Werte der atmungsf~ihigen St~imme (Po + und p'O+) welsen eine 
Parallelit~it zu den entsprechenden mAV-Werten auf (Tab. 2 his 4). Es ist jedoch auf- 
fallend, dag bei einem AQ-Wert unter 25 Spaltungsmutanten nicht mehr in der Lage 
sind, Acetat zu verwerten, obwohl sie am c Glukosesubstrat noch eine erhebli&e 
Energiemenge durch Atmung freisetzen k6nnen. Offenbar sind diese St~imme nicht 
mehr in der Lage, mittels ihrer Restatmung auf Acetat-Substrat die Kalorienmengen 
freizusetzen, die zur Aufrechterhaltung ihrer Lebensfunktionen notwendig sin& Es 
ergibt sich die Frage, ob etwa eine Energieschwelle vorliegen k6nnte. SH~MaN & 
SLONIMSKI (1964) beschreiben St~imme mit der Bezeichnung p4~o +, die sich auf ~thnliche 
Weise verhalten, und bemerken, dag in diesen Mutanten atle Atmungsenzyme vorhan- 
den sind: "They have all the cytochromes, with cytochrome a, aa and b present in law 
concentrations." Die Energieschwelle w~re also mit zu geringen (unters&welligen) 
Enzymkonzentrationen zu deuten. 

(5) Die Tatsache, dag auf Acetat-Substrat die Atmungsaktivit~it der p'e +- 
Mutanten durch erh~Shten Poe in betr~ichtlichem Mage beeinflugt werden kann (Abb. 1), 
untersttitzt die Annahme, daf~ diese St~imme sich in einer energetisch labilen Lage be- 
finden. Ihr verz/Sgertes Wachstum auf Acetatnlihrboden kann also auf die yon ihnen 
in diesem Milieu produzierbare geringe Energiemenge zuriickgefiihrt werden. Die 
Aufstellung einer brauchbaren Energiebilanz auf Acetatsubstrat und damit die Ermitt- 
lung der niedrigsten Energiemenge, die fiir die Erhalmng der Lebensfunktionen der 
Zellen in der Ruhephase notwendig ist, wird durch die Tatsache verhindert, dag die 
Acetatverwertung der p'0+-St~imme nur unter Ziichtungsbedingungen zu bestimmen 
ist. 

(6) Die gr~Sgte Schwankungsbreite der GEP-Werte ist bei den zus~itzlich Auxo- 
trophie aufweisenden Abk~Smmlingen des prototrophen Stammes C zu beobachten. Ein 
Grogteil dieser St~imme wies eine 6- bis 7fache Polyauxotrophie auf (BALkZS 1965). 
Diese Polyauxotrophie ist bei einem Grogteil der TRD-Mutanten allm~ihtich nach 
einigen Passagen aufgetreten und blieb genetisch konstant. In diesem Zusammenhang 
ist zu erw~ihnen, dag gerade diejenigen polyauxotrophen St~imme, die auf Glukose- 
Niihrboden eine auffallend niedrige GEP zeigen, zum Absterben neigen, das heigt, 
sich tiber l~.ngere Zeit schwer oder gar nicht lebend erhalten iassen. Es w~ire durchaus 
miSglich, die yon Butt)~r, (1966) beschriebene Letalit~it einiger TRD-Mutanten damit 
zu deuten, dag eine zusiitzliche Polyauxotrophie die St~imme hindert, diejenige Energie- 
schwelle zu errei&en, die in diesem Mangelzustand fiir die Aufrechterhaltung des Zell- 
zuwachses notwendig ist. 

Die stoffwechselphysiologischen Untersuchungen auf Acetat- und Glukose-Sub- 
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strat beweisen, dai~ die dutch sogenannte R~ickmutation entstandenen PRD-Mutanten 
einen l~bergang yon den atmungsintakten P~+-St~immen zu den TRD-Mutanten bil- 
den. Da die TRD-Mutanten im allgemeinen durch eine Ver~inderung in ihrem Cyto- 
chromsystem yon den P~+-St~immen abweichen (Ev~RussI 1953, SHERMAN 1963), ist 
mit hoher Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dai~ die wohldefinierte und vererbbare 
neue Atmungseigenscha~ der PRD-St~imme auf eine genbedingte Aktivit~its- und/oder 
Konzentrations~inderung der am Atmungsprozef~ teilnehmenden terminalen Enzyme 
zuri~ckzuf~ihren ist (Sight, MAN & SLONIMSK~ 1964). Die vergleichenden atmungsphysio- 
logischen Untersuchungen best~itigen somit die immer mehr verbreitete Ansicht, da!~ 
der durch die urspr~ingliche Mutation entstandene Defekt enzymatisch umgangen wird, 
und dadurd~ die ,,neuen" PRD-St~imme entstehen kSnnen. 

Die hohe Zahl yon aus p~+-St~immen entstandenen p'~+-St~mme (bei Strichkul- 
turen iiber die gesamte Impffl~iche auftretend) l~it~t die Vermutung zu, daf~ diese 
Anderung nicht auf einem sekund~iren Mutationsvorgang (,,Riick"-Mutation) zuri~ck- 
zufiihren w~ire, sondern eher damlt, da~ - wenigstens bei einer grol~en Zahl der 
urspri~nglichen p~+-Mutanten - eine Art endogene Regenerationstendenz anzunehmen 
w~ire, die der Zelle zu einer mehr ~Skonomischen Energieausnutzung verhili~. Dafi~r 
spricht auch der Befund, dai~ die Atmungsaktivit~it der PRD-Mutanten unterschiedlich 
ist und daf~ ihre AQ-Werte einen - wie ~Si~ers betont - sozusagen kontinuierlichen 
l~bergang von den P~+-St~immen zu den TRD-Mutanten bilden. 

Die kybernetische Betrachtung der enzymatischen Vorg~nge innerhalb der gene- 
tisch intakten Zelle brachte die Ansicht, daf~ die Zelle durch ein enzymatisches R/ick- 
koppelungssystem in der Lage ist, mittels einer Art ,,biochemisc~en Schatters" (HEss & 
BRAND 1965, HESS 1966) exogene sch~dliche Einfliisse in gewissem Rahmen innerhalb 
kurzer Zeit zu kompensieren. Unter diesem Aspekt k~Snnte die Regenerationstendenz 
p~+ --~ p'o + so interpretiert werden, daf~ eine Art kybernetisches Regelungssystem 
auch innerhalb des genetischen Informationsgehaltes der Zelle wirksam ist, wobei der 
OEP als informativer Sollwert f~ir die ,,genetische Umschaltung" der Stoffwechsel- 
mechanismen maflgebend w~ire, und dai~ die Zelle durch eine Art ,iangfristiger Rege- 
lung" in der Lage w~ire, auch endogene, also genetisch bedingte Einfl/.isse ohne zus~itz- 
Iiche Mutation (,,R~ickmutation") zu umgehen. Der Vorgang p~+ -+ p'~+ w~ire damit 
so zu deuten, dab durch den genbedingten Ausfall der Atmungsprozesse die ,,lang- 
fristige Regelung" in der Weise wirksam wird, dat~ die Zelle dutch das in ihrem Infor- 
mationsgehalt vorhandene Regelungssystem bef~ihigt wird, die ausgefallenen oxy- 
dativen Prozesse enzymatisd~ derart zu regeln, dal~ durch partielle Wiederherstellung 
der Atmungsfiihigkeit eine g/.instigere oxydative Energieversorgung (als Sollwert) er- 
reicht wird. 

Es ist nicht zu entscheiden, ob die auf Grund der obigen Ergebnisse angenomme- 
nen endogene ,,langfristige Regelung" mit einer der genetischen Arbeitshypothesen, 
wie multiple Allelie, Pleiotropie, oder die Wirkungsweise yon Suppressor-, Repressor- 
und Regulatorgenen in Einklang zu bringen ist. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

1. Langj~ihrige Beobachtungen zeigten, dal~ aus total atmungsdefekten (TRD) chromo- 
somalen Mutanten (p0+), die nach Nitritbehandlung haploider Saccharomyces 
cerevisiae-St~imme isoliert wurden, sehr h~iufig spontan partiell atmungsdefekte 
(PRD) chromosomale Mutanten (p'0 +) entstehen. 

2. W~ihrend die vegetativen (P~)-) und &romosomalen (po +) TRD-Mutanten ni&t 
vergiirbare C-Quellen wie beispielsweise Acetat unter Ztichtungsbedingungen iiber- 
haupt nicht verwerten k~Snnen, zeigen die p'~+-St~imme eine Acetatverwertung, die 
allerdings langsam erfotgt und in allen F~illen unter dem Wert der atmungsintakten 
P0+-St~imme liegt. 

3. Die Qo2- und Qco.2-Messungen auf Glukosesubstrat in der Ruhephase erm~Sglichen 
die Ermittlung der oxydativen (OEP)- und fermentativen (FEP)- und hieraus der 
gesamten (GEP)-Energieproduktion. Aus diesen Werten l~ii~t sich ein stammcharak- 
teristischer Atmungsaktivit~itsquotient (AQ) bere&nen. 

4. Die Gruppe der PRD-St~mme bildet einen ,kontinuierlichen" I]bergang yon den 
TRD-Mutanten zu den P~+-St~mmen. 

5. Bei s~imtli&en RD-Mutanten ist eine Tendenz si&tbar, ihre GEP-Werte durch 
intensivierte G~irung zu erhalten (Signifikante Korrelation zwischen OEP und FEP). 
Die Verminderung der OEP infolge der RD-Mutation ist um etwa 60 bis 70 % 
gr6Ber als die der GEP. 

6. ErhiShter Po2 steigert bei den p'~)+-Mutanten die Ges&windigkeit der O~-Auf- 
nahme. Dies ist bei TRD-Mutanten nicht der Fail. 

7. Die auf Grund des h~iufig spontan auftretenden Vorgangs p0 + --~ p'0 + angenom- 
mene endogene Regeaerationstendenz wird als eine Art endogene ,,langfristige 
Regelung" gedeutet. 
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Diskussion im Anschtufl an den Vortrag BAL~ZS 

HESS: K6nnen Sie uns sagen, unter welchen Sauerstoffdrucken Sie gearbeitet haben? 

BAL.iZS: Es wurde mit Luflc und mit relnem Sauerstoff gearbeitet, also bei etwa 150 beziehungs- 
weise 760 Torr Po2. 

HEss: Ich stelle die Frage, well i& wissen will, ob die Cytoahrommangelmutanten dur& 
Sauerstoff oder dur& andere Substrate wie Acetate induziert werden k6nnen. Es k~innte sein, 
dat~ die Cyto&romsynthese lediglich deprimiert ist. 

B*L.~ZS: Die Versuahe auf Acetat-Substrat mit erh6htem PO2 k/Snnten darauf deuten, dag eine 
O2-Induktion der Cytochromsysteme bei atmungsintakten und partieI1 atmungsdefekten Stalin- 
men durchaus im Bereich der M/igliahkeit liegt. Dat~ Acetat eine induktive Wirkung ausiibt, 
w~ire unter den verwendeten Versuahsbedingungen unwahrscheinlich; man k/Snnte eine solahe 
Wirkung h/Schstens dem erh~Shten Po2 zuschreiben. Wenn fiberhaupt eine erh6hte Acetat- 
verwertung als Folge einer Induktion betrachtet werden kann, ist es bemerkenswert, dal~ die 
Erh6hung der Acetatverwertung und der O~-Aufnahme bei den PRD-Mutanten nur innerhalb 
offenbar genetisah bestimmter Grenzen stattfinden kann. Hit anderen Worten: die M/Sglichkeit 
einer ErhShung der Atmung durch eventuelle Sauerstoff-Induktion ist je naah Stature Iimitiert, 
woraus man schliet~en k6nnte, dag die Atmungsintensitiit der St~imme mit versahiedenen AQ- 
Werten auf jeweils nnterschiedIichen Niveaus genetisah festgelegt ist. Total atmungsdefekte 
Mutanten (weder p~o+ noah P•-) weisen auch nach erh~Shtem Po~ keine megbare Acetatver- 
wertung auf; man kann wohl annehmen, dag bei diesen Mutanten kein induzierbares System 
vorliegt. Die Fmderung p~+ -+ p'~)+ kann wohl nicht auf Induktion beruhen, da dieser Vor- 
gang ja spontan, in Lu~ und auf Glukose-Substrat beobachtet worden ist. Es w~ire durchaus 
interessant, zu untersuchen, ob diese yon uns auf eine ,,genetische Sahalterwirkung" zuriick- 
gefiihrte Anderung zum BeispM durah erh6hten Po-2 oder durch Acetat zu beeinflussen ist. 


