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Conclusion: (1) T h e  a d d i t i o n  of S.S.S.  to  t h e  c u l t u r e  
m e d i a  c an  r e s to r e  t h e  v i r u l e n t  c h a r a c t e r  of s t r a i n s  of 
p n e u m o c o c c u s  I I I  w h i c h  h a v e  long  ago  los t  t h e i r  p a t h o -  
gene t i c  power .  

(2) T h e  a d d i t i o n  of p o l y g a l a c t u r o n a t e  of Ca to  n u t r i e n t  
agar ,  w i t h  or  w i t h o u t  a d d i t i o n  of s e r u m  or  asc i t ic  f luid,  
g ives  a n  e x c e l l e n t  m e d i u m  of c u l t u r e  for  t h e  p n e u m o -  
coccus,  w h i c h  i nc r ea se s  t h e r e  l u x u r i a n t l y  in  " S "  form,  
c a p s u l a t e d  a n d  v i r u l e n t .  

Fig, 2.-Culture of pneumococcus III on polygalacturonate-agar (on 
the left) compared with normal culture on serum-agar. 

(3) T h e  i n j e c t i o n  of p o l y g a l a c t u r o n a t e  i n t o  mice  in-  
f ec ted  b y  p n e u m o c o c c u s  III, i n c r e a s e d  i t s  p a t h o g e n i c  
power ,  whi le  i t  d id  n o t  p r o d u c e  e v i d e n t  t ox i c  e f fec ts  in 
n o r m a l  mice.  

(4) The  g r o w t h  of p n e u m o c o c c u s  I I I  on  p o l y g a l a c t u r o -  
n a t e - a g a r  m a y  s h o w  a m o d i f i c a t i o n  of t r a n s p a r e n c y  of 
t h e  m e d i u m ,  p r e s u m a b l y  in  r e l a t i o n  to  p h e n o m e n a  of 
o x y d a t i v e  n a t u r e .  

(5) T h e  a d d i t i o n  of a sco rb i c  ac id  to  t h e  po lyga l ac -  
t u r o n a t e - a g a r  a p p e a r s  p r i m a r i l y  to  fac i l i t a t e ,  a n d  t h e n  
to  i n h i b i t  t h e  d e v e l o p m e n t  of e l e m e n t s  w i t h  c a p s u l a r  
m e t a c h r o m a s i a .  

A. NOVELLI 

D e p a r t m e n t  of G e n e r a l  P a t h o l o g y  a n d  Bac t e r i o logy ,  
U n i v e r s i t y  of Genoa., N o v e m b e r  15, 1951. 

Zusammen[assung  

D u r c h  Z t i c h t u n g  n i c h t - p a t h o g e n e r  P n e u m o k o k k e n -  
s t X m m e  in  G e g e n w a r t  y o n  spez i f i schen  P o l y s a c c h a r i d e n  
w u r d e n  diese ffir weisse  MAuse v i r u l e n t .  E i n  b e s o n d e r s  
g i ins t iges  M e d i u m  fo r  die E n t w i c k l u n g  y o n  P n e u m o -  
k o k k e n  w u r d e  be i  de r  P r i i f u n g  v o n  P e k t i n s t o f f e n  au f  
Ni~hrbSden g e f u n d e n ,  w e n n  m a n  nXml ich  den  g e w 6 h n -  
l i chen  A g a r k u l t u r r S h r c h e n  2 c m  ~ e i n e r  ko l lo ida l en  LS- 
s u n g  y o n  6 p r o z e n t i g e m  P o l y g a l a k t u r o n a t  des  Ca zu-  
se tz te .  Auf  d i e s e m  N A h r b o d e n  e n t w i c k e l n  s ich  die P n e u -  
m o k o k k e n  ( I I I )  in  r e i c h e m  Masse,  sowohl  in  e ingekapse l -  
t e r  wie a u c h  in  v i r u l e n t e r  F o r m .  

Amino Acid Requirements for Growth of the 
Honeybee (Apis mellifica L.) 1 

I n  a p r e v i o u s  c o m m u n i c a t i o n  z i t  was  s h o w n  t h a t  a 
n o r m a l  g r o w t h  of t h e  y o u n g  w o r k e r  h o n e y b e e ,  de ter -  
m i n e d  b y  t h e  e s t i m a t i o n  of d r y  w e i g h t  a n d  n i t r ogen  
c o n t e n t ,  cou ld  be  o b t a i n e d  on  a s e m i - s y n t h e t i c  d ie t  of 
sucrose  a n d  case in  a t  a t e m p e r a t u r e  of  30°C. T h e  n a t u r a l  
d i e t  of suc rose  a n d  bee  b r e a d  (pollen) was  used  for  com- 
pa r i son .  N o w  we have o b t a i n e d  t h i s  g r o w t h  of t h e  newly  
e m e r g e d  i m a g o  on  a t o t a l l y  s y n t h e t i c  d ie t .  T h e  casein 
of t h e  f o r m e r  i n v e s t i g a t i o n  b e i n g  r ep l aced  b y  a m i x t u r e  
of 17 a m i n o  acids,  b a s e d  on  t h e  c o m p o s i t i o n  of case in  3. 
T h e  d i c a r b o x y l i c  ac ids  of case in ,  i .e.  g l u t a m i c -  and  
a s p a r t i c  acid,  were  o m i t t e d  f rom t h e  m i x t u r e  a f t e r  it 
h a d  b e e n  s h o w n  t h a t  a case in  h y d r o l y s a t e  f r o m  which  
t h e s e  a m i n o  ac ids  h a d  b e e n  q u a n t i t a t i v e l y  r e m o v e d  wi th  
t h e  ion  e x c h a n g e  re s in  A m b e r l i t e  I .R .  4B,  cou ld  replace  
t h e  case in .  (A ful l  a c c o u n t  of t h e s e  f i n d i n g s  wil l  be 
p u b l i s h e d  e lsewhere . )  F r o m  t h e  a m i n o  ac id  m i x t u r e  each 
c o m p o n e n t  was  o m i t t e d  in  t u r n  a n d  t h e  d r y  w e i g h t  and  
n i t r o g e n  c o n t e n t  of t h e  bees  w as  d e t e r m i n e d  a t  7 days  
i n t e r v a l s .  I n  t h i s  w a y  we were  ab l e  to  i n v e s t i g a t e  the  
s ign i f i cance  of e a c h  of t h e  a m i n o  ac ids  for  t h e  p ro t e in  
a n a b o l i s m  of t h e  y o u n g  h o n e y b e e .  

Mater ia l  and rnethods.-In S e p t e m b e r - N o v e m b e r  1951 
y o u n g  bees  were  c a u g h t  f r o m  a c o m b  w i t h  sea led  brood  
w h i c h  was  p l aced  in a n  i n c u b a t o r  a t  5: 33°C. T h e  newly  
e m e r g e d  bees  were  t a k e n  a t  i n t e r v a l s  of 8 h o u r s  and  
t r a n s m i t t e d  i n t o  L i eb e fe l d e r  e x p e r i m e n t a l  cages.  These  
l i t t l e  cages,  w i t h  50 bees  in  each ,  were  k e p t  a t  30°C and  
c o n s t a n t l y  s u p p l i e d  w i t h  w a t e r  a n d  w i t h  t h e  e x p e r i m e n -  
t a l  d ie t .  T h e  l a t t e r  c o n s i s t e d  of sucrose ,  t a p  w a t e r  and  
m i x t u r e s  of 17 or  16 p u r e  a m i n o  ac ids  ( H o f f m a n n - L a  
R o c h e  4) in  t h e  s a m e  r e l a t i v e  a m o u n t s  as  in  casein.  
/ - A m i n o  ac ids  were  used,  e x c e p t  m e t h i o n i n e ,  t h r e o n i n e  
a n d  ser ine ,  t h e  l a t t e r  b e i n g  o n l y  a v a i l a b l e  in t h e  dl-form. 
No v i t a m i n s  were  a d d e d  to  t h e  d ie t .  T h e  a m i n o  acids 
were  fed a t  s u c h  a leve l  t h a t  t h e  n o r m a l  n i t r o g e n  c o n t e n t  
of a n  a d u l t  bee  cou ld  b e  o b t a i n e d  in a b o u t  14 days .  This  
occurs  if t h e  a m i n o  ac id  m i x t u r e  a m o u n t s  to  2.5 % of the  
d r y  sugar .  T h e  a m i n o - a c i d s  are  a d d e d  t o  t h e  sugar-  
w a t e r  m i x t u r e  (4 :1)  a n d  t h e  who le  is h e a t e d  for  some 
m i n u t e s  to  d i s so lve  t h e  sugar .  Af te r  cool ing  t h e  m i x t u r e  
is s t i r r e d  w i t h  a glass  rod.  I n  t h i s  w a y  a v e r y  f inely 
c rys t a l l i s ed  s u g a r  c a n d y  is o b t a i n e d  in  w h i c h  t h e  amino  
ac ids  are  d i s so lved  or  d i v i d e d  h o m o g e n e o u s l y .  

D r y  w e i g h t s  a n d  n i t r o g e n  c o n t e n t s  were  d e t e r m i n e d  
of n e w l y  emerg ed  bees,  a n d  of bees  a f t e r  h a v i n g  b e e n  fed 
for  7 a n d  14 d a y s  on  t h e  e x p e r i m e n t a l  die ts .  F o r  each 
d e t e r m i n a t i o n  a s a m p l e  of 5 bees  was  used,  a f t e r  remov-  
ing  t h e  d ige s t i ve  t r a c t ,  w i t h  h o n e y  s t o m a c h  a n d  ex- 
c r e t o r y  o r g a n s  inc luded .  

T h e  d r y  w e i g h t  was  d e t e r m i n e d  by  k e e p i n g  the 
s a m p l e s  for  3 d a y s  in a n  i n c u b a t o r  a t  80°C. Ni t rogen  
d e t e r m i n a t i o n s  were  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  to  KJELDAHL, 
w i t h  s u l p h u r i c  acid,  p o t a s s i u m  s u l p h a t e  a n d  se lenium 
m i x t u r e  (WIENINGER) for  d e s t r u c t i o n ,  a n d  0.1 n solu- 
t i o n s  of s u l p h u r i c  ac id  a n d  s o d i u m  h y d r o x y d e  for  t i t r a t ion .  
F o r  f u r t h e r  de t a i l s  see ~ a n d  e. 

1 54th Communication of the "Werkgemeensehap voor Veeteelt- 
kundige Onderzoekingen" part of the "National Council for Agri- 
cultural Research, T.N.O.". 

A.P. DE GROOT, Proc. Kon. Ned.Akad.Wetensch. 53, 560 (1950). 
a R. J. BLOCK alxd D. BELLING, The amino acid composition o/ 

proteins and foods, 2rid Ed. (Springfield, 1951), p. 490. 
a Our thanks are due to F. Ffoffmann-La Roche and Co. for their 

kindness in supplying the amino acids. 
5 A.P. DE GROOT, Proc. Kon. Ned. Akad. Wetensch. 53, 560 (1950). 
8 A. P. DE GROOT and J. C. A. MmHORST, Chem. ~,¥eekbl. 47, 219 

0951). 
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Results and discussion. The data  of the dry weights 
and nitrogen determinat ions are plot ted against t ime in 
the figures 1 and 2. Each point of these graphs is the 
average of 4 or 5 samples of 5 bees. The amino acid 
omitted is ment ioned next  to the curve belonging to the 
corresponding diet. The curve marked with "comple te"  
shows the increase on a diet with 17 amino acids i.e. 
those of casein except  glutamic and aspartic acid. 
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Fig. 1 . - Increase  in  d r y  we igh t  of young  honeybees  on d ie t s  in which 
the amino ac id  men t ioned  n e a r  each  curve  had  been omi t ted .  De- 

t e rmina t ions  on whole bees  w i thou t  d iges t ive  t rac ts .  

Both of the graphs show two clearly separated groups 
of curves. The increase of the lower group after 14 days 
being about  5 %, tha t  of the upper group about  20 % of 
the original value of newly emerged bees. The difference 
between both groups is most marked in their  course 
between the 7 th and the 14 th day. In this period the 
increase in dry weight  and nitrogen content  is nearly 
absent in the lower group, whereas in the upper group a 
steep rise occurs. Since in the adul t  bee under natural  
conditions the dry weight and nitrogen content  amounts  
to 21-23 mg and 2.5-2-7 mg respectively, i t  may be 
noted from the graphs tha t  on the exper imental  diets of 
the upper group the normal  values may be attained.  

From these findings it  may  be concluded tha t  the 
lower group of curves includes the diets deficient in an 
essential amino acid, whereas in the upper group amino 
acids are lacking which are dispensable to the honeybee 
imago. 

Summarizing these results it may  be s tated tha t  the 
following amino acids are essential for the growth of the 
young worker honeybee:  arginine, histidine, lysine, 
phenylalanine, t ryptophan,  leucine, isoleucine, threonine 
and valine. Dispensable amino acids are: glycine, ata- 
nine, serine, cystine, tyrosine, hydroxyproline,  glutamic 
acid and aspartic acid. The significance of methionine 
and proline could not  yet  be est imated wlth cer ta inty  

since the curves concerned showed a somewhat  inter- 
mediary course. I t  seems, however, tha t  methionine is 
essential and proline is not. The position of these amino 
acids will therefore be further investigated z. 
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Fig. 2.-Increase in nitrogen content on diets lacking in one amino 
acid. 

I t  is interesting to note the close resemblance in the 
amino acid requirements  of the imago honeybee with 
those of the higher animals, especially the rat. So far as 
has been invest igated up to now, there is no difference 
in the requirements  of the growing rat* and the growing 
honeybee. However,  some marked deviat ions occur in 
the needs of Aedes aegyptiL This insect, which has so far 
been the most extensively investigated,  needs glycine 
for larval growth, whereas for the growth of the honey- 
bee imago glycine is dispensable. On the other  hand 
phenylalanine is essential for the honeybee, but  seems 
to be rejplacable by tyrosin in this mosquito. 

In the present investigation the na tu ra l / - amino  acids 
have been used except  for the racemic mixtures  already 
mentioned. In further experiments  it will be invest igated 
how far the d-amino acids can replace the natura l  l- 
forms. 

Acknowledgmen t :  The  a u t h o r  is i n d e b t e d  to Prof. S. DIJKGRAAF 
for the faci l i t ies  p rovided  in his  l abora tory .  T h a n k s  are  also due  to  
Dr. C. G. J.  M. ENGEL for f requent  help and  adv ice  and  for the  
cor rec t ion  of th is  manusc r ip t ,  and  to Miss L. B o w E r ,  London,  for 
the correction of the English text. 

A .  P .  DE GROOT 

Laboratory  of Comparat ive Physiology, Univers i ty  of 
Utrecht ,  J anuary  3, 1952. 

z Whi le  the m a n u s c r i p t  was  in press the essent ia l  na tu re  oI 
men th ion ine  could be es tabl ished,  whereas  prol iue  tu rned  ou t  to 
be non-essential .  

W.  C. RosE, Physiol .  Rev.  18, 109 (1938). 
3 L. GOLDBERG and B. DE MEILLON, Biochem.  J.  43, 379 (1948). 
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Zusammen]assung 

Zur Aufkl~rung des Bedaris an Aminos~uren frisch 
geschlfipfter Jungbienen  wurde die Zunahme ihres Trok- 
kengewichtes und Stickstoffgehalts best immt,  bei Ver- 
f i i t terung yon DiAten, welche ans ta t t  Eiweiss ein Ge- 
misch aus 17 Aminos iu ren  enthielten. Durch wechsel- 
weises Fort lassen je einer der 17 Aminos~uren konnte  
gezeigt werden, dass fiir gutes Wachs tum die folgenden 
Aminos~uren notwendig sind: Arginin, Histidin,  Lysin, 
Phenylalanin,  Tryptophan,  Leuzin, Isoleuzin, Methionin, 
Threonin und  Valin. Nicht notwendig waren : Glykokoll, 
Alanin, Serin, Zystin, Tyrosin, Prolin, Oxyprolin, Glu- 
taminsAure und  AsparaginsAure. 

Die Entstehung sterischer Nachbilder 

Bekannt l ich  lassen sich dureh l~tngere beid~ugige Fixa- 
t ion entsprechend heller k6rperlicher Objekte sterisch 
erscheinende Nachbilder gewinnen. Diese Art  der Nach- 
bilder ist insofern eine besondere, als hiebei das funk- 
tionelle Zusammenwirken beider Netzh~ute im Sinne 
yon Einfachsehen Voraussetzung ist, wobei dasselbe 
durch die binokulare Parallaxe des gebotenen kbrper- 
lichen Objektes mit  einer besonderen Qualit~t der Emp-  
f indung bzw. Wahrnehmung  verkniipft  ist, n~tmlich der 
nach der Tiefe. 

Wie ffir das beidAugige Einfachsehen, liegen auch fiir 
das k6rperliehe Sehen besondere zentral-nervbse Bedin- 
gungen vor:  Die beiderseitigen Optikuslei tungen,  welche 
die Netzhauterregungen yon Orten abfiihren, die im 
Sinne yon Einfachsehen, beziehungsweise Tiefensehen 
gekoppelt sind, lanfen in der Sehrinde einer Hemisph~ire 
zusammen, wobei es zwischen diesen Lei tungen keine 
subkort ikalen Verbindungen gibt. Hinzu kommt  noch, 
dass es eine fixe Zuordnung der Rezeptoreinheiten der 
beiderseitigen Retinae im Sinne yon Korrespondenz 
(Plansehen), beziehungsweise binokularer  Parallaxe oder 
Querdisparat ion (Stereosehen) nicht  geben kann.  Dies 
beweist die Feinhei t  der stereoskopischen Unterschieds- 
empfindlichkeit  einerseits, die Grt~ssenordnung der wiih- 
rend Fixa t ion  bestehenden Lage/inderungen der Au- 
gen (sogenannten Fixationsschwankungen) andererseits. 
W/ihrend erstere einen Weft  yon 5 Winkelsekunden er- 
reicht, betr/igt letztere 4 bis 6 Winkelminuten.  Hieraus 
ergibt sich, dass di~ Auswertung der binokfilaren Pa- 
rallaxe bei feinen Objekten nicht  auf Grund der Bild- 
erzeugung auf der l ichtempfindtichen Schicht erfolgen 
kann,  sondern nur  ant  Grund best immter  nerv6ser Im-  
pulsmuster,  welche sowohl ret inal  wie erst zerebral ent- 
stehen k6nnen.  

In  Anbe t rach t  dieser Verhitltnisse ist die Frage der 
En t s tehung  sterischer Nachbilder yon grunds/itzlicher 
Bedeutnng.  In  Betracht  kommt  eine retinale sowie eine 
zentral-nerv6se, also kortikale Genese. Die Frage kann  
experimentell  entschieden werden, da ja nach Gewin- 
hung eines entsprechend hellen sterischen Nachbildes ein 
Auge reversibel ein- und  ausgeschaltet werden kann,  und 
zwar durch Steigerung des Innendruckes.  

Metkodik: Die sterischen Nachbilder wurden gewon- 
hen durch frei/iugige Vereinigung stereoskopischer Halb- 
bilder eines Pyramidenstumpfes,  deren Konturen  in 
Leuchtlinien entsprechender Helligkeit dargestellt wa- 
ren. Bei diesem Vorgehen sind neben dem k6rperlich 
erscheinenden Sammelbild zwei plane Doppelbilder 
sichtbar, welche den subjekt iven Vergleich zwischen den 
sterischen und  nichtsterischen Nachbildern erleichtern. 
Die Beobachtung erfolgte im Dunkelraum, die tempo- 
ritre Ausschaltung eines Auges durch fortschreitend star- 

ken Fingerdruck. Die Versuche wurden an zwei VPn 
durchgeffihrt. 

Ergebnisse: Aus den Versuchsreihen seien nur  folgende 
Versuchsprotokolle angefiihrt:  

Gute Nachbilder. Sterischer Eindruck  des zentral  ge- 
legenen Nachbildes; links nnd  rechts davon undeutliche, 
sehwache und immer n u t  ftir kurzc Zeit erscheinende 
Nachbilder der Doppelbilder. Alle Nachbilder nur  deut- 
lich bei offenen Augen. Auf Abdr/icken des rechten Bul- 
bus verschwindet der sterische Eindruck und es erscheint 
das plane Nachbild des l inken Auges. -- Neuerliche 
Fixat ion des binokularen Sammelbildes. Abdriicken 
l inks:  sterischer Eindruck verschwindet, planes Nach- 
bild des rechten Auges. Nach Freigabe Wiederkehr des 
sterischen Nachbildes. 

Gute Nachbilder. Abdriicken rechts: sterischer Ein- 
druck verschwindet, Nachbild des l inken Bildes der Vor- 
lage und  des rechten Doppelbildes (i.e. Nachbilder des 
l inken Auges). Nach Freigabe Wiederkehr des sterischen 
Eindruckes. Abdriicken links: Verschwinden des steri- 
schen Eindruckes, Nachbild des rechten Brides der Vor- 
lage und deutliches Nachbild des l inken Doppelbildes 
(Nachbilder des rechten Auges). Die Nachbilder der Dop- 
pelbilder sind im Vergleich zu dem des binokularen Sam- 
melbildes vor dem Abdrficken immer  fliichtiger -- je- 
weils nu r  fiir Bruchteile von Sekunden sichtbar -- und 
undeutlicher.  Kurze Zeit nach Beginn des Abdrtickens 
erscheinen sie in den meisten Fi~llen viel deutlicher als 
vorher und  bleiben l~Lnger bestehen ; manchmal  erreichen 
sie fast die Helligkeit des binokularen Sammelbildes. 

Zusammen~assend ergibt sich eindeutig, dass bei tern- 
pofiirer Erb l indung eines Auges mit  dem Schwinden des 
diesem zugeh6rigen Nachbildes auch der sterische Cha- 
rakter  des binokularen Sammelbildes erlischt, der mit  
Wiederkehr der Funk t ion  des ausgesehalteten Auges wie- 
der deutlich hervortr i t t .  Die sterischen Naehbilder sind 
also peripheren, das heisst ret inalen Ursprunges. 

F. X.  V~7OHLZOGEN 

Physiologisches Ins t i t u t  der Universi t~t  Wien, den 
22. Dezember 1950. 

Summary 
The behaviour of stereoscopic after-images was studied 

under  conditions of temporary blindness of one eye (ef- 
fected by  artificially raising the intraocular  pressure). 

Prom these experiments it became evident  tha t  tem- 
porary blindness of one eye, and consequent disappear- 
ance of the respective after-image, also resulted in the 
cessation of the stereoscopic character of the binocular 
combinat ion-image which, however, reappeared on re- 
lease of the pressure and consequent  re turn  of the func- 
t ion of the temporar i ly  el iminated eye. Therefore, the 
origin of stereoscopic after-images is a peripheral, i.e. 
retirml, one. 

L'influence des hormones  cortico-surr6naliennes 
sur la  r 6 g 6 n 6 r a t i o n  de l'6pithSlium corn6en du 
lapin; les probl~mes stat ist iques clue posent  ces 

exp6riences 
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