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I. Einleitung.

Im Sommer 1910 stieB ich auf das spontane massenhafte
Auftreten von Gonium pectorale in einem Kulturgefisse der Wasser-
pflanzen in unserem Laboratorium. Ich - versuchte die Algen
nach der Methode der mechanischen Isolierung, die oft fir die
Pilzkultur ideale Dienste leistet, weiter zu ziichten. - Meine Ver-
suche schlugen aber fehl, und ich erhielt stattdessen zufillig eine
Rohkultur von Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov. ’

" In demselben Jahre versuchte ich wieder, nach Zumstein (1900,
S. 187), Euglena aus einem Abwasser bei Koishikawa (Tokyo) zu kul-
tivieren. Das Ziel wurde wieder nicht erreicht, und anstatt der Fuglena
bekam ich eine Rohkultur von Chlorosphaera putrida, sp. nov.

Im December 1911 gliickte es mir aber auf einer Richterschen
Platte (siche O. Richter, 1903, S. 496) Kolonien von Navicula und
Raphidium -aus einem Teich des hiesigen Botanischen Gartens zu
erhalten. Raphidium ging aber bei der zweiten Uberimpfung zu
Grunde. Bei Navicula versuchte ich mehrere Uberimpfungen. Ihre
Entwicklung war dabei aber so schlecht, daf ich ihre Reinkultur -
nicht herstellen konnte: A
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Im April 1912 machte ich den Versuch nach dem Isolierungs-
verfahren von Chodat (1900)° aus einem Teich bei Fukagawa
(Tokyo) Algen zu isolieren. Nach etwa drei Monaten konnte ich
gliicklich drei Arten Chlorophyceen isolieren und rein zichten.
Die Algen waren die folgenden :

Chlorella vulgaris Beij. var. lutescens, var. nov.
Stichococcus bacillaris Nag. var. viridis, var. nov.
Scenedesmus obliquus Ktg. var. non-liquéfasciens, var. nov.

Im Januar 1914 erhielt ich zwei weitere Reinkulturen von
- Chlorophyceen, Chlorosphaera putrida, sp. nov. und Chlamydomonas
koishikavensts, Sp. mnov.; beide stammten aus den oben erwahnten
Rohkulturen der betreffenden Algen. .

In dieser Arbeit beabsichtige ich die Entwicklungs- und
Ernihrungsphysiologie der fiinf” obigen reinen Algen zu schildern,
d.i., 1) TFormwechsel,

2) ZErndhrungsphysiologie,
3) Systematik,
4) Farbenwechsel.

Im zweiten Abschnitt bestimmte ich, nach erndhrungsphysio-
Iogischen Studien, die Abteilungen der fiinf Algen als Leitorganis-
men fiir Wasserbeurteilung. In demselben Abschnitt wurde meine _
besondere Aufmerksamkeit auch auf die erndhrungsphysiologischen
Beziehungen zwischen den Algen und Azotobacter gelenkt. |

Die Identifizierung der Algen geschah nicht nur nach morpho-A
logischen, sondern auch nach physiologischen Standpunkten.

Was nun den Farbenwechsel der Algen betrifft, so wurde
dieser mit groBer Miihe bearbeitet. Ich kam danach zu einem

1) Herr. Prof. Chodat war so liebenswiirdig mir einen Separatdruck der oben genann-
ten Arbeit zu iibersenden, wofiir ich ihm hier meinen besten Dank ausspreche. ’

2) Bis jetzt habe ich ferner die Reinkulturen von sechs anderen Chlorophyceen, zZwei .
Diatomeen und einer Art von HEugiena hergestellt.
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etwas anderen Resultat als frithere Forscher. Die Sache ist aber
50 kompliziert, daB ich, trotz vieler verschiedenartiger Versuche,
denselben noch nicht vollkommen zu erkliren imstande bin.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden unter Leitung und
Anregung von Herrn Prof. Dr. Miyo‘shi' angestellt. Ich mochte
demselben’ an dieser Stelle meinen herzlichsten Dank aussprechen.
Ich bin auch Herrn Prof. Dr. K. Shibata, zu groBem Dank ver-
pflichtet, da er mir viele wertvolle Ratschlige und Unterstiitzungen,
besonders in der chemischen Analyse, gegeben hat. Auch Herrn
Dr. Hattori spreche ich fiir seine vielfachen Unterstﬁtzungen
meinen besten Dank aus.

L Bedeutung der Reinkultur,

Unter ,, Reinkultur” der Algen « hat man die folgenden beiden

Félle zu unterscheiden, |
a)- Speziesreiné oder artreine Kultur
b) Absolute oder bakterienfreie Reinkultur.

Die erstere ist eine mit Bakterien verunreinigte, aber von
anderen Organismen befreite Kulfur, bei der letzteren ist die Kultur
aber sowohl von anderen Algen, als auch von anderen Organismen
befreit.

' Streng genommen, ist die Speziesreinkultur nichts anderes als
eine unreine Kultur mit AusschluB von anderen Algen.

' In unserem Sinne bedeutet die Reinkultur der Algen stets

die absolute Reinheit der Kultur.

Friihere und sogar neuere Forscher begniigten sich sehr oft
mit einer ' Rohkultur oder Speziesreinkultur der Algen, weil die
‘Reinkultur derselben nicht leicht zu haben ist.

. Die erste Reinkultur der ‘Algen verdanken wir Beijerinck
(1890, 8. 727). Im Jahre 1890 gelang es demselben mit einer
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Gelatineplattenkultur Chlorella vulgaris, Scenedesmus acutus, Chlo-
rosphaera limicola und Cystococcus humicola bakterienfrei zu ziichten.

Es ist ein groBes Verdienst von Beijerinck, daB er uns
damit zum erstenmal eine einwandfreiec Versuchsmethodik der
Algen gelehrt hat. Der Arbeit von Beijerinck folgten viele
andere Arbeiten tber die Reinkultur der Algen.

In seinen Untersuchungen der Chlorophyceen hat Chodat
(1913) die Reinkulturmethode mit glinzendem Erfolge angewandt,
indem er nicht weniger als siebzig verschiedene Arten unter ihnen
isolieren konnte.

Bei anderen Klassen der Algen ist die Reinkultur nicht so gut
gelungen wie bei den Chlorophyceen. Es bedarf noch zukiinftiger
Arbeit, um weitere Fortschritte zu machen.

Immerhin braéhten die bisherigen auf dem Wege der Rein-
kultur ausgefiibrten Untersuchungen schon viele wertvolle Resultate.

Zunichst mochte ich betonen, daB die Reinkultur der Algen
uns mit Bestimmtheit die Moglichkeit einer heterotrophen Lebens-
weise der chlorophyllgriinen Pflanzen erkennen lieS. Nach den
Untersuchungen von Beijerinck und den spiter erschienenen
vermittels Reinkultur ausgefiihrten Arbeiten der verschiedenen
Forscher konnten wir mit GewiBheit darauf schlieBen, daf es viele’
Algen gibt, die halbsaprophytisch sind, d. h. sie konnen durch die
Aufnahme der organischen Kohlenstoffverbindungen die CO, - Assimi-
lation teilweise ersetzen. Wir wissen aber moch nicht, ob es
obligat saprophytische Algen gibt, weil nach E. Pringsheim
(1913) Euglena (S. 26) und sogar Cyanophyceen (S. 74-80) noch
autotroph leben konnen.

Unter anderen auf dem Wege der Reinkultur erhaltenen
Resultaten mochte ich betreffs der physiologischen Erscheinungen
der Algen die folgenden besonders hervorheben. '
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1) die Verflissigung der Gelatine,
2) die Chlorophyllbildung im Dunkeln,
3) die Unmoglichkeit der Bindung des freien Stickstoffs. -

AuBerdem wurden noch andere- wichtige Resultate festgestellt.
Beziiglich derselben mochte ich. auf eine dem folgenden Kapitel
beigefiigte Tabelle verweisen.

Auch fir die Systematik der Algen ist die Reinkultur von
fundamentaler Wichtigkeit. Chodat hebt (1913, S. 1-12) mit
Recht hervor, daB die Reinkultur fiir die Identifizierung winziger
Algen eine bevorzugte Methode Tiefert, weil dieselbe die Beobach-
tungen der Entwicklungsgeschichte der Algen erleichtert, und auch
physiologische Merkmale erkennen ldBt.

~ Ferner mochte ich betonen, daB die Reinkultur der Algen
uns den Unterschied der Mutation und Modifikation (d. i. Poly-
morphismus) derselben am klarsten zeigen kann (vergl. Chodat,
1909, S. 146). ~ ‘

IlI. Methodik der Reinkultur.

Die Methoden der' Reinkultur von Algen lassbn sich, wie die-

von anderen Mikroorganismen, in zwei Gruppen einteilen :
a). Mechanische Methode,”
B) Biologische Methode.”

Die erstere Methode ist diejenige, welche ganz mechanisch
ausorefuhrt wird. Die mechanische ,Kapillarmethode,* das Iso-
lierungsverfahren mittelst Augenwimpern eines Schweins und die
,,Verdiinnungsmethode* im urspriinglichen Sinne gehéren hierher.

Nach der mechanischen Methode ist es sehr schwer, oder fast
unmdglich, abgesehen von besonders glicklichen Fillen, reine Algen

1) Meine Auffassung ist etwas abweichend von der von Kiister, (vergl. 1913 b, S. 54).
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zu erhalten. Die nach dieser Methode hergestellten Kulturen
werden meist unrein, hichstens speziesrein sein.

Bei der letateren Methode spielen die physiologischen Eigen-
tiimlichkeiten der Lebewesen eine Hauptrolle, Das erste Isolierungs-
verfahren von Beijerinck (lc.) war eine etwas modifizierte
Methode der K ochschen Plattenmethode.” Man nennt es daher
oft das Koch-Beijerincksche Verfahren (0. Richter,
1903, S. 495). 4 ' |

Der Gelatine-Néhrboden, der zuerst von Beijerinck ange-.
wandt wurde, war aber kein sehr gutes Medium, weil die Bak-
terien und Pilze denselben oft verflissigen und die Algenentwick-
lung vollig sistieren. Spiter (1898) adoptierte Beijerinck
(1898, S. 785-786) aber den Agarnihrboden, und erhielt dadurch
die Reinkultur von Pleurococcus vulgaris.

Die im Jahre 1900 von Chodat und Grintzesco versffent-
lichte Verdiinnungsmethode ist vortreflich um eine Reinkultur von
Algen zu erhalten. Hieriiber will ich im folgenden kurz sprechen.

Einige Tropfen Wasser aus einem Teich oder einer Rohkultur
werden mit destilliertem Wasser bis zu einer passenden Konzentra-
tion verdiinnt. Ein Tropfen der verdiinnten Losung wird dann in die
Mineralsalzagar enthaltenden Erlenmeyer-Kolben gegossen und -
tlichtig geschiittelt. Nach etwa 14 Tagen sieht man im Friihling
oder im Sommer im Agar viele griine Algenkolonien. Um die
Bakterienfreiheit der Algen zu sichern, muB man ein und dasselbe
Verfahren wenigstens zweimal wiederholen. Beim zweiten Ver-
fahren kann man aber das Glukose enthaltende Néhragar anstatt
des Mineralsalzagars verwenden. Weitere Kulturen in Néhrbouillon,
oder in einem Pepton enthaltenden Néhrboden, kénnen als Priifung
‘dienen, ob die erhaltenen Algen absolut rein sind oder nicht. Ge-

1) Bei dieser Methode ist die Koloniebildung die Hauptsache.
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wohnlich ist aber diese Prifung iberflissig. Wenn maﬁ es mit
unreinen Kolonien zu tun hat, treten bei dem zweiten und
dritten Verdiinnungsverfahren gleichzeitig viele Bakterienkolonien
im Agar auf, was uns die Verunreinigung der Algen erkennen laft.

Es ist natiirlich zu erwarten, daf die Verdiinnungsmethode
die nicht gallertigen Algenzellen von einander und von den Bakterien
trennen, und daB sie aus einem Individuum entstehende Xolonien
hervorbringen kann. Man kann also anf diese Weise eine
Individuallinie von Algen erhalten.

Nach dem oben erwihnten Verfahren wurden unsere Algen
Chlorella 1>, Stichococcus ~v. und Scenedesmus n. gereinigt.
Das Isolierungsverfahren von Chlorosphaera p. und Chlaoﬁydomonas
k. war aber etwas anders. Diese Algen bilden gallertige Zonobien,
die das Festsitzen der Bakterien sehr begiinstigen. Beim ersten
Isolierungsverfahren erhielt ich - daher mit Bakterien vermischte
Algenkolonien. So war es mir lange Zeit unmdglich die Reinkultar
der betreffenden Alo'en zu erhalten. Spiter entdeckte ich aber,
daB dieselben Algen in einer Mineralsalzndhrlosung, die insofern
eine Abweichung von der gewdhnlich benutzten zeigte, als anstatt
des Kalziumnitrats Ammonsulfat und Kalziumehlorid benutzt wurden,
nar als kleine Zonobien oder als Individuen vorkamen. Dabei
wurde die Nihrlosung sauer, und die Bakterienentwicklung wurde
demgemél geringer. Diese Kultur lieferte mir daher ein gutes
Impfmaterial. Ich habe bei demselben wieder das Verdiinnungs-
verfahren benutzt und anf diese Weise die Remkulturen der betreffen-
den Algen hergestellt.

Bei den vorliegenden Untersuchungen bediente ich mich
verschiedener Nihrmedien. Da ich auf dieselben spater ausfiihr-

1) Der Kiirze halber bezeichne ich in vorliegender Arbeit filnf von mir isolierte Algen mit
) Chlorella L., Stichococcus v., Scenedesmus n., Chlorosphaera p. und Chlamydomonas k.
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licher zuriickkommen werde, so beschrinke ich mich hier darauf -
nur das Folgende mitzuteilen. '

Bevor ich aber in diesbezﬁgliche Er¢rterungen eintrete, mochte
ich mit einigen Worten die Bedeutung des ,,Prozent* erwihnen.
Unter dem ,,Gewichtsprozent versteht man in der Regel ein
gewisses Gramm Chemikalien anf 100 Gramm destilliertes Wasser.
Die Physiologen haben sich aber daran gewdhnt ein gewisses
Gramm Chemikalien auf 100 cm?® der Grundnihrlésung oder des
Néhragars als ein gewisses Prozent anzunehmen. Noch eine
andere Bedeutung kommt dem Worte ,,Prozent* zu. So kénnte man
ein gewisses Gramm in 100 cm® destilliertem Wasser oder anderen
Losungsmitteln, wie man bei Pfe ffer findet, (Pflanzenphysiologie
Bd. I. S. 127-/8) auch als ein gewisses Prozent bezeichnen. Bei
den vorliegenden Untersuchungen bediente ich mich immer des
Wortes ,,Prozent“ im letztereh Sinne, weil eine solche Behandlung
bei der Verdﬁnnung der Grundldsung sehr bequém ist. -

Nun werde ich zur Besehreibung der Zusammensetzungen
der Néhrmedien iibergehen.

I Mineralsalznéhrlgsung (kurzweg iM-L bezeichnet). Diese
wurde durch eine doppelte Verdiinnung der Detmer -
schen Grundnéhrldsung (kurzweg M-L) hergestellt)- d. i,

Ca(NO,), 1.00 g
MgSO0, 0.25
KCl - 0.25
KH, PO, 0.25
FeCl, Spur

Diese Stoffe wurden in 1000 cm® destillierten Wassers gelOst.
Diese Grundlésung wurde mit destilliertem Wasser zwei-
fach verdiinnt.

I, Glakosendhrlosung (kurzweg GI-L)
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50 cm® M-L+Glukose 2g; diesc wurde mit H,O auf
100 ecm® gebracht. '

III.  Mineralsalznihragar (kurzweg M-Agar)
500 cm® M-L - gewissertes Agar 20g; diese Mischung

- wurde mit H,0 auf 1000 cm® gebracht.

IV. Glukosendhragar (kurzweg Gl-Agar)
M-Agar-+Glukose 2%

V. Mineralsalznéihrgelatine nach Grintzesco (1902)
(kurzweg M-Gelatine)

Ca(NO,), 1.65¢
KCl ' 0.50
MgSO0, 050
KH; PO, 050
FeCl, - Spur
. Gelatine 150 g |
Alle diese Stoffe wurden in 1000 em?® destillierten Wassers

gelost.

VL. Glukosendhrgelatine (kurzweg Gl-Gelatine)

M-Gelatine - Glukose 2% -

VIL. M-Agar nach O. Richter (1903)
In 1000 em*H, O werden je 0.2¢ von KNO,, K,HPO,, .
MgSO,, und CaS0,, und eine Spur von FeSO, zugesetzt.
Agar in einer Dosis von 1%.

VIIL. Gl-Agar nach O. Richter

- M-Agar nach Richter 4 Glukose 2%

Das Isolierungsverfahren mittelst Kieselgallerte ist héufig sehr
erfolgreich, besonders fiir Algen, die éiner groferen Temperatur als
37°C (Erstarrungspunkt des Agars) nicht widerstandsfihig sind.
Dies Verfahren wurde schon von Miquel (1892) fiir die Reinkultur
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der Diatomeen und in neuerer Zeit von E. Pringsheim
(1913, 8. 57-59) fiir die Kultur der Schizophyceen angewandt.
Im folgenden werde ich tabellarisch zeigen, wieweit die Rein-

kultur bei den Algenklassen gelungen ist.

Autoren Jahr Methode d. Kultur Reinheit Algen
Artaﬁ 1901 (Nicht angegeben) Zweifellos rein ggg:mgapgarg%%’.

. ,’l())i’, %26 b, . " Stichococcus bacillaris.

" 1902 a . ” Chlorococcum infusionum.

. 1906, |09 . ” Chlorella communis.

. 1913, '14 Y " Chlamydomonas Ehrenbergii.

Chlorella vulgaris, Scenedesmus
Beijerinck 1890'! Gelatine-Plattenkultur ” aculus,  Chlorosphaers limi-
cola, Cystococcus humicola.

” 1893 Eine Kultur von 1890 ” Scenedesmus acutus.

" 1898 Agar-Plattenkultur » Pleurococeus vulgaris.
Chodat u. 1900 Verdiinnungsmethode » Viele Chlorophyceen.
Grintzesco .

Viele Chlorophyceen u.
Chodat 1909 » » einige Cyanophyceen. -
. 1913 . . Etwa 71 Arten Chlorophy-
ceen.
Grintzesco 1902 » " Scenedesmus acutus.

" 1903 ” " Chlorella vulgaris.
Kossowitsch 1894 Auf Kieselsiuregallerte . guylsgtzﬁio;ccus u. Chiorells
Kris ‘Wahrscheinlich Chlorella protothecoides.

uger » Plattenkultur » Chlorothecium saccharophilum.
Kriiger u. . Stichococcus,Chlorella vulgaris,
Schgei dewind 1900 (Nicht angegeben) ” ch. protothecoides u.a.
Chlorella luteo-viridis var.
Kufferath 1913 Methode von Chodat » lutescens.
%ﬁilri\;(;}éot u. 1900 Plattenkultur " Stichococcus bacillaris.
Navicula mi la,
Meinhold 1911 Nach Richter , Nitsohia pales, N. dissipata.
Miquel 1892 Kieselsiuregallerte » Diatomeen. ‘
Palladin 1904 (Nichtangegeben) " Chlorothecium saccharophilum.
Petraschewsky| » - » »
Pringsheim,E.| 1913 Plattenkultur » Euglena gracilis.
Nostoc cuticulare,

s . Auf Kieselsiuregallerte ”» Oscillaria tenuis, O. brevis.

Radais 1900 (Nicht angegeben) Chlorella vulgaris.
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Autoren Jahr Methode d. Kultur Reinheit Algen
Richter, O 1903 - Plattenkultur  [Zweifellos rein. gg’s”cch‘;fl“ p"‘a;;';m’“
. 1906 .
. 1909 ” . Nitschia putrida.
» 1909 v » Drei Arten, Diatomeen.
Cyanophyceen (?), Konjuga-
Tischutkin 1897 Teils unrein | ten(?), Diatomeen, Chloro-

phyceen.

Man ersieht aus dem obigen, daB die Reinkultur hauptsich-

lich bei den Chlorophyceen, aber auch bei einigen Diatomeen und

Cyanophyceen, und bei einer Art der Flageﬂaten zweifellos gelun-

gen ist. Dies 1Bt sich jedoch keineswegs von den Klassen der

Peridineen, Konjugaten, Phaeophyceen und Rhodophyceen sagen.

Die physiologischen Arbeiten tiber unreine resp. speziesieine
Algen sind sehr zahlreich. Die hauptséichlichsten sind aber die

folgenden :

Autoren Jahr ' Methode d. Kultur Reinheit Algen
Andreesen 1909 Kapillarmethode Speziesrein Desmidiaceen.
Benecke 1898 ﬁberimpfung Unrein Hormidium mnitens.
Boresch’ 1913 v » gﬁ%igf;ﬁng%ﬁ;@
fl.}lvhrt?gs;n 1900 » » Stigeoclonium tenue.
Frank, Th. 1904 " Speziesrein Chlamydomonas.
Jacobsen . 1910 %ﬁ%ﬁggﬁﬁmde b Eg.ezrieeiirehl g&%ﬁ?%ﬁﬁi "
Klebs 1836 g:;ﬁﬁfxga?ﬁoge g:;rzeii’;mﬁer Viele Algen.
Kiister 1908 Uberimpfung Speziesrein . | Gymnodinium’ fucorum.
gﬁglseru' 1912 Plattenkultur Speziesrein Schizophyceen.
Migula 1889 gﬁﬁg&z‘zh Unrein Spirogyrla orbicularis u. a.
Molisch 1895, '96 | Uberimpfung. g:%rz?il;igg; Chlor{ophyceen, Konjugaten.
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Autoren - Jahr Methode d. Kultur Reinheit © Algen
- Kapillarmethode u. Speziesrein
Ogata .| 1893 Plattenkultur od. rein(z) | L oWtoma wvella.
O : Uberimpfung u. Unrein od. | Chroococcum,
Omo 1900 Plattenkultur rein (?) Protococcus u. a.
Pringsheim,E.| - 1912 Plattenkultur Speziesrein | Konjugaten, u. n.
Senn’ 1899 ﬁberimpﬁmg Unrein Coelustrum, Scenedesmus.
Schmdler_ 1913 Plattenkultur Speziesrein | Schizophyceen.
Ternetz wi2 Nach Zumstein Speziesrein | Euglena gracilis.
Treboux 1905 (Nicht angegeben) Sg;zifesirsin Chlorophyceen, Konjugaten,
Walz 1868 Uberimpfung Unrein Chlorophyceen.
Ward 1839 Kiesélgallerte Speziesrein | Oscillaria tenerrima.

: In Zit iiure- o e

Zumstein 1900 Na’.hrllar;g:f;s e Speziesrein | Euglena gracilis.

_ Betreffs weiterer Besprechungen der Arbeiten, die sich auf die
Erndhrung der organischen Stoffe bei der Rohkultur beziehen, ver-
weise ich auf das Werk'von O. Richter (1911, S..26).

Einige der obigen Arbeiten sind fiir uns auch heute noch sehr
wertvoll. Sie werden natiirlich in der Zukunft noch mehr oder
weniger verbessert werden.. Schon jetzt steht fest, daB die Resultate
von Senn (1899, S.97) und Grintzesco (1902, S. 241) betrefis
der Zonobienbildung von Scenedesmus acutus von einander abwei-
chend sind. 'Da aber die Arbeit des erstgenannten Autors sich auf
ei_ne unreine Kultur begriindete, ist man bel"echtigt, die Resultate
Grintzescos fir die richtigeren zu halten. Gegen die Ansicht
von Senn wurden neuerdings auch von Tscharna Rayss
(1915, S. 22) Einwendungen gemacht. |

IV, Formwechsel.
1. Wachstum und Ruhen der Algen.

Zunichst werde ich die Koloniebildung von Algen in oder auf
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der Agarmasse behandeln. Die Kolonicformen der Bakterien wurden
von vielen Forschern studiert. Nach Orsés (1910) sollen die
Kolonieformen der Bakterien und Hefen in dér"ﬁAgarrﬁasse,dﬁrch die -
physikalischen Bedingungen der Nihrbdden bedingt sein. So bilden
sich beim langsamen Wachstum kugelige Kolonien, beim schnellen
Wachstum dagegen ellipsoidische oder tryphylloﬁsfiirmige Kolonien.
Meine eigenen Versuche bei den Algen ergaben #dhnliche Resultate.

‘ Kolonieform im |  Kolonieform im-
Algen Yersuchsdauer | M-Agar “Gl-Agar
Chlorella 1. Etwa zwel Monate Eilipsoidisch. Ellipsoidisch oder
_ ' try phyllousformig.
Stichococcus v. » Winzig, kugelig. | Winzig, kugelig.
Scenedesmus n. » Winzig, kugelig. Ellipsoidisch oder

tryphyllousformig.

‘Diese Resultate stimmen mit denen von Orsés fiberein.
Tryphyllousférmige Kolonien kommen nur im Gl-Agar vor, wo
die Algenentwicklung schneller als im M-Agar ist. Bei Sticho-
coccus fand ich eine langsame Entwicklung auch im Gl-Agar, und
daher weder ellipsoidische noch tryphyllousférmige Kolonien. ’
" Natiirlich sind die Kolonieformen -auf der Oberfliche des
Nihragars auch von physikalischen Bedingungen abhiingig. Sie
sind aber stark variabel, je nach den Verschiedenheiten der Arten
oder Varietdten. Hie;rmit' wurden die- Kolonieformen in der Bak-
teriologie als ein wichtiges Merkmal betrachtet. Nach Chodat
(1913) sind die Formen und Farben der Kolonien auf Gl-Agar
imstande ein wichtiges Kriterium fiir die Systematik der Algen
zu liefern. Diesbeziigliche Merkmale sind bei unseren Algen wie
folgt : S
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Algen

Oberfliachliche Kolonie bei
Mineralagarschiittelkultur

Oberflichliche Kolonie® bei
Glukoseagarschiittelkultur

" Chlorella 1.
Stichococcus v.
Scenedesmus n.

Chlorosphaera p.

Chlamydomonas k.

Klein, rundlich, oft dendri-
tisch ; lange griin.

Klein, rundlich ; lange grin.
Klein, rundlich ; lange griin.
Ziemlich groB, rund ; lange

grin.

GroB, rund, gallertig ; lange

GroB, rundlich; nach etwa 3
Monaten gelblich. Zonenbil-
dung deutlich.

GroB, rundlich ; nach etwa 3
Monaten gelblich. Zonenbil-
dung deutlich. Griner als
Chlorella.

Klein, rundlich;

leicht ver-
gilbt. :

"GroB, rund, gallertig ; spiter
- vergilbt.

Ahnlich wie bei M-Agar.

grun.

Sehr interessanterweise fand ich eine Zonenbildung der Kolonien
bei Gl-Agar-Kulturen von Chlorella 1. und Stichococcus v.

Die Zonenbildung der Bakterien und Pilze wurde schon von
vielen Forschern beobachtet, und sie ist seit langer Zeit unter dem
Namen ,,Hexenring* bekannt. - Die Bedingungen der Hexenring-
bildung wurden auch von fritheren Autoren schon hervorgehoben.
Man konnte aber keinen entscheidenden SchluB 'daraus ziehen.
In neuerer Zeit haben Munk (1912) und noch ausfiihrlicher
Kister (1913 a) darauf aufmerksam gemacht, daB der Hexen-
ring mit dem Liesegangschen Diffusionsfeld (also physiologisch-
chemisch) im Zusammenhang stehe. Es ist jedoch noch unent-
schieden geblieben, ob die Diffusion der Stoffwechselprodukte der
Organismen fiir das Wachsen wechselnde Bedingungen verursacht,
und dadurch die Hexeni'ingbildung zustande kommen 148t. Es
scheint mir auch die von Schindler (1913, S. 569) geduBerte
Ansicht zweifelhaft zu wonach die Zonenbildung

sein, der‘

Oscillarien ‘auf eine Abwanderung der Fiden nach ihrem Gedei-

1) Man bekommt bei Stichkultur eine grofere Kolonie.

!
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hen giinstigeren Stellen zuriickgefiihrt werden soll.

Ich muf mich nunmehr der Erklirung der ,,Ruheperiode*
zawenden. | -

Das Wachsen und Ruhen der Algen 148t sich am leichtesten
an der Beobachtung der Meeresalgen klarlegen. Das Meer beher-
bergt die tippigste Vegetation im Winter. Vom Friihling an be-
ginnen die meisten Algen zu verschwinden. Man mdchte denken,
daB der regelmifBig wiederkehrende Wechsel von ,,Wachsen* und
»Ruhen‘ teils von der Temperatur, teils vom Licht abhingt.
Berthold (1882) hat aber auf Grund seiner Beobachtungen im
Golf von Neapel hervorgehoben, daB hier .der Wechsel der Licht-
intensitdt den groften EinfluB auf die Entwicklung der Algen:
ausiibt. Gleiche Beobachtungen an Meeresalgen wurden spéter
vielfach mitgeteilt. ’ -

Der Wachstumstillstand, den man im Winter bei den in der
Luft oder im seichten Wasser lebenden Algen beobachtet, ist aber
‘wahrscheinlich auf eine andere Ursache zuriickzufiihren, weil in
diesem Fall der Temperaturwechsel sehr groB ist.

Miquel (1892), Grintzesco (1902, S. 420; 1903, S. 75),
0. Richter (1909 a), und Kufferath (1913, S. 136) haben '
schon bei ihren reinen Algen das Temperaturminimum,-optimum
und -maximum bestimmt. Mit Bezug auf Jahreszeiten konnen
wir aber daraus keine nennenswerten Kenntnisse erlangen.

Bei meinen Untersudhungen bemerkte ich auch je nach den Arten
mehr oder weniger schlechte Entwicklungen im Winter, ndmlich :

Chlorella 1. gedeiht im Winter maBig.

Stichococcus v. zeigh etwas schlechtere Entwicklung.
Scenedesmus n., Chlorospheera p. und Chlamydomonas k.
zeigen merklich schlechtere Entwicklung.

Ich begann nun den EinfluB der Temperatur in den verschie-
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denen Jahreszeiten auf die Algenentwicklung zu studieren. Um
die Resultate mit einander zu vergleichen, benutzte ich eine quan-
titative Methode, d.i., ich berechnete die Zeitdauer, die von einem
Individuum bis zur Bildung einer mit bloBen Augen sichtbaren
Kolonie verflieBt. ' ' .

Die Versuche wurden am 19/Januar 14 angestellt. Die Re-
sultate waren die folgenden :

Schiittelkultur im M-Agar |Schittelkultur im Gl-Agar

Algen i Treibhaus | bei Zimmer- |im Treibhaus| bel Zimmer-

(18-20°C) temperatur (18-20°) | temperatur.

Chlorella . 16 Tage 72 Tage 22 Tage 88 Tage
Stichococeus v. 19 72. » — —
Scenedesmus n. 6 , - 72, 33 Tage —_
Chlorosphaera p. 14 - ' 14 ,, —
Chlamydomonas k. 14 — 14 ,, —

Aus diesen Resultaten geht deutlich hervor, daB selbst im
Winter bei passender'Temperatur unsere Algen sehr gut zu wachsen
imstande sind. Zu meiner Uberraschung wachsen die Algen im
~ Gl-Agar langsamer als im M-Agar. Dieses Resultat war ganz
abweichend von einem solchen im Jahre 1912. Dabei lief sich
die folgende Zeitdauer feststellen. '

Bei Zimmer- . . . .
Schiittelkultur- im Schittelkultur im
Algon, "M-Agar Gl-Agar
Chiorella 1. 20/IV— 4/V =14 Tage| 20/IV— 1/V =10 Tage
Stichococcus v. 27/VI-20/VII=23 , 27/VI-20/VII=23 ,,
Scenedesmus n. 6/V—25/V =19 , |27/VI— 4VII=17 ,

Die Abweichung in den beiden Resultaten ist hdchst wahrschein-
lich in der Verschiedenheit der Virulenz des Impfmaterials zu
suchen. Als Tmpfmaterial benutzte ich immer Gl-Agarkultar.



Entwicklungs-und Erndhrungsphysiologie einiger Chlorophyceen. 17

Bei den Versuchen im Jahre #2912 -waren die Algen nach der
Isolierung erst etwa ein Monat alt, bei, den Versuchen im Jahre
‘1914 waren sie aber schon zwei Jahre alt. Die langsame Ent-
wicklung im Gl-Agaf im Jahre 1914 . ist wahrscheinlich auf eine
Anbiufung der organischen Substanzen in den Algenzellen und
auf das infolgedessen entstandene latente Leben zuriickzufiihren.

_ Jedenfalls geniigen meine Resultate zu.zeigen, daB die Ruhezeit
- der Algen durch verschiedene Bedingungen bestimmt wird. Diese
Tatsache wird durch die Theorie von Klebs (1915) und Lakon
(1912) betreffs der Ruheperiode der Bdume unterstiitzt. Nach Klebs
- (1915, S. 734-792) wird die Ruheperiode der tropischen Baumarten
und der Buche durch Licht, Nahrsalzmangel, Temperatur, Feuchtig-
keit der Luft, und den Wassergehalt des Bodens bestimmt. Er
hebt die beiden ersten Bedingungen als Hauptursachen hervor. -

9. Zonobien- und Familienbildung der Algen.

- Zonobien und Familien beurteile ich nach der/Aon Al Braun
begriindeten und von Senn'(1899, S. 96-97) etwas modifizierten
Begriffen. Diese Autoren .nennen eine mit einander verbundene
Zellgruppe, die nur aus einer Generation besteht »Zonobien*,
wihrend dieselben Autoren eine mehrere Generationen enthaltende
- Zellgruppe als ,,Zellfamilien bezeichnen. Dieser Unterschied ist
aber hicht, wie Senn (1899) schon hervorhob, immer stichhaltig,
weil die Sache oft sehr verwickelt ist. |

In den folgenden Zeilen werde ich diesbeziigliche Beobachtun-
gen bei den untersuchten Algen im einzelnen mitteilen

Chlorella 1. bildet unter keinen Umstéinden Zonobien.

Stichococcus v. ist im normalen Zustande niemals zu Féden
vereinigt. Bei einer Verzogerung des Wachstums kommt Sticho-
coccus aber oft als ein fadenformiges Zonobium vor. Nach Senn
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gehoren diese Zonobien zur ersten Kategorie, d.i., sie kommen nur
durch Adhesion der Zellen zustande. Artari (1904, S. 609) fand
diese Zerrformen in konzentrierten Zuckerlosnngen. Ich beobachtete
bei unserer Verietdt dasselbe Bild in 22%-Glukosenihrlosung
(vergl. Tafel I, Fig. 12). '

Daher scheint es wahrscheinlich, da8 Stichococcus mit Hormi-
dium Verwandschaft hat. Hormidium ist aber im normalen Zustande
eine fadenformige Algengattung wund ist immer mit Pyrenoid .
versehen. Infolge dieser beiden Unterseheidungsmerkmale ver-
einigenAWivr, im Gegensatze zur Meinung von W-ille (1911, S. 71),
die beiden Gattungen nicht (vergl. Brand 1913, S. 64 und
- Chodat 1913, S. 144-145). s

Scenedesmus n. bildet im no1malen Zustande vier zellige
Zonobien, die durch die Verbmdung der é&uBeren -gallertigen
Schichten von vier Zellen zustande kommen.

Senn hat einst hervorgehoben, daB Scenedesmus obliquus in
sauerstoffreichen Fliissigkeiten freie Zellen bildet, wihrend in
luftarmen Losungen Zonobienbildung vor sich geht (S. 72).

Grintzesco (Le. S. 241) studierte bei der reinen Alge dieselbe
Fraoe, und kam zu entgegengesetzten Schliifen. Nach diesem Autor
bildet Scenedesmus obliquus in der Luft Zonobien, und in luftarmen
Medien oder im Vakuum kommt Scenedesmus nur ganz vereinzelt
vor. Nach Grintzesco verursachen feste Nihrsubstrate oder
konzentrierte Néhrlosungen auch die Isolierung der Zonobienzellen.

Nach den Resultaten von Senn konnte man an der Oberfliche
des‘ Wassers bei Scenedesmus obliquus kaum eine Zdnobienbildung
erwarten. - Sehr wahrscheinlich sind Senns Resultate, teils auf
Verunreinigung der Algen teils auf unbefriedigende Versuchsan-
ordnungen zuriickzufiihren. Es ist aber moglich, daB die Algen
der beiden Autoren zu zwei verschiedenen Rassen gehdren.
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Ich beabsichtigte béi Scenedesmus n. einen sicheren Beweis zu
liefern. Meine Resultate waren aber ganz andere als die der beiden

oben erwahnten Autoren.

. Ich konnte mehrere Zonobien und wenigere, vereinzelte Zellen

bei den Strichkulturen auf Agar- oder Gelatinenihrbjden beo-
bachten. Beim tiefliegenden Teil der Stichkulturen in Gelatine-
nahrboden beobachtete ich auch -nicht nur kugelige, vereinzelte
Zellen, - sondern auch mehrere Zonobien, die aus spindelfor migen,
ellipsoidischen; " oder sogar aus kugeligen Zellen bestanden (vergl.
Tafel III, Fig. 6-9).

-Ganz dhnlich verhielt sich auch die Glukoseagarstrichkultur
im sauerstoffarmen Medium, das ich mit Pyrogallol und Kalilauge
herstellte (siehe weiter unten). '

Aus diesen Versuchen geht deutlich hervor, daf die Zénobien
unserer oben genannten - Varietat, soweit unsere - Untersuchungen
reichen, gegen den ,Mediumwechsel ganz indifferent sind. Nach
Senn ist eine dhnliche Erscheinung bei Scenedesmus caudatus zu
finden. Es bleibt nun aber noch die Frage ibrig, ob meine Re-
sultate auf ein Rassenmerkmal, oder auf Verschiedenheiten in
“der Versuchsmethodik zuriickzufiihren sind, was noch zukiinftiger
eingehender Studien bedarf. ‘

An dieser Stelle mochte ich noch ei'nige Worte iiber das
Dactylococcusstadium des Scenedesmus obliquus hinzufiigen. Dactylo-
* coccus wurde zuerst von Ndgeli entdeckt und fiir eine besondere
Gattung gehalten.

Gegen die Ansicht N4 gelis wurden aber spater von mehreren -
Autoren, namentlich von Grintzesco Einwendungen gemacht.
Der letatere bewies nimlich, daB Dactylococcus infusionum N i geli
nichts anderes als eine Entwicklungsstufe von Scenedesmus acutus»
ist (1902. S. 245).
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Ich konnte auch bei unserer Varietiit das Dactylococcusstadium
auf M- und Gl-Agar finden. In dieser Beziehung habe icH aber
keine ausfiihrlichen Versuche angestellt und verweise daher auf
die Arbeit von Grintzesco (1902).

Chlorospaera putrida, sp. nov.

Diese Art bildet eine Zellgruppe, die aus eiﬁigen bis zu zahl-
reichen Individuen besteht. Jede Zelle ist mit einef‘zweischichtigen
Zellwand versehen. Die duBere Schicht ist gallertig und dient zur -
Verbindung der Zellen. Diese Zellgruppe kann durch die
Zusammenlagerung von Aplanosporen an GroBe zunehmen. Sie
ist nach Senn als eine Zellfamilie aufzufaﬁen, weil sie’ mehrere
Generationen enthilt. ‘

Ich versuchte festzastellen, in‘ welchem Zusammenhang die
Formen der Zellfamilie und die Néihrlésungén stehen. Die Resultate

sind wie folgt: ,
Kulturdauver : 20/V —2/VI—22/IX..

M-L | mMP GroBe Zellfamilien.
M-L+Gl 1% s.g2. M. Zellen kommen vereinzelt vor.
_ Zahlreiche Zovsporen sprieBen
hervor.

M-I ohne Ca(NOs),+ CaCl; 0.19% ger.M. Ziemlich groBe Zellfamilion.

L ok VO,), ,0.19

ML ohne Ca(l\oi?_’(%%‘g}ég}({ol %| & M Zellwand dinn. Einige Zellen

) sind sehr ;lose mit einander

verbunden. Die Nahrlosung
wurde deutlich sauer.

Dest. Wasser s.ger.M. Ziemlich groBe Zellfamilien.

Die kleine Zellfamilie der dritten Kultur -loste sich durch
Schiitteln leicht auf. Merkwirdigerweise konnten: - sich die

Bakterien wegen der Siurebildung der .Algen in dieser Kultur

1) Um die Wuchstummeﬁge der Algen qualitativ zu bezeichnen, werde ich spiiter in meiner
Arbeit die folgenden Abkiirzungen brauchen : o i
s.g.M.=sehr grope Menge, gM.=groge Menge, m.M. =miifjige Menge
ger.M. = geringe Menge, s.ger.M.=sehr geringe Menge, k. W.=kein Wachsen.
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nicht stark entwickeln. .Diese Kultur lieferte daher ein gutes
Impfmaterial fir-die Herstellung einer Reinkultur.

Chlamydomonas kotshikavensis, sp. nov.

An ihren natirlichen - Standorten entwickeln sich die
Chlamydbmonaden plotzlich und schwé;rmen nur kurze Zeit, um
bald zum Stillstand zu kommen.

Bei der Kultur von Chlamydomonaden sieht man den beweg-
lichen Zustand auch nur kurze Zeit. Sie verwandeln sich bald
in den ,Palméllazustand.“ So beobachtete ich bei passender
Temperatur den nur kurze Zeit dawernden beweglichen Zustand in
IM-L wie auch in der Gl-L und anderen passenden Nahrlosungen.
Weiteres hieriiber findet sich im Abschnitt 5.

‘ Aunch im Palmellazustand konnen die Algen wachsen. Bei

Agarkulturen sicht man -nur ein solches Wachstum. Ich konnte
~ aber nur einma] bewegliche Zellen auf dem Glukosendhragar im
Treibhaus beobachten.

Das Vorkommen des Palmellazustandes beruht anf der Verquel-
. lung der Zellmembranen, wodurch einzelne Zellen sich mit einander
verbindén. Die verbundenen Zellen besitzen eine allgemeine
Membran. Infolge weiteren Teilungen bildet jede Zelle einen weiteren
Zellkomplex. So konnen wir bei frischen Kulturen in einander
geschachtelte Membranen beobachten. Dies wurde schon von
Goroschankin (1890) vermittels ausgezeichneter Tafeln gezeigt.

Bei stickstoffarmer Nahrlosung konnte ich leicht die Entwick-
lung solcher Membranen verfolgen, weil hier das Wachstum der
Algen sehr langsam ist. Auf Mineralsalz-oder Glukoseagar bilden
die Algen schnell einen groBen Zellkomplex, den eine gemeinsame
Membran umgibt. Dabei war jede Zelle mit zWeis_chichtiger Gallerte
umgeben, und die eigentliche Zellwand erschien etwas verdickt.
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Mir scheint die Form des Palmellazustandes bei den Chlamydo-
monaden nicht anders zu sein als die von Gloeocapsa, Gloeocystis
u.a. Man ist daher nach Senn berechtigt einen Zellkomplex im
Palmellazustande der Chlamydomonaden eine Zellfamilie zu nennen.

In der %ML oder GIl-L bildete unsere Art einen groBen
Zellkomplex. In der M-L, die insofern eine Abweichung von der
normalen zeigte, als anstatt Kalziumnitrats Ammonsulfat und
~ Kalziumchlorid benutzt wurden, euntwickelte sich ein kleiner lose
verbundener Zellkomplex, und die Nihrlosung wurde deutlich
sauer.. Diese Kultur gab ein vortreffliches Impfmaterial fiir die
Erlangung der Reinkultur ab,

Im destillierten. Wasser entwickelte sich Chlamydomonas koishi-
kavensis zu einer aus 1-6 runden Zellen bestehenden Zellgruppe.

3. Polymorp}ﬁsmus der Algen.

Beziiglich des Polymorphismus der Algen kann man die
Angaben von Senn (1899), Burton und Livingston (1900),
Grintzesco (02), Artari (1904) und besonders von Chodat
(1909) zum Vergleich ziehen.

Es ist das Verdienst von Chodat, daB er mit Hilfe vieler
" reinen Kulturen die Entwicklungsgeschichte und damit die Bestandig-
keit der Algenarten bhewiesen hat. Hansgirg (1885, S. 280) hatte -
sich einst dahin geé,uBert, daB einiellige Algen, wie Protococcus,
Palmella, Gloeocystis und Stichococcus, aus fadenformigen Algen, wie
Ulotrichaceen und Chaetophoraceen entstehen. Diese Ansicht war
ganz hypothetisch, weil Hansgirg keinen sicheren Beweis dafiir
gab. Nach Chodat (1909) geht eine Alge, wenn auch poly-
morph nie in andere Algen iiber.

Chodat versteht unter ,,Polymorphismus*: ,,qu’'une plante peut
se présenter sous plusieurs aspects sans changer de natur. Somib
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unterscheidet sich Polymorphismus klar von der Evolution. Chodat
sagb in seiner Arbeit (1909, S. 148): ,,nous cultivons depuis - de
longues années toute espéce de Bactéries, de Mycotes, d’Algues et
jamais nous n’avons constaté la’ moindre transformation de ces
plantes les unes dans les autres.*

- Im Folgenden will ich kurz meine Resultate zeigen :

~Chlorella vulgaris, Beij. var. lutescens, var. nov.

Diese Alge ist in Bezng auf die GroSe sehr variabel, d.i., ihr -
Darchmesser -ist*3-10p, sogar 15z Immerhin ist sie der Form
nach ziemlich konstant (vergl. auch die Angaben von Chodat
und Grintzesco). |

Ganz eigentiimlicherweise beobachtete ich aber in einer 24%-
Glukoselésung unregelmiBig polygonalformige Zellen. Die Zellwand -
verdickte sich sehr stark, und jede Zellwand bestand aus ‘vielén
Lamellen. | ' | »

~ Die Form-des Chromatophors ist stark veréinderlich. Bei alten
Kulturen in Glukosendhrmedien iwird das Chromatophor vollig zer-
brochen, und es treten einzelne griine Korper auf. In diesem
Zustand kann man lkoine Merkmale der Gattung Chlorella
- wahrnehmen. | '

Stichococcus bacillaris Nég. var. viridis, var. nov.

Diese Varietdt ist auch in der GroBe sehr variabel; so
schwankt die Léinge der Zelle zwischen 3 bis 30g, die Dicke
bleibt aber ziemlich konstant 2-3z. .

Der Form nach ist’ sie ziemlich konstant, doch konnte ich
einige interessante Variationsformen feststellen, wie aus dem
folgenden ersichtlich ist:
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-%M-L, M-Agar? und M-Gelatine | Die Zellen sind gerade, kurz zylindrisch.
Gl-Agar ' * | Die Zellen sind gerade oder gekrimmt,

‘ linglich-zylindrisch, oft oval, kugelig,
oder kurz zylindrisch.

© Gl-Gelatine ' Die Zellen sind gerade, ldnglich-zylin-
drisch, oft gekrimmt.
Gl-Agar + Ca(NO;), 0.5% Zellformen wie bei Gl-Agar.
» + Pepton 0.5% Fast wie oben, aber etwas kleiner.
»  +EKNO;0.5% | Die Zellen sind ziemlich polymorph :

langlich-zylindrisch oval, ellipsoidisch
oder kugelig.

,,. +(NH,),S0,0.5% Die Zellen sind zylindrisch, oval oder un-
regelmiBig kugelig, ofc am Ende ver-
, zweigt.
" +NH, C10.5% Die Zellen sind oval, 6f sehr unregelmiBig.
» + Harnstoff 0.5%5 Die meisten Zellen sind am Ende verzweigt.
. + Asparagin 0.5% Die Zellen sind ldnglich zylindrisch, oft
) mit einem Fortsatze an der Seite der
Zellen.

Die zu zweien, dreien, vieren oder mehr in Verbindung bleiben-
den kettenférmigen Formen wurden schon von Artari (1904, S.
609) bei konzentrierten Zuckerlésungeﬁ beobachtet. ~Auch ich
konnte sie bei unserer Varietit in 229% Glukoselosung wahr-
nehmen (vergl. Tafel I, Fig. 12). '

Das Chromatophor ist im normalen Zustande der Algen platten-
formig; im schlechten Zustande wird es unregelmiBig und ganz
zerbrochen. -

Scenedesmus obliguus Ktz, var. non-liguefasciens, var. nov.

Der Polymorphismus dieser Art wurde schon eingehend von -
Chodat (1909) und Grintzesco. (a.a.0.) untersucht. Es
scheint daher iiberflissig hier nidher daranf einzugehen. Die fol-

1) Die Agarkultur in dieser und folgenden Tubellen bezieht sich nur anf einer Strichkultur,
die Gelatinekultur aber anf einer Stichkultur.
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genden Beschreibungen konnten jedoch als eine Nachprﬁ'fung mit
einer neuen Varietit gelten. '

AM-L - | Die Zellen sind spihdelf’érmi g ; Spitze der Zellen stark akut.
: Vereinzelt oder als Zonobien vorkommend.

M-Agar Die Zellen sind spindelformig. Spitze der Zellen schwach
akut. Vereinzelt oder als Zonobien vorkommend.

GI-L Die Zellen sind spindelférmig, und mit schwach akuter
Spitze versehen, oft elhpsmdlbch Veremzelt oder als
Zonobien vorkommend.

Gl-Agar Ahnlich wie oben, oft kommen aber kugelige Zellen vor.

- M-Gelatine Einige Zellen sind spindelformig ; die meisten Zellen sind.
aber ellipsoidisch oder kugelig. Merkwiirdigerweise ent-.
stehen die Zonobien oft aus kugeligen Zellen.

* Gl-Gelatine Die Zellen sind ellipsoidisch oder kugelig. Hier entstehen
) die Zonobien oft aus kugeligen Zellen.

Das Chromatophor ist im ‘normalen Zustande patrietal und mit
einer Spalte versehen; im schlechten Zustande ist es vBHig
zerbrochen,

Chlorosphaera putrida, sp. nov.

Diese Art ist auch in der Form ziemlich konstant. Sie ist
kuorehg oder ellipsoidisch. Dagegen ist die Groﬁe der Zellen stark
variabel.

3M-L und M-Agar Die Zellen sind 6-20u lang, die meisten Zellen aber
10-20g.  Aplanosporen sind ellipsoidisch, etwa
4Xx6u groB. .

Gl-Agar Schwirmerbildung findet statt ; Schwé’u‘mer etwa
3X6u groB.

7 und 10% GI-L» Die Zellwand ist stark verdlckt jede Ward zeigt
: deutliche Lamellen.

Das Chromatophor ist netzférmig und hohlkugelig. Beim
Stadium der Sporenbildung, wird es undeutlich. ' '

1) Der M-L wurden 7 und 109§ Glukose zugesetzt.
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" Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov.
Diese Art ist wie andere Chlamydomonaden stark polymorph.
Im unbeweglfchen, aber normalen Zustande ist gie oval oder kuge-
. lig; im abnormalen Zustande ist sie aber sehr unregelméfig
gestaltet. '

iM-L | Kugelig - 8-10y, oder oval 8 x 14p.
2% GI-L Kugelig 10-144, oder oval 12x 14p.

Kugelig, nierenférmig oder sehr unregelmiBig ge-
3,4 und 5% GI-L staltet, oft kommen sehr groBe Zellen vor. Die
% U 970 dubere Zellwand quillt sehr stark und zeigt deutliche

A Lamellen (vergl. Tafel. I, Fig. 16, 17, 18).

M-Gelatine Oval, kugelig oder sogar polyedrisch, 20-304 lang.
Gl-Gelatine ) Kugelig 20-30p, oft sogar 40y groB.

Das Chromatophor ist im normalen Zustande tief becherformig ;
im schlechten Zustande wird es stark granuliert, so daB die Form
undeutlich wird.

‘Fassen wir die obigen Resultate zusammen, so kénnen wir
daraus schlieBen, daf unsere fiinf Algen den Polymorphismus im
hoheren Grade bei den mit Glukose versehenen Néhrmedien als
bei den nicht damit versehenen zeigen. Bei GI-Li beobachten
wir den Polymorphismus proportional zum Zuckergehalt in einem
hoheren Grade. Diese Resultate stimmen vollkommen mit denen von
Senn, Burton und Livingston iberein. Nach Senn (Lc.,
S. 71) wird die dicke Form von Scenedesmus acutus (=Se. obliquus.)
durch stark konzéntrierte Losungen verursacht. Ich konnte auch
stark verdickte Zellen bei unserer Varietdt derselben Art in 5%-
Glukoseldsung feststellen. Nach Burton und Livin gston (Le., S.
299) hingt der Polymorphismus von Stigeoclonium tenue auch mit
dem osmotischem Druck der Nihrlosung zusammen. Man kann aber
" nicht behaupten, daB der Polymorphismus der Algen ausschlieBlich .
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vom osmotischen Druck abhingt. In géwissen Fillen miissen
wir den Polymorphismus tatsichlich eine Eigenschaft der Algen
nennen. So miissen z B. die kugeligen Zellen beim Palmella-
Zustand " von' Chlamydomonas, oder die Dactylococcus—Form von
Scenedesmus obliqguus zu, einer Entwicklungsform der betreffenden
Alge gehéren. ‘

Hier muB ich noch einiges iiber die Unbestéindigkeit der varier-
ten Formen von polymorphen Algen hinzufiigen. Grintzesco (lLc.,
S. 248-254) hat schon bei seinen ausfiihrlichen Versuchen beobachtet,
daB die Variation von Scenedesmus acutus nur voriibergehend ist.
‘Dies wurde von Chodat (1909) bei zahlreichen Algen bestétigt.
Meine Resultate stimmen ebenfalls mit denjenigen der oben genannten
Autoren iiberein. Ich habe Scenedesmus obliquus Kiitz. var. non-
liquefascieus, var. nov. schon drei Jahre lang in Glukoseagar kulti-
viert, indem ich die Uberimpfungen darin schon mehr als zehn
Male ausgefiihrt habe. Die ellipsoidischen und die. mit schwach
akuter Spitzé versehenen, spindelformigen Algen, die sich im G-
‘Agar entwickelten, veréinderten sich bald nach der ijberiinpfung in
eine Minerallosung in der Weise, daB die Algen mit stark akuten
Zellenden versehene, spindelformige Zellen aufwiesen. Wir haben
es also bei den Variation von Scemedesmus nach Jollos (1914)
mit einem Beispiel von tempordrer Modifikation zu tun.

4. Bedingungen der Schwéarmer- und Gametenbildung.

Es ist ein groBes Verdienst von Klebs (1896), zum ersten
Mal ausfiibrliche Untersuchungen iiber dic Bedingungen der Zoo-
sporen- und Gametenbildung durchgefiihrt zu haben. Es ist aber
zu bedaueren, daB sich seine konsequenten Resultate auf spezies-
reine oder unreine Kulturen begriindeten. Es scheint daher nicht
iiberflissig Nachpriifungen mit reinen Algen angestellt zu haben.
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Zundchst schicke ich die Bedingungen fiir die Zoosporenbildung
bei Chlorosphaera putrida voraus.

Klebs (Le., S. 3-89) studierte besonders emcrehend die Bedin-
gungen der Zoosporenbildung bei Vaucheria. So wurde z. B. die
Zoosporenbildung durch Lichtmangel, Mediumwechsel (Ubergiefen
der Algen aus: der Néhrlosung ins Wasser), Temperatur-Wechsel
(Ubertragen von niederer Temperatur in die Optimal-Temperatur)
und durch Zuckerarten geférdert. Hingegen konnte er, im Gegen-
satze zur Beobachtung von Walz (1868, S. 499), keine fordernde
Wirkung vermittels Durchliiftung bestitigen.
| Meine Resultate stimmten im groBen und ganzen mit denen -
von Klebs iiberein. Sie seien im folgenden kurz angefiihrt.

a) Einflu des Zuckers.,

Chlorosphaera p. bildet iippige Zoosporen aunf Glukosenihragar.
Nach Klebs (Lc., S. 14) ist Vaucheria nur innerhalb der Fliissigkeit
imstande Zoosporen zu bilden, was bei unserer Alge ganz anders ist.

Ich untersuchte den Einfluf der verschiedenen C-Verbindungen;
Jede C-Verbindung wurde auf M-Agar in einer Dosis von 1% zuge-
setzt. Nach den Untersuchungen lieB sich annehmen, daB Glukose,.
Galaktose, Mannit, Raffinose, und Laktose, die Zoosporenbﬂdung
fordern. Die Wirkungen der Saccharose und Maltose waren sehr
schwach. Bei Anwendung von Mannose und Glyzerin wurde die
Zoosporenbildung vollig retadiert. Auch auf M-Agar entstanden
die Schwérmer besonders im Sommer; dabei bildet jedoch ein
groBer Teil der Algen Aplanosporen.

AuBerdem untersuchte ich die Beziehung der Zoosporenbildung
zu den Konzentrationen von Glukose. Auf Glukoseagar, die 0.5-,
1- und 2%- Glukose enthielten, konnte ich eine iippige Zoosporen-
‘entwicklung finden, bei 10%-Gl-Agar aber nicht.
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b) Einflu der Temperatur.

Im Sommer entwickeln sich die Zoosporen nicht nur anf
Glukoseagar, sondern auch auf Mineralagar. Im November bis
Dezember ist das Wachstum und damit auch die Zoosporenbildung
sehr’ schwach. Im Januar (Kulturdauver: 13/I-18/II) ist das
Wachstum sehr schlecht, und die Zoosporenbildung ist véllig. sistiert.
Ein Kontrollversuch mit M-Agar im Treibhaus (ca. 20°C) produzierte
dagegen reichlich Zoosporen. Da wir aber keinen Thermostat fir
Lichtkulturen besitzen, wurde. der EinfluB der Temperatur noch
nicht eingehend untersucht. Es ist jedoch sicher, daB dié Zoo-

sporenbildung von Chlorosphaera bei ziemlich niedriger Temperatur

~ (im Dezember) stattfinden kann. Nach Klebs (lLec., S. 41) liegt

die Minimal-Temperatur bei Vaucheria bei 3°C.

¢) Mediumwechsel.

‘NachKlebs(lc., S. 60) wird eine Zoosporenbildung schon durch
das Ubertragen einer in 0.05% Nibrlosung hergestellten Kultur ins
Wasser hervorgerufen. Dabei ist aber Dunkelheit erforderlich, am
eine lebhafte Zoosporenbildung zu verursachen. Meine eigenen
Versuche ergaben die gleichen Resultate. Auf M-Agar ins Ruhen
getretene Algen wurden in destilliertes Wasser, oder Leitungswasser
gegossen, und dann teils im Dunkeln gehalten, teils dem Sonnen-
lichte® direkt ansgesetzt. Die Zoosporen entwickelten sich aber nur
bei der Dunkelkultur.

d) Tinflub des Lichtes.

Der obige Versuch 148t erkennen, daB fir die ZOOSpOl"-‘nbildunC’
von C’hlorosphae7 a p. Dunkelheit notwendig ist. Weiterhin habe ich den
EinfluB des Lichtes auf Glukosea,cralkulturen untersucht. - Die Zoo-
sporen entwickelten sich ebenso reichlich in direktem Sonnenhphte ,

1) Das Sonnenlicht fiel durch das Fenster auf die Algen.
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wie im Dunkeln. Die Zoosporen, die sich im Dunkeln entwickelt hatten,
waren aber reichlich mit ,,Granula“ gefiillt und schmutzig griin.

e) EinfluB des Sauerstoffs.

Klebs (Lc, S. 72-81) fand, daB ein Wechsel des Wassers, eine
Durchliiftung, und eine Durchleitung von Sauerstoff oder Ozon keine
fordernde Wirkung auf die Zoosporenbildung ausiibten. Derselbe
Antor bestétigte auch, daB die Verringerung des Sauerstoﬂ’gehaltesr
- den ProzeB nicht hindert. , )

Bei meinen Versachen handelt es sich nur um Stichkulturen
‘im Glukoseagar. Dabei entwickelten sich die Zoosporen an der
Oberfliche bis zu einer Tiefe von 2.5 cm des Algenbelags. Tiefer
als 2.5 cm konnte ich keine Zoosporen mehr finden. Diese Erscheinung
1iBt sich durch die Resultate von Klebs erkliren. Nach Klebs
findet keine Zoosporenbildung von Vaucheria bei einem Luftdruck
von 0-20 mm statt; erst in einem solchen von 30 mm wurde sie
veranlaBt.

Gametenbildung von Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov.

Klebs (Le., S: 429-438) konstatierte bei der Gametenbildung von
Chlamydomonas media eine fordernde Wirkung infolge von Néhrsalz-
niangel, Licht, und Temperaturwechsel (Ubertragen aus niederer
Temperatur in die Optimal-Temperatur). Meine diesbeziiglichen
Untersuchungen bei Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov. waren
unvollkommen. Jedoch konnte ich den .durch N#hrsalzmangel
und Licht hervbrget‘ufenen Einfluf bestétigen. Beziiglicli des,
Temperaturwechsels konnte ich nichts Bestimmtes feststellen.

Als Impfmaterial diente mir Mineralsalzagarkultur. Dies
wurde in destilliertes Wasser oder Leitungswasser gegossen, und
teils im Lichte® und teils im Dunken gehalten. Nach fiinf Tagen

1) Das Sonnenlicht fiel durch das Fenster auf die Algen.
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(19/X1-24/XI) sah ich in der Lichtkultur tppige 'Gametenbil-
dung, wihrend ich in der Dunkelkultur = Zoosporenbildung an
Stelle der Gametenbildung fand. A

Die Form der Gameten ist derjenigen der Zoosporen sehr &hn-
lich. Auch in Bezug auf die GroBe sind die beiden sich-oft sehr
dhnlich. Im allgemeinen sind die Gameten etwas kleiner als die
Zoosporen. Das entscheidende Unterscheidungsmerkmal ist aber
die An- oder Abwesenheit der Zygotenbildung.

Merkwiirdigerweise wurde die Gametehbildung von 'Chlamydo-
. monas k. auch durch das ﬁbgrtragen der Algen von M-Agar-
kultur in IM-L vera.nla.fgts. Dabei verwandelt sich aber der
'groBte Teil der Algen in palmelladhnliche Zellen, und nur ein
kleiner Teil davon ist an der Gam‘etenbﬂdung beteiligt. Nach
Klebs hemmt 0.05%-NaNO,-Losung schon deutlich die Gameten-
bildung bei Chlamydomenas media. Es ist sehr fraglich, ob die
retadierte Gametenbildung bei unserer Alge sich auf die hemmende
Wirkung des in der N#hrlosung enthaltenen Nitrats zuruckfuhren
1d8t. Daher versuchte ich nochmals den Einfluf der stickstoffarmen
Nahrflissigkeit auf die Gametenbildung. Die Nihrfliissigkeit war
- dabei die anstatt des Kalziumnitrats mit CaCl, versehene iM-L.
Die Kulturen wurden wieder an derselben Stelle teils dem direkten
Sonnenlicht ausgesetat, und teils im Dunkeln gehalten. Bei der
Lichtkultur ergaben sich reichlich Gameten und weniger Zoosporen ; ‘
bei der Dunkelkultur dagegen nur Zoosporen.

Es bleibt nun noch fraglich, ob die Gametenbildung bei der
oben angegebenen stickstoffarmen Néahrfliissigkeit wirklich auf den
Stickstoffmangel, "oder nur auf den Mediumwechsel, d.i., auf die
Verdnderung des osmotischen Druckes zuriickzufiihren ist.
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V. Ernidhrungsphysiologie.

1. Reaktion der Nahrlosung.

Betreffs der Reaktion der Nahrlosung der Algen sind sich

die Ansichten friiherer Autoren. nicht einig. Nach den Unter-

suchungen vori Molisch (1896) sollten die Algen alkalische

Reaktion bevorzugen. Spiter wurden davon aber viele Ausnahmen

mitgeteilt, und wir haben keine allgemein giiltige Reaktion. Man

muB daher bei den einzelnen Algen spezifisch versuchen, ob die

eine oder die andere Reaktion bevorzagt wird.

Aus dem folgenden sind die Resultate der verschiedenen

Autoren ersichtlich. Es sollen hier aber nur die Resultate bei

reinen Algen angefiihrt werden.

Algen

Vorliebe fur saure od.

Autoren alkalische Néhrmedien
Artari Chlorella vulgaris Alkalische Losung
» Stichococeus bacillaris Saure L.
’ Chlamydomonas Ehrenbergii | Saure L.
Beijerinck - Chlorella vulgaris Kultivierbar auf saurem Ge-
latinenéihrboden
» Scenedesmus acutus Deo.
Kufferath Chlorella  luteo-viridis var. | Saure oder alkalische Losung
lutescens ist gleichgiiltig
Meinhold " Diatomeen Alkalische Medien

Pringsheim, E.

»

Richter, O.

D
»

Euglena viridis
Schizophyceen
Diatomeen

Stichococeus bacillaris

Saureé Medien
Schwach alkalische Medien
Alkalische Medien

Uppiges . Wachsen auf dem
alkalischen Agar '

Die Tabelle 148t uns klar erkennen,

1) Siehe 1911, S. 99.

daB selbst bei ein und



Entwicklungs-und Ern:ihrungsphysiologie einiger Chlorophyceen. 33

derselben Alge die Resultate der.verschiedenen Autoren nicht iiber-
einstimmen. Dieser Widerspruch beruht sehr wahrscheinlich teils
auf der Verschiedenheit der ‘Rassen, teils auf den ungleichen
Néahrmedien. - ._ : ,

' Um die Frage zu entscheiden, ob unsere Algen in sauren oder
alkalischen- Néhrlsungen besser gedeihen, stellte ich folgende
Kulturversuche mit Artarischer Nahrﬂusswkelt an.

Artarische Nahrﬂussmkem

Glukose 1 %
NH, NO, ) 0.25
'KH,PO, od. K,HPO, 02 .,
MgSO, ' . 0.025 ,,
FeCl, - . Spur

Die Nihrlosung wurde zu je 50cm® in Erlenmeyer-Kolben
von 200cm’ Inhalt beschickt. - Fiir jede Reaktion wurden zwei
gleichartige Kulturen -aufgestellt. Nach dreifacher Sterilisation im
Dampftopfe wurden die Kolben mit Algen tberimpft,

Impfmaterial : frische Glukoseagarkultur. Im diffusen Lichte.
Zimmertemperatur. - Versuchsbeginn : 11/VI..

Saure Nﬁhrlésung._

Protokolle

' am | 93/VI - 3/VIL 12/VII
Algen L S _ L :
Chlorella 1. g M- - g M. ] g M
Stichococeus v. ) . ger. M. ger. M. ger. M.
Scenedesmus n. | . s ger. M. s. ger. M. m. M.
Chlorosphaera p. | = m. M. .. . m, M ‘m. M
Chlamydomonas k. , ger. M. L ger. M. ger. M.
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Alkalische Néhrlosung.

Protokolle . . h _— "
am | 93/VI | 3/VII | 12/VII
- Algen Co ) R

M.

M., shnlich wie in saurer Los.

Chlorella 1. g M g g.

Stichococcus v. g. M. g. M. | g. M, besser als in saurer Los.
Scenedesmus n. g. M. g. M. | g. M., besser als in saurer Lés.
Chlorosphaera p. m. M. g. M. | g. M, besser als in saurer Los.

Chlamydomonas k.| s. ger. M. gér. M. | ger M., éhnlich wie in siurer Los.

Hieraus geht deutlich hervor, daB Stickococcus, Scenedesmus,
und Chlorosphaera in basischer Losung besser als in saurer Losung
wachsen. Bei Chlorella ist es einerlei, ob sie in saurer oder
basischer Lﬁsuhg kultiviert wird. Eine Bevorzugung der sauren
Losung 148t sich bei Chlamydomonas aus obigem Versuche nicht
erkennen ; eine solche Vorliebe wurde aber bei der Untersuchung
der Nahrwerte der N-Verbindungen. klar gesteﬂt (vergl. V. 4)..

Die Resultate bei Chlorella und Stichococcus sind ganz anders
als die bei Artari. Hier liegt also sehr wahrscheinlich eine Ver-
schiedenheit der Rassen zu Grunde. Meine Résultate schliefen sich
denen von Beijerinck iiber Chlorella vulgaris, und denjenigen von
0. Richter bei Stichococcus bacillaris- an. Es ist aber noch
nicht entschieden, ob die Resultate von diesen Autoren auf einer
Verschiedenheit der Rassen oder auf ungleichen Néhrmedien beruhen.

Weitere Untersuchungen wurden mit einer anderen Néhrlosung
angeétellt; Die Grundlosung war dabei die folgende :

NH,NO, ' 1 g
KC - . 0.25 ,,
K,HPO, od. KH,PO, 0.25 ,,
‘MgSO0, | 0.25 .,

Diese Stoffe wurden in 1000 cm® destillierten Wassers gelost.

Diese Grundlosung wurde mit der doppelten Quantitdt Wasser
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verdiinnt. Dann wurde nochmals Glukose in einer Dosis von 1%
zugesetzt. Versuchsbeginn : 15/VII.

Sahré Néihrlésung.

Protokolle : ’ ’
. . am 23[VII . — 6/VIII 10/IX .
Algen : .
 Chlorella 1. = | - ger M. g. M. g M.
Stichococcus v. ‘m. - M. g M | g M
Scenedesmus n. | . ger M. ger. M. ©om. M.
Chlorosphaera p. ger M. ger. M. g M. .
Chlamydomonas k.| . . m. M. - m, M. g M
" . Alkalische Nihrlosung.
Protokolle C e : .
) am | 23/VII | 6/VIII 10/IX
Algen ' . o t _

 Chlorella 1.~ .| ger. M. | g. M. |g M, shnlich wie in KH,PO,.-
Stichococcus v. " m. M g. M. [ g M., dhnlich wie in KH,PO,.
Scenedesmus n. - | s. ger. M. | s. ger. M. |.ger. M., schwicher als in KH,PO,.
M.
M

Chlorophaera p. | ger. ger. M. | g. M., schwicher als in KH,PO,.

Chlamydommas k|  ger. m. M. | g M., éhnlich wie in KH,PO,,

Aus diesen und den vorigen Versuchen folgt, daB das Ver-
halten der Algen bezﬁgﬁéh der Reaktion der Nihrlosung von der
Zusammensetzung der letzteren stark abhiingig ist. AuBerdem
mub man die Aziditdt oder Alkalitit beriicksichtigen. Jedenfalls
konnte ich zi dem SchlnB' ‘kommen, daf, soweit meine Versuche
in Betracht kommen, "die Algen, abgesehen von Chlamydomonas,
keine besondere Vorliebe fir die saure oder alkalische Reaktion
der Nihrmedien haben. Die Sache liegt jedoch anders bei C’hlmﬁy-
‘domonas. Nach den obigen beiden Versichen ist, ‘wenn auch
nur in geringen MaBe, eine Bevorzugung der sauren Reaktion zu
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bemerken. Dies “wurde spiter bestitigt - (vergl. Kapitel 4 des
vorliegenden Abschnittes). . - .

2. Verfliissigung der Gelatine.

In diesem Kapitel ist die Arbeit von Beijerinck an erster
Stelle zu berticksichtigen. 1890 entdeckte Beijerinck (8. 729, 762)
die Gelatineverfliissigung von Scenedesmus acutus und Chlorosphaera
limicola. Dieses Vermogen ist aber bei Scenedesmus acutus nach
wiederholter Ziichtung verloren gegangen (vergl. Beijerinck‘ 1893,
S. 368). o

Die Gelatineverfliissigung von Scenedesmus acutus wurde spéter
auch.von Grintzesco (1902, S. 407) und Chodat (1913) beobachtet.
Nach dem letzteren Autor gibt es einige Rassen von Scenedesmus
acutus, die durch mehr oder weniger merkliches Verfliissigungs-
vermdgen ausgezeichnet sind (Le., S. 30). Nach deinéelben Autor
sind auch Stichococcus bacillaris und St. minor, wenu auch nur
schwach, imstande die Gelatine zu verfliissigen (Lc., S. 148, 158).

Bei meinen eigenen Versuchen dienten mir sowohl M-Gelatine,
‘als-auch Gl-Gelatine. Diese ha,tten, wegen. der Gelatine,. zierhlicl1
stark saure Reaktion. Die Versuchsanstellung war die bisherige :
Zimmertemperatur ; diffuses Licht.

Kulturdaver : 2/X, 1912-1/V, 1913.

Stichkultur mit M—Gelatine | Stichkultur mit Gl-Gelatine

Chlorella 1. m. M., keine Verflissigung. | m. M., keine Verflissigung.
Stichococcus v. | m. M.; keine Verflissigung. | m. M., keine Verflissigung.

Scenedesmus n. | ger.M., keine Verflissigung. | ger. M., keine Verflissigung.

Die Versuche bei Scenedesmus n. wurden mit anderen Nahr-
‘boden, und zwar mit verschiedenen Konzentrationen der.-Glukose
wiederholt. ' )
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Kulturdauer 2 /XQZ/XI.

Kontrolle (M-Gelatine) . m. M., keine Verflissigung.

40.0596 Glukose . m. M., keine Verflissigung.

+ 01 ,, " m. M., keine Verflissigung.

+ 05 ,, . N m. M., keine Vefﬂﬁssigung.
4+ 10, o " | m. M., aber die groBte M., keine Verfliissigung. -
+ 20 w oo - m. M., keine Verflissigung.

+ 50, ., .| ger. M., keine Verflissigung.

+10.0 ,, » ger. M., keine Verfliissigung.

Weitere Versuche wurden mit anderen Nihrboden ausgefiihrt.
Dieselben wurden wie folgt hergestellt.
~ Mineralsaligelatine: M-L+.Ge1a.tine 13%
Glukosegelatine : Mineralsalzgelatine+2% Glukose.

Versuchsdauver 22/XII - 6/II1.

Mineralsalzgelatine- Glukosegelatinestichkultur.

stichkuleur.
C’hlg’rella L. m. M., keine Verflissigung. | g. M., keine Verflissigung.
© Stichococcus v.  |m. M., keine Verflissigung. | g. M., keine Verflissigung.
Scenedesmus n. | ger.M., keine Verflissigung. | ger.M., keine Verflussigung.

Chlorosphaera p. |ger.M., keine Verflissigung. | g. M., mit deutlicher Verfl.

Chlamydomonas k.| ger.M., keine Verflissigung. | m. M., keine Verfl.

Aus den obigen Versuchen geht hervor, daf die untersuchten
Algen, abgesehen von' Chlorosphaera putrida, kein Verflissigungs-
verméOgen besitzen. Auf Grund dieser Tatsachen ist es klar, da
sich die von mir kultivierten Algen, Stichococcus v. und Scenedes-
mus n. deutlich von ihren Stammarten unterscheiden lassen.

Das Verfliissigungsvermdgen ist, wie Grintzesco (lLc., S. 410)
‘bei Scenedesmus acutus beobachtete, vom Wachstum abhéingig.
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So findet bei Glukosegelatinekultur von Chlorosphaera p. eine
deutliche Verfliissigung statt, wahrend dieselbe bei der Mineral-
salzgelatinekultur vollig fehlt. -

Zum Schlufe seien noch einige Worte iiber die Abwesenheit
der Gelatineverﬂﬁssigung bei Scencdesmus . angefiihrt.

Im allgemeinen ist das Wachstum unserer Alge auf und in
Gelatinenihrboden schwach. Doch darf man hieraus nicht schlieBen,
da8 das schlechte Wachstum die Hauptursache der Abwesenheit
der Gelatineverfliissizung ist, weil ich dieselbe Tatsache auch:bei
ziemlich guter Entwicklung der Algen beobachten konnte.
| Diese FErscheinung ist auch nicht einem Verschwinden des
Verfliissigungsvermdgens  zuzuschreiben, das durch wiederholte
Uberimpfungen der Kulturen hervorgerufen war; denn den frischen
Kulturen fehlt dieses Vermogen gleichfalls. Die Abwesenheit des
Verfliissigungsvermdgens bei unserer Alge muf somit mit ihrer

Natur im Zusammenhange stehen.

3. Anaérobismus bei Scenedesmus obliquus Ktz. var.

non-liquefasciens, var. nov.

Grintzesco (1902, S. 260) machte uns zum ersten Mal darauf
aufmerksam, daB Scenedesmus acutus in Gl-Agar eine anaérobe Ent-
" wicklung aufweist. Er beobachtete auch die anaérobe Entwicklung
von Chlorella 'vulgah’s Beij. auf Glukosegelatinenihrboden (vergl.
Grintzesco 1903, S. 70, 81). Ich konnte bei Scenedesmus n.
‘dieselbe Entwicklung beobachten. Der Anaérobismus von Chlorella
vulgaris ist aber nicht so auffallend, wie der bei Scenedesmus n.

"Die folgenden Versuche beziehen sich nur auf den Anaéro-
bismus von Scenedesmus n. -

Zuerst untersuchte ich den EinfluB verschiedener 'C-Verbin-
dungen auf den Anasrobismus. Alle C-Verbindungen wurden in einer
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Dosis von 1% dem M-Agar zugesetzt (siehe ,die Nihrwerte
der: verschiedenen Kohlenstoffverbindungen*). '

. Aus diesen Versuchen folgte, da Scenedesmus n. bei Glukose,
Galaktose, Sukrose, Laktose, Maltose, Mannose, und Mannit deutlich
anaérob ist. Bei Raffinose, Inulin und Gl-yzeriri ist das Wachstum
schwach und der Anaérobismus infolgedessen undeutlich.

Nach Grintzesco (Le., S. 425) ist Scenedesmus acutus imstande,
wenn auch nur lahgéam, sogé.r im Vakuum zu wachsen. Um diese
interessante Erscheinung und damit das Wesen des Anaérobismus
klar 7 stellen, stellte ich die folgénden Versuche an. .

Dabei benutzte ich die Agarstrich- und Agarstichkultur so-
wohl im sauerstoffireien Medium, als auch in gewdhnlicher Lauft.
Fir Bereitung des sauerstofffreien Mediums dienten mir Kalilange-
und Pyrogallollosung. Diese MlSOhIlIlO' wurde in eine weite Rohre
gegossen. Ein Drahtgestell, das sich am Boden der weiten Rohre
befand, gestattete die Reagenzglaskultur hineinzusetzén. Die Rohre
wurde mit einem Kautschukpfropfen luftdicht verschlossen, und
einem diffusen Lichte ausgesetzt. Fiir jedes Medium wurden zwei
gleichartige Kulturen hergestellt. Die Versuchsresultate waren die
folgenden : s _ '

: Kulturdauer : 1-8/II-10/V.‘

Kontrollkultur in der Luft O,~freies Medium

M-Agar-Strichkultur. -| gér. M. Algen griin, spindelférmig. | s.ger.M. Algen grun " spindelformig
od. ellipsoidisch.
M-Agar-Stichkultur, - | ger. M. Algen griin, spindelfrmig. '| ‘s.ger.M. Algen griin, spindelférmig

M-Agar-Schiittelkultu ' ' od. ellipsoidisch.

- a - A .
Tomehte t Kolonien sind reicher tiefer im Agar{ Fast shnlich wie die Kontrollkultur.

G1-Agar-Strichkultur.

ger. M. Algen griin, spindelférmig| s.ger.M. Algen griin, spindelférmig,

od. ellipsoidiseh. ellipsoidisch sogar kugelig.
Gl-Agar-Stichkultur. m. M. Algen griin. spindelfsrmig| m.M.  Algen griin, spmdelformlg
' S od. ellipsoidisch. Keine Gas- od. ellipsoidisch.

bildung. . Gasbildung wahrnehmbar.

Es ist interessant aus der obigen -Tabelle zu ersehen, daB bei
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Fig. I.

Kultur von Scenedesmus obliquus Kiitz, var, non-liguefasciens., var. nov.,

a, Gl-Agar-Strichkuliur, EKulturdauer 18/II-13/V.

b. » —Stichkultur. " »

Stichlraltur bei Richters Gl-Agar. Kulturdauer: 11/T-13/V. ;

Aus den Entwicklungsformen des Belags in a, b und ¢ erkennt man den Anaérobismus

I

der Alge.
. M-Agar-Strichkuliur. Eulturdauer: 18/I[-13/V.
» —Stichkultur, ” -

Sehiittelkultur bei Richters Gl-Agar. Eulturdeuer: 11/I-13/V.

Gl-Agar-Strichkultur in O,freiem Medium, Kulturdauer: 18/I1-13/V,
» —Stichkultur 5 3 . » »

man sieht hier eine bevorzagte Entwicklung und Gasbildung.

M-Agar-Strichkultur in O,freiem Medium. Kulturdauer: 18/I1-13/V.
» —Stichlltar ,, - » s ” »

E®om o o

=

e

Agarstrichkulturen die Alge eine schwiichere Entwicklung im O, -
freien Medium als in der Luft aufweist. Bei Stich- und Schiittel-
kultur findet kein Unterschied der Entwicklung bei beiden Medien
statt. Hieraus geht hervor, daB die geringe Menge des Sauerstoffs
in der Agarmasse, die durch Pyrogallolljsung nicht erschopft
werden kann, ausreicht, um Scenedesmus gedeihen zu lassen. Be-
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merkénswert ist auch, daB das fast vollkommen sauerstofffreie
Medium ebensogut wie die Luft die Algenentwicklung schwiicht.
Aus obigen Tatsachen geht deutlich hervor, daB unser
Scenedesmus auf und im Gl-Agar fakultativ anaérob ist. .Richtiger
scheint es zn sagen, daB er mikroagrophil ist, weil seinem Gedeihen
eine wenn auch nur minimale Menge von fre1em Sauerstoff nutz-
, hch 1st . . .
Hervorzuheben ist noch, daf beim sauelstoiffrelen Medium der
‘Polymorphlsmus der Algen stark beschleanigt wurde. .
Es fragt sich nun, ob die schwache Entwwkluno' bei Glukose-
agarstrichkulturen nicht auf der Giftwirkung der Spaltunosprodukte
der Glukose beruht. Wenn dies der Fall wire, so sollte man
erwarten, daB die Algenentwicklung sehr gut, oder wenigstens
ziemlich gut sein miiBte. Das trifft aber nicht zu. '
Wenn man Scendesmus obliquus var. non-vlz'quey"asciehs eine
. gewisse Strecke lang auf einer Acrarsehréioe abstreicht, so entwickelt
sich die Alge nur auf einem kleinen Teil der iiberimpften Strecke
(siehe, Tafel V, Fig. I. a).
DaB die Verfirbung bei der Stmchkultur nur an der AuBen-
seite des Algenbelags auftritt, und daB die Hinterseite desselben
- lange griin bleibt, zeigen uns auch zur Gentige, daB der Anaéro-
bismus nie im Zusammenhange mit der 'Gift_v%irkung der Spalltungsf'
produkte der Glukose steht. Man darf annehmen, daB die schlechte
Entwicklung, eventuell das Absterben von Scenedesmus auf der
‘Oberseite der Strichkultur, auf eine direkte Wirkung der Luft
zuriickzufithren ist.
' Die Veridnderung der physiologischen Eigenschaften unserer
Alge durch Mediumwechsel ist, wie -schon Grintzesco (1903, S.
81) betonte, der verdnderlichen Natur derselben zuzuschreiben.
Man konnte an -eine okolocrlsche Bedeutuncr denken, Weﬂ die Alge
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beim sauerstoffarmen und zuckerreichen Medium ‘zweifellos im
Kampf ums Dasein siegt.

4. Nahrwerte der verschiedenen N-Verbindungen.

Es sind uns bei Chlorella einige Arten bekannt, "die aber
durch morphologische Merkmale von einander nicht deutlich zu
unterscheiden sind. Artari (1906) beobachtete zum ersten Mal
daB die Chlorella—Arten beziiglich ihrer physiologischen Merkmale
sehr verschieden sind. So konnte er vermittels der Nahrwerte
der verschiedenen N- und C-Verbindungen eine neue physiologische
Art, Chlorella communis feststellen (siehe Artari 1906, S. 189).

In seiner im Jahre 1913 erschienenen Arbeit beschrieb er
aber die oben erwihnte ‘Alge unter dem Namen von Chlorella
fvulgams Ktz var. commums’ Artari (siehe, S. 432, 451).

Nach Artarisoll sich Chlorella communis durch die Nahrwerte
der N-Verbindungen von Chlorella vulgaris Beij. unterscheiden.
Dieser Unterschied ist aber auf die Verschiedenheit der Nahr-
medien der beiden Autoren zuriickzufiiren. Beijerinck (1890)
benutzte mit Leiﬁungswasser gemischte Gelatine, der nochmals N-
Verbindung zugesetzt wurde ; dagegen benutzte Artari die Néhr-
I6sung. Grintzesco (1903) fand aber auf einem Gelatinensihrboden,
- dessen Herstellung mit dem Beijerinckschen nicht identisch ist,
daB fiir Chorellla vulgaris Pepton keine bessere N-Quelle als Nitrat ist.
' Danach ist es klar, daB die Nihrwerte der N-Verbindungen
fiir Chlorella-Arten je nach den Nihrmedien variabel sind. Man
'muB daher immer ein und dasselbe Nihrmedium benutzen, um

1) Nach meiner Meinung scheint das sichere Unterschmdungsmerkmal von C’hlorella vulgaris
Grintz. und Chlorelle communis die Verschiedenheit der Chlorophyllbildung im Dunkeln zu sein.
Nach Grintzesco ist die erstere Art im Dunkeln schon griin, dagegen ist nach Artari die
letztere im Dunkeln gelbgriin -(vergl. auch VI).
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die Néhrwerte irgend eines Stoffes fiir die verschiedenen Algen zu
bestimmen. )

" Was die Erndhrung von Stwhococcus baczllarzs betnﬂt 80 beleh-
ren uns dariiber die Arbeiten von Artari (1906), Matruchot
et Molliard (1902) und Chodat (1913).

Uber die Ernahrungsphysiologie von - Scenedesmus haben uns
die Arbeiten von Grintzesco (1902) und Chodat (1913) Auf-
klérung gegeben.

Uber Chlorosphaera ist die diesbeziigliche Literatur gering.
Chlorospkaera limicola wurde von Beijerinck (1890) rem ge-
zuchtet doch nicht eingehend untersucht.

Beziiglich der Reinkulturen von Chlamydomoﬁas sind die
- Arbeiten von Chodat iiber Chlamydomonas intermédz‘a-(1913) und
beziiglich Ch. Ehrenbergii diejeniegen von Artari (1913) hervor-
zuheben. Die Untersuchung des letzteren Autors ist ziemlich aus-
fihrlich, obwohl noch manches za untersachen iibrig bleibt.

. Im Folgenden werde ich nunmehr die Resultate unserer Ver- -
~ suche beschreiben. _

, Bel den Versuchen kam die Artarische Néhrlosung in
folgender Zusammensetzung zur Anwenduno "

A Glukose 1 %

KZ HPO4 O- 1 c9
MgSO,  0.025,,
FeCl, Spur

N-Verb.  0.59% (nur Harnstoﬁ' in einer Dosis von 0. 1%)
Die Nihrlgsung wurde zu je 50 em® in Kolben von 200 cm’
,(-Inhalt verteilt. Nach dreimaliger Sterilisation im Kochschen
Dampfstopfe wurden die Kolben mit frischen Algen aus einer
Glukoseafrarkultur tiberimpft.

Kulturbedingungen : diffuses Licht ; Zimmeﬂ;empéra.tur.
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Um die relative Wachstummenge der ‘Algen zu ‘bezeichen,
werden spiater Ziffern dafiir angewandt werden. - So zeigh I, die
groBte Wachstummenge, und II, III....zeigen in der Reihenfolge '
die niedrigeren Wachstummengen. ‘

a) Chlorella vulgaris Beij. var. lufeseens, var. nov.

Anfang:

20/X1 27/1 . 5/III
N-Quelle. _

CKNO, |sger.M.IX, hellgrin. ger. M.IX, gelbgrin.
KNO; .~ ger. ML.IV, gelbgriin. m. M.V,  dunkelgrin.
Ca(NO,), . ger. M.V,  gelbgriin. m. M. VII, dunkelgrﬁn.
NH.NO, ' g. M. II,  gelbgrin. - g. M.IV, Adunkelgriin.
C(NHL)SO; - g. M.I, dunkelgrin. g. M.J, dunkelgriin.
Harnstoff - g MIIL. gelbgrim. g M. ITIT, dunkelgrin.
Glykokoll * | ger.M.VII, gelbgrim. g. M.II, dunkelgrin.
Asparagin ger. M. VI, - gelbgrun. m. M.VI, dunkelgriin.
Pepton” -ger. M. VIII, gelbgrun. ger. M. VIII, gelbgrin.

Nach diesen Versuchen sind die besten N-Quellen: Ammon-
sulfat, Ammonnitrat, Harnstoff. Glykokoll ist aber eine bevor-
zugte N-Quelle nach lingerer Kulturdauer, wihrend dagegen Pepton
und KNO, die schlechtesten N-Quellen sind. Diese Resultate
stimmten im ganzen mit denen von Artari bei Chlorella communis
iiberein. Der Harnstoff ist aber bei unserer Varietit eine bessere
N-Quelle als bei Chlorella communis.

Beachtenswert ist der Nihrwert von Pepton. Ich fand bei
lingerer Kultur mit Detmer’s Nihrlosung, der verschiedene N-
Verbindungen zugesetzt wurden, dafl Pepton eine gute N-Quelle’
‘war. Darauf werden wir spiter in VII C zuriickkommen.

1) Pepton Witte kam in Anweﬁdung.



Entwicklungs-und Erniihrungsphysiologie einiger Chlorophyceen.

45

b) Stichococcus bacillaris Nég. var. wviridis, var. nov.

Anfang : -
N Quels IV 1/VI 1/VII
KNO, m. M.V, dunkelgriin. g- M.II, dunkelgriin.
Ca(NO;). m. M. VII, grin. g. M.II, dunkelgriin.
' NH,NO, g. M.TI, " dunkelgrin. | g M.T, dunkelgrin.
(NH,),80, g M.T, dunkelgrin.' | g M.I, braun (Néhr-
16sung sauer !)
Harnstoff g. M.III, dunkelgtin. g. M.I, dunkelgriin.
Glykokoll m. M. VI, grin. g. M.I, dunkelgrun.
Asparagin g. M.TV, dunkelgrin. g. M.II, grun.
Pepton m. M. VIII, grun. m. M. III, griin.

Nach diesen Versuchen sind also die besten N-Quellen: Am-

monsulfat, Ammonnitrat und Harnstoff. Glykokoll ist aber eine

gute N-Quelle nach lingerer Kulturdauer, wihrend Pepton die
schlechteste N-Quelle ist.

¢) Scenedesmus obliquus Ktz. var. non-liquefasciens, var. nov.

Anfang :
. v 1/V1 1/VII
- N—Quelle / /V
'KNO3 g M.I, dunkelgrin. | g M. I, dunkelgrin. Zelln lugelig oder wn-
regelmafiig polygonalformig.
Ca(NO; )2 m. M. IV, griin. g M. 1I, griin. Z. ellipsoidisch od. kugelig.
NH4 NO3 g M. T, dunkelgriin. | g. M. II, braun. Nihrlgs. sauer. Zellen ditto, oft
. ] Dactylococcus-- ihnliche Formen. o
(NH, )2 SO4 g M.TI, dnnkelgriin, | g M. II, braun. Nahrls, sauer. Verdickt spindel- -
’ » f6rmig, oft ovalfdrmig. _
Harnstoff m, M.V, grin. 1g M. II, dunkelgriin. Spindelférmig, ellipsoidisch
oder kugelig.
Glykokoll s.ger.M. VI, gelbgriin. ger.M. IV, gelbgriin. Spindelf. od. ellipsoidisch.
Asparagin s.ger.M. VI, gelbgriin, g M. II, griin. Spindelf. od. ellipsoidiscli.
" Pepton k. W. VIL ger.M. III, gelbgriin. Ellipsoidisch od. kugelig.
Die besten N-Quellen sind also KNO,,- NH,NO, und

(NH,),SO,. Harnstoff und Asparagin sind aber auch bevorzugte
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N-Quellen bei lingerer Kultur, wihrend Glykoko]l}md Pepton
keine guten N-Quellen sind. ‘

d) Chlorosphaera putrida, sp. nov.

Anfang:
14/V VI 1/VII
N-Quelle .
KNO, | g. M. ' II, grin. g. M. III, dunkelgriin.
 Ca(NO,), ger. M. V, gran. m. M. IV, griin.
NHNO; m. M. IIL grin. m. M. V, dunkelgriin.
(NH,),SO, g M I, griin. m. M. YV, braun.-
Harnstoff k. W. VII, ‘g M. I dunkelgriin.
Glykokoll s.ger. M. VI, grin. ger. M. VI, gelbgriin.”
Asparagin m. M. IV, griin. g. M. II, dunkelgriin,
Pepton k. W. ger. M. VI, grin.

Hier sind also die besten N-Qellen: Ammonsulfat uhd KNO, ;
Glykokoll und Pepton dagegen nicht. Bei Harnstoff und Asparagin
wird das Wachstum erst nach lingerer Kulturdauer gefordert, was

uns eine Bildang von Ammoniumverbindungen vermuten 1i8t.

e) Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov.

Die Versuche bei dieser Art ergaben ein schlechtes ‘Resultat.
Sie wuchs in KNO,, Glykokoll, Asparagin und Pepton nur spirlich:
In ander;i N-Verbindungen zeigte sie keine Entwicklung.® Dann
stellte ich eine saure Nihrlosung her, die KH, 'PO4 anstatt K, HPO,

in der oben genannten Nihrlosung enthielt.

war .die bisherige.

Die Versuchsanordnung

Anfang: .
~ AL 23/VII - - 6/VIIT 10/IX
N-Quelle I
KNO, k. 'W. ger. M., griin. -+ | ger. M., griin.
Ca(NOy), k. W. ger. M., grim. ~ger. M., griin.
NH,NO; . s. ger. M. ger. M., grin. - ger. M, griin.
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Antang: C . ] . . .
15/VI 23/VIL - 6/VIII 10/IX
' N—Q,uelle v : A o
(NH).S0, - s.ger.M. R ger. M. griin. ger. M. griin.
“Harnstoff kW, kW, kKW
Glykokoll. . | s.ger.M. s.ger.M. s.ger.M.
Asparagin m. M. Schwiirmer | g. M. g M. grim.
‘kommen vor. ‘
Pepton kL wW. L W. =~ ger. M. griin.

Aus den obigen Versuchen geht deutlich hervor, daf unsere
Chlamydomonas, wie Chlamydomonas Ehrenbergii, eine besondere
Vorliebe fiir saure Néihrlosung hat. - Die beste N-Quelle ist dabei
'Asparacrim dann folgen der Reihe nach Nitrat und Ammonium-
verbindungen. |

Zum SchluBe dieses Kapitels mochte ich die Niihrwerte von
Bouillon angeben. Diese .wurde wie {iblich mit Liebigs
Fleischextrakt hergestellt und tiichtig neutralisiert. Je 7 ¢cm® davon
ﬁurden in die Probierréhren gegossen. Diese wurden dann nach
der Sterilisation mit Algen uberlmpft Die Resultate waren die

folo'enden
Anfang : ' ' A .

_ 15[V 8/VI 3/VII
Algen : .
- Chlorella 1. ger. M. ger. M., griin. Keine Entfirbung !
Stichococcus . kW, |k W,

Scenedesmus n. k. W, k. W. ‘

Chlorosphaera p. - ger. M. ger. M., griin. Keine Entfirbung !
Chlamydomonas . - kW, k. W. .

5. Néhrwerte der verschiedenen C-Verbindungen.

Bezﬁgiich "dieser Nahrwerte sei auch auf die Arbeit von
Artari tiber Chlorella communis verwiesen. Nach diesem Autor
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(1906, S. 187) sind die besten N-Quellen fir Chlorella communis,
Glukose, - Galaktose, Saccharose, uhd Laktose. In Anwesenheit von
Xylose, Arabinose und Mannose wichst sie aber nicht.

Ich untersuchte mit einer A rtarischen Nahrlosung, die Nihr-
werte verschiedener C-Verbindungen bei Chlorella I. Die Nihr-
l6sung hatte die folgende Zusammensetzung : 3

t

NH, NO, 025 %
KH, PO, 0.20 ,
MgSO, 0.025 ,,
FeCl, _ Spur

C-Verbindungen 1.0 %
Die Versuchsanstellung war wie frither. Die Resultate waren

wie folgt :

a) Chlorella vulgaris Beij. var. lutescens, var. nov.

Anfang :
/& 93/XII 27/1 5/111
C-Quelle

Glyzerin s.ger. M. X X, hellgriin. X, gelbgriin.
Mannit ger. M.VIIL | VII, gelbgriin. III, dunkelgriin.
Glukose g M. I I, dunkelgriin. I, dunkelgriin;
Mannose g. M. IV 1V, dunkelgriin. V, dunkelgriin.
Galaktose g M. 1II I, dunkelgriin. V1, dunkelgriin.
Saccharose g. M. III IIT, dungelgriin. II, dunkelgriin.
Maltose m. M. VI V, dunkelgriin. IV, dunkelgriin.
- Laktose s.ger. M. IX IX, hellgriin. IX, gelbgrin.
Raffinose m. M. V VI, gelbgriin. V11, gelbgriin.
Inulin ger. M. VII - | VIII, gelbgrin. VIII, gelbgriin.

Die weiteren Versuche wurden miit ‘Agarnidhrboden ausgefiihrt,

und ich wandte meine besondere  Aufmerksamkeit der Farben-

verdnderung. der Algen zu. Ich bediente mich dabei des Mineral-

.
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Dosis

von 1% zugésetzt wurden. Fur jede- 'C-Verbindung wurden zwei
gleichartige: Kulturen hergestellt. ; Diese wurden #m diffusen Licht
und in der Zimmertemperatur aufgestellt. ' '

21 /Vi Strichkultl’lr.‘ Stichkultur.
M-Agar+ 93/VIII . 13/X1 23/ VIII 13/X1
C-Quelle 1% .
Glyzerin | ger. M., griin. | dunkelgriin. ger. M., griin. dunkelgriin,
Mannit g. M, gelbgriin; gelbgriin. ger. M., griin. gelbgriin.
Glukose _ ‘ g M., griin, teils gelbgriin. ger. M., griin, Oberfliiche griin.
gelbgriin. Inmnerer Teil gelb-
Mannose g M., gelbgriin. " gelbgriin-gelb. ger. M., gelbgriin. | Oberfl. gelbgriin.
. . Inn. gelb. :
Galaktose M., griin, teils, | gelbgriin, ger. M., griin. *| Oberfl, gelbgriin.
gelbgriin. Inn. gelb.
Saccharose | ger. M., griin. m. M. ger. M., griin, Oberfl. gelbgriin,
dunkelgriin. Inn. gelb.
Maltose g. M., dunkelgriin. | dunkelgriin, ger.M., dunkelgriin.| Oberfl. dunkelgriin,
. ) Inn, gelbgriin.
Laktose ger. M., griin. /| dunkelgriin. ger. M., griin. dunkelgriin,
Raffinose ger. M., griin. ~dunkelgriin. m. M, griin, dunkelgriin.
) - . anaérob !
Inulin ‘ger. M., griin. dunkelgriin. ger. M., griin. dunkelgriin.
KXﬁ;’r‘)’u (I- | ger. M., griin, dunkelgrim, ger. M., griin. dunkelgriin.

Fassen wir die gewonnenen Resultate bei Fliissigkeits- und

Agarkulturen zusammen, so sind die bevorzugten C-Quellen :
Glukose, Galaktose, Saccharose, Mannose und Maltose. Im Gegen-
satz zu Chlorella. commum's liebt unsere Alge Laktose nicht. Der
Néhrwert von Mannose ist auch bei beiden Algen verschieden.
Um die Farbenverinderung im Laufe der Kultur ndher zu
beobachten, |
‘angestellt. ~Die Versuchsanstellung war fast dieselbe wie friiher ;

wurden die weiteren Versuche mit Agarkulturen

C-Verbindungen wurden aber in einer Dosis von 2% zugesetzt.
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Strichkultur, . Stichkultur.
, 4/X11 4
M-Agar+ 10/Ix 3T | 29/IV 10/I1 3/III | 29/IV
C-Quelle 19§ )
Mannit g M., teils griin., - | gelb- gelb- | g M., dunkelgritn, | griin. | ent-
entfirbt. grimn. griin.. ohne Gasbil-| firbt!
’ dung. '
Mannose g. - M., gelbgriin., gelb- gelb- ger. M., dunkelgriin, ent- ~
entfiirbt. grin. griin. mit Gasbil-| firbt!
. : dung,. 1o
Galaktose g M, teils griin, gelb- gelb- g. M, grim, mit Gas-| ent-
entfiirbt. grin. griin. bildung. firbt !
Saccharose g + M, dunkelgriin. | dunkel-| ent- g M, griin, mit Gas-| ent-
griin, firbt ! bildung. firbt !
Maltose g M. griin,, griin. keine -| g. M., duonkelgriin, ent-
Entfir - mit Gasbil-| firbt!
bung. dung.
Beziiglich der Farbenverdnderung. verweise ich auf den

Abschnitt VII.

b) Stichococcus bacillaris Nég. var. viridis, var nov.

A ;
nfang Strichkultur. Strichkultur.
21/VI

M-Agar + 23/VIII 13/XT1y 23/VIII 13/XI
C-Quelle 19 ’ .

Glyzerin ger. M., griin. | griin. ger. M., griin. griin.

Mannit ger. M., griin, griin. ger.M., griin. griin.

Glukose g M, griin. gelbgriin, ent- | ger.M., griin. gelbgriin, entfirbt.
’ firbt ! ' _
- Mannose g M, griin. gelbgriin, ent- | ger.M., griin. g. M., gelbgriin,

' Galaktose
Sacchorose
Maltose
Laktose

" Raffinose
Inulin

. M-Agar

ger. M., dunkelgriin.

ger. M., griin.

¢

g M., dunkelgriin.

ger. M., griin,
ger. M., griin.
ger. M., grim.

ger. M., grin.

farbt !

- griin.
dunkelgriin.
griin.
griin.
griin.

griin.

g.M.,dunkelgriin.

m, M., anaérob.
g. M., griin,

g M., dunkelgr.
ger.M., griin.
ger.M., griin. -
ger. M., griin.

per. M., griin.

entﬁ?ubt.
‘g. M., dunkelgriin.
griin. ’
-dunkelgriin.
griin.
griin,
griin.

griin.

Nach diesen Resultaten

sind die besten C-Quellen: Glukose,
Mannose und Maltose. Galaktose fordert das Wachstum nach

-
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langerer Zeitdauer. Glyzerin, Mannit, Saccharose, Laktose, Raffinose
und Inulin sind keine guten C-Quellen. Nach Matruchot und
Moiliard (1902, 8. 193) sind die guten C-Quellen fiir Stichococcus
bacillaris, Glukose, Glyzerin, Mannit, Saccharose, Maltose, Laktose
‘&c. Diese Resultate weichen von den meinigen ab. Nach Chodat
(1918, S. 152) ist Laktose keine gute C-Quelle fir Stichococcus
bacillaris.  Es ist noch zweifelhaft, ob bei der Angabe von
Matruchot und Molliard nicht Wahres mit Falschem gemischt
ist, oder ob eine neue Varietdt vorliegt.

Weitere Versuche wurden mit einem Zusatz von zweic
prozentigen C-Verbindungen ausgefiihrt. '

Anfang Strichkultur. Stichkultur.
, 4/X10 . _ ,
M-Agar
+C-Quelle 10/11 3111 29/IV 10/11 3/I1I 29/1V
]00 N i
" Mannose g. M., dunkel-| keine Ent- entfirbt. | g M., dunkel-| entfirbt. | Entf, deut-
) grgp. fgrbung. : griin, entfirbt. lich.
Galnktose | g. M., dunkel-| keine Entf, | keineEntf,| g. M., dunkel- Gasbil- Entf.
. griin, griin. | dung. schwach,
Maltose g. M., dunkel-| keine Entf. keine Entf.| g. M., dunkel-| entfiirbt. Entf, deut-

griin. griin. o lich.

n

c) Scenedesmus obliquus Ktz. var. non-liquefasciens, var nov.

Strichkultur. Stichkultur

93/ VIII | 1syxr | - esvid 13/X1
Glyzerin ger. M., griin. griin. ger. M., griin. griin,
Mannit s. ger. M., gelbgriin. | gelbgriin. .| ger, M., griin. gelbgriin.
Glukose s. ger. M., gelbweif. weip. g M., gelbgriin. Oberfliiche weif.

’ ) griin. Innerer Teil gelbgriin.
Mannose s. ger. M., gelbweig. weif. ger. M., gelbgriizi. g. M., gelbgriin. .
Galaktose s.ger M., gelbweif. weif. ger. M., griin. Oberfl. - weif.
Inn. gelbgriin.
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Anfang Strichkultur. Stichkultur.
21/VI : :
M-Agar \ .
+C-Quelle 23/VIII 13/XI 23/VIII . 13/X1
1% .
Saccharose s. ger. M., griin. gelbgriin. | m. M., griin, griin.
Mealtose 8. ger. M., gelbweif. gelbweiB. | g M., gelbgriin. Oberﬁ. weig.
: . Inn. gelbgriin.
Laktose 4. ger, M., gelbgriin. gelbweiB. | g M., griin. Oberfl. weif.
Inn. griin.
Raffinose ger. M., griin. griin, ‘| ger. M., griin. griin.
Inulin ger. M., griin. griin. ger. M., griin. griin.
M-Agar ger. M., griin. griin. ger. M., griin. griin.

Scenedcsmus obliquus ist, wie schon erwéahnt,
reichen Medium an seinem Anaérobismus leicht zu erkennen.
der Strickkultur iibt dic Luft eine giftige Wirkung aus.

im kohlenstoff-
Bei
Man muf

daher die Nihrwerte der C-Verbindungen immer: vermittels Stich-
Nach den oben erwidhnten Stichkulturen
sind gute C-Quellen: Glukose, Galaktose, Maltose, Laktose und
Mannose. '

kultur untersuchen.

d) Chlorosphaera putrida, sp. nov.

Strichkultur. Stichkultur.
17/VII 10/IX 22/X 17/VIL 10/1X 22/X
Glyzerin ger. M, IV, griin. | II, griin. | griin. ger.M. griin. | III, griin. | grin.
Fester Algenbelag.
Mannit g. M.. II, griin. 1, griin. | gelbgriin. | m. M. griin. | III, gelbg.| gelbgriin.
Flissiger Belag. .
Glukose 8.8 M, I, grim. | I, grim, | gelbgrim. | g M. grin. | I, griin. griin, |
Fliissiger Belag. Gasbildung !
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Strichkultur. Stichkultur.
17/VII . 10IX | 22X 17/VI1 10/IX 22/X
Mannose -g. M. IV, griin. | 11, griin. vgrﬁn. m. M., griin. | II, griin, ‘griin
Fester‘ Belag. .
Galaktose. | s.g. M. I, griin. ? ? g. M., griin. | II, griin. griin.
Fliissiger Belag. Gasbildung !
Saccharose n, M. III, griin. | II, griin. | griin, m. M., griin. | III, gelbg. | gelbgriin,
Fester Belag.
" Maltose 'm. M. 1IL, griin. | II, griin. | gritn. m. M., griin. | IOT, gelbg, | gelbgriin.
Fester Belag: L
Laktose g M, 11, g'riixi. 1, griin. gelbgrﬁn. m. M., grin. | III, gelbg. | gelbgriin.
Fliissiger Belag. ] -
Raffinose g M. II, griin. I, griin. gelbgriin. | m. M, griin. | III, gelbg. | gelbgriin.
: : Fliissiger Belag. | .
M-Agar m, M. IIL IL, griin. | griin. m. M., grin. | III, grim. | grim.
Etwas fliissiger B. ’

Nach diesen Versuchen fordern Glukose, Galaktbse, Mannit,
- Laktose und Raffinose das Wachstum von Chlorosphaera putrida.
" Diese Art gedeiht aber auch auf M-Agar, was uns den Vergleich

der Nahrwerte der verschiedenen Stoffe erschwert.

-¢)  Chlamydomonas koislikavensis, sp. nov.

Anfang

Strichkultur. " Stichkultur.
M-2\_ 20/VI
Agar
~Quelle 17/VII L 10/IX 17/VI 10/1X
1% . ‘ .
* ‘Glyzerin’ ger. M., griin. -, » 11, dunkelgriin. | ger. M., griin. II, grio.
 Mannit -m. M., duokelgriin. | I, dunkelgrim. | ger. M., griin. I, griin.
Glukose m. M., dunkelgrim, | I, dunkelgriin. | ger. M., griin. II, griin.
Mannose m. M., dunkelgriin. | I, dunkelgriin. | ger. M, griin. II, griin.
.. Galaktose m. M., dunkelgriin. | I, dunkelgriin. | ger. M., griin. I, griin.
Saccharose m. M., dunkelgriin. | I, dunkelgriin. | ger. M, griin. I, griin.
Maltose m. M, dunkelérﬁn. I, dunkelgriin. | ger. M., griin. II, griin. .

v
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Anfang Strichkultur. . Stichkultur.

20/VI
M-Agar
+C-Quelle 17/VII 10/IX 10/1X L 10/TX

1%
Laktose m. M., dunkelgriin. | I, dunkelgriin. | ger. M., griin. II, griin.
Raffinose ger. M., gelbgriin. I, dunkelgriin, | ger, M, griin. II, grim.
M-Agar ger. M., gelbgriin. 11, dunkelgriin. | ger. M., griin. I, grim.

Aus diesen Resultaten geht klar hervor, daB alle untersuchten‘
C-Verbindungen, abgesehen von Glyzerin, das Wachtum von Chlamy-
domonas  koishikavensis fordern.  Die beschleﬁnigende Wirkung
aller C-Verbindungen war sich aber so ‘édhnlich, daB ich keinen
" Unterschied finden konnte. )

Bei dieser Art findet keine Entféi,rbung statt. Dieselbe Tatsache
wurde auch bei Anwendung der Glukoselosungkultur konstatiert.
Niheres dariiber findet man im Abschnitt VIL. |

6. Nihrwerte der organischen Sauren.

"Miquel soll der erste gewesen sein, der sich mit der Er-
nidhrung der organischen Siuren durch reine Algen beschaftigte
(vergl. Richter, 1911 8. 36). Ausfiihrliche Untersuchungen findet.
man aber erst in der Arbeit von Treboux (1905, S. 432).
Dieser benutzte die Kalium- und Ammoniumsalze der verschiedenen
organischen S#uren, und die Untersuchung dehnte sich auf etwa
40 Arten von Algen aus. Ein Teil dieser Algen war aber ohne
Zweifel unrein oder nur speziesrein, wenn er auch alle Arten fir
rein gehalten hat. Es ist daher schwer zu wissen, wieweit seine
Resultate 'ri}chtig sind.: .

Treboux arbeitete immer mit Dunkelkulturen, um CO,-
Assimilation zun beseitigcen. Dabei fand er merkwiirdigerweise,
daB im allgemeinen Kaliumacetat eine gute C-Quelle ist.
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. Meine diesbeziiglichen Untersuchungen wurden nur mit dem
Kaliumsalz organischer Siuren und zwar im diffusen Lichte aus-
gefiihrt. ' o '

Da die untersuchten Algen im Lichte eine giftige Séure"”
(Ameisensiure !) bilden, so war es notig, die Néhrwerte der Salze
der organischen S#duren -im Lichte zu untersuchen.

Als Grundlsung diente mir § M-L,, der jedes Salz in einer
Dosis von 0,1% (nack Treboux ist 0.5% schon giftig) zugesetzt
wurde. Von dieser Nihrlosung wurden je 20 cm’® in Kolben von
‘50 cm® Inhalt gegossen. Nach der Sterilisation wurden die Kolben
mit Algen beschickt. Die Kulturbedingungen waren die bisherigen :
diffuses Licht und Zimmertemperatur. '

a) Chlorella vulgaris Beij. var. lufescens, var. nov.

Anfang: 1/X]
22/X 5/X1 17/X11
Salz

oli i : i ger. M., grim. Zellform normal.
Kalium formicum| ger. M ger. M., hellgriin. Pyrencid deutlich.
K. aceticum ger M. ger M., hellgriin. g. M., griin. Zellform normal,
Pyrenoid deutlich.

K. butyricum ger. M. ger. M., hellgriin. g. M, griin. Zellform normal.
Pyrenoid deutlich.

K. lacticum ger. M. - | ger. M., hellgriin. g.. M, grin. Zellform normal.
Pyrenoid deutlich.

K. oxalicum g M, grim. | g. M, griin. g. M, grin. Zellform normal.
' Pyrenoid deutlich.

K. succinicum ger. M. ger. M., hellgr. ger. M., griin. Zellform normal.
. . . Pyrenoid deutlich.
K. malicum m. M g. M, griin. g M, griin. Zellform normal.
. Pyrenoid deutlich.

K. tartaricum g M,grim. |g M, grin. g M, griin. Zellform normal.
) Pyrenoid deutlich.

K. citricum g M,griin. |g M, grin. g M, griin. Zellform normal.
Pyrenoid deutlich.
K. benzoicum k W k. W. ki W. ‘
! .

- . ‘ . M5 ) g. M, griin, Zellform normal.
M.-L. , ger. M. ger. M. ;hellgr. Pyrenoid deutllch.

1) Uber den Nachweis von Ameisensiure verweise ich auf VII, E.
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Stichococeus bacillaris Nig. var.. vividis, var. nov.

Anfang: 1/X
Salz.

- 99/X 5/XI 17/XI11
K. formicum ger. M. ger. M., hellgr. -8 M, griin. fve;{f‘;g“rﬁg"d{nal' oft
K. aceticum m. M. g. M, griin, g.. M, griin. Zellform normal..
K. butyricum | k. W. k W, s gor. M. Zelle lang.
'K. lacticum ger. M. g, M.;griin. g8 m, grim. Zellform normal.
K. oxalicum g M g M, griin. 8. . m., griin.  Zellform normal.
K. succinicum gef. M. m. M, griin. g o, griim. %3&{0;‘];? 1?1(;;;1&1' oft
K. malicum m. M. g M, griin, g m, grin. Zellform normal.
K. tartan‘cun; g M. g. M., gritu. - g. ‘m., griin. Zellform normal.
K. citricam g M 8. M, grim. g. m., grin. Zellform normal.
K. benzoicum k W k. W, k. .W.' '
M-L ger. M. m. M., griin. g M, grim. Zellform normal.

¢) Scenedesmus obliquus

ktz. var. non-liquefasciens, var. nov.
Anfang:1/X 29/X 5/XI 17/X11
Salz.
K. formicum k. W. kW kW
K. aceticnm k W, s. ger. M. ger. M., griin!. Polymorph : spindeifiit—
" mig oder stark verdickt.
K. butyricum k W. k W. k. W. Zellform normal.
K. lacticum ger. M. g. M, griin -g. M., griin. Polymorph: oft verdigkt.
- K. oxalicum s.g. M, griin. | s g M., dunkelgr. |s.g M, teils, Zellform normal,
- gelb, 4-8 zellige Zinobien.
K. succinicum ger. M. ger. M., hellgriin. | ger. M., griin, Zellform normal,
4-8 zellige Zonobien.
K. malicam - | m. M. g M, grin. g. M, griin. Zellform normal,
‘ © 4-8 zellige Zonobien."
K. tartaricam g M. g M, griin, g M., grin, Zellform normal,
o : ) 4-8 zellige Zonobien,
K. citricim g M g M., griim. g M, griin. Zellform normal,
’ 4-8 zellige Zonobien. "
K.‘ benzoicum k. W, k W. k W, v -
M-L ger. M. ger. M., griin, ger. M., griin, Zellform normal.
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d) Chlorosphaera putrida, sp. nov.

T

"Zoosp.

Anfang:1/X

m 22/X 5/X 17/XI'I

K. formicum |k W. |k W. | Kein W.

K. aceticum .| ger. M. m. M., griin. Ag. M., III, griin. GroBe Zonobien.mit

i : ) Aplanosporen.
.K, butyricum ger. M. ger. M., hellgriin, | ger. M., V, griin. Kleine Zinobien mit
A , N Aplanosporen u. Zoosporen.
. K. lacticum ger. M. ger. M., hellgriin. | ger. M., VI, griin. Groge Zinobien mit
. ! Aplanosporen u. Zoosporen. -
‘K. oxalicum g M. g M., grim. ‘s g M., I, griin. GroBeVZiin. mit Aplaxrosp.
‘K su—qcinicum Tk W 8. ger. M. ‘ ger. M., VIL, hellg. Keine Zon. mit Apl. u.
' - Zoosp.

K. malicum ger. M. | ger. M., hellgrimn. | g M., III, grim. Grofe Zon, mit Apl.

K. tartaricum ger. M. ger. M.. hellgriin. | m. M., IV, griin. Groge Zin. mit Apl.

" K. citricam ger, M. ger. M., hellgriin. { s.g M., II, griin. Groge Zon. mit Apl.

“K. benzoicum k. W. k W. K. W. v
" M.-L. ger. M. ger. M., hellgriin. | ger.M., VII, griin. Groge Ztn. mit Apl u.

e) . Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov.

: Anfang:1/X

h 22X 5/XI 17/X11
K. formicum m. M. g M., VI, griin. [.g. M., III, griin. Zygosporen reichlich..
K. aceticum s. g M, griiﬁ. s. g M., I, griin. | s.g. M., II, griin. Zygosporen reichlich, -
K. butyricum g M v s.g M, III, griin. | & g M., III, griin. Zygosporen reichlich.
K. lacticum ger. M. ger. M., V, grih. | s. g M.,»I‘II, griin. Zygospoten reichlich.
K. oxalicum s. g M. s.g. M., I, griin. | s.g. M, T, griin. Nur vegetative Zellen.

Kugelig oder oval.

K. suceinicum m. M. g. M., IV, griin. | g M., III, griin. Nur vegetative Zellen,

’ : Kugelig oder oval.

- K. malicum g M s.g- M., I, griin. | s.g. M., I, griin. Zygosporen reich. -

. K. tartaricum s. g 'M. s.g M., II, grin. | s.g. M, I, griin. Zygosporen reich.
K. citricam g M. s.g M., I, griin. | s.g M., II, griin, Z&gqsporen ‘reich.
K. benzoicum = | k. W. E W kW :
M-L ‘ g M 1s. g M., I, griin. | s.g M., I, griin. Zygosporen reich.
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Nach obigen Resultaten seien hier iibersichtlich die Nihrwerte

der organischen Siuren fiir die fiinf Algen angefiihrt.

Schlechte C-

Gute C-Quelle, Quelle. Giftige Salze.

Chlorella 1. K. oxalicom, malicum, tartaricum, citricum. | K. formicum, | K. benzoicum.
. succinicum,

Stichococcus v. K. oxalicum, malicum, tartaricum, citricum, | XK, formicum. | K. benzoicum

aceticum, lacticum. butyricum.

Scenedesmus n. K. oxalicum, malicum, tartaricum, citricum, |- K. aceticum. | K.benzoicum,

lacticum. succinicum. formicum,

. butyricum.

Chlorosphaera p. K. oxalicum, malicum, tartaricum, citricum, | K. lacticum, | K.benzoicum.

. aceticum. succinicum. formicum.

Chlamydomonas I K. oxalicum, tartaricum. K. formicum, | K. benzoicum.

butyricum.
succinicum.

'

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daf Oxal-, A'.pfel—, Zitronen-
und Weinsdure, . abgesehen von Apfel- und Zitronenséure - bei
Chlamydomonas k., die allgemein bevorzugten C-Quelleﬁ waren.
Essigsdure war, im Gegensatze zum Resultate von Treboux, keine
gute C-Quelle. |

einer Verschiedenheit der Kulturbedingungen (im Licht oder im

Es ist aber moglich, daB dieser Widerspruch auf

Dunkeln) oder auf ungleichem Versuchsmaterial beruht.
Benzoésaures Kalium ist fiir alle untersuchten Algen giftig.
Ahnlich verhilt sich ameisensaures Kalium. Die Giftwirkung dieser
Séiuren ist wahrscheinlich, wie K. Aso (1906, S. 24) schon ver-
mutete, auf das Zuriickbleiben der freien SHuren zuriickzufiihren.
Betrachten wir nun das Assimilationsvermdgen der untersuchten
Algen mit organischen Sduren, so .sehen wir, daB Scenedesmus n.
dieses am schwichsten besitzt. Daraus darf man den Schlub
ziehen, daB Scenedesmus n. am schlechtesten an verunreinigten
Orten in der Natur gedeiht, weil da die Gegenﬁart von Salzen der
verschiedenen organischen Siuren am meisten zu vermuten ist.

Bei den obigen Resultaten ist noch zu bemerken, daB Sticho-
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coccus v. und Scenedesmus n. in schlechten Medien Polymorphismus
zeigen. Man sieht ihn beziiglich Stichococcus v. bei K. formicum,
und succinicum, und beziiglich Scenedesmus n. bei K. aceticum und
lacticum.

Beachtenswert ist auch, daB bei Chlorosphera p. in schlechten
Nihrmedien Zoosporenbildung vor sich geht. '

7. Grenzkonzentrationen der Glukose.

Bei einigen. Pilzen und Bakterien hat man bereits feststellen
kénnen, daB sie gegén hohere Konzentrationen von Zucker wider-
standsfihig sind, z B., Aspergillus repens gegen 800§ -Zucker,
Bacterium vernicosum gegen 709%-Rolrzucker (vergl. Piitter,
1911, S. 190-191): ' ‘ . '

~ Beziiglich solcher Untersuchungen der Algen verweise ich auf
die Arbeit von Artari (1906). - Derselbe stellte fest, daB die
Grenzkonzentration der Glukose fiir Chlorella communis etwa bei
22%, und fiir Stichococcus bacillaris ebwa bei 25% liegt. Er fand
ferner, daB die Grenzkonzentration der Monosaccharide doppelt so
" niedrig wie die der Disaccharide ist, weswegen man die Einwirkung
des Zuckers fiir osmotisch hilt (S. 209). ,

Nach dem Verhiltnis zur Konzentration der N-Quellen unter-
schied schon Beljerlnck (1901, S. 561) drei Arten von Mikro-
organismen.

1. oligonitrophile.
2. mesonitrophile.
3. polynitrophile.

In Beriicksichtigung aller Stoffe schlug aber Pitter (1911

S. 190-191) die folgenden Namen vor.
1. oligotrophophile.
2. mesotrophophile.
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...~ . 3. polytrophophile.
Artarl (1913, S. 451) verinderte der Kiirze wegen die
oblgen Namen zu: - - - . _ o -
1. oligotrophe.
2. mesotrophe. -
: 3. polytrophe.
Dabei betonte Artari, daB diese Eigenschaften lelcht durch
die Grenzkonzentrationen der Glukose bestimmt. werden konnten.
Um' das’ Verhalten der untersuchten Algen gegen konzentrierte
Glukoselosungen zu' bestimmen, habe ich die folgenden Unter-
suchungen ausgefiihrt, bei denen ich mich 4 M-L bediente; der
Glukose” in’ den verschiedenen Konzentrationen hinzugefigt wurde.
Diese Losung wurde zu je 20 cm’in Kolben von 50 cm® Inhalt be-
‘schickt, und wie iiblich sterﬂjsiert. Nach der Sterilisation wurden
Kolbén mit frischen Algen aus Gl-Agar iberimpft. Die Kolben
standen im diffusen Licht und in der Zimmertemperatur.
" Die Resultate waren. die folgenden :

Erste Versuche, Versuchsdauer: 14/V-3/VIL

Chlorella 1. ’ ‘ Stichococcus v. Chlorosphaera p. Chl:;’;ygf’m
Gl. 5% — ’ — g M., griin, Spur.
109 — — Spur. k. W.
209% ger. M., griin. ger. M., hellgriin, kW k. W.
229 ger. M., griin. ger. M., heligriin —_ . —
259¢ ger. M‘., griin. s. ger. M., hellgriin. | k W k. W.

1) Pulverige Glukose von Merck wurde in Dessikator vollig getrocknet, Nach
chemischer Analyse erwies sie sich als ganz wasserfrei und rein.-
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Zweite Versuche, Versuchsdauer : 22/X~-12/XTI.

61

Chlorellus 1.

Stichococcus
V.

Scenedesmus n.

Chlorosphaera p.

Chlamydomonas

10%
1%

239

2495
-25%

269 .

ger. M. griin.”

ger. M. griin.
4Spur.1 .
kL W

g. M., gelbg.
g. M., gelbg.
ger. M., griin.

: g M., griin,
g. M., grin. '
g. M, griin. '

Spur.
Spur.
-k, W.

Spur.

— g. M., griin. 8. ger. M.
— - m. M, gru:u —
— - m. M., griin. —

- Spur. —_

Dritte Versuche, Versuchsdauer : 20/1-30/VIL

Scenedesmus n.

Chlorosphaera p.

Chlamydomonas k.

109
1%
©12%
13%

g M.
K W.

k. W
k. W.
kW

ger. M.’
. ger. M.

Geringe Menge an der Glaswand auferhalb
der Nihrlgsung.

5 pa—

Nach obigen Versuchen wurden die Grenzkonzentrationen wie

_folgt bestimmt :

" Chlorella 1
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- Scenedesmus n. .. .. 5%
Chlorospaehra p ..10%
Chlamydomonas k... 8%

Hervorzuheben ist, daB die Grrenzkonzentratlon von Chlorella
vulgaris var. lutescens erheblich grofer ist als die von Chlorella
communis. . o _

Die Bedeutung der Prozente war aber bei den Untersuchungen
beider Algen ungleich. Artari gab ein gewisses Gramm auf
(also+) je 100 cm®- Nahrlosung als ein gewisses Prozent an, wihrend
ich unter solchem ein gewisses. Gramm in (a,lsb inclusiv) je 100 cm®-
Nahriosung verstehe. Meine gleichprozentige Losung mufl demnach
etwas konzentrierter sein als die entsprechende von. Artari.
Wenn also unsere Chlorella mit Chlorella communis identisch wire,
so miiBte die Grenzkonzentration bei unserem Versuch unter
22% liegen. Das ist aber nicht der Fall. Es unterliegt also
keinem Zweifel, daB hier eine Verschiedenheit der Rassen vorliegt.

Es war mir aber unmdglich die Fehlerquelle | génzlich fern-
zuhalten. Durch Sterilisation und Transpiration ‘wiihrend der
Kulturdauer wird "die Kulturlosung immer ‘konzentrierter. . Die
Virulenz des Impfmaterials soll gleichfalls einen Einflud auf die
Resultate ausiiben. Somit stimmt das Resultat Wlederholter Ver-
suche mit den friiheren nicht volhcr iiberein.

Beziiglich der Grenzkonzentrationen der Glukose mochte ich
die folgende Klassifikation vorschlagen.

I. Oligotrophe Algen, die gegen schwichere Konzentrationen

als 5 % Glukose widerstandsfihig sind.
Scenedesmus obliquus var. non-liquefasciens. _
II.  B-mesotrophe Algen, die gegen Konzentrationen von 5%
bis 10% Glukose widerstandsfihig sind.
Chlamydomonas koishikavensis.
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C’hlorosphaera putrida.
a-mesotrophe Algen, die gegen Konzentratmnen von 10
~ bis 20% widerstandsféhig smd
Beispiel fehlt.. :
III. Polytrophe Algen, die gegen groBere Konzentrationen als
20% widerstandsfihig sind,
Chlorella communis (nach Artari).
Stichococcus bacillaris (nach Artari).
Chlamydomonas Ehrenbergit (Nach. Art ari)..
Chlorella vulgaris var. lutescens.
Stz'chbcocqus bacillaris var. viridis. ‘
Wieweit dieser Vorschlag in der Algenphysiologie Zustimmung
., finden wird, muf ich dahingestellt sein lassen. '

8. Unsere Algen als Leitorganismen fir die Wasser- - '
-beurteilung. |
Bereits im Jahre 1853, lange bevor die Krankheitserreger
entdeckt waren, gelang es Cohn, durch mikroskopische Wasser-
untersuchungen zu bestimmten Schliissen beziiglich des Reinileits-
bzw. Verschmutzungsgrades des Wasser zu gelangen. Eine zusammen-
fassende Darstellung davon wurde aber erst 1875 verdffentlicht (siehe
Cohn, 18751, 8. 108 ff). Dies Jahr wird deshalb gewohnlich als das
Geburtsjahr der mikroskopischen Wasseranalyse angesehen. Dieses
' Verfahren wurde spater durch die bakterioskopischen Untersuchungen
von KocH und anderen verdringt, ohne fir lingere Zeit weitere
Erfolge zu bringen. Dann erschienen aber wieder Untersuchungen
der Abwésser auf mikroskopischem Wege und die mikrokopische
Methode trat wieder in ihre. Rechte. Hervorzuheben ist hier
besonders das groBe Werk von Mez (1898). -
Mez gebiibrt das Verdienst zusammenfassende Bearbeitungen
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gemacht und zahlreiche Begleitorganismen der | Abwésser be-
schrieben zu haben. | ' '
In neuerer Zeit ist die mikroskopische Wasseranalyse durch
die griindlichen Arbeiten von Kolkwitz und Marsson (1902,
*08) wieder auf eine Grundlage gestellt worden. Man nennt diese
Methode ,,Saprobiensystem*; so konnten diese Autoren je
nach den . Verschmutzungsgraden -drei Phasen der Wésser und
die sie begleitenden Organismen feststellen. Sie seien hier kurz
erwihnt. ' o
I. Zone der Polysaprobien. Hier werden EiweiB, Polypeptide
und ihre Hochmolekularen Abbauprodukte zersetzt. |
II. Zone der Mesosaprobien. Diese Zone zerfillt in zwei
Unterzonen, ' _ \
a—mesosaprobe Zone. o
Hier -entstehen beim Abbau der hochmolekularen Ver-
. bindungen Aminosiuren und Ammoniaksalze.
B-mesosaprobe Zone. .
Diese Zone ist etwas reiner als die vorige und durch die
Gegenwart von Aminosiuren, Ammoniaksalzen und
besonders von Nitriten und Nitraten charakterisiert. "
IIT. Zone der Oligosaprobien.
Diesé Zone ist die Zone der vollendeten Oxydation, ‘und
zeigh deswegen vorwiegend mineralisierte - N-Verbindungen.
Bei jeder Zone lassen sich verschiedene Leitorganismen fest-
stellen. - Betreffs dieser Leitorganismen verweise ich auf das Original.
Das Saprobiensystem von Kolkwitz ist fir die praktische An-
wendung -schon ausreichend ; es ist jedoch noch nicht wissenschaft-
lich genau, weil die Resultate vorwiegend auf okologischem Wege
erzielt wurden. Daher wire eine genaue Nachpriifung auf experi-
mentellem Wege sehr erwiinscht,  obgleich kaum anzunehmen ist,
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daB dadurch an dem System etwas Wesentliches- geéindert werden
wiirde. ‘ '
Schon Artari (1913, S. 464) hat hierauf hingewiesen und hat
auf experimentellem Wege Chliamydomonas Ehrenbergii fiir einen
a-mesosaproben event. polysaproben Organismus gehalten, was
etwas von dem Resultat von Kolkwitz abweicht (vergl.
Kolkwitz 1908, S.514). |

Nurmehr gehe ich zur Schilderung unserer Resultate iiber.

Die untersuchten Algen gedeihen nicht nuar bei anorganischen,
sondern auch bei Aminosduren und Siureamiden. Sie liében jedoch
nicht die hochmolecularen N-Verbindungen, wie Pepton und Fleisch-
extrakt (in der Néhrbouillon). Demnach miissen sie den Meso-
saprobien angehdren. _

Chlorella 1., Stichococcus v., Chlorosphaera p., und Scenedesmus n.
haben eine besondere Vorliebe anfangs fiir anorganische N-Verbin-
dungen; bei lingerer Kultur aber auch fiir Harnstoff, Glykokoll
oder Asparagin. Sie trigt daher eigentlich den A-mesosaproben -
Charakter. . Etwas anders verhélt sich aber Chlamydomonas k.
Diese bevorzugt besonders Asparagin. Sie 1Bt sich daher eigent-
lich in die. «-Mesosaprobien einreihen. ,

Vergleichen wir diese Resultate mit denen von Kolkwitz u.
Marsson (Le. 1908, S. 510 ff), und Kolwitz (1911, S. 389 ff.),
so finden wir eine fast vollkommene Ubereinstimmung.

Nach .méinen Versuchen. Nach dem System von Kolkwitz

u. Marsson.
Chlorella vulgaris var. lutescens ............ B-mesosaprob  Chlorella vulgaris ...... a--mesosaprob.
Stichococcug' bacillaris var, viridis.......... B-mesosaprob  Stichococcus bacilluris. . f~mesosaprob.

Scenedesmus obliquus var. non-liquefusciens. . B-mesosaprob  Scenedesmus acufus. . .. B-masosaprob.
Chlorophaera putride ................. ...B-mesosaprob

Chlam;)domonas Feoishilcavensis ............ a-mesosaprob
Beziiglich des Verhaltens von -Chlorella wvulgaris, so ist da
eine - Differenz. - - Ich - wei aber nicht, ob die von Kolkwitz
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untersuchte Chlorella wvulgaris einer Stammart oder einer Rasse
angehort. Da die Tabelle des Saprobiensystems von Kolkwitz
gerade die physiologische Rasse nicht berticksichtigt, so bedarf es

einer neuen Bearbeitung vermittels experimenteller Untersuchungen.

9. FErnahrungsphysiologische Beziehungen zwischen
Algen und Azotobacter.

a) Isolierung von Azotobacter chroococcum var. und die

Merkmale desselben.

Bereits im Jahre 1888 bemerkte B. Frank, da8 der Sandboden
durch die Entwicklung von Algen an Stickstoff bereichert wurde,
(vergl. B. Frank 1889, S. 34). Das Stickstoﬁ"bindungsvermégen
der Algen wurde spéter durch die Untersuchungen von Schloesing
und Laurent (1891), Bouilhac (1897) und neuerdings Heinze
(1906) festgestellt. Die Untersuchungen dieser Autoren griindeten
sich aber auf unreine Algen. Wieweit daher die Tatigkeit echter
Algen dabei beteiligt ist, bleibt noch nachzuweisen.

Freien Stickstoff bindende Backterien wurden; wie bekannt,
zum ersten Mal von Beijerinck (1901) isoliert, ndmlich Azotobacter
chroococcum und Az. agilis. '

Andere N-bindende Bakterien wurden von Léhnis (1905) gefun-
den. Thre Tétigkeit war aber schwicher als die von Azotobacter.

Esist von Beijerinck und Delden (1902, Bd. IX, S. 30)
behauptet worden, daB das reinkultivierte Azotobacter kein N-
bindendes Vermogen besitzt, und daB solches nur unter der Mitwirk-
ung von saprophytischen Bakterien, wie Granulobaéter, und Aérobacter
zustande kommt. Diese Auffassung wurde aber von Gerlach und
Vogel (1902, Bd. IX, S. 820.) und Freudenreich (1903, Bd, X,
S. 520) als unrichtig bewiesen. Wir konnen jetzt mit Bestimmtheit

von dem N-bindenden Vermogen des reinen Azotobacters sprechen.
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Was nun aber das N-bindende Vermdgen der Algen betrifft,
so wurde dasselbe den reinen Chlorophyceen von Kossowitsch’
(1894), und Kriiger und Schneidewind (1900) abgesprochen.

Nach E. Pringsheim (1918, S. 54) scheint das N-bindende
Vermogen der Schizophyceen, das von mehreren Forschern hervor-
gehoben wurde, auf der Ausnutzbarkeit des von gemischten Bakterien
assimilierten Stickstoffs durch gewisse Cyanophyceen zu beruhen.

 Hinsichtlich der Symbiose zwischen Algen und Azotobacter gibt
s anch mehrere Untersuchungen. Nach Reinke (1903 b) und
Keutner (1903) beherbergen sowohl die Siisswasser- als auch die
Mecresalgen, ja sogar die Planktonten, Azotobacter oder Clostridium.

Man darf aber dle Symbiose zwischen den beiden Oroamsmen nicht
mit der Gegenwart von Azotobacter auf den Algen nachweisen wollen.
Es ist eine Mischkultur der reinen Algen und des reinen Aztobacters
erforderlich, um die Symbiose zwischen beiden klar zu stellen.
Diesbeziigliche Untersuchungen sind aber sehr sparlich. Beijerinck
(1901, S. 576) bemerkt in seiner Arbeit, ,,Auch habe ich mehrere
Versuche angestellt, um symbiotische Wachstumsfﬁrderung zu
erreichen, zwischen niederen Algen und Aczotobacter. Dafiir ver-
wendete ich einige Reinkulturen meiner Sammlung, nédmlich die
Chlorophyceen, Stichococcus major, Chloréllw'vulga-ﬁs, Cystococcus
humicola, Pleurococcus vulgaris, Chlorococcum infusionum, und die
‘Cyanophycee Anabaena catenula. Bisher konnte ich damit jedoch
-noch keine bedeutenden Resultate erzielen.*

Es dridngen sich einem dann die Fragen auf: Konnen die .
Algen nicht den von Azotobacter gebundenen Stickstoff assimilieren ?
Konnen die ersteren tatsidchlich nicht, worauf Beijerinck schon
hinwies, die Wachstumférderung des letzteren erreichen ?

Um mir hieriiber einige Klarheit zu verschaffen, unternahm
ich die folgenden Untersuchungen. Ich ging .dabei von der



68 . Art. 2—H. Nakano:

Isolierung von Azotobacter chroococcum var. aus. Diese Varietiit
wurde aus dem Boden des hiesigen Botanischen Gartens isoliert.
Die Isolierungsmethode war dhnlich derjenigen von Beijerinck
(1901, S. 568, 574). Die Néhrlosung wurde wie folgt hergestellt :

Leitungswasser ' 100 cm’
Mannit 2 g
K, HPO, - 0.02,,

Die Niahrlosung wurde mit einer kleinen Menge Bodenerde in
Kolben von 200 ¢m’ Inhalt gegossen und im Thermostat bei 25°C
gehalten. Nach einigen Tagen bildete sich auf der Oberfliche der
Nihrlosung eine’ dicke Kahmhaut. Eine Platinése davon wurde
mit destilliertem Wasser verdiinnt, und ein Tropfen dieser Losung
wurde dann ins Mannit-oder ins Glukoseagar gegossen, und so eine
Plattenkultur hergestellt. | '

Mannit-und Glukoseagar wurden auch nach Beijerinck her-
gestellt, d.i. ' _ -
H,0 ‘ 100 em®

Mannit od. Glukose 2 g
. K,HPO, 0.02 .,
Agar ' 2

Nach einigen Tagen erhielt ich bei 30°C viele Bakterien-
kolonien. Unter dem Mikroskop zeichnete sich Azotobacter durch
seine GroBe und Form vor anderen Bakterien deutlich aus. Aus
einer Azotobacterkolonie wurde die zweite Plattenkultur hergestellt.
- Man muf schlieflich durch das isolierte "Azotobacter die Abwesen-
heit anderer  Bakterien nachwéisen konnen. XKultiviert man das
erhaltene Azotobacter in Nahrbouillon, und tritt keine Triibung der
letzteren ein, 8o ist seine Reinheit erwiesen (vergl. Gerlach u.
Vogel, 1902, Bd. IX, S. 820). '

Ich erhielt reines Azotobacter zweimal; die erste Isolierung
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fand im Mé_ir‘z 1913 statt, die zweite im Mai 1914. Seine Heimat
war immer die Erde des hiesigen Bot. Gartens.

Im folgenden werde ich eine kurze Ubersicht der wichtigsten

Merkmale des isolierten Azotobacter - geben.

Kolonie: unreoelmaﬁlo' rundlich ; kleisterartig und undurch-

i

" Individuoum :

" sichtig. Eine 10 Tage alte Kolonie auf Mannitagar
bei 30°C hatte den Durchmesser von etwa 8 mm.
ellipsoidisch, aus -zwei Zellen bestehend, d.i,
Diplococcus-artig ; die Léinge eines Individuums

' betrug 4-10#; die Breite 2-54; die Involutions-
- formen waren oft 204 und dariiber lang.

G rammsche Fiarbung: Positiv. .

. GeiBelfdrbung :

Peritriche GeiBel. Zwei GeiBeln an den Polen
der Zellen' sind bestindig, die anderen fallen
leicht ab. [Die Grelﬁelfalbung ist ein schwieriges

.Problem. Ich arbeitete immer mit einer Kultur,
. jinger .als 24 Stunden, und nach dem von
- Loffeler empfohlenen und von Fischer etwas

modifizierten Verfahren (vergl. Strasburger,

~ Bot. Pract. 1897, S. 405)]:

 Far bunor mit Jodjodkaliumlésung © Winzige zahllose Kornchen

sind mit dieser Losung farbbar, die nach Jones
(1913, S. 19) aus einer olykocrenaltlcren Substanz
bestehen. -

Spmenfarbuno Mit dieser sind die einzelnen Granula in jeder

Zelle farbbar; sie sind wahrscheinlich mit den
"»,Gonidia-Spores von Jones identisch. (Bei-

jerinck bemerkte am Azolobacter kein Vorkom-
men von Sporen, aber die "Anwesenheit eines-
Kernes. Dagegen behauptete Prasmowski das
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Vorhandensein von Endosporen beim Azotobaeter.
Jones (l.c'., S. 19) entdeckte die mit Anilin-
farbstoffen farbbaren Granula und nannte diese
,,Gonidia-Spores.* Nach Jones teilen sich diese
Gonidiosporen beim Zerfallen der Zellen. " Nach
- dem Zerfallen der Zellen sind sie oft mit Zilien
versehen und bewegbar. Sie werden spéter zu
neuen Zellen. Nach Jones scheinen die Gonidio-
sporen identisch zu sein mit den von alten
Autoren als Kern oder Endosporen bezeichneten
Korperchen.)

Kultur in Néahrbouillon : Keine Triibung.

Mannitagar, Strichkultur: g. M.; der Belag zerflieBt leicht.

Mannitagar, Stichkultur: m. M.; aérobe Entwicklung.

Glukoseagar, Strichkultur ; s. g. M.; anfangs ist der Belag kon-

sistent, spiter aber zerflieBt er.
" , Stichkultur : ger. M., aérobe Entwicklung.

Farbstoffbildung : alte Kultur auf Mannit- oder Glukoseagar

wird gelbbraun. .

Infolge des Vorhandenseins peritricher Geifeln steht das
isolierte Azotobacterr dem von Jones am nichsten. Wegen des
zerflieBbaren Belags auf Agarndhrboden identifiziere ich mein
Azotobacter als Azotobacter chroococcum, var. A, Jones.

b) Kulturversuche mit Agarndhrboden.

Es war mir viel daran gelegen festzustellen, ob der von
Azotobacter gebundene Stickstoff leicht durch seine Zellen austreten
kann. Um mir dariiber einige Klarheit zu verschaffen, kultivierte-
ich Algen und Azotobacter auf Agarnihrboden, die keine Stick-
 stoffverbindung enthielten. Nach etwa einmonatlicher Versuchs-
dauer (5/V-10/VI) konnte ich noch - keine bemerkbare Wachs-
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tumsforderung der Algen beobachten. Die Peirallelkulturep waren
wie folgh: '

Auf Glukoseagar nach Auf Mannitagar
Beijerinck. nach Beijerinck.
. Chlorella I. ........ m. M., der Belag vergilbt leicht. | s.ger.M., grun.
. Stichococcus v... . ... s.ger.M.; grun. ' s.ger.M., grin.
Scenedesmus n.. . . . .. s.ger.M., grun. s.ger.M., grin.
Azotobacter ch. 4, ..| g M. ) : g. M.

Bei gemischter Kultur war das Wachstum des Azotobacter gut;
jedoch konnte ich nicht entscheiden, ob es von den 'Algen gefordert
‘wurdé. Die weiteren Versuche bezogen sich auf die Erndhrungs-
beziehung zwischen getotetem Azotobacter und Algen. Eine 19
Tage alte Kultur von Azotobacter wurde auf Mannitagar im
Dampftopfe sterilisiert. Nach der Sterilisation wurde ein und -
dasselbe Nihragar, ohne etwaigen Zusatz von Niahrsalzen, mit
Algen iiberimpft. Nach etwa zwei ‘monatlicher Versuchsdauer
erhielt ich die folgenden Resultate :

Chlorella 1 Stichoccocus v Scenedes-
mus n
Kontrollkulturen der Algen| s. ger. M. s. ger. M. s. ger. M.
Strichkultur der Algen s. ger. M. Etwas groBere M.| s. ger. M.
mit getdtetem Azotobacter . als die Kontrolle.
Stichkultur der Algen mit | Etwas groBere M. | Etwas groBere M. k. W.
getotetem A zotobacter als die Kontrolle.| als die Kontrolle.

Bei diesen Resultaten ‘sieht man also nur wenig Wachstum-
férderung der Algen; der Forderungsgrad war aber so schwach,
daB ich auf eine beschleunigende Wirkung des Azotobacters nicht
mit Bestimmtheit schlieBen konnte.

' Bei Agarkulturen war es ein groBer Nachteil, daB die Algen
sich dabei wegen der Spuren von beigemengtem Stickstoff ent-
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wickeln konnen, was die Resultate sehr triibt. Die weiteren
Versuche machte -ich daher mit Fliissigkeitskulturen.

¢) Kulturversuche mit Néhrlosungen.

Die Néhrlosung wurde nach Gerlach und Vogel (1902 Bd.
IX, 8. 818) hergestellt. Sie hatte die folgende Zusammensetzung :

' H,0 . 1000 em?
Glukose 5 g
K, HPO, 0.5,
CaCo, . 0.5,
NaCl 05, -
FeSO, _ Spur.

Diese Losung wurde zu je 100 cm® in Kolben von' ebwa 200
em’ Inhalt beschickt. Nach dreimaliger Sterilisation wurden die
Kolben mit frisch gewonnenem Azolobacter und frischen Algen
iberimpft. -

Eine Reihe dieser Kolben wurde in diffusem Licht und bei
Zimmertemperatur gehalten; und andere wurden anfangs im
Dunkeln und spiter im Licht kultiviert. Die Versuchsprotokolle
waren die folgenden : ‘

L. Kaultur im Licht; Kulturdauer: 31/V *13-10/II ’14.

Sterile Kolben. 2 kolben Klar }
Azotobacter. 4 kolben GroBe Menge von Azotobacter
Chlordlla 1. 2 kolben' | Klar o
Stichococcus v, _ 5 ' Spur von Algé '

Scenedesmus n. ’ . Klar

Chlorella 1. + Azotobacter 2 kolben . g M. von Alge

Stichococeus v.+ Azotobacter ” m. M. von Alge
 Scenedesmus n.+ Azotobacter ” m. M. von Alge
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II.

Dunkel-und Lichtkultur.

‘Kultur im Dunkeln: von 3/V-22/IX.
Nachfolgende Kultur im Lichte: von 22/IX-10/II.

92/IX

10/I1

Steril
Azotobacter

' Chlorella I.
Stichococcus v.

Scenedesmus n.

Ch+ Az

St+ Az
Sl+ A4z

" (2 Kkolben)

(2 kolben)
(4 Xkolben)

Klar

(2 kolben) | Klar
(2 kolben) | Klar
(2 kolben) | Klar

(2 kolben)

(2 kolben)

GroBe Menge von Az

Ein Kolben grin,
anderer
nicht grin

Nicht grin

Nicht grin

Klar

Klar

Kolben

GroBere Wachstumsmenge
als bei Lichtkultur. .

Klar .
Klar
g. M. von Alge; grin

m. M. von Alge ; hellgriin
ger. M. von Alge ; hellgriin

Am 10/II konnte ich in den Kolben keine oder kaum merk-
liche Reaktion der Glukose finden. Die Nahrlgsung zeigte  auch
mit Diphenylaminlésung keine Nitratreaction. Daher wurde sie

der chemischen Analyse unterworfen.

Die Nahrlgsung sammt den Organismen aus je zwei Kolben

wurde in eine Abdampfschale . gegossen.

Sie wurde durch Zusatz

von H, SO, saner gemacht und durch Abdampfen stark kondensiert.

Dann wurde sie, wie {iiblich, nach Kjeldahl behandelt.

Resultate waren die folgenden :

Die

Lichtkultur cflggsx}}i’égl:ﬁofgrolg Zunahme von N ?nﬁ%%%;gi%%ﬁ;?g‘-
Steril 0.70 mg .
Azotobacter 2:23}5.41 ; 471 mg
Chlorella 1. 0.56 ,,
Ch+ Az. 6.30 ,, 574 ,, 1.03
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S . " N-Gehalt in 200 . Differenz der Stickstoff-
plchtk11ltur cm® der Nahrlosung Zunahme von N mengug% lf;.fioltgggcm

Stichococcus . 0.63 mg : ,

St.+ A-z. 6.16 ,, 5.53 mg 0.82

Scenedesmus n. 0.56 ,,

Se.+ Az, 6.16 ,, 5.60 ,, 0.89
Dunkel- und | N-Gehalt in 200 Differens, der Stickstoft-
Lichtkultur  [cm®der Ndhrlosung Zunshme von N meren ljlefﬁgzlﬁcm

Steril 0.56 mg

5.88

Azotobacter 5.46}5'67 " - 511 mg

chlorella 1. 0.56 ,,

Chlorella+ Az 771, ’ 715 ,, 2.04

Stichococcus v. 0.70 ,,

St 4+ Az 6.86 ,, 6.16 ,, 1.05

Scenedesmus n. 0.70 ,,

Se. + Az 6.02 ,, 532, | 0.21

Aus den obigen Versuchen geht klar hervor, da die untersuchten
Algen den von Azotabacter gebundenen Stickstoff aésimilieren koénnen,
ohne selbst ein N-bindendes Vermégen zu besitzen.

Merkwurdloerwelse iiben die Algen, wie man aus obigen Tabelle
ersieht, eine beschleunigende Wirkung auf die N-Bindung von Azoto-
bacter aus; und zwar bei Chlorella I. in der Lichtkultur, und bei
Chlorella 1. und Stichococcus v. in der Dunkel- und Lichtkultur.
Das zeigt eine symbiotische Beziehung zwischen Azotobacter und
Algen. Die Algen assimilieren etwaige N-Verbindungen von Azoto-
bacter, und dies wird von den Algen in seinem Wachstum geférdert.

Worauf die beschleunigte N-Bindung des Azotobacter beruht, ist
noch nicht entschieden. Nach der Arbeit von Gerlachund Vogel
(1902, Bd. VIII, S. 671) héingt der N-Gewinn des Azotobacter sehr
von der Durchlﬁftuﬁg ab. So war der N-Gewinn pro 1000 cm?’ bei
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flach 'auscebleiteter Glukosenédhrlosung 18 mg, wihrend er bei
dick auscrebrelteter Nahrlosuncr nur 5.1 mg betrug.

Man sollte erwarten, daB bei einer Mischkultur der von Aloren
gebildete Sauerstoff eine fordernde Wirkang auf die N-Bindung von
Azotobacter ausiibt. Die Algenentwicklung beginnt aber erst im
krankhaften - Zustande von Azotobacter. Es scheint daher noch
fraglich, ob die beschleunigte N-Bindung bei der Mischkultur wirk-
lich auf der Durchliftung der Algen beruht.

Nun noch einige Worte iiber die gebundene N-Menge. Aus
den Arbeiten von Beijerinck- (1902, Bd. IX, S. 33) und
Freudenreich (1903, Bd. X, S. 520) 148t sich erkennen, daB
die unreine Kultur des Azofobacter eine groBere N-Menge als die
Reinkulter bindet. Handelt es sich aber um die Reinkultur, so

~ iiben noch die Virulenz (Beijerinck und Delden le., S. 5.

Gerlach u Vogel, (1902, Bd. IX, S. 890), die Durchliiftung'
(Gerlach u. Vogel, a. a. 0) und die Zuckermengen (Gerlach
u. Vogel Bd. IX, S. 819) auf die gebundene N-Menge ihre
verschiedenen Einflisse aus. Je nach . den verschiedenen Kaultur-
bedingungen ist die gebundene N-Menge so variabel, daf man die
Resultate verschiedener Autoren nicht ohne Weiteres mit einander
vergleichen kann. .

Daher vergleiche ich meine Resultate nur mit denjenigen von
Gerlach u. Vogel. Nach Gerlarch und Vogel ist ‘der N-
Gewinn von -Azotobacter chroococcum: pro Gramm Traubenzucker
durchschnittlich 8. 9 mg (Bd. IX, S. 819). Nach meinen eigenen
Versuchen ist derselbe pro Gramm Traubenzucker 4.7—5.1 Mg. Ob
das schwiichere N-bindende Vermdgen von meinem Azotobacter sich
auf schlechtere Kulturbedingungen oder auf eine Verschiedenheit
von Rassen zuriickfiihren 148t, muf noch dahingestellt bleiben.

Ich stellte dann eine abermalige Mischkultur von Azotobacter
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und Algen her. In dicsem Falle wurden die Versuche aber auf
zwel weitere Algen ausgedehnt. Die Nahrlosung wich -insofern von
der fritheren ab, daB anstatt der Glukose Mannit verwandt wurde.
Das Impfmaterial von Azotobacter wurde wiederum frisch gewonnen.
Es erwies sich als identisch mit der frither isolierten Varietdt. Die
Versuchsanordnungen waren wie frither. Alle Kulturen standen
aber nur im diffusen Licht. '
Die Versuchsprotokolle :

Angestellt, 21/V 24/VII 10/IX 10/X
Steril (4 kolben)| Klar Klar
Azotobacter (4 k.)| GroBeMengevonAz. GroBe Menge vonAz.| Die meisten
. : Bakterien

: . wurden braun
Chlorella+ Az. (3 k.)| Algenentwicklung | g. M. von Alge; | Griin

deutlich griin
Stichococcus v.+ Az.| Algenentwicklung | g. M. von Alge; | Grin.
(3 k) deutlich _ grin .
Scenedesmus n.+ Az.| Algenentwicklung | ger. M. von Alge; | Gelbgriin
(4 k) " deutlich . grim
Chlorosphaera p. | Klar Klar
(2 k) . ) .
Chlorosphaera p.+ | Algenentwicklung | ger. M. von Alge; | Gelbgrimn
Az (3 k) * deutlich ' grin
Chlamydomonas k. | Klar " | Klar
(2 k) ‘ e , .
Chlamydomonas k. | Algenentwicklung ‘| ger. M. von Alge; | Gelbgrin
+ 4z (3 k.) deutlich griin S

-Gegen jede Erwartung wurden fast alle Kulturen von. Pilzen
befallen, so daB ich keine chemische Analyse ausfiihren konnte.
Immerhin lief sich feststellen, daB fiinf der untersuchten Algen
kein N-bindendes Vermdgen besaBen, und daB sie erst infolge des
von' Azotobacter gebundenen Stickstoffs zu wachsen vermochten. Die
Entwicklung von Chlorella 1. und Stichococcus v, war dabei besser

als die von Scenedesmus n., Chlorosphaera p. und Chlamydomonas k.
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Die Beziehung zwischen dem Zerfall des Korpers von Azctobacter
und zwischen der Algenentwicklung erregten mein besonderes
Interesse. Die Entwicklung von Azotobacter nimmt, je nach den
verschiedenon Temperaturen, im Laufe von zwei Wochen bis zu
dreifiig Tagen nach der I'jberimpfung' langsam ab. Dabei sind die
Bakterienkorper reichlich mit Granula gefiillt. Bei noch - dltereren
Kulturen zerfallen die Zellen und in der Néhrlgsung kommen verein-
zelte Granula vor. Die Entwicklung der Algen beginnt um die
Zeit, wenn die Ba,kterienenﬁwicklung sich verlangsamt, und der
Zerfall der Bakterienkorper beginnt. |

Bei der Mischkultur von Algen und Azotobacter tritt ein
schnellerer Zerfall der Bakterienkorper ein, als bei der Reinkultur
von Azotobacter selbst.

Beachtenswert ist auch der schnellere Zerfall der Bakterienkorper
bei der Glukosendhrlosung als bei der Mannitnihrlosung. Nach
Beijerinck (1901, S. 578) hemmt die erstere die Bakterien-
entwicklung-frither als die letztere, wQﬂ unter Spaltung der Glukose
- leicht Séiurebﬂdung stattfindet. Es ist daher sehr wahrscheinlich,
daB der beschleunigte Zerfall der Bakterienkorper bei Glukosenihr-
l('iéung mit der Sdurebildung im ZuSammenhange steht. Es ist
aber noch nicht festgestellt, worauf der Zerfall der Bakterienkorper
in der Mischkultur beruht. Bei den weitéren Versuchen “handelt
es sich um Mischkulturen von abgetdtetem Azotobacter und Algen.
Dabei benutzte ich die Glukoseﬁélhrlésung. Die anderen Versuchsan-
ordnungen waren die gleichen wie friither. Die Reinkultur von
Acotobacter wurde im Laufe von 14/VI-21/VIII sterilisiert, und
dann  mit Algen tiberimpft.. Nach etwa sechs Monaten war die
Algenentwicklung wie folgt : ‘ '
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Kulturdaver 21/VIIT-10/II.

Chlorella 1. ohne Azotobacter |  Klar
(Kontrolle) , ,

Chlorella  I.+getotetes Azoto- | Algenentwicklung deutlich ; ger. M. von
bacter . Alge; grin.

Stichococcus v. (Kontrolle). . .. Klar.

Stichococcus v.+ getotetes Azo- | Algenentwicklung deutlich; ger. M. von
tobacter Alge ; griin.

Scenedesmus n. (Kontrolle) .. Klar.

Scenedesmus. n.+ getotetes Azo- | Algenentwicklung deutlich ; ger. M. von
tobacter " Alge; griin. :

Nach diesen Resultaten ist die Algenentwicklung merklich
schwicher als bei der Mischkultur von Algen und lebendigem
Azotobacter. Die Sterilisierung von Azotobacter im Dampftopfe er-
schwert ohne Zweifel die Absorption des Stickstoffs fiir die Algen.

Es ist bekannt, daB die meisten Fermente, ihre wéisserige
Losung vorausgesetzt, etwa bei 70° C abgetdtet werden. Man kann
daher mit Recht annehmen, daf nach der Sterilisation keine Auto-
lyse von Aszotobacter mehr zustande kommt. Diese mubte dem-
gemiB, wennauch nur geringfiigig, schon vor der Sterilisation
stattfinden. )

Daraus folgt, daB eine geringere Menge von absorbierbaren
. Stickstoffverbindungen bei abgetotetem Azotobacter gebildet wird als
bei lebendigem. Dies 148t die Verschiedenheit der Algenentwicklung
bei den beiden verschiedenen Zustdnden von Azotobacter erkldren.
Gerlach und Vogel (Bd. IX, S. 884) behaupten im Gegensatzte
zu den Ansichten von Beijerinck und Delden (S. 40), und
Reinke (1903 a, S. 379), daB der von Azotobacter gebundene
Stickstoff erst nach dem Tode desselben frei wird. Nach meinen
eigenen Versuchen muB ich die Ansichten der ersten beiden Autoren
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fiir die richtige halten, weil ich erst bei alten Kulturen von Azotobacter
stets eine Algenenentwicklung beobachten konnte.

Nun fragt es sich noch, was fiir eine Stickstoffverbindung von
Azotobacter gebildet wird. .

Beijerinck und Delden (Le. S. 42) vermuteten bei N-
bindenden Bakterien Ammoniak oder Nitritbildung ; ihre Versuche
fielen aber negativ aus. Sie versuchten auch ?ergeblich Hydrazin
und Hydroxylamin festzustellen.

Dagegen machte Jones (Le. S.22) darauf aufmerksam, daB
er im KOrper von Azotobacter chroococcum var. eine deutliche
Nitratreaktion beobachten konnte. Oft fand er eine Reaktion
von Ammoniak”, wobei er aber das Vorhandensein von denitrifi-
zierenden Bakterien nachweisen konnte.

Angeregt durch diese interessante Entdeckung von Jones,
versuchte ich eine Nachpriifung zu machen. Als Nihrlosung
benutzte ich die Mannitndhrlésung, deren Zusammensetzung ich
schon erwihnt habe. Die Kulturen wurden im Thermostat bei etwa
25°C gehalten. Nach einmonatlicher Kulturdauer (14/X-14/XTI)
wurde die Bakterienmasse durch Dekantieren in die Abdampfschale
gegossen. Die Bakterienmasse zeigte mit einer Diphenylaminlosung
von Schwefelsiure behandelt eine deutliche Nitratreaktion; die
Nihrlésung zeigte aber keine solche. )

Weder die Bakterienmasse, noch die N#hrljsung zeigten mit
Nesslers Reagens behandelt irgendeine Reaktion.

Nach siebenmonatlicher Versuchsdauer fand ich in der Bak-
terienmasse keine oder nur eine sehr schwache Nitratreaktion.
Eine solche konnte ich auch in der N#hrlosung nicht finden.

Dann filtrierte ich die Néhrlésung mit dem Chamberandschen
Trichter, und setzte diesem Filtrat einige Trophen von Nesslers

1) Jones hilt eine nur mit Nessler’s Reagenz reaktionsf:ihige Substanz fiir Ammoniak.
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Reagens zu. Es zeigte eine deutliche Reaktion. Ob aber diese Reak-
tion mit der Anwesenheit von Ammoniak im Zusammenhange stand,
weiB ich nicht, weil mehrere andere Substanzen dhnliche Reaktion
zeigen konnen.

Bei der Autolyse von Bakterienkorpern ist anzunehmen, daf eine
Ammoniakbildung als Folge der Eiweibfspaltung moglich ist. Es wire
wiinschenswert, diesbeziiglich eine einwandfreie Priifung anzustellen.

Nun entsteht die Frage, was fiir eine Bedeutung die Nitrat-
bildung bei Azotobacter hat. 4 ’

Die Nitratbildung geschieht, wie schon erwihnt, im frischen
Zustande der Bakterien, und sie fehlt bei alten Kulturen. Daraus
kann man schlieBen, daB sie eine Stufe der Stickstoffassimilation
ist. Es ist auch festgestellt, daB das gebildete Nitrat nicht durch
die Bakterienzellen austreten kann, weil eine Nitratreaktion nie in
der Nihrlsung za finden war. Die Vermutung liegt nahe, daB
das Nitrat zum Aufbau der Ba,kterlenkorpel verwandt wird.

Die den Aloen zur Verfigung stehende Stickstoffverbindung,
wahrscheinlich Ammoniak, muB erst bei der Autolyse der Bakterien- -

korper entstehen.

d). Kritik iiber die Hypothese der Symbiose zwischen
' Algen und Azotobacter.

Auf Grund der oben erwihnten Versuche seien an dieser Stelle
einige Worte der Kritik der bisher aufgetretenen Hypothesen iber
die Symbiose zwischen Algen und Azotobacter gewidmet.

Nach Reinke (1903 b) und Keutner (1905) war klar, daB
sowohl Siisswasser als auch Meeresalgen ‘Azotobacter beherbergen.
Beziiglich  der symbiotiséhen Beziehungen machten sie keine
Versuche. Ob Azotobacter sich epiphytisch oder symbiotisch gegen
Algen verhilt, wurde nicht festgestells.
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Aus meinen eigenen Versuchen 1Bt sich aber ‘der SchluB
- ziehen, daB Algen den durch Autolyse von Azotobacter frei werdenden
Stickstoff absorbieren, und da8 die N-Bindung des Azotobacter durch
Algen gefordert wird. - ' . : .

Soviel scheint heute festzustehen, daB man unter 'der'Symbiose-
zwischen Algen und Azotobacter nur das oben erwihnte Verhalten
versteht. Es unterliegt keinem Zweifel, dafi das gleiche Verhalten
auch in der Natur eine Rolle spielt. Allerdings muB man dabei,
wie Hans und E. Pringsheim (1910 Bd. 26, S. 228) betonten,
eine Mitwirkung von Bacillus gelaticus annehmen, weil Azotobacter
allein keine agarlosende Wirkung anfweist. A

~Die wirkung von Azotobacter ist im Haushalt der Natur in der
Tat unerliflich. Reinke (1903 a, S. 371) machte zum ersten
Mal darauf aufmerksam, daB das Algen anhaftende Azotobacter eine
disponible Quelle an Stickstoff bietet. - Es schien aber, als ob er
diese Quelle zu hoch bewertete. Man denke hier ans Mengen-
verhiltnis zwischen Algen und Azotobacter. Nach meinen .eigenen
Beobachtungen sind viele tausend Individuen von Azotobacter notig,
um ein Individuum von einzelligen Algen wachsen zu lassen. Es
ist aber unmdglich im Freien einzellige Algen zu finden, die je
viele tausend von Azotobacter beherbergen. Es ist auch anzunehmen,
daB der von Azofobacter frei werdende Stickstoff durch die Wasser-
bewegung der Algen verloren geht.

Es scheint mir auch zweifelhaft, ob Azotobacter alle Stickstoff-
bediirfnisse. der groBen Tange oder schnell wachsender Algen, wie
Porphyra u. a., befriedigen kann. |

Vom theoretischen Standpunkte kénnen die Endhrungsbeziehun-
gen zwischen Algen und Azotobacler ohne Zweifel behauptet werden.
Ich méchte aber nicht behaupten, daB Azotobacter die hauptsich-
lichste Stickstoffquelle fiir Algen ist. Vor allem kommen dafiir die
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gelost vorhandenen Stickstoffverbindungen in Betracht. Sowohl in
Seen als auch im Meere gibt es nur geringe Mengen von Stick-
stoff (ich verweise hierfiir namentlich auf die Arbeiten von Chodat
(1898), Brandt (1897, 1.902) und Gebbing (1910). Doch sind
die Algen durch konstante Durcharbeitung imstande Stickstoff aus
dem Wasser anzuhiufen.

Im Haushalte der Natur ist Azotobacter a priori eine unerlidfliche
N-Quelle. Durch’ den Zerfall ihrer Korper werden die Gewisser an
Stickstoff bereichert. Neben dem organischen Detritus, den atmo-
sphirischen Niederschligen und den Zufliissen ist Azotobacter ohné
Zweifel als ein grofes Magazin von Stickstoff anzusehen. -

VI Systematik.
L Ernéi,hrung'sphysiologische. Merkmé.le der untersuchten Algen..

‘Unter diesem Kapitel mochte ich, wie in der Bakteriologie
iiblich; die untersuchten Algen physiologisch charakterisieren und-
sié ‘dadurch von einander unterscheider.

Diesbeziigliche Merkmale werde ich hauptséchlich aus den schon
erwihnten Ergebnissen ableiten. FEinige Merkmale werden aber
den weiter unten angefiihrten Resultaten entnommen werden. Die
letateren werden von den ersteren durch beigefiigte Sternchen
erkenntlich gemacht werden.

- Chiorella vulgaris Beij var. luescens, var. nov.

M-Agar-Strichkultur ger. M. Kultur lange Zeit hindurch griin

,,  -Stichkultur do.

Gl-Agar-Strichkultur g. M. Kultur anfangs griin, spiter gelbgrin
: oder weif. ' : L
. =Stichkultur do. - ’
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Gl-Agar-Schittelkultur

FM-L-Kultur
Gl-L-Kultur

M-Gelatine-Stichkultur
Gl-Gelatine-Stichkultur
Nihrbouillon-Kultur
K.HPO, oder KHPO,

*Gl-Agar-Strichkultur im
Dunkeln.

#Gl-L-Kultur im Dunlkeln.

Die aufliegenden Xolonien sind groBer als die
tiefer liegenden.

ger. M. Kultur lange Zeit hindurch griin.

¢. M. Kultur anfangs griin, spiiter gelbgrin
oder weil.

ger. M. Kultur grim. Keine Verfliissigung.
m. M. Kultur grim. Keine Verflissigung.
ger. M. ‘

Vorliehe fir beide Reaktionen.

m. M. Kultur gelbgrim.

m. M. Kultur gelbgriin

Fig. 2.

Kultur von Chlorells vulgaris Beij. var.
lulescens, var. nov. .
M-Agar-Strichkultur. Kulturdauer 10/XI-25/TIL i

Fig. 8.
EKultur von Stichococcus bacillaris

Niig. var. viridis, var. nov.

& M-Agar-Stichkultur. Kulturdaner
b, -Stichkultur. Kulturdaner 10/XI-25/ILL I —
e. Gl-Agar-Strichkultur. Kulturdauer 21/XI-25/TII. )
d. , -Stichkultur. Kulturdener 21/XI-25/IIL, b M-Agar-Srtichkultur.  Kultur-
e Gl-Agar—Si:ric]1}1{{1:1%t[:ﬂ;v;';i Impfﬂitglelhzgluﬁ’le horizontal dauer 10/XI-25/III.

ausgezogen. Ku auer E y
f. GlAgenStrichkultnr, Wihwend, des Versaches _ & OrAgww-Stichwitur,  Kultur.

wurde die EKulturrohre invers gehiingt.

dnuer 21/XT-25/TIL
4. Gl-Agar-Strichkultur.

Impfstrich wurde wellen-
formig ausgezogen. Kulturdaner 27/VI-25/IIL

Kultur- dauer 10/XI-25/I1L

d. Gl-Agar-Stichkultur. Kulturdauer
10/X1-25/11I
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Stichococcus bacillaris Nég. var. viridis, var. nov.

M-Agar-Strichkultur - * ger. M. Kultur lange Zeit hindurch griin.
»  ~Stichkultur do.
Gl-Agar-Strichkultur g. M. Kultur anfings griin, spiter gelbgrin
sogar weild.
,s  ~Stichkultur | do.
»  -Schiittelkultur die aufliegenden Kolonien groBer als die tiefer
liegenden. ,
3M-L-Kultur . ger. M., Kultur lange Zeit hindurch griin.
Gl-L-Kultur g- M. Kultur anfangs griin, spiter gelbgrin
' ‘ sogar weil. o
M-Gelatine-Stichkultur ger. M. Kultur grim. Xeine Verflissigung.
Gl-Gelatine-Stichkultur m. M. Kultur griin. Keine Verflissigung.
Néhrbouillon-Kultur Entwicklungsunfihig.
K,HPO, oder KH,PO, K,HPO, bevorzugt (mit Artarischer Niihr-
. © losung). - ‘
*Gl-Agar-Strichkultur im | m. M. Kultur griin:
Dunkeln o »
*Gl-Agar-Stichkultur im | m. M. Kultur gelbgriin. \
Dunkeln '
*Dunkelkultur in Arta- | N-Quellen in Formen von KNO,, NH,], As-
rischer Nihrlosungen paragin oder Pepton. Wachstum schwach bis
miBig ; alle Kulturen gelbgriin (nie weib !).

Scenedesmus obliquus Xtz. var. non-liquefasciens, var. nov.

M-Agar-Strichkultur ger. M. Kultur lange Zeit hindurch griin.

", -Stichkultur do.
Gl-Agédr-Strichkultur ger. M. Kultur leicht braun werdend.
5 ~Stichkullur * | g M. Anaérobe Entwicklung. Nach einigel'l

Monaten vergilbt.

5 -Schiittelkultur Anaérobe Entwicklung. Die tiefliegenden Kolo-
nien sind ziemlich groB. :

M-L—Kultur - ger, M. Kultur lange Zeit hindurch grin.
Gl-L-Kultur - g. M. Kultur anfangs griin, spiiter gelbgriin.

M-Gelatine-Stichkultur ger. M. Kultur griin. Keine Verflussigung.
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Gl-Gelatine-Stichkultur

Nihrbouillon-Kultur

*Gl-Agar-Strichkultur im
Dunkeln.

ger. M. groBere M. als in M-Gelatine. Kultur
grin. Keine Verflissigung.

Entwicklungsunfihig.
m. M. Kultur gelbgriin.

c d
Fig. 4.
Inltur von Chlorcsphaera pulride, sp. nov.

Fig. 8.

Kultur von Chlamydomones koishilcavensis,
Sp. nov.

M-Agar-Strichkultur.  Kunlturdauer 21/X-

25/T1L.

M-Agar-Stichkultur,  Kulturdauer 21/X-
25/11L. :
Gl-Agar-Strichkultur. Kulturdruer - 21/X-
2511,

Gl-Agar-Stichkultar.  Kulturdauver 21/X-
25/III.  Hier sieht man Gasbildung.
M-Agar-Strichkultur. Kulturdaner 27/VI-
25/I1L.

Die Wachstummenge in e ist grifer
als in a. Diese Abweichung ist auf die
Verschiedenheit der Jahreszeiten wiithrend
der Kultur zuriickzufiihren, weil die Al-
genentwicklung im TFriihling und Sommer
iippiger ist als in den iibrigen Jahreszeiten,
Gl-Gelatinestichkultar. Man sielt hier
eine ziemlich deutliche Gelatineverfliissi-
gung. Kultardaver 22/XII-25/I11.

M-Agar-Strichkultur.  Kulturdauver 21/XI-
95/I11.

M-Agar-Stichlmltur, Kulturdauer 21/XI-
25/I11.
Gl-Agar-Strichkulter. Eulturdauver 21/XI-
2511

Die beschleunigende Wirkung der Glu-
kose fiir die Algenentwicklung ist im
Winter undeatlich. Dieselbe ist aber in
anderen Jahreszeiten deutlich zu erkennen,
Gl-Agar-Stichkultur. * Kulturdaner 21/XIr
25/I11.

1% Mannit-Agar-Strichknltur, Kulturdaue—
27 VI-25/11L
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Chlorosphaera putrida, sp. nov.

M-Agar-Strichkultur
5 —Stichkultur
Gl-Agar-Strichkultur

,,  —Stichkultur .
,»  -Schiittelkultur
M-L
GI-Is
M-Gelati ne-Stichkulbur
G1-Gelatine-Stichkultur
Nihrbouillon

*Gl-Agar-Strichkultur im
Dunkeln

ger. M. Kultur lange Zeit hindurch griin.
do. '

g. M. Leicht zerflieBbarer Belag. Xultur spiter
vergilbt. .

m. M. Kultur anfangs griin, spéter vergilbt.
Aérobe Entwicklung. Gallertige Kolonien.
m. M. Kultur lange Zeit hindurch griin.

g. M. Kultur anfangs griin, spiter vergilbt.
m. M. Keine Vei'ﬂiissigung. '

g. M. Deutliche Verfliissigung.

ger. M.

m. M. Kultur gelbgriin.

Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov.

M-Agar-Strichkultur
yy  —Stichkultur
Gl-Agar-Strichkuoltur
»  -Stichkultur
5 —Schiittelkultur
M-L-Kultur
Gl-L-Kultur
M-Gelatine-Stichkultur
G1-Gelatine-Stichkultur
Nihrbouillon

*#Gl-Agar Strichkultur im
Dunkel '

m. M. Kbultur gallertig.

- ger. M. XKultur gallertig.

g. M. Kultar gallertig. Keine Vergilbung.
do. '

Aérobe Entwicklung. Gallertige Kolonien.
m. M. '

g. M. Keine Vergilbung.

m. M. Keine Verflissigung. -

do. .

Entwicklungsunfihig.

s. ger. M. Kultur grin.

Algen.

Physiologische Unterscheidungsmerkmale der untersuchten

In Nahrbouillonkultur.
I. Entwicklungsfihig
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§ Gl-Agar-Strichkultur. _
Tester Belag ....... :Chlorella vulgaris Beij. var.
: lutescens. .
‘zerflieBbarer Belag. . ..Chlorosphaera putrida.
II. Keine Entwicklung
§ Gallertiger Belag ...... Chlamydomonas koishikavensis.
-§ Nicht gallertiger Belag. ' '
§§ Bei Gl-Agar-Kultur.
anaérobe Entwicklung, Scenedesmus obliguus Ktz. var.
' non-liquefasciens. :
aérobe Entwicklung, Stiéhococc'u's bacillaris Nag.
var. viridis.

- Diese Einteilung ist aber fir die an Formen merklich differen-
zierten Algen unpraktisch. Bei der Bestimmung schwer unterscheid-
barer Algen, wie die winzigen Protococcaceen und Naviculaceen es
sind, mochten aber die Kulturimerkmale von einigem Vorteil sein.
Schon O. Richter (1903, S. '498) widmete sein Augenmerk aunf
charakteristisehe Kulturmerkmale, bzw. Kolonieformen zur Diagnos-
tierung der von ihm isolierten Diatomeen. Weitere Kulturmerk-
inale wurden von Chodat (1913) zur Diagnostierung der Chloro-
. phyceen verwendet. ‘ ' -

Jedenfalls ist es klar, daB die Kulturmerkmale fir die Klassi-
fikation der an Formen nicht stark differenzierten, physiologisch
aber differenzierten Algen sehr niitzlich sind, weil man danach die
physiologischen Rassen klar von einander und von der Stammart
unterscheiden kann. '

- 9. Begriff der Spezies, Varietiit, und physiologischen Rasse.

Der Begriff der Spezies ist nicht einheitlich. Bei den Bakterien
. und Pilzen verwenden wir oft die Kulturmerkmale, resp. die er-

nahrungsphysiologischen Merkmale zur Diagnostierung einer Spezies.’
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Bei den Phanerogamen kommen auBerdem noch die morphologischen
Merkmale in Anwendung. AuBerdem fasst man die ,, Spezies,* bald
im weiteren, bald im engeren Sinne auf, und so existieren s. g.
Sammel- resp. Elementararten nebeneinander.

Die Unterscheidungsmerkmale der Spezies und der Varietit
sind anch niemals bestdndig. Es ist ganz willkiirlich, ob man eine
in Frage kommende Pflanze als eine Spezies oder als eine Varietit
betrachten will.

Die Systematik der Algen griindete sich seit langer Zeit vor-
wiegend auf die morphologischen Merkmale. Nach dem Auffinden
der Reinkultur kamen aber die Kultarmerkmale, resp. die ernah-
rungsphysiologischen Merkmale zur Diagnostierung einer Varietit
oder sogar einer Art in Anwendung. Dies ist ohne Frage ein
Fortschritt in der Systematik, weil die Klassifikation der an Formen
nicht differenzierten, aber stark physiologisch differenzierten Algen,
wie es bei Bakterien der Fall ist, nur durch Kulturmerkmale aus-
fihrbar ist. : |

Artari (1902, S. 173) n_ia,chte uns zum ex;sten Mal darauf auf-
merksam, daB unter den Algen physiologische Rassen existieren.
Nach diesem Autor liebt Chlorococcum infusionum als Flechtengonidien
besonders Pepton, wihrend es als freie Alge Nitrat bevorzﬁgt.
Heutzutage kennen wir eine grofe Anzahl von physiologischen
Rassen, bei denen man die Arbeit von Chodat (’13) benutzen kann.

Es fragt sich nun, wie eine Rasse in der Nomenklatur behandelt
werden soll.

Im Jahre 1906 nannte Artari (Lc.) eine ernihrungsphysiolo-
gische Art Chlorella communis Artari. In einer neuen Arbeit (1913
Lc.) beschrieb er aber dieselbe Alge als eine Varietiit von Chlorella
vulgaris Beij. Heute haben wir daher eine physiologische Art bei
den Algen nicht mehr. Chodat (1913) unterscheidet viele Algen
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~ durch Kultermerkmale (Kolonieformen, Koloniefarben, Gelatinever-
v flissigungsvermdgen u. a.), und 148t sie als Varietiten gelten ; z. B.
Chlorella vulgaris var. genevensis,—var. viridis,—var intermedia w. a.
" Die ‘Ansicht der beiden oben genannten Autoren ist auch die
meinige. Allerdings mochte ich hervorheben, daB ich zur Unter-
scheidung der Art nur die morphologischen Merkmale, zur Unter-
scheidung der Varietit aber die Kulturmerkmale benutze. Dieser
Unterschied ist aber nur bei rein kultiverbaren Algen ‘anzuwenden,
bei den nicht rein kultivierbaren Algen ist er una,nwendbal
Nun bleibt die Frage zu beantworten, ob die physﬂocvlschen
Eigenchaften bestindig sind.-
- Artari (1906, S. 190) teilte schon mit, daB die Vorliebe von
Chlorella communis fiir die Ammoniumverbindungen ziemlich konstant
ist. KEsist jedoch oft mdglich die physiologischen Eigenschaften bei
wiederholten Kulturversuchen abzuéindern. Nach Artari (1913
S. 453) wies die lange in 9% Glukoselosung kultivierte C’hlamy-
. domonas- Ehrenber gm eine bessere Entwicklung auf als die lange in
1% Grlukoselosuncr kaltivierte, wenn beide spiter in 9% Glukose-
16sung uberlmpft wurden. Eine derartig modifizierte Alge soll aber,
wie Artaribehauptet, leicht zu ihrer urspriinglichen Natar zuriick.-_
‘kehren. Nach Beijerinck (1893) ging die gelatineverfliissigende
- Eigenschaft von Scenedesh_zus acutus nach wiederholten Kulturen ver-
loren. Der Verlust dieser Eigenschaft sollte auch als ein Beispiel der
Modifikation gelten. Bis jetat ist es aber niemandem gelungen ein er-
blich konstantes Merkmal der Algen auf experimentellem Wege hervor-
zurufen. Andere Kulturmerkmale, wie Kolonieformen und Kolonie-
farben sollen bei gleichen Bedingungen immer gleichartig bleiben.
-Hieraus geht hervor, daB die Kulturmerkmale, resp. die er-
- ndhrungsphysiologischen Merkmale fiir die Klassifikation von rein-
kultivierten Algen einwandfrei verwendet werden konnen.

Q
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3.. Beschreibung und Identifizierung der geziichteten Algen.

Die Bestimmung der mikroskopischen Algen ist keineswegs
leicht, besonders infolge dér unvollkommenen Beschreibung fritherer
Autoren.

Handelt es sich um eine physiologische Rasse, so ist die .
Schwierigkeit um 80 groBer. Da die Versuchsmethoden bei den
verschiedenen Arbeiten nicht immer ganz die gleichen sind, darf
man nicht ohne weiteres die Alge des einen Autoren mit der
Alge des anderen vergleichen, Es ist daher wiinschenswert auch
bei Algenkulturen die allgemein iiblichen Néihrmedien, wie Nahr-
bouillon, N#hragar und Nihrgelatine in "der Bakteriologie, zu
adoptieren.. Dadurch wiirde die Identifizierung der physiologischen
Rassen ohne Zweifel erleichtert werden.

Wir sollten die Kulturmedien in der ausgezeichneten Arbeit
von'Chodat (1913), ,Monographies d’algues en culture pure*
adoptieren. ‘ i

Die nachfolgenden Beschreibungen begriinden sich, wie schon
erwihnt, teils anf morphologische, teils auf physiologische Merk-
male. Die Einteilung der Familien basierte sich vollig -auf das
System von Wille (1911, Nachtriige zu ,,Die natiirlichen Pflanzen-
familien von Engler.*) |

Familie Volvocaceae.
_Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov.
.Fandort; Kulturflasche der Wasserpflanzen im bot. Institat,
Koishikawa, Tokyo.
GroBenverhiltnis ; Vegetative Zellen: Linge, 12-20p; Dicke,
7-12p¢. . :
Gameten : Linge 6-11z; Dicke, 4-5¢.
Dies ist eine einzellige Alge mit zwei langen GeiBeln, die fast

o
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korperlang sind. Der Palmellazustand kommt bei verschiedenen -
Kulturen vor. Derselbe kommt durch Zellwandquellung zustande. So
konnte ich durch Farbung mit Methylenblau oder Dela fi eldschem
Haematoxylin zwei gallertige Schichten um jede Zelle nebst einer
allgemeinen Gallertmasse finden. Die Zellform beim Palmella-
zustand ist, wenn der ‘letstere frisch ist,‘ ellipsoidisch, im ilteren
Zustande aber kugelig, Man kann daher den ellipsoidischen
Zustand den Glocothece- oder - Gloeocystiszustand zum Unferschied
- vom kugeligen echten Palmellazustand nennen. '

Die Zellwand ist mit Methylenblau firbbar. Sie gibt mit
thorzinkjodlésung oder I+H, SO, eine gelbe Reaktion. Goroschan-
kin (1890—91) konnte in der Zellwand von Chlamydomonaden
keine Zellulose-Reaktion wahrnehmen, er konnte aber eine solche
bei den kopulierenden Gameten von Chlamydomonas Brannii finden.
‘Die ZellWand ist diinn, oval-eiformig, vorn mit einer kurzen Warze,
aus der zwei Zilien hervorragen. An der Basis der Zilien liegen
zwel Vakuolen. '

Der Chromatophor ist tief becherférmig und griin.  Assimila-
-tionsprodukb ist Amy]odextrin;v ‘

Da ist nur ein Pyrenoid im normalen Zustand, rundlich,
lateral in der Mitte der Zelle, aber nicht wandstindig. Es konnen
aber mehrere vorhanden sein, so konnte ich bei M- Aga,r Kultur
sogar finf Pyrenoide finden. Jedes Pyrenoid ist von einer Amylo-
dextrinherde umgeben. :

* Der Kern liegt vor dem Pyrenoid. Er ist mit Jodjodlosung
behandelt deutlich zu sehen.
"~ Der Augenfleck ist klein, eiférmig und Wandstandlo' in der
Nihe des Vakuolen. ‘Er ist schwach gerétet.

Die ungeschlechtliche Fortpflanzung geschieht durch Querteilung
und Léngsteilung, wobei 2-4 Individuen. entstehen.  Dabei findet
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die erste Teilung immer querweise statt, die zweite aber lingsweise.
Die . geschlechtliche TFortpflanzung geschieht durch Isogameten, die
in den meisten Féllen je vier in einer Zelle entstehen. Die
Gameten sind mit einer Zellwand versehen, und ihrer Form nach
den vegetativen Zellen sehr @hnlich. Die ersteren sind aber etwas
kleiner als die letzteren. Die Kopulation der Gameten ist gerade,
und wird mit deren Vorderende vermittelt.

- "Die Zygosporen sind bald nach der Bildung griin und etwa
10 # lang. Sie werden spéter braun und grofer, etwa 20 # und
sind mit reinen Stirkekornern gefiillt. Die Zygosporenmembran
ist glatt und dreischichtig; die #uBere ‘und innere Schicht sind
doppelkontuiert und glinzend, die mittlere Schicht ist matt und
-weiter als die beiden anderen. Die Organisation ist dhnlich wie
die der Zygosporen von Chlamydomonas Steinii Goroschankin.
~Jedoch konnte ich, ungleich der letateren, die vierte Schicht von
aufen nicht finden. Die Zygospofenmembran wird wie die der
vegetativen Zellen mit Chlorzinkjodlosung oder I-+H, SO, gelb.

Im April hatte ich Gelegenheit eine Keimung der Zygosporen
in einer Mineralsalzlosung zu beobachten. Aus jeder .Zygospore
schliipften je vier vegetative Zellen (vergl.-Tafel III, Fig. 13).

. An dieser Stelle mdchte ich einige Worte iiber die- Vermehrung
des Pyrenoids hinzufiigen.” Dill (1896, S. 329) beobachtete schon
die Vermehrang des Pyrenoids bei C’hlamyldo-monas longistigima Dill.
Nach diesem Autor besitzt die Alge im normalen Zustande 2-3
Pyrenoide. -Bei Kulturen in verschieden prozentigen Nihrlosungen
} wachsen” die Pyrenoide zu Binderh aus und es entstehen dann
durch Abschniirungen mehrere Pyrenoide. Bei anderen Arten konnte
Dill kcine 'solche Vermehrung des Pyrenoids konstatieren. Die
Vermehrungsfihigkeit war also ein charakteristisches Merkmal von

Chlainydomonas longistigma.
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Chlamydomonas koishikavensis ist erheblich Ileiner als die obige
Art, und der Augenfleck von Chlamydomonas k. ist viel kiirzer als -
derjenigen der letzteren. Nach GroBe und Form ist unsere Art
Chlamydomonas parietaria Dill sehr dhnlich.  Chlamydomonas koishi-
kavensis 148t sich jedoch durch die Anwesenheit der Zellwand bei .
den Gameten, die nicht wandstandigen Pyrenoide, und den eiférmigen
Augenfleck von der letzteren Art unterscheiden. Hiermit mdochte
ich unsere C’hldmydomonas fiir eine neune Art hé,lten.

Familie 'Tetraspor‘aceae.

: - Chlorosphacra putrida, sp. nov.
Fundort ; Fin tibelriechendes Abwasser bei Koishikawa, Tokyo,

GroBenverhiltnis ; Durchmesser der Zéllen, 6-30 #; in meisten

' Fillen, 10-20 p.

Im normalen Zustand bildet die Alge durch lockere Verbindung
der zahlreichen Zellen eine gewebeartige Zellfamilie, und bildet so
einen griinen Uberzug auf dem Untergrundé des Abwassers. Die
GroBe der Zellfamilie ist je nach den Kulturbedingungen variabel.

Die Zellen sind beinahe kugelig; bei Bildung der Zellfamilie
werden sie infolge gegenseitigen Druckes eckig.-

Die Zellwand ist dick und besteht aus zwei ‘Schichten, von
denen die duBere dicker als die innere ist. Die duBere Schicht ist
- gallertig, und dient zur Bindung der Zellen. Mit Methylenblau
und Delafieldschem Haematoxylin firbt sich die innere Schicht
intensiver als die dnBere. o _

Der Chromatophor ist hohlkugelig, netzférmig geldchert,
mit 1-3 Pyrenoiden. Durch Férbung mit Haidenhainschem
Eisenalaun-Haematoxylin und Fuchsin ist die Struktur des Chroma-
tophors deutlich sichtbar. Das .Assimilationsprodukt ist ‘reine
Stirke und Amylodextrin. " . S -

Die Vermehrung geschieht durch Zweiteilung der Zellen,
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auBerdem findét eine Aplanosporen- und Zoosporenbildung statt.
Die Aplanosporen sind ellipsoidisch, 4 x 6 ¢ .groB. Die Zoosporen
. sind oval mit zwei Geileln etwa 3X6 g grof. Die Zahl der
Zoosporen in einer Zelle tbertrifft bei weitem diejenige der
Aplanosporen. : ! |

Die geschleehtliché Fortpflanzung findet bei dieser Alge
niemals statt. :

Die Chlorosphaera-Gattung wurde vielfach mit der Pleurococcus-
Gattung verwechselt. Doch 148t sich die erstere durch den netz-
formigen Chromatophor und die Anwesenheit der Zo_osporén-
bildung von der letzteren unschwer unterscheiden (Wille, 1911).

Es scheint daher nicht richtig, daf Migula (1907) Chlorosphaera
angulosa Klebs als Pleurococcus angulosus Menegh. Klebs bezeichnete.
De Toni teilte die Gattung Pleurococcus in zwei Sectionen, ndmlich
Fupleurococcus und Chlorosphaera. Nach diesem System miissen
die Klebsschen Chlorosphaera-Arten zur Pleurococcus-Gattung
gerechnet werden.

Nach dem Sjstem von Wille rechne ich aber meine Alge
zur Gattung Chlorosphaera Klebs. -

Alle bis jetzt bekannten Chlorosphaera-Arten bilden, soweit
meine Studien in der Literatur dariiber reichen (Klebs, 1883; De
Toni, 1889; Migula, 1907) eine kleine Zellfamilie, die hochstens
aus 64 Zellen besteht. Meine Alge bildet dagegen aoch in
der Mineralsalznihrlosung eine groBe Zellfamilie, die aus vielen
Hunderten von 'Ze]leﬁ besteht, so daf .ich meing Chlorosphaera- -
Art fiir eine neue "Art halten muB. '

Familie Oocystaceae. . .

Chlorella vulgaris Beij. Beijerinck. 1890 ; Grintzesco, 1903.

Synonym : Chlorococcum protogenitum’ (Bias) Rab. 1868 III,

S. 58..
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Varietdten : var. communis Artari, 1913.
~ var. genevensis Chodat, 1913.
var. viridis Chodat, 1913.
- var. intermedia Chodat, 1918.
" Chlorella vulgaris Beij. A
var. lutescens, var. nov.

Fundort; Aus einem Teich bei Fukagawa, Tokyo.

Durchmesser der Zellen: 3-10p, oft 154 ‘

Dies ist auch eine einzellige Alge, einzeln lebend und kugelig.
Die Zellwand ist dinn und firbt sich mit Chlorzinkjodlosung oder
'I+I;IZ SO, gelb, wonach die Zellwandsubstanz keine reine Zellulose
ist. o '
~ Der Chromatophor ist halbglockenférmig. Beim langen Aufent-
halt 'in -Glukosenihrmedien desorganisieft er leicht und entfirbt
sich.

Das Pyrenocid ist deutlich in Mineralsalznihrmedien zu erken-
nen, aber undeutlich. bej alten Kulturen in Glukosenihrmedien.

Das Plagma ist im guten Zustande der Kultur klar und granuliert
im schlechten Zus'tande (wie bei alten Kulturen in Glukosendhr-
medien u.s.w.). .

Die Fortpflanzung geschieht dufch‘AplanosporeI‘l, 4-8 in jeder
Zelle. | '
. Das Assimilationsprodukt ist glykogenartig, wahrscheinlich
Amylodextein. Beijerinck (1890, S. 758) fand bei Chiorella
vulgaris, eine mit Jod sich' braun firbende Substanz und nannte
sie schlechthin Paramylum (vergl. weiter unten).

Ehe -ich zur vergleichenden Betrachtung meiner Varietdt mit -
anderen Varietdten iibergehe, will ich kurz die Stammart, Chlorella
vulgaris Beij. erwihnen. '

Die physiologischen Untersuchungen von Beijerinck iiber die
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Stammart sind nicht so genau, 'da8 man daraus ein sicheres
physiologisches Merkmal machen kann. Es ist daher kaum ein-
Wandfr:ei, wenn Artari Chlorella communis aus ernéihrungsPhysio-
logischen Griinden von Chlorella wvulgaris Beij. unterscheidet.
Es ist auch fraglich, ob die von Grintzesco als Ch. vulgaris
bezeichnete Alge vollig mit der Stammart identisch ist. Chlorella
vulgaris Beij. dient daher heute nur als eine Sammelname von
verschiedenen physiologischen Rassen. Sie ist physiologisch nicht
bestimmbar. Unsere Chlorella 148t sich durch die schlechte
Chlorophyllbildung auf Gl-Agar oder in GI-L im Dunkeln von
Chlorella  vulgaris Grintzesco unterscheiden. ~Hinsichtlich dieser
Eigenschaft ist unsere Alge Ch. wulgaris var. communis dhnlich.
Abweichend im Charakter ist aber, dal meine Rasse, im Gegen-
satze zur Rasse von Arta.‘.r i, nicht nur in alkalischer Losung,
sondern auch in saurer gedeihen kann. Mit Bezug auf die bevor-
zugte N- nnd C-Verbindungen zeigen die beiden auch kleine
Abweichungen. .

Ich mbchte noch die folgenden Eigénschaften' bei meiner
Varietdt hervorheben, wodurch sie sich von den Rassen von Chodat
(vergl. 1913, S. 88) unterscheiden 14Bt:

1. Unsere Varietdt zeigt in ihrer Kolonie nicht die griineren

radialen Strahlen, was von var. genevensis abweicht.

2. -Sie ist leicht vergilbbar auf Gl-Agar (Abweichung von

var. viridis).

3. Sie zeigt keine Gelatineverfliissigung (Abweichung von

var. intermedia).

Auf Grund der oben genannten Eigenschaften sehe ich meine
Alge als eine neue Varietit (=physiologische Rasse) an.

Familie Coelastraceae.

Scenedesmus “obliquus (Tur.) Kg.
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Kiitzing, 1833; Rabenhorst, 1868 III, S. 64;
De Toni, 1889 I, S. 566; Brunthaler, 1913 S. 53
Chodat, 1913. . ‘ :

‘Synonym : Achnanthes obliqua . Turpm, 1828..

Scenedesmus acutus Meyen, :1828.
Scenedesmus acutus Meyen, ‘bei Grrlntzesco, 1902
var. non-liquefasciens, var. nov.

Fundort : Aus einem Teich fiir Fischkultur bei Fukaoawa., Tokyo

Lénge : 8-11p, oft 20 (bei G‘relatmekultur)

Dicke : 2-8 p.

Gewdhnlich bildet die Alge 4-8 zellige Zonobien ; héiufig
kommt sie aber auch vereinzelt vor. . ' Die Zellen sind stark poly-
morph; im normalen Zustande s1nd s1e spmdelformlg, sehr oft
werden sie aber elhpsmdlsch oder sogar kugelig.

Die Zellwand ist -diinn und besteht aus zwei Schichten. Die
duBere Schicht ist gallertig und dient zur Bindung der Zellen.
Die Zellwandsubstanz férbt sich mif I+H2 SO, gelb.

Der Chromatophor ist parletal m1t emem Ausschnitt und mit
einem Pyrenoid versehen. . |

Im schlechten Zustande 1st das Plasma sehr granuliert und
damit desorganisiert auch. der Chromatophor

Das Ass1m11at10nsprodukt unreine Stiirke, wahrschein]ich
Amylodextrin. SR : : :

Die Vermehrung cfeschleht durch Aplanosporen, die Je 2, 4,
oder 8 in jeder Zelle vorkommen : =

Petersen (1912, 8. 170) machte dara.uf aufwerksam, daB
Scenedesmus acutus an den Enden der Zellen je ein Biindel
Borsten - besitzt. Meine diesbézﬁglichen Versuche  bei var. non-
liquefasciens fielen ganz negativ aus. Die nach der Léfllerschen
Methode oder nach Zettnow versuchte Firbung blieb erfolglos.
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Auch unter Dunkelfeldbeleuchtung zeigte’ dié Alge:keine Borsten.
Es ist moglich, daB die Borsten infolge langer Kultur .verloren gingen.
Das Gelatineverfliissigungsvermogen fehlte bei:tunserér Varietit
vollig. Nach Chodat (1913,S.-30) gibt es mehrere physiologische
Rassen bei Scenedesmus. obliquus, die sich durch. ein mehr oder
weniger starkes Verflissignngsvermogen von einander unterscheiden
lassen. Ich konnte aber in seiner Arbeit keine Rasse finden, der das
Verfliissigungsvermogen fehlte. Damit ist meine ‘Alge als eine neue
Varietdt anzusehen. | ‘ SR '

L

Familie Ulotrichaceae.
Stbchococcus bacillaris Nig,
Nigeli, 1849, P. 76. Tafel, IV ; Rabenh01 st, 1868
III, P. 47; Hansgirg, 1886, P. 139; De TOI).I, 1886.
I, P. 686. (Pyren01de s1norulo 1nstructa) Wllle, 1911;
Chodat, 1913
var. viridis, var. nov.
Fundort : Ein Teich fiir Flschkultur, be1 Fukaoawa Tokyo
Léange : 3-8 # bei M—Agar oder M-L.
6-14 ¢ bei Gl-Agar oder Gl-L.
14-20 12 bei 229% Glukoselsung.
bis 30 # bei. Glukosegelatme -
" Dicke: 2-3 s ' _
Es ist eine einzellige Alo'e, die 1mmer verelnzelt lebt ‘Die
Zellform ist stdbchenférmig und oft an emem Ende der Ze]len
gabelig oder verdickt: (polymorph).
" Die Linge der Zellen lst sehr varlabel die Dicke aber ziem-
lich ‘konstant. R o
Die Zellwand ist diinn und farbt sich mit Chlorzmk]odlosung
oder I+H, 80, gelb. '

~ Die Alge ist mit einer parietalen 'Chlofophy‘llplatté versehen,

-
(N
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-die niemals ein Pyrenoid besitzt.

Hansgirg; De Toni, und Wille haltén eine mit Pyrenoid
versehene Alge fiir Stichococcus bacillaris. Diese Ansicht kann ich
aber nicht teilen. Ich schlieBe mich dabei vollig der Ansicht von
Chodat (1913, S: 145) an. Nach Chodat (P09, 8. 117) scheint
das Korperchen in-den Flo'uren von Ni geli identisch mit einem
‘Oltropfen zu sein. ." ‘ : '

Das Plasma 1st im guten Zustande der. Kultur klar, bei
schlechtem aber granuliert. Die Chlorophyllplatte wird bei allen
Kulturen in Glukésendhrmedien wellig, und teilt sich schlieBlich
in mehrere Plittchen. .

- Die Vermehrung erfolgt durch Zweiteilung der Zellen.

Unsere A]rfe 148t sich deutlich durch ihre Gr 0Benverhiltnisse von
-Stichococcus pallescens Chodat und St. minor (Nédg.) Chodat unter--
scheiden. Durch das Fehlen der Gelatineverflissigung 148t sich unsere
Alge von St. bacillaris unterscheiden. Unsere Alge verblaBt nicht
in einer als N-Quéﬂe mit Kaliumnitrat versehenen Nahrlosung im
Dunkeln. Diese Erscheinung weicht von der von Artari (1902,
S. 203) bei Stichococcus bacillaris konstatierten vollig ab. "Das Ver-
halten ceoén saure . 'L'iisunc'r ist auch von der Stammart abweichend.

Aus diesem Grunde ist  unsere . Alve eine neue Varietit von
Stzchococcus baczllams o

. V‘ll.- Farbenwechsel.

Wihrend der Untersuchungen iiber die Nihrwerte der C-
Verbindangen zog. die Vergilbungserscheinung meine besondere
Aufmerksamkelt auf sich. Dabei fand ich dieselbe Erscheinung
bei Glukose wie auch bei den anderen bevorzugten Zuckernihr-
medien, wahrend 1ch bei Mmeralsalznahrmedlen keme solche beo-
_'bachten konnte.
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Die vergilbten Algen wurden nach lingerer Kultur ganz
farblos, um endlich abzusterben ; die Algen in Mineralsalzndhrmedien
blieben dagegen schon griin. | o

Der Entfirbungsvorgang trat bei den Glukosendbrmedien, die
eine N-Quelle in Form von Ammoniak .enthielten,. frithzeitig hervor.

Die ungeniigenden bisherigen Erfahrungen betreffs des Ent-
farbungsvorgangs der Algen veranlaften mich weitere Versuche
anzustellen. : ,'

Nachdem wir einen Uberblick uber die bisherigen Angaben der
in Frage stehenden Erscheinungen-gewonnen haben, méchte ich zur
Besprechung der Resultate unserer eigenen Untersuchungen ibergehen.
Als Erliuterung méchte ich zundchst die folgende Tabelle zeigen.

Am Lichte
Autoren Jahre Algen od. im ' Kurze Darstellungen
. Dunkeln .
Artari 1902 | Stichococcus bacillaris. | Im Bei KNO; u. Leucin farblos,
: . Dunkeln. | bei Asparagin u. Pepton griin.
» 1902 | Scenedesmus caudatus. Am L. In 3-59% Glukoselosung farblos.
e ) 1906 | Chlorelle communis. | Im D. | In 19 Glukoseldsung gelbgrimn.
» 1913 | Chlamydomonas Ehren-| Im D. Verhilt sich wie Ch. communis
ber gu . :
" Boresch 1913 Pho'rmtdwmu Ghlamy— Am L. Durch N-Mangel entfirbt.
- , . | domonas. ;
Chodat 1913 | Chlorella vulgaris. Am L. Durch schlechtes Equilibrivm zwmchen
: den Mengen der C-und N-Verbindun-
i gen entfirbt.
" Gaidukov 1903 | Oscillaria sancta. Komplementtire chromatns\,he Adapta-
tion.
Grintzesco 1902 | Scenedesmus acutus. Am L. Bei 1-2% Grlukosena.hrboden vergilbt.
" 1903 | Chlorelle vulgaris. Am L. Bei - nicht vergilbt.
Kriiger 1894 | Chlovella protothecoides| Am L. Bei verschigdéhen N- und C-Verb. ver-
. . Chlorothecium saccharo- blagt.
. philum. '
. Kufferath 1913 | Chlovella luteo-viridis | Am L. Bei ,,gelose glycerin-pomme de terre
var. lutescens. : saccharose® und bei verschiedenen
) . ) . . . Zuckerarten entfirbt.
" ‘Magnus . 1912 | Oscillarien. ’ Am L. | Durch N-Mangel entfirbt.
. Schindler ' . i
Schindler 1913.{ Oscillarien. | Durch N-Mangel entfiirbt.
Matruchot u. | 1900 | Stichococeus bacillaris| Am L. | Bei 39 Dextrin- od. Livulosegelatine
Molliard ) vergilbt. ]
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[ Am Lioht —
Autoren Jahre Algen od. im Kurze Darstellungen
- : Dunkeln o s
E. Pringsheim 1913 Ruglena gracilis. Die Ursacher. der Entfirbung: Dunkel-
N kultur, iippige Emihrung und N-
Mangel. .
Zumnostein 1900 | Euglena gmcz’lis.' Am L. In sehr reichen orgamschen Lis. firblos.
- : (Zumstein kannte auch den Einflupf des
Stickstoffs).
Im D. In organischen Nﬁhﬁﬁsungen ‘farblos.

Betreffs der fritheren Angaben moge  man auch die Angabe
von Kufferath (1913) zam Vercrlelch ‘ziehen. ‘
Aqs den oben angefiihrten »Angaben geht hervor, daB die
reiche Ernihrung an Kohlenstoff selbst im Licht eine Vergilbung
oder ginzliche Entfirbung hervorruft. - Nach den Angaben von
Boresch, Schindler und Chodat wissen wir, daB diese
Erscheinung durch einen N-Mangel hervorgerufen wird. ‘
Beachtenswert ist die Behauptung von Chodat (1903, S: 91). Er
hat den Vergilbungsvorgang auf das schlechte Equilibrinm zwischen.
den Mengen der C- und N-Verbindungen zuriickgefihrt. Diese
Ansicht griindete sich aber nicht auf ausfiihrliche Untersuchungen,
sondern ist zum Teil hypothetisch, und die Frage, wie sich der
Saprophytismus und der N-Mangel zu einander verhalten, blieb offen.
Beziiglich der Verblassung im °Dunkeln, so fiihrt Artari
(1902, S. 206) sie auf die schlechten Nahrbedingungen zuriick. Nach
diesem Anuntor kann Stichococcus bacillaris bei der Ernahrung mit
bevorzugten N-Verbindungen, wie Asparagin oder weinsaures Am-
monium, selbst im Dunkeln. schénes Chlorophyll bilden, wéhrend
die Alge bei der Ernahrung mit KNO, oder Leucin farblos wird.
Viele Abhandlungen &uBern sich dahin, daB die Farbstoffbildung
von der Lichtintensitit abhéingt. Berthold (1882) machte darauf
aunfmerksam, daB viele Florideen infolge starker Lichtintensitit ver-
blassen. Die Beobachtungen von Oltmanns (1892, 'S. 406)
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stimmten  weitgehend mit denen von Berthold iiberein.
Nadson (1908)° hat darauf hingewiesen, da8 Phormidium im
hellen Sonnenschein hellgelb wird. In der neueren Arbeit von
Kylin (1912, S. 536 ff.) sieht man eine ganze Reihe solcher
Beispiele bei Cyanophyceen und Florideen.

Schon Gaidukov in 1902 wies hin auf die komplementire
chromatische Adaptation der Algen (vergl. Gaidukov 1903). Dieser
Autor kultivierte Oscillaria sancta und Os. caldariosum hinter
farbigen Losungen und fand, daB die Algen eine Komplementér-
farbe der auf sie fallenden Strahlen annahmen. Schon im Jahre
1900 bemerkte Nadson” eine dhnliche Erscheinung in der Natar.
Nach diesem’ Autor sind die in Muschelschalen ‘lebenden ‘Cyano-
phyceen und Conchocoelis, sp. (eine Art der Chlbrophyceae) im
tiefen Wasser rot, im flachen dagegen griin. Es scheint daher, als
ob die Algen eine Komplementsrfarbe zu den in ihrem Standorte
iiberwiegend auf sie fallenden Strahlen annehmen.

Die Theorie von Gaidukov ist heute aber nicht mehr stich-
haltig. So konstatierte Schindler (1918) bei Oscillarien den
Einflu der Lichtintensitit aunf die Farbenverélﬁderung, .ohne eine
Beéinﬂussung im Sinne von Gaidukov dabei wahrzunehmen.
Dagegen hebt Schindler den EinfluB von N-Mangel auf die
Farbenverinderung hervor. RS

Es ist klar, daB die Farbenverinderung -der Cyanophyceen
bald auf einem N-Mangel und bald auf der Zerstérung durch starke
Lichtintensitdt beruht.

Die Zerstérungskraft des Lichtes gegen das Chlorophyll ist:
uns seit langer Zeit bekannt. Dies wurde hauptsichlich vermittels
Anwendung alkoholischer Losungen bestétigt. Ich verweise in
dieser Beziehung namentlich auf dic Arbeiten von Sachs (1864, S.

1) Zitiert nach Schindler, 1913.
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362) und Reinke (1885, 8. 128). Das lebende Ohlorophyll ist
aber ziemlich lichtfest.

~ N. Pringsheim (1879, 8. 326 ff.) war der erste, welcher die
Zerstorung des lebenden Chlorophylls durch intensives Licht bemerkte.

Nach Wiesner (1874) soll die Lichtfestigkeit des Chlorophylls
im' lebenden Korper eine nur scheinbare sein.’ Beim lebenden
Chlorophyll findet fortwihrend sowohl eine Zerstérung als auch
eine Neubildung des Chlorophylls statt, und nur beim Gleichgev;ri'cht.
der beiden Prozesse bleibt die Totalmenge des Chlorophylls gleich.
Diese Ansicht wurde spiter von Iwanowski (1913), und im etwas
anderen Sinne, von W ager (19 14)A unterstiitzt. Nach W a ger geht.
die Zerstorung des Chlorophylls im Lichte mit der CO, -Assimilation
hand in hand. Die Folge der Zerstérung des Chlorophylls ist die
Bildung von Aldehyd und .einer anderen oxydierbaren Substanz. |

Die Arbeiten von Sachs, Reinke und Wager zeigen, im A
Gegensatz zum Resultat von N. Pringsheim, iibereinstimmend,
‘daB rote Strahlen das Chlorophyll rascher als blaue Strahlen zu
zerstoren vermogen.

Beachtenswert sind hler die Resultate von Kriiger (1894)'
Nach diesem Autor verblassen Chlorella protothecoides und Chlorothe-
cium saccharophilum sowohl in verschiedenen C-Verbindungen als
auch in verschiedenen N -Verbindungen. Die Verblassung in den
letzteren Verbindungen muf aber einer Kritik unterzogen werden.
Nach Krﬁgér verblassen die oben genannten Algeh sowohl in
anorganischen als auch in organischen N-Verbindungen. Bemerkens-
wert ‘ist, daB er denselben immer Glukose in einer Dosis von 1%
zusetzte. Nach meiner Meinung muB die Verblassung bei KNO, auf
die Wirkung der Glukose zuriickgefiihrt werden. Die Verblassung
bei anorganischen Ammoniumverbindungen konnte ich auch bei
unseren Algen beobachten. Néheres dariiber folgt spiter.
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Nun fragt es sich, ob die Verblassung und Vergilbung der
Algen bei reichen organiéchen Stickstoffverbindungen ohne Zusatz
von Zucker vor sich gehen konnen. Nach meinen eigenen Unter-
suchungen bin ich geneigt zu denken, daB diese Erscheinungen
dann nicht auftretén. Das von Krii ger bei weinsaurem Ammonium,
Asparagin, oder Pepton konstatierte Verblassen wird wahrscheinlich
auf der Wirkung der Glukose beruhen.

A. BEDINGUNGEN DER VERGILBUNG.

1. ,Beziehungen zwischen der Vergilbung. und den
C-Verbindungen.

~ Wir haben schon bei-den Untersuchungen iiber die Nahrwerte
der C-Verbindungen gesehen, daB Chlorella 1., Stichococcus wv.,
Scenedesmus n. und Chlorosphaera p. frither oder spiter bei Gl-
Agar oder. GI-L vergilben. Bei Chlamydomonas k. konnte ich aber
in diesen Nihrmedien keine Vergilbung wahrnehmen. Im Winter
sieht man aber, daB der an der Oberfliche der Nahrlgsungen (M--
L od. GI-L) und an der Glaswand liegende Teil der Kulturen sich
braun firbt. . Nach der Untersuchung wurde es aber klar, daB die
Entfirbung durch die Gegenwart von gelben, kugeligen, mit Stirke
gefiillten Zellen verursacht wird. Man konnte jene - Entfarbung
vielleicht als eine Uberwinterungserscheinung betrachten.

Die Kontrollkulturen von Chlorella l., Stichococcus v. und
Scenedesmus n. auf M-Agar oder in M-L waren noch nach Verlauf .
von etwa einem Jahre frisch griin. Der Fall liegt bei Chlorosphaera
p. etwas anders. So beobachtete ich oft die Vergilbungserscheinung
nach lingerer Kultur sowohl in. M-L (Kontrollkultur) als anch in
Gl-L. ‘Ich konnte aber feststellen, daB bei diesen Losungen die
Lichtintensitit von groBer Bedeutung ist. So fand ich bei den
Versuchen im Winter oder .imi Friihling keine Entfirbung in M-L.
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Im Sommer passierte es mir aber gegen meine Erwartung, daf im -
Verlauf von drei Monaten fiinf vor dem Fenster aufgestellte
Kulturen vergilbten, und fiinf andere vom Fenster entfernt auf-
gestellte Kulturen ganz griin blieben. ‘

" Es ist von einigem Interesse zu finden, daB sich bei Gl-
Gelatine kein Vergilbungsvorgang zeigt. So konnte ich z B. bei
Chlorella 1., Stichococcus v. und Scenedemus n. denselben in einer
Stichkultur sogar nach Verlauf von sieben Monaten noch nicht
beobachten. Die Algenentwicklung auf Glukosegelatine steht der-
jenigen auf Gl-Agar bei weitem nach, woraus sich schlieBen 1d8t, daB
die Assimilation der Glukose auf Glukosegelatine langsamer vor sich
geht. - Die Abwesenheit der Vergilbungserscheinung bei Anwendung
von (1-Gelatine ist augenscheinlich darauf zuriickzufiihren. . -

Nun will ich besonders auf die Versuche mit der Agarkultur,
bei deénen 1% C-Quelle enthalten war, etwas ndher eingehen.
Die Versuchsprotokolle sieht man im Kapitel 5, Abschnitt V. Die
Resultate waren wie folgt : . :

Chlorella 1. v

-Vergilbt sowohl bei Strich- als anch Stichkultur :

’ ‘ Glukose, Galaktose, Saccharose,

: Mannose und Mannit.

Vergilbt nur bei Stichkultur : Maltose.

Vergilbt weder bei Strich- noch bei Stichkultar :

Raffinose, Inulin, Glyzerin und Laktose.

Die Algenentwicklung einer vergilbbareh Strichkultur tbertriftt
bei weitem die bei der nicht vergilbbaren Strichkultur. Das Ver-
halten bei der Stichkultur ist aber unregelmiBig.

Stichococcus .v.

Vergilbt sowohl bei Strich-

als auch bei Stichkultur: Glukose und Mannose.
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| Vergilbt nur bei Stichkultur: Galaktose und Maltose.
Vergilbt weder bei Strich-
noch bei Stichkultur : Saccharose, Mannit, Raffinose,
Laktose, Inulin und Glyzerin.

Die Algenentwicklung dibertrifit bei vergilbbarer Strichkultar
bei weitem die bei der nicht vergilbbaren Strichkultur. Das Ver-
halten bei der Stichkultur ist aber unregelmiBig.

Scenedesmus n.

Vergilbt sowohl bei Strich-als

auch bei Stichkultur : Glukose, Galaktose, Mannit,
‘ Maltose und Mannose.
Vergilbt nur bei Strichkunltur: Saccharose und Laktose.
Vergilbt nicht bei Strichkultur : Raffinose. Inulin und Gly-
. zerin. _
Vergilbt nicht bei Stichkultur : Saccharose, Laktose, Raffinose,
Inulin und Glyzerin.
Beim nicht vergilbbaren Zustande bei Stichkultur weisen die
Algen in den meisten Fillen geringere Entwicklung als beim
vergilbbaren Zustande auf. Bei der Strichkultur liegt der Fall ganz
anders. Bei dieser ist der Anaérobismus stark ausgepragt, und daher
ist die Algenentwicklung sehr schlecht. Ungeachtet dessen vergilbt
die Alge frithzeitig, woraus wir schlieBen konnen, daf die Luft als
solche bei dieser Kultur eine giftige Einwirkung ausiiben kann.
Chlorosphaera p.
Vergilbt bei Strichkultur  : Glukose, (Galaktose ?) Mannit,
o ‘ Raffinose und Laktose.

»w bei_ Stichkultur : Saccharose, Maltose, Mannit,
Raffinose und Laktose.

Vergilbt nicht bei Strichkultur : Sacch'arosé, Maltose, Mannose

und Glyzerin.
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Vergilbt nicht bei Stichkultur : Glukose, Galactose, Mannose
und Glyzerin.

Bei der Strichkultur konnte ich . beobachten, daf die
bessere Algenentwicklung eine Vergilbung mit sich bringt. Bei der
Stichkultur ist es umgekehrt. Bei Glukose, Galaktose und Mannose
ist die Entwicklﬁng besser als bei Saccharose, Maltose, Mannit, Raf- A
finose und Laktose. Die Vergilbungserscheinung tritt nur bei den
letztgenannteﬁ C-Quellen auf. Bei Glyzerin ist die Algenentwicklung
schwach, und da ist keine Vergilbung.

Chlamydomonas k.

Bei keinen der zu den Versuchen angewandten C- Verbmdungen
" trat eine Vercnlbuno ein. .

Von den oben erwihnten Resultaten seien die folgenden be-
sonders hervorgehoben. ,

a). Stichococcus wv. vergilbt nicht bei der Galaktoseagar_—
strichkultur ; dagegen vergilbt er bei der Stichkultur im
selben Medium. Ahnlich verhalten sich die Maltoseagar-
kulturen von Chlorella 1. und Stickococcus v.

.b), Bei ein und derselben Kulturweise rufen die verschiedenen
C-Quellen friiher oder spiter Vergilbung hervor (siehe
Kapitel 3 dieses Abschnitts).

Betrachten wir die. Bezichung zwischen Vergilbung - und Algen-
entwicklung, so sehen wir, daB die beiden Erscheinnngen in vielen
Fillen parallel gehen, z B. bei den Strichkulturen von Chlorella I.
Stichococcus v. und Chlorospheera p., und bei den Stichkulturen -
von Scenedesmus n. und Stichococcus v. In diesen Fillen ibertrifft
die Algénentwicklung der vergilbbé,ren Kulturen bei weitem diejenige
der nicht vergilbbaren. Es mag sein, daB die C-Verbindungen bei
den nicht vergilbbaren Kulturen fiir die Algen schwer assimilierbar
 sind. Man kann daher bei der vergilbbaren Kultur eine sapro-
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phytische Lebensweise vermuten, als dessen Folge die Vergilbungs-
erscheinung eintritt. Ob. aber diese Vermutung richtig ist, wird
spater diskutiert werden. o T

Bei der Strichkultar von Scenedesmus n. und bei ‘der Stich-
kultur von Chlorosphaera p. ist das Wachstum bei der vergilbbaren
- Kultur viel geringer als das bei der nicht vergilbbaren Kultur. Das
Verhalten von Scenedesmus n. ist aber begreiflich, wenn man an
die stark mikroasrophile Figenschaft dieser Alge bei den vergilb-
baren Kulturen denkt. So scheint es -natiirlich, daf die Algen-
entwicklung bei der vergilbbaren Strichkultur der nicht vergilbbare_n'
Kultur nachsteht. Wie ist nun das Verhalten von Chlorosphaera p.
bei der Stichkultur erklirlich ? Es scheint mir hier ‘eine besondere
Eigenschaft der Alge vorzuliegen. Die Entwicklung in Glukose-,
Galaktose- und Mannoseagarstichkulturen iibertrifft diejenige der
vergilbbaren Stichkulturen. Man findet aber keine Vergilbung bei
den erst genannten Kulturen. Die Entwicklung bei Glyzerinagarstich-
kultur ist dhnlich wie die bei den Vergilbbaren_ Stichkulturen.
Glyzerin ist fiir Chlorosphaera p. schwer assimilierbar. Die Abwesen-
heit der Vergilbungserscheinung versteht sich daher von selbst.

_Ahnlich verhiilt sich die Stichkultur von Chlorella I. Die Ent-
wicklung bei Raffinoseagarstichkultur iibertrifft erheblich diejenige der
vergilbbaren Stichkulturen. Trotzdem findet man keine Vergilbung
bei der ersteren. Die Entwicklung bei Inulin- Glyzerin-und Laktose-
agarstichkultur ist dhnlich wie die bei den vergilbbaren Stichkulturen.
Diesé drei C-Verbindungen sind fiir Chlorella I. schwer assimilierbar,
womit die Abwesenheit der Vergilbungsefscheinung erklirlich ist.

Es ist noch besonders hervorzuheben, daf8 die Entwicklung
bei den vergilbbaren Stichkulturen oft der bei den nicht vergilb-
baren Stichkulturen nachsteht. In diesem Falle sieht man einen
ziemlich deutlichen Mikroagrobismus bei den letzteren Kulturen,
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Es ist aber auf eine besondere Eigenschaft der Chlorosphaera p.
und Chilorella 1. zuriickzufiihren, daB bei den nicht vergilbbaren
Stichkulturen trotz groBerer Entwicklung der Algen ‘keine Ver-
gilbung zustande kommt. ' ' :

Aus dem oben Gesagten ergibt sich, daB die Algen bel
verschiedenen ‘Wachstumsgraden zu einer saprophytischen Lebens-
weise iibergehen Lkonnen. Dies sollte eine Beweis dafiir sein, dab
die Vergilbung eine Okologische Erscheinung ist. '

Weiterhin stellte ich Versuche an, um die Beziehungen zwischen
Vergilbung und Konzentration der Glukose bei Chlorella I. und
Stichococcus v. festzustellen. Betreffs der Versuchsprotokolle verweise
ich auf den Unterabschnitt C.

Als Resultat ergab sich, daB die beiden Algen auch auf einem
mit 1%, 2%, 5/ oder 10/ Glukose versehenen Agarna,hrboden

vergilbten. '

Bei Chiorella I. machte ich weitere Versuche mit N ahrlosungen
Die Resultate waren dhnlich wie die bei Agarkultur. Ein Zusatz
0.5%-Glukose, sowohl bei _L6suﬁgs- al§ auch bei Agarkultur, rief
keine Vergilbung hervor.

© Zum Schluf dieses Kapitels will ich meinen Versuch iber
den Einflud von Maltose auf die Vergilbung von Scenedesmus n.
beschreiben. .

Nach Beijerinck (1890) wird Scenedesmus acutus bei Malz-
‘extraktgelatine farblos, die 12% Maltose enthélt.  Er sagt ,,Das
Chromatophor verliert auf solchem substanzreichen Nahrboden aber
die frisch griine Farbe, und ausschlieBlich sieht man von Chlorophyll-
farbsstoff kaum etwas mehr: (siche S.. 730).

Da aber sein Nihrboden eine unbekannte Zusammensetzung
‘hatte, war es sehr fraglich, ob die Verblassung wirklich mit dem ,,sub-
stanzreichen Nahrboden* im Zusammenhang stand:” Es schien mir
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daher notig eine Nachprifung vorzunehmen. Dabei bediente
ich mich eines Néahrbodens mit folgender Zusamme‘ns'etzung;
M-L obne Ca (NO,),+CaCl, 0.1%
+ Gelatine 15%
4 Maltose
Mit oder ohne weitere Zugabe von N-Verbindung.
Das Néhrsubstrat wurde zu je 7 cm® in Probierrdhren gegossen.
Nach der Sterilisation' wurde eine Stichkultur hergestellt Die
Versuchsprotokolle sind die folgenden :

Kult-urdauer : 10/XTI°13-19/V ’14,

+29% Maltose .......................... ger. M. farblos!

+5 ’ e e i | do )
C+12 e i ”

. +29% Maltose +0.29 Ca (NOy), .......... ],

+5 s + 3 e »

+12  ,, <+ R |,

+29% Maltose+0.29% Asparagin........... o

+5 » |+ - R »

+12 »n  + 3 e iieeia.. ’

Weitere Versuche wurden mit Maltoseagarstichkultur gemacht.

Kulturdauver : 28/VI-22/IX.

M-Agar+2% Maltose. ........... g. M,; griin
» +5 B e do.
» +10 P A s. g. M.; grin

Bei Maltosegelatine trat die Entfirbung deutlich auf. Diese
148t sich aber nicht auf reiche Ernihrung, sondern vielmehr auf
eine schlechte Ernihrung zuriickfiihren, weil die Entwicklung dabei
sehr schlecht war. Die Richtigkeit dieser Annahme folgt auch
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daraus, daB die Alge bei Agarkultur keine Entfirbung hervorruft.
Wir haben schon im Abschnitte V' beobachtet, daB Scenedesmus
beim 1% Maltoseagar im Verlaufe von fiinf Monaten vergilbte aber
keineswegs weib wurde. Jedenfalls' ging die Entfarbuno im Smne
von Be1]er1nck nie vor sich. . '

Daher halte ich die verblassende Wirkung von Maltose im
Sinne von Beijerinck kaum fiir moglich. Es'ist  unbestimmt,
ob die von  Beijerinck erforschte Alge nicht einer anderen
Rasse von Scenedesmus obliquus angehort. '

2. .Vergi_lbun'gsst’and bei G‘luk(_)sénléihrmedien‘.'
Um das Wesen der Vergilbungserscheinung klar zu' stellen,
beobachtete ich  besonders vorsichtig den
Vérgilbungsstand- bei . Glukosendhragar.
Der Vergilbungsstand - ist besonders

kompliziert. Es ist zundchst zu be-
merken,  daB der ' Vergilbungsstand je

 nach der ‘anaéroben oder aéroben Ent-
wicklung deutliche - Verschiedenheiten

aufweist. Hiermit unterscheidet - sich
der' Vergilbungsstand bei- Scenedesmus n.

Fig. 6.  ‘Fig. 7.
Schematische Darstellungen vom deutlich- von' dem ‘.der" -anderen unter-

‘Wachstumsstande bei Ohlorella A suchten Algen.. ,
und Stichococcus v.
Fig. 6. Strichbelag von oben

gesehen.
Fig 7. Stichbelag von den a). Vercnlbunosstand bel Chlorella L.
Seiten gesehen. und Stzchococcus v.
Erste Vergilbungszone geschwiirzt o
(Bridiirang im Text) . . Der Wachstumsstand dieser Algen

bei Glukoseagar-Strichkultur und:Stichkultur ist aus den beigefiigten
Abbildungen zu ersehen. Dabei zeigt, (1) erster Wachstumsbezirk,
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(2) zweiter und (3) dritter. Die Vergilbung bei der Strichkultur
tritt zuerst im dritten Wachstumsbezirk ein. Die Vergilbung
des folgenden Wachstumsbezirks hingt .von der Bestrahlung ab. |
Bestrahlt an der Oberfliche der Agarschrige schreitet die Vergilbung
bis in die Mitte des an der Oberfliche befindlichen Teils des Algen-
belags fort; die hinteren und zentralen Teile des Algenbelags
bleiben dabei lange griin. SchlieBlich vergilbt auch der hintere Teil,
und nur der zentrale Teil behdlt eine griine Farbe. Wird die
Hinterseite des Agars bestrahlt, so vergilbt der hintere Teil gleich-
zeitig mit der Oberflache.

Bei Stichkultur tritt die Vergilbung zuerst am peripherischen
Teil des Algenbelags auf. Die Oberfliche bleibt dabei lange griin.
Dies zeigt, daB in diesem Fall die Luft eine hemmende Wirkung
auf die Vergilbung ausiibt. Bei der Vergilbung in der Stichkultur
konnte ich keinen EinfluB einseitiger Beleuchtung konstatieren. Der
Algenbelag vergilbte in gleicher Weise, einerlei von welcher Seite er
belenchtet wurde. a ,

Um eine einseitige Beleuchtung zu erhalten, geniigt es diffuses
Licht durch das Fenster direkt auf eine Seite der Kulturrdhren
fallen zu lassen, oder die Kulturrohren mit durchlchertem schwarzen
Papier zu bedecken, durch dessen Locher das Licht auf die Kultar fllt.

Der Vérgﬂbungsstand von C’hlorosjohaera p. hingt gleichfalls
von der Beleuchtung ab. Bei Strichkultur fand ich aber eine gléich-
miBige Vergilbung der Oberfliche des Algenbelags, wenn die
Strichkaltur von der Oberfliche beleuchtet wurde ; die hintere Seite
behielt aber lange ihre griine Farbe. '

. b). Vergilbungsstand bei Scenedesmus n.

Glukosestrichkultur weist, wie schon erwihnt, eine schlechte
Entwicklung auf, und es. zeigt sich nur ein kleiner: Algenbelag.
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Dieser wird friihzeitiz gelbraun und dann weif. Die Entfirbung
- beginnt in der Mitte dér Oberfliche des Belags, dann verfirbt sich
der peripherische Teil. Der hintere Teil bleibt dagegen lange griin,
und ich konnte keinen EinfluB der einseitigen Beleuchtung kon-
statieren. Der Vergilbungsstand war der gleiche, ob die Kultur -
.von der Oberfliche oder von der Hinterseite des Agars beleuchtet
wurde. Daraus kann man schlieBen, daB der Vergilbungsstand in
diesem Falle vollig von der Luft abhingt (vergl. Fig. 8; 1, Erste
Wachstumszone, 2, zweite, 3, dritte; entfirbte Teile geschwirzt).

Bei der Stichkultur vergilbt der obere der Lﬁft ausgesetzte
Teil des Belags friihzeitig. Daraus

ersicht man die nachteilige Ein-

wirkung der Luft. Bei lingerer

Kulturdaﬁerj vergilbt der peripherische
Teil des Belags. In diesem Falle

konnte ich den EinfluB -eingeitiger

Beleuchtung beobachten. Die Vergil-

‘bung beginnt auf der beleuchteten Seite

des Belags. Bei alter Stichkultur ver- Fig. 8. Fig. ©.
Schematische . Darstellungen vom

blaBt der obere Teil des Belags vollig,  Wachstumsstande bei Scenedesmus n.

. . crp Fig. 8. Strichbel den Seit
der innere Teil aber behilt eine gelb- & 5 von den Beften

gesehen. ]
griine Farbe. (vergl. Fig. 9, Bezeich-  Tig 9. Stichbelag von den Seiten
. . .. . gesehen.
nung dieselbe wie in 8). _ (Erklirang im Text.)

Nun noch. einige Worte iiber den Vergilbungsstand bei der
Glukoselosungkultur. Bei dieser befindet sich die Algenmasse am
Boden der Kolben. Bei Chlorella I. und Scenedesmus n. beginnt die
Vergilbung zuerst an der oberen Schicht der Algenmasse.” Wir
konnen also einen Einfluf des Lichtes annehmen. Bei Stichococcus
v. und Chlorosphaera p. tritt die Vercnlbuncr glelchmaﬁw bei allen
Teilen der Algenmasse auf.
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-‘Aus obigem geht hervor, daB -Luft und Licht bei ‘der Ver:
gllbunorserschemuncr von- grofer ~Bedeutung. smd - Hs. fragt sich
nun, ob sie die hauptsichlichen Ursachen der Vergilbung smd.-. Sié
konnen allerdings oft.einen groBen Einﬂula auf die Vergilbung austiben:;
die- hauptséchliche Ursache bilden sie jedoch nie. -Die’ Vergilbung
bei -der- Strichkultur- von Scenedesmus n. mub ohne Zweifel auf der
Gegenwart - der Glukose  und der schidigenden -Einwirkung:der ‘Luft
beruhen. - In diesem--Falle ist die’ Gegenwart "der - Glukose. die
H_a.uptursache, weil die Verfiarbung nie beim M-Agar ,é,uf’or;itt-; ~Einén
groBen aber untergeordneten EinfluB ibt auf die” Entfdrburg auch
das Licht aus. S R e .

"Man denke auch an die Ver0'1lbun0 sowohl bel der Strlch als
auch bei der Stichkultur von_. Chlorella:l.; und -Stichococgus- v. - und
bei der Stichkultur von Scenedesmus n. . Die - Vergilbqng“'.beginnt
bei der Strichkultur zuerst an- den. Réindern des ;Algenbelags und
bei der -Stichkultur am peripherischen- Teil -des Bel@és. -Es ist sehr
- 'wohl méglich, daB die zuerst.vergilbenden Teile - mit “reicherer Er-
ndhrung und bevorzugten Wachstumsbedingungen ausgestattet sind.
So-kann man’ bei jenen Teilen des Algenbelags immer einé,- ‘weitere -
EﬁtWidklung. beobadhten.- Daheér “konnte mar bei den "zuerst ' ver-
gilberideri Teilen an die neueste - Generation -der 'Algen- denken.
Bei der Vergilb‘u’ng von Strichkultar ist’ sowohl die Luft, als auch
das Licht -nin;"vo‘n ‘ﬁntergeordneter Wichtigkeit,‘de“nn,- obgleich alle
Teile' der Luft und dem Lichite -in gleicher Wéis‘e ausgesetzt sind,
vergilben zunéichst die- Rinder  des Belags, wihrend- die Vergilbung -
des ‘mittleren Teils erst: §piter einsetzt. - Bei<, der - Stichkultur bt
das Licht -oft eine bedeuteride “Wirkung - aus, «doch kann auch die
beschattete Seite des Belags spéter vergilben. ’ RIS

"~Aus’ demoben erwdhnten ergibt sich, da,B dle hauptsachhchste
Ursaehe der Vergilbung im Vorhandensein-von -Glukose Hegt::
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3. Von der Uberimpfung bis zur Vergilbung
vercranorene Zeitdauer. . |
D1e vercrllbbaren Kulturen besitzen im frlschen Zustande eine
fast gleich griine Farbe, w1e die Kulturen auf und in Mineralsalz-
nahrboden Erst nach mehr oder weniger langer Zeltdauer beginnen
sie zu vergllben Dlesbezuchche Beobachtuncren sind sehr spirlich.
Ohne- besondere Vorsmht soll man oft dle Endfarben fiir normal
halten. Um diese: Lucke etwas auszufu]len teile ich die folgenden
Beobachtunoren mlt a.ber dle gewonnenen Resultate sind nicht ganz
prézis., - Sie genucren Jedoch die Verschiedenheit der Zeitdauer, die
von der Uberlmpfuno' b1s zur Vergilbung verflieBt, zu zeigen. Alle
Daten wurden dem' Abschnitte V' entnommen
Kulturbedmcuncen Zlmmeltemperatur dlffuses Licht.
Zeitdauer bei Agarkuluuren. ‘

.p

Chlorella 1.

M-Agar | Strichkultur - Stichkultur -

+29% Glukose' | Etwa 94 Tage (22/XT-14/II) | 101 Tage (22‘/XI—2/III)
+29§ Galaktsse- |, ,; - 683 »  (4/XI1I-10/II) 89 ,, (4/XII-3/III)
+29 Mannose |, 68 , ((4/XT=10/I) | 89 ,  (4/XII-3/IM)

+29§ Mannit "\, 68! , /(4/XII-10/IT) | 146 ,, (4/XII-29/IV)
+29%. Saccharose’| ., 146 - (4/\11—29/IV) 89 ,  (4/XII-3/IL)
+29¢. Maltose | Keine Vermlbung : {89 ,,  (4XII-3/III)

Stichococeus 1.

) BI—Agf&r_ R _Sf»ficl']kultur ‘ © .Stichkulﬁu".‘

194 Tage (29/XI-3/I1I)

o (29/XT-26/I1T) ‘
. +29 Galaktose - | 146 -, (4/XII-29/IV) | 113 ;, (4/XTI-27/III)
2% .Mgnndse:— - +| Keine . Vergilbung . - 113, (4/XI1-27/I01)

+929 Maltose Keine Vergilbung 13", (4/XII-27/IIT)
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Scenedesmus v. (C-Quelle, 1%)

M-Agar Strichkultur - Stichkultur
+ Glukose GelbweiB nach 2 Monaten| Gelbgriin
(21/VI-23/VIII) nach {2 M. (21/VI-23/VIII)
5 M. (29/XT-29/1V) .
+ Galaktose GelbweiB nach 2 Monaten | Gelbgrin nach 2 M. (29/VI-
(21/VI-23/VIII) 23/VIII)
+Mannit GelbweiB nach 2 Monaten| Gelbgrin nach 2 M. (29/VI-
(21/VI-23/VIII) 23/VIII)
+ Maltose GelbweiB nach 2 Monaten | Gelbgriin nach 2 M. (29/VI-
(21/VI-23/VIII) - 23/VI) ,
+ Mannose GelbweiB nach 2 Monaten| Gelbgriin nach 2 M. (29/VI-
(21/VI-23/VIII) 23/ VIII)
+ Saccharose GelbweiB nach 2 Monaten :
(21/VI-23/VII) Keine Vergilbung
+ Laktose GelbweiB nach 2 Monaten
(21/VI-23/VIII) Keine Vergilbung
Chlorosphaera p. (C-Quelle, 29%)
M-Agar Strichkultur . Stichkultur
~ +Glukose 4 Monate (20/VI-22/X) Keine Vergilbung
+ Galaktose ? Keine Vergilbung
+ Mannit 4 M. (20/VI-22/X) 3 M. (20/VI-10/IX)
+ Raffinose 4 M. (20/VI-22/X) 3 M. (20/VI-10/IX)
+ Laktose 4 M. (2r/VI-22/X) 3 M. (20/VI-10/IX)
+ Maltose Keine Vergilbung 3 M. (20/VI-10/IX)

Fassen wir die Resultate zusammen, so ergibt sich, daB die
Zeitdauer bei ein und derselben Kulturweise je nach den Arten

der C-Verbindungen verschieden ist.

. menge gehen dabei keineswegs parallel.

Zeitdauer und Vermehrungs-

Hieraus kénnte man den

Schlu8 ziehen, daB der Ubergang der Algen zur saprophytischen

Lebensweise sich je nach den Arten der C-Verbindungen verschie-

den verhilt.
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Vergleichen +wir die Zeitdauer bei Strich- und Stichkultur, so
zeigh sich da auch eine Unregelfnéiﬁ‘igkeit. Bald kommt die
’ Vergilbung bei der ersteren friiher, bald spiter als bei der letzteren
vor. ‘Dabei ist die Zeitdauer je nach den. Arten der C-Verbindung
und der Algen verdnderlich. Bei Scenedesmus n.. kommt die Ver-:
firbung immer spéter bei der Stichkultur als bei der Strichkultur
vor. Der Fall ist bei Stichococcus v. umgekehrt. Bei Chlorella L.
ist das Verhalten ganz unregelmiBig, doch vergilbt die Alge in den
meisten Féllen spiter bei Stichkultur als bei Strichkultur. ‘
Zum SchluB dieses Kapitels sei noch die Zeitdauer bei Flissig-
keitskulturen hinzugefiigt.

Zeitdauer bei 295-Glukoselosung

Chlorella 1. | Etwa 2 Monate (8/VII-22/IX).
’ T T (12/XTII-6/I1I).

Stichococcus . : ditto. ‘ '

Scenedesmus n. ’ ditto.

Chlorosphaera p. - Etwa 5 Monate (12/XII-6/V).

4. Einflud-des Lichtes auf die Vergilbung.

Im vorigen Kapitel habe ich gezeigt, dab das Licht die Ver-
gilbung befordert, und mdchte jetzt den EinfluB des farbigen Lichtes
auf die Kulturen feststellen. Um farbiges Licht zu erhalten, habe
ich verschiedenfarbige "Glasplaﬁten benutzt, die an einer Seite des
Holzkastens eingesetzt wurden. REine Glukoseagarkultur wurde in
einen Kasten gestellt und diffusem Licht ausgesetat.

Die hergestellten Lichtarten waren die folgenden :

Rotes Licht: durch eine rote Glasplatte.
Blaues Licht: durch eine blaue Glasplatte.
‘WeiBes Licht: durch eine matte Glasplatte.
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Intensives weiBes Licht: die Kultur wurde direkt vor das Fenster
gestellt, dessen Glasscheiben mit diinnem weiBen Papier
bedeckt wurden. '

Schwaches weiBes Licht: die Kultur wurde an einem vom Fenster

~etwa 2 m. entfernten Ort aufgestellt, und das Licht warde;
wie im obigen Falle, durch mit diinnern’ weiBen Papier
‘bedeckte Fensterscheiben bestrahlt. S

Die Versuchsprotokolle sind die folgenden : .

Chlorella 1. bei Strichkultur.

Versilg}'l;éafginn 14/11 B 3/ITT

Rotes L. Geblgriin, noch nicht vergilbt !| Vergilbung deutlich.

Blaues L. Gelbgriin, noch nicht vergilbt | Vergilb. schwach griiner als
‘ o vorige Kultur.

WeiBes L. Gelbgriin, noch nicht vergilbt !| Vergilb. schwach.

Intensives L. | Gelbgriin, noch nicht vergilbt || Vergilb. schwach.

Schwaches L. | Gelbgriin, noch nicht vergilbt || Vergilb. schwach.

Stichococeus v. bei Strichkultur.

Angestellt 15/XT| 14/IT 3/I11 261V
Rotes L. - | Grin | Hier und da vergilbt ! Vergilb. deutlich. .
Blaves L.~ - | Grim | Griin, noch nicht ver- Vergilb. begann.
: ‘ ‘ I gilbt. '

WeiBles L. - Griin | Griin, noch nicht ver- | Vergilb. begann.

' gilbt.
Starkes L. . | Griin | Vergilb. schwach Vergilb. deutlich.
Schwaches L. | Griin | Griin, noch nicht ver- | Vergilb. begann.
gilbt. '
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. Scenedesmus n. bei Stichkultur.

Augestellt 1.,

15/XT | 1441 - 3/ 26/11T 26/IV
Rotes L. | Grim | Griin, Oberfliiche | Ahnlich ‘Wie in | Vergilb. des Be-
vergilbt ! 3/AII. . ~ lags begann.
Blaues L. Griin | Griin, Oberfliche | Ahnlich wie in | Vergilb. des Be-
nicht gelb. 3/IIL. lags begann.
WeiBes L. | Griin| Griin, Obertliiche | Griin, Oberfliche | Vergilb. des Be-
nicht gelb. vergilbt. lags begann.
Starkes L. | Griiny| Vergilb. des Be- | Vergilb, deutlich.; Vergilb. deutlich.
lags begann. .
SchwachesL. | Griin | Grin. Griin. o Vergilb. schwach.

- Aus den oben m1t0fete11ten Resultaten ‘Ueht hervor, daB die
Vergilbung frither und stirker im roten Licht als im blanen a,uf-
tritt. Dieses weist darauf hin, da8 die Zerstorung des Chlorophylls
rascher im ersteren als im letzteren vor sich geht. Dieses Resultat
schlieBt sich im allgemeinen dem von Sachs, Reinke und Wager
an. Die Resultate im weifien Lichte waren dhnlich wie die im blauen
Lichte. ' Dieses ist aber wahrscheinlich anf die schwache Licht-
intensitdt hinter der matten Glasplatte zuriickzufiihren. ,

Wenn man die Resultate im. starken und schwachen
Lichte mit einander vergleicht, ‘so ist es klar, daB die Licht-
intensitdit einen nennenswerten EinfluB aunf die’ Vergilbung
austibt. |

5. Einfluf der ]junkelheit auf die ‘Chlorophy]lbildung.

Uber das Verhalten der’ Aigen gegen die Dunkelheit ver-
" weise ich namentlich auf die Arbeiten von Artari (1902 b). Bei
seinen Untersuchungen ist besonders hervorzuheben, das die Chloro-
phyllibildung : von Stichococcus- baczllams im Dunkeln stark von den
Nihrstoffen abhéngig ist. .
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Es lag mir daran festzustellen, ob etwas shnliches auch auf
die von mir isolierte Alge zutraf. Da die Reaktion der Algen sich
Je nach den Nahrboden &ndert, bediente ich mich einer Néhrlésung,
die vollig nach Artari (1902 b, S. 202) hergestellt wurde.

Grundlésung : Glukose 1%
KH, PO, 0.3 ,,
Mg SO, 0.1 ,,
Ca Cl, 0.1,
FeCl, Spur

Dieser Lésung wurde jede benutzte N-Verbindung in einer
Quantitét von 0.55% zugesetzt. Die Néhrlosung wurde zu je 50 cm®
in Kolben von ca 200 cm® Inhalt gegossen. Nach dreimaliger
Sterilisation wurden die Kolben mit frischen Algen aus einer
Gl-Agarkultur iberimpft. Kulturbedingungen *Zimmertemperatur ;
diffuses Licht.

Versuche mit Stichococcus bacillaris Nég. var. viridis, var. nov.’

- Lichtkultur ; Kulturdaver 28/VI-22/IX.

+K NO, g. M., dunkelgriin.
+NH,C] m. M., gelbgriin.

+ Asparagin | g M., grin.

+ Pepton ‘ g. M., griin.

Dunkelkultur ; Kulturdauer gleich wie oben.

+KNO; m. M., gelbgriin, deutliche Chlorophyllbildung
+NH,CI ger. M., ditto.

+ Asparagin m. M, »

+ Pepton m. M, »

Unsere Resultate weichen also von denen von Artari erheblich
ab, da unsere Alge das Chlorophyll im Dunkeln nicht nur bei or-
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ganischen, sondern auch bei anorganischen N-Verbindungen zu
bilden vermag. Die Farbentone bei beiden Medien sind fast die
gleichen. Es war aber auBer Zweifel, daB die Chlorophyllbildung
im Dunkeln deutlich schwicher als im Lichte war. Jedenfalls. ist
es sicher, daB der von mir isolierte Stichococcus im Dunkeln eine
stdrkere Chlorophyllbildung als der von Artari aufweist. Man darf
vielleicht diese Verschiedenheit als ein Rassenmerkmal betrachten.

Dasselbe Verhalten wurde auch mit Agarkultur bestdtigt, wie
man aus den folgenden Versuchen ersieht, die sich nicht nur auf
die Chlorophyllbildung von Stichococcus, sondern auch auf die von
anderen Algen beziehen. - ‘

Versuchsbeginn : 20/ VI, 1914.

B 4 !
Chlorella 1. 17/VII 6/ VIIL
M-Agar-Strichkultur | s. ger. M., griin.. | 8. ger. M., griin.

»  -Stichkultur s. ger. M., grin. s. ger. M., griin.
Gl-Agar-Strichkultur g.. M., gelbgriin. g. M., gelbgrin-gelb
5 =Stichkultur ger. M., gelbgriin, Ober-| g. M., Oberfliche

fliche grun. auch gelbgriin.

;‘S't.ichococcus . 17/VII 6/VIII
M-Agar-Strichkultur | s. ger. M., g;lbgriin. s. ger. M., weiBgrin.

sy =Stichkultur s. ger. M., gelbgriin, _8. ger. M., griin.
Gl-Agar-Strichkultur m. M., griin g. M., grin!

,  -Stichkultur m. M, gelbgriin,Ober-| m. M., gelbgriin, Ober-

: fliche griin. flache griin.

Scenedesmus -n. S 17/ VII ' 6/VIII

M-Agar-Strichkultur | m. M., gelbgrin. s. ger. M., weiBgrin.
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Scenedesmus n. 17 /VII _ 6/VIIE.
M-Agar-Stichkultur m. M., gelbgriin. - s. ger. M., weillgriin.
Gl-Agar-Strichkultur | m. M., gelb. ' m. M., wei.

,  <Stichkultur - | m. M., gelbgriin. ~ - m. M., weiBgrin!

Chlorosphaera p. 17/VII o 6/VIIIL.
M-Agar-Strichkultur | s. ger. M., gelbgriin. g ger. M., weiB. °

»  -Stichkultor s. ger.: M.,” gelbgriin. s. ger. M., weibB.
Gl-Agar-Strichkultur m. M., gelbgriin. m. M., grin!

,  -Stichkultur m. M., gelbgriin. m. M., gelbgriin.

Chlamydomonas k. 17/VII V 6/VIII.
- M-Agar-Strichkultur | s. ger. M., griin. s. ger. M., weibgrin.

»  —Stichkultur 8. ger. M., griin. s. ger. M., weiBgriin.
Gl-Agar-Strichkultur | s. ger. M., grin. s. ger. M., weiBgriin.

»  -Stichkultur | s. ger. M., griin. s. ger. M., weibgrin.

Aus den oben erwédhnten Resultaten sieht man zunfichst, daB
die Chlorophyllbildung von Stichococcus v. im Dunkeln stérker bei
Agarkultur als bei Fliissigkeitskultur ausgepriagt ist. Wir sehen
ferner eine stirkere Chlorophyllbildung bei Gl-Agar als bei M-Agar,
wiahrend der Fall bei Chlorella 1. umgekehrt ist, wo man bei Gl-
Agarstrichkultur einen gelbgriinen Belag'erhéi’lt.l Ich erhielt auch
bei Glukosenéhrlosung eine gelbgriine Kultur von Chlorella I. Nach
Grintzesco (1903, S. 74) bildet die von ihm isolierte Chlorella
vulgaris bei Gl-Agar éinen griinen Belag. Die von mir isolierte
Chlorella ist daher betreffs Chlorophyllbildung im Dunkeln von der
von VGrinf zesco ganz verschieden. Das Verhalten unserer Alge
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&dhnelt vielmehr dem von Chlorella communis Artari, die nach Artari
(1906 S.186)in der Grlukosenahrlosunor eine gelbgriine Farbe aufweist.
Im allgemeinen retardlert die Dunkelheit deutlich die Chloro-
phyllblldunc So sind die Grlukoseacrarstrlchkulturen von Chlorella
l., Scenedesmus n. und Chlorosphaera p. im Dunkeln schon
im frischen Zustande der Kultur gelbgriin oder gelb. Die Glukose-
'agarstrichkultur von Stichococcus v. ist griin, jedoch deutlich '
weniger griin als bei der Lichtkultur. Die Retardierung der Chloro-
,phyllbildling im Dunkeln zeigt sich aber viel deutlicher bei der
Glukoseagarstichkultur.. Auch bei Mineralsalzagarkultur sieht man
ziemlich deutlich retardierte Chlorophyllbildung. Da aber dabei die Al-
- genentwicklung schwach ist, so ist die Retardierung nicht ausgepréigt.
Die Algenentwicklung ist ebenfalls im Dunkeln stark gehemmt,
Sowohl bei M-Agar als auch bei Gl-Agar konnte ich eine retardierte
Entwicklung - bei allen untersuchten Algen beobachten Die Re-
tardierung war besonders bei C’hlmnydomonas k. betrachthch,

6. EinfluB der Temperatur auf die Vergilbung.

- Es steht uns kein Zimmer mit konstanter Temperatur zur
Verfiigung. Daher habe ich den vorliegenden Versuch im VVlnter
ausgefiihrt, um die Kulturen im Laboratorinm und im Treibhaus
zu vergleichen. Im Treibhaus herrschte fast immer eine Tempera-
tur von 20°C. . Der Temperaturwechsel an andercn Plétzen wurde
mit einem selbstregistrierenden Thermometer bestimmt. Bei den
Versuchen sollte aber die. Lichtintensitéit der Kulturorte - beriick-
sichtigt werden, -und . fiir .diese Zwecke wahlte ich ‘Orte von fast
gleicher Lichtstéirke, die aber quantitativ nicht bestimmt wurde. -

Um den Zeitpunkt der Vergilbung zu ‘bestimmen, wurde die
Zeitdaner gemessen, die von der. Uberimpfung bis zur Vergilbung
verfloB. Als Nihboden benutzte ich ‘immer das Glukosenihragar.
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Chlorella I. bei Strichkultur

Zeitdaver bis Vergilbung

Treibhaus, wo eine Temperatur von ca 20°C
herrschte

Treibhaus, wo T. von 0° bis 14°C fluktuierte
Laboratorium, wo T. unter 8° fluktuierte

36 Tage (4/XTI-9/I)

72, (4/XII-14/IT)
84 ,, (22/XI-14/IT)

Stichococeus v. bei Strichkultur

Zeitdaver bis Vergilbung

Treibhaus von 20°
Treibhaus von 0°-14°

Laboratorium unter 8°

89 Tage (4/XII-3/I1I)
112 ,, (4/XII-26/I1T)
117, (29/XI-26/I1I)

Scenedesmus n. bel Stichkultur.

Zeitdauer bis Vergilbung

Treibhaus von 20°
Treibhaus von 0°-14°

‘Laboratorium unter 8°

89 Tage (4/XII-3/III)
112 ,, (4/XII-26/I1II)
151 ,, (29/XI-29/IV)

Die Tabelle 148t erkennen, daB die Algen iin ‘Treibhaus,
wo eine Temperatur von ca 20° C herrschte am friihesten vergilbten.
Zu meiner Uberraschung vergilbte Chlorella I. schon im Laufe von
etwa einem Monat.

Die Vergilbungszeit im Treibhaus mit niederer Temperatur und
im Laboratorinm war bei Chlorella I. und Stichococcus v. fast gleich,
wahrend sich bei Scenedesmus n. eine ziemlich deutliche Verschie-
denheit zeigte. Diese ' Abweichung ist aber damit erklirlich, daB
Scenedesmus n. bei Zimmertemperatur im Winter eine schlechtere
Entwicklung als die beiden anderen Algen aufweist.

Es dringt sich einem dann die Frage auf, wie die hohere
Temperatur eine beschleunigende Wirkung auf die Vergilbung der

Algen ausiiben kann. Es scheint mir hochst wahrscheinlich, daB
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diese Wirking anf das geférderte Wachstum zuriickzufiihren ist,
weil ich sowohl im Treibhaus bei niedriger Temperatur als auch
im Laboratorium ein langsameres Wachstum als im Treibhaus von
20°C beobachten konnte. Mir scheint daher der EinfluB der Tem-
peratur auf die Vergilbung indirekt zu sein. Es bleibt noch
‘unentschieden, ob eine hohele Temperatur als 20° C ar und fir
sich eine beschleunigende Wirkung auf die Vergilbung ausiiben

kann.

7. Mikrochemische Untersuchungen iiber den Zellinhalt.

Es wurde schon im Abschnitt VI erwidhnt, daB die vergilbten
Algen mit mehr oder weniger zerstértem Chromatophor und reich-
lichen Granula versehen sind.

. Zuniichst habe ich die vergilbten Zellen von Chlorella I. aus
Glukoseagarkultur mit Sudan I behandelt. Uberraschend war
dabei die rote Fiarbung der groBen fliissicen Korper, die mit Os-
miumsdurelosung tingierbar waren, womit eine Fettanhdufung in
~den vergilbten Zellen von Chlorella I. nachgewiesen wurde.

Die folgenden Priifungen beziehen sich auf die Verinderung
des Zellinhaltes bei allen untersuchten :Algen und zwar bei verschiede-
nen Kulturen. Zunichst seien die Resultate der Priifungen mit
" Sudan III mitgeteilt :

a) Resultate der Priifungen mit Sudan IIL

Chlorella 1. bei Strichkultur.

M-Agar, frische Kultur | Schwache Reaktion nur in Sporen und krankhaften
Zellen. Chromatophor normal.

» ., alte  Kultur | Schwache Reaktion. Chromatophor normal.
Gl-Agar, frische Kultur | Schwache Reaktion. Chromatophor normal.
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Gl:Agar, alte Kultur =
‘0.596-G1-Agar, a'lteK'ultur '

Reaktlon deutlich. Chromatophor desorgamsmrt
R deuthch Fettmcnge geringer ‘als’ die vorige.”

Chromatophor normal.

,Stiéhqcocc'@s 0. bel, Strighkultur_.

Py

" M-Agar, ‘alte Kultur

, ,alte Kultur

1 Realtion ﬁégativ. B
! Gl-Agar, frische ‘Kultur._|.

'Chro'matophor' normal.
Reaktion negativ. - Chromatophor: normal. -

Chromatophor zerstort.

Fettkugel reichlich.

. Scenedesmus n: bel Stichkultur.-

. M—Agar,’ “alte Kulbur
- Gl-Agar, frische Kultur
, - alte Kultur

Keine Reaktion. ¢ Chromatophot: normal.

Keine Reaktion. , Chromatophor normal. ",
Keine Reaktion: Chromatophor zerstort. |

- ﬂklomsﬂwém p bei Strich- ‘L}nd Fluss1gke1tskultur

: M—Agdr,{ alte Kultur-

¢ Gl-Agar, frische Kultur
5 o alte Kultur™ -

ML

i “yalte Kultur---
.Gl-L

| Keine Reaktion.

-5 alte Kular -,

- C}ifOMafophor ‘normal. -
Keine Reaktion: - ~ Chromatophor normal.
Reaktion deutlich; . - Chrématophior zerstort..
"Reaktion deutlich. .-~ ‘Chromatophor zerstort..
Reaktion schwach: . - -:Chromatophor zerstort.

C’hldmyc.lonioﬁaé k. béi Strich- und F:"lii;ssigkei.tsikui‘ﬁdxf. » a

M-Agar, alte Kultar

Gl-Agar, frische Kultur:-.|

5, alte Kultur

. M-L.
© GI-M

., alte Kultur

,,_a‘lhté“.K‘ult‘ur: .

Keine Reaktion.
-Keine Reaktion.: - -
.Reaktion deutlich. Fett -k.omr‘n’t- wahrscheinlich
o o " 'im Chromatophor vor.
Reaktion ziemlich deuthch

" Reaktion deuthch o

Aus obloem creht hervor, daB abO'esehen von Scenedesmus N.,

bei alten Glukoseacalkulturen reichlich Fett vorkommt '

Bel M-
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‘Agarkiiltar " ist ‘das’ Fett selbst im alten’ Zustande gar nicht
‘ode nur spurweise vorhanden. Daher halte ich das’ betreffende
Fett fiir: kein normales Ass1m11at10nsprodukt sond‘erxii ‘.fiix"<..eiﬁ'
'Stoﬁ“wechselprodukt o

. Die’ Anhdufung des . Fettes creht abgesehen .von. Scenedesmiis
., m1t der Vergilbung hand: in hand.  Es fragt sich” daher, ob die
‘Anhéufang ‘des TFettes auf die Vergilbung einen Einfluf ausiibt.
Die "ziérilich grofe “Anhiufing -von Fett bei 0.5% Glukoseagar-
kultar spricht gegen diése Annahme, weil in diesem Fall keine
"Vergilbunig " vor sich geht. Die Abwesenheit der:Vergilbung bei
der mit Fett gefillten Chlamydoionas k. zeigh auch das Gegenteil.
Nach: meinet Meinung ist dieFettbildung nichts ‘anderes ‘als eine
it ‘der Vergilbung parallel gehende Erscheinung. Man konnte
vielleicht “der Fettbildung - eine ¢kologische Bedeutung beimessen,
weil ‘die Algen damit iiberschiissige Glukose kondensieren ‘konnen.
Diese - Vermutung. wird durch die Tatsache unterstiitat, ‘daf in den
Nergilbten Zellen von Sceredesinus. n. z1emllch relchhch Starke an
iStelle des - Fettes” vorkommd. - i S T

« Ich géhe nunmehr zur Bespreohuncr der Starke uber

b). -, Priifungen - mit Jod;odkahumlospng._

‘Es ist  bekannt, daB unter den Phanerogimen zwéi - Artén
Stérkekdrner vorkommen': id. i;, reine Stéirkekornér, -die sich rait
Jod : blau” firben, und .. Amylodextrinkorner, die sich dabei: braun
oder weinrot firben. Die. beiden haben dieselbe cmpirische Formel.
Da- Amylodextrin. -durch : die - Einwirkung :von ‘Diastase .aus. Stirke
gebildet wird, so kann' man''die Amylodextrinkérner als partiell
umgewandélte reirie Stdrké. betrachten (Pfeffer, I, S. 472). .7 - -

Nach Bruns (1894, S. 173 ff.) hat die Florideenstérkeerheb-
liche "Ahnlichkeit ‘mit den :Amylodextrinkdrnern s"(s'ogenﬁhnté‘ rote
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Stirkekorner) bei den Phanerogamen. Bei roten Algen kommt aber
auch eine sich mit Jod verschieden firbende Stérke vor. So konnte
Kolkwitz (OltmannsII, 8. 148) einen Laurentiatypus mit brauner
Fiarbung und einen Furcellariatypus mit blauvioletter Farbung unter-
scheiden. Bei Florideen kommen oft sich mit Jod blau firbende Korper
vor, deren Farbenton von dem der reinen Stdrke nur wenig abweicht.

Uber das Vorkommen von Stirke bei den Chlorophyceen
vergleiche man die Angaben von Kraus (1869), Beijerinck(1890),
Goroschankin (1890,-1891) und Ernst (1903, 1904 a, 1904 b).
In den fritheren Angaben finden sich selten Mitteilungen iiber die
Reaktionsfarben, und wir konnen daher nicht wissen, ob es sich
um reine Stidrke oder um Amylodextrin handelt. Dies ist der Fall
_ bei den Angaben von Kraus und Goroschankin. Von Ernst er-
fahren wir aber, daB reine Stirke bei Dichotomosiphon tuberosus ‘(1903),
den Codium-Arten (1904 a) und bei Derbesia (1904 b) vorkommt.

Besonders beachtenswert ist hier die Mitteilung von Beijerinck

(1890, 8. 758). Er fand bei Chlorella vulgaris eine sich mit Jod
braun firbende Substanz und nannte sie Paramylum, und bei
Chlorosphaera limicola fand er eine blau firbbare Substanz, die er
fir identisch mit Stirke hielt.
- Paramylum ist aber eine Substanz, die sich nie mit Jod
farben 14B8t. Beziiglich der nidheren Eigenschaften desselben verweise
ich auf die Angabe von Klebs (1883). Die Benennung von
Beijerinck halte ich nicht fir richtig, vielmehr halte ich die
betreffende Substanz fiir amylodextrinartig.

Beim Nachweis von Stirke muf man nicht nur die Stroma-
stirke, sondern auch die Pyrenoidstdrke in Betracht ziehen, weil
beide in den Chlorophyceen als ein Assimilationsprodukt gelten
konnen (vergl. Oltmanns, II, S. 114).

Im folgenden teile ich meine eigenen diesbeziiglichen ‘Untet-
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suchungen mit. .. Als Kontrolle .untersuchte ich ‘zuné,chSt die Stirke
von einer -sz'rbgyra Art. Mit Jod firbte sich die Pyrenoidstéirke
blauviolett, wahrend das Ohromatophor unverindert blieb, Wesweoen
ich auf das Vorhandensem von reiner Stirke schlieBen konnte.

" Oordlal. . - | ' Reaktion mit Jodjodkaliumlésung

M-Agar, frische Kultur Chromatophor glelchma.Blg braun.
Lo B : Pyrenocidstirke auch braun.

M-L |, frische Kultur Chromatophor gleichméBig braun.
Pyrenoidstirke auch braun.

. Gl-Agar, frische Kultur Chromatophor gleichméBig braun. - -
‘ B A Pyrenmdstarke auch braun.

., alte Kultuf Keine Reaktion. Chromatophor zerstort

Stichococcus . " Reaktion mit Jodjodkaliuml6sung

7M—Agar,‘ frische Kultur | Chromatophor gleichmiiBig braun.

", ., alte Kultur Chromatophor gleichméBig braun.
‘Gl-Agar. frische Kultur Chromatophor gleichméBig braun. -
~ » -, alte Kultur Keine Spur. Chromatophor zerstort.
 Sceriedesmus n. Reaktion mit Jodjodkaliumlésung )

M-Agar, frische Kultur Nur das Pyrenoid firbt sich braun.

., 5 alte Kultur Kleine K6rner im Chromatophor braun

o : (Stromastarke ')
Gl—Agai',’frische Kultur | Pyrenoid und kleine "Stirkekorner im Chroma-
; ST tophor braun. . e e e

, , alte Kultur | ZlemhchgroBeKornerbraun Chromatophor zerstort

Chlorosphaera p. Reaktion mit Jodjodkaliuml'ﬁ'sﬁﬁg‘"

M-Agar, frische Kultur | Pyrenoid, wie auch’ Chromatophor glelchmaﬁlg
Lo I -] blau (reme Stiirke) -
Gl-Agar, frische Kultur | Pyrenoid, wie auch Chromatophor braun (Amylo—

© ., dlte Kultur =~ dextrin). . -
Zellen gleichméBig braun. Chromatophor zerstort
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| Chlabzyclomonas k. Reaktion mit Jodjodkalimﬁliisung

M-Agar, frische Kultur, | Nur das Pyrenoid braun.

Gl-Agar, frische Kultur | Pyrenoidstirke- und kleine Stromastarkekorner

braun.

,»  alte Kultur Amylodextrinkérner wahrscheinlich im Chroma-
tophor reichlich. Pyrenoidstirke auch mit Jod
braun.

M-L -, alte Kultur

Vegetative Zellen : {Pyrenmdstarke auch braun.
Zygosporen mit reichlicher reiner Stéirke.

Aus obiger Tabelle | geht hervor, daB Amylode_xf;rin bei den
untersuchten Algen vbrllerrsehend war. Reine Stirke lieB sich
aber nur bei M-Agar-Kultur von Chlorosphaera.p. und bei den
Zygosporen von Chlamydomonas k. finden. ‘

Vom Interesse ist, daB das Vorkommen von Stérke bei ein
und derselben Alge je nach der Ernihrung und Generation
verschieden ist. '

Ich konnte bei Chlorella I. und Stichococcus v., wie man aus
obiger Tabelle . ersieht, " eine gleichm#Big braune Firbung des
Chromatophors durch Jod beobachten. Diese Reaktion weist aber
nach der Meinung von Ernst (Flora 1904 b, S. 519) daraaf hin,
daB das Chromatophor, abgesehen von Pyrenmdstarke, keine
Stirke besitzt. Das. Chromatophor von Spirogyra-sp. firbte sich
jedoch, abgesehen von den Pyrenoiden, gar nicht durch Jod. In
disem Falle war daher die Abwesenheit der Stromastdrke ohne
weiteres klar. '

, D1e Gecrenwart von Stirke bei Stwhococcus v. kann ich nicht
mit Sicherheit behaupten, Wahrend ich bei Chlorella I. nur die von
Pyrenoidstirke nachweisen konnte; bei den drei anderen Algen
konnte ich aber deutlich sowohl Pyrenoidstirke als auch-Stroma- -
stérke feststellen, '

Amylodettrmkorner I‘OIChllCh B
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Fassen wir die Resultate der Priifungen mit Jod und Sudan
III znsammen, so erkennen wir, daB bei vergilbten Algeri reichlich
Stirke oder Fett oder oft beide vorkommen. DaB aber die An-
hiufung dieser Stoffe” keinen Einflu8 auf die Vergilbung ausiibt,
14Bt sich daraus erkennen, daB die mit Stirke und Fett. oefullte
Chlamydomonas k. keine Vergilbungserscheinung aufweist. Die
Vergilbung ist in Wirklichkeit einer besonderen Eigenschaft der -
Algen zuzuschreiben, die spiter erortert werden wird. ‘

8. Untersuchunden iiber die Zerstbruncr der Farbstoffe.

Nach den spektroskoplschen Untersuchungen von Kr aus
(1872), Nebeluncr (1878) und Reinke (1885), wurde der griine
Farbstoff der Chlorophyceen fir identisch mit dem Chlorophyll der
Phanerooa,men gehalten Dies Wurde neuerdings durch die bahn-
brechenden chemlschen Untersuchunaen von Willstdtter und
seinen Schuleln (vergl. ,,Literatur verzelchms“) bestitigt,

Uber die Verbreltuncr des Carotins im Pflanzenreiche, bzw.
bei Alcren verwelse ich auf die Arbeit von Tammes (1900)

- Nach Wlllstattel enthalt Ulva lactuca neben Chlorophyll
a und b, \anthophy]l und Carotm : Co

Nun fragt es sich- aber noch, in ‘welchem Gra,de jeder Fa,rbstoﬁ' '
bei der Vergilbung zerstort wird.:.- Schon Schindler (1913 S. 562)
und Boresch (1913 S. 149-150) haben. diesbeziigliche Versuche
gemacht. Nach diesen Autoren beruht die Entfirbung der Cyano;
phyceen auf dem Velschwmden ‘des Phykocyans und einer starken
Abnahme ‘des Chlorophylls. Boresch (Le., S. 180) bestitigte bei
einer entfirbten Chlamydomonas-Art ein Verschwinden des Chloro-
phylls und ein Zuriickbleiben des' Carotins.. -

Ich .habe .mich mit dieser Frage. sowohl mikrochemisch als
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auch spektroskopisch beschéftigt.. . Die Untersuchungen, wurden aber
nur auf Chlorella I. beschriankt. o

Zuerst stellte ich Versuche nach der Kalimethode von Molisch
(1896, 8. 19) an. Nach dreitigigem Liegen in einer 20%-Kalilauge-
16sung von 4055-Alkohol zeigten sich bei den vergilbten Zellen, einé
ziemlich groBe Menge von Carotinkristallen. Der Kontrollversuch mit
frischen griinen Zellen zeigte ebenfalls nach gleicher’ Behandlurg
eine groBe Anzahl Corotinkristalle (vergl. Tafel II, Fig. 60).

Ferner habe ich den Versuch nach Liebaldt (1913 8. 69)
mit 50% Athylalkohol ausgefiihrt. In diesem Falle entstanden
in jeder vergilbten Zelle eine rote Masse (Wahrschein]ich Carotin)
und einige tropfenartige hellgriine Korner ; in den frisch griinen Zellen
zeigten sich wenige Cafotihkristalle, und eine dunkelgriine, bald
tropfige, bald kristallinische Masse, (vergl. Taf. II, Fig. 59).

Die beiden oben erwihnten Versuche sind ausreichend daraus
den SchluB zu ziehen, daB bei den vergilbten Zellen eine starke
Abnahme des Chlorophylls und ein Zuriickbleiben des Carotins
stattfindet. - -

Spater wurde dann noch eine spektroskopische Untersuchung
ausgefiihrt. Dazn diente mir als Versuchsmaterial die Flissigkeits-
kultur. Die filtrierten Algenzellen samt dem Filtrierpapier wurden
‘sechs Tage lang mit kaltem- Alkohol extrahiert. Um die Konzen-
trationen der Farbstoffe moglichst #hnlich zu halten, wurde die
ganze Algenmasse immer aus einem Kolben mit 60 cm* 95% Alkohol
extrahiert. Als Kontrolle wurde auch eine alkoholische Chlorophyll-
16sung von Coelopleurum Gmelini untersucht, die eine fast gleiche Kon-
zentration mit einer-aus ergriinter Kultur hergestellten Chlorophyll-
l6sung hatte. Das Spektrum vom Eisenbogen. wurde dann hinzuge-
fiigh, um die Lage der ABsorptionsbélndér zu verdeutlichen. Die
Herstellung der Spektrogramme wurde von Herrn Prof. Dr. Y. Shibata,
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und zwar in den verschiedenen Dicken des ~Absorptionsmediums

ausgefithrt.  Dafiir spreche ich ihm hier meinen besten Dank aus.

Fig. 2).

‘Ad.

Die Resultate waren die folgenden (vercl hlelzu Tafel A%

- Absorptionsspektren von Coelopleurum Gmelini (Eine Bliiten-

pflanze). Das erste Absorptionsband charakterisiert das
Chlorophyll. ~ Das zweite ist auch auf die Absorption des
Chlorophylls zuriickzufiihren. '

Das ITI und IV Bd. sind wahrschemhch d1e Absorptions-
béinder des Phaeophytins.

‘Das V Bd.: Xanthophyll (Wa.hrschemhch auch Carotin)
* -mit Chlorophyll ~ zusammen bildet dieses bréite Ab-

sorptionsband.

Absorptionsspektren bei M-L-Kultur.

Absorptionsbénder sind dhnlich wie die von: Coclopleurum ;
nur fehlen dabei Bd. IIT und IV (Absorptlonsbandel von
Phaeophytin). '

Absorptionsspektren bei der wiederergriinten Kultur.
Einer vergilbten Kultur wurde Ca (NO,), zugesetzt, und

im Verlauf von zwanzig Tagen erhielt ich eine wiederer-

- griinte Kultur.

I Bd. charakterisiert das Chlorophyll das Band ist aber

_schmiler. " 1I Bd. ist kaum merklich.

Bd. IIT u. IV fehlen. V Bd. ist dhnlich wie das bei « und
B; bei kleineren Schichtdicken erscheinen aber die Absorp-
tionsbdnder von Xanthophyll. : .
Absorptionsspektren bei ‘vergilbter Kultur (2% GIl-L-
Kultur). o

I Bd. fehlt; Chlorophyll ging ganzhch verloren.

Bd. IIT w. IV fehlen.



134 Art, 2.—H, Nakano:

V, VI u. VII Bd. charakterisierén das Xanthophyll
Aus obigen Untersuchungen geht deutlich hervor, daf-bei ver-
gilbten Kulturen eine starke Abnahme oder oft ein Verschwinden des
Chlorophylls und ein Zuriickbleiben des gelben Pigments stattfindet.
Hervorzuheben ist noch, daB bei vergilbten Kulturen eine neue
Chlorophyllbildung durch einen Zusatz von Nitrat hervorgerufen

wurde.
B. DBEDINGUNGEN DES WIEDERERGRUNENS.

1. Nahrwerte der verschiedenen Stickstoffverbindungen beim

Wiederergriinen.

Nach Schindler (Le. S. 546 ff.) und Boresch (le. S. 160
ff.) nehmen entfirbte  Blaualgen durch einen neuen Zusatz von
N-Verbindungen ihre Anfangsfarbe wieder an. Nach Boresch ist
dies auch bei- Chlamgdomonas-sp. der Fall. Nach diesem Autor
sind bei dieser Alge Nitrat und Athylurethan vortreffliche Néhr-
mittel fiir die Regeneration der Farbstoffe. Den EinfluB des Am-
moniaks konnte er aber nie konstatieren (S. 181).

Die von beiden Autoren gebrauchten Algen entstammten einer
Speziesreinkultur. Es war'daher sehr erwiinscht eine Nachpriifung
mit einer bakterienfreien Rejz=altur zu machen. Besonders wichtig
war es die Nihrwerte der verschiedenen organischen N-Verbin-
dungen beim Wiederergriinen festzustellen. Meine eigenen Unter-
suehﬁngen wurden daher -sowohl mit anorganischen als auch mit
einer -Anzahl organischer N-Verbindungen ausgefiihrt.

Als Versuchsmaterial diente mir hauptsichlich die Glukose-
agarkultur (Gl. 1 uw. 2%), bei der die Algen deutlich vergilbten.
Dem vergilbten Belag wurden die im Dampftopfe sterilisierten
Losungen der verschiedenen N-Verbindungen von je etwa 0.5 cm’
zugesetzt. Die Konzentration dieser Losungen war in den meisten
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Fillen 1%. Es kann aber die Menge und Ixonzentrablon der
zuzusetzenden N-Verbindungen willkiirlich sein.

~ Die unter hpherer Temperatur leicht spaltbaren organischen
N-Verbindungen, wie Harnstoff und Asparagin, wurden umkristalli-
siert und dann mit Alkohol und Ather behandelt, um die Keime
der Mikroorganismen zu toten. Sehlieﬁlich warden sie in sterili-
-siertem Wasser geldst und auf den vergilbten Belag 'gegossen.

Alle Experimente wurden bei Zimmertemperatur .und im

diffusen Lichte ausgefiihrt. Die gewonnenen Resultate waren -dic
folgenden : 1

Chlorella 1. bei vergilbter Glukoseagarstrichkultur.

e e
$(M-L)-CaNO,), } +CaCl, 0.19%] 18/X~4/XT " | Keine Regeneration.
Ca(NO,), ' 18/X-22X | Deutlich, dunkelgrin.
KNO, 18/X-22/X Déutlich, dunkelgriin.
KNO, L _ 18/X-22/X | Deatlich, dunkelgriin.
NH,C1 S |18/ X-22/X Deutlich, dunkelgriin.
NH,NO; 18/X—22/X : Deutlich, dunkelgrin.
(NH,),S0, ‘ 18/X-22/X . Deutlich, dunkelgrin.
Acetamid CZH3,O,N_‘&2 6/XI-15/XI Keine Regeneration.
Harnstoff CO(NH,), 18/X-22/X1(2/VI-4/VI) Deutlich, dunkelgriin.

, Glykol\oll CH,\g‘ (I){(SH 18/X-22/X(2/VI-6/VI | Deutlich, dunkelgriin.

. NH,CH.COOH |18/X-25/X(2/VI-6/VI) | Deutlich, dunkelgriin,

Asparagin l '

CH,.CO.NH, | - ‘
Asparagin- CH NH,(COOH) 2/VI—6/VI Deilich, dunkelgriin.
sdure CH:, COOH : '
Leucin 18/X-27/X Schwache Reg.,griin.
CH;.(CH,);.CH.NH,.CO,H ' ,
Tyrosin 18/X-27/X Schwache Reg., grin.

. OH.C;H,.CH,.CH.NH,.CO,H
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Zn gesetzte Salze

' Zeitdaier bis Anfang
der Regeneration -

Regeneration und re--
generierte Farben -

Alanin

‘CH.. CH(NHZ)COOH

Plienylalanin’
CsH.. CHz CHz NH,. COOH

Glykokollan- - NIH'CHz‘CO
hydrid. CO-CH,NH

Leucyglymﬁ -
(CHS) .CH. CH,.CH. NHQ—CO

NH

C|Hz
Hippursdure COOH
COOH.CH,.NH.CO.C;H,.

Pyrrolidonkarbonsiure

COOH-CH-CH,-CH,
\
NH—CO

Pepton‘ v

18/X=27/X
18/X-27/X

18/X-27/X

18/X-27/X

2/VI-11/VI

9/VI-11/VI

2/VI-11/VI

Schwache Reg. griin.

| Schwache Reg grun.

Schwache Reg griin.

Schwache Reg. grﬁn..

Keine Regeneration.

Keine Regeneration.

Keine Regeneration.

Stichococcus v. bel

vergilbter Glukoseagarstrichkultur.

' Zi]gesetzfe Salze

Zeitdauer bis Anfang

der Regenerstion

Regeneration u. re-
generierte Farben -

§(M-L)-Ca(NO),} +CaCl; 0.1%
Ca(NOy),
NH,C1
Acetamid
Harnstoff
Glykokoll
Asparagm
Aanraglnsaure
Leucin

Tyrosin

Alanin

Phenylalanin

6/X1-15/X1 -
6/X1-12/X1I
6/XI-12/XT
6/X1-12/X1

6/XI-12/X1(2/VI-4/VT)
6/X1-12/X1(2/VI-6/VT)
6/X1-18/X1(2/VI-6/VI)

2/VI-6/VI
6/X-18/XI
6/X1-18/X1
6/XI-18/XT
6/XI-18/XT

Keine Regeneratidn.
Deutlich, dunkelgriin.
Deutlich, dunkelgrin.
Schwache Reg. griin.
Deutlich, dunkelgriin.
Deutlich, grin.
Deutlich, griin.
Deutlich, griin.
Undeutlich.
Undeutlich.
Schwache Reg.!
Undeutlich.
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Zugesetzte Salze - -

Zeitdauer bis Anfang
der Regeneration

"Regeneration u. re-
generierte Farben

Glykokollanhydrid
Leucylglycin
Hippursiure
Pyrrolidonkarbonsiure
?epton :

6/X1-18/X1
6/X1-18/XI
6/X1-18/X1
6/XI-18/XT

6/XI-18/XT

| Undeutlich.

Undeutlich.
Undeutlich.
Undeutlich. .
Undeutlich.

Soenedesmais . bei vergilbter Glukoseagarstichkultur.

" Zugesetzte Salze

Zeitdauer bis Anfang
der Regeneration

Regeneration u. re-
generierte Farben

4(M-L)-Ca(NOy), } 4+ CaC1,0.1%|
Ca(NOy),

KNO, -

KNO,
NHCL
NH,NO,
- (NH,)SO,
Acetamid
Harnstoff
Glykokoll .
Aspamgin ,
Asparaginsiiure
Leucin
Tyrosin
Leucylglycin
Hippursiure
Pyrrolidenkarbonséure
Pepton

18/X-22/X

18/X-22/X
18/X-22/X

18/X-22/X

18/X-22/X

18/X-22/X

18/X-22/X

18/X-22/X

18/X-292/X (2/VI-4/VT)
18/X-27/X(2/VI-6/VI)
(2/VI-11/VI)
(2/VI-11/VI)
18/X-22/X
18/X-22/X
6/X1-15/X1
(6/VI-11/VI)
(6/XI-11/VI)
6/X1-15/X1(2/VI-11/VI)

Keine Regeneration.

Deutlich, griin (weiBe
Oberflichenichtreg.).

| Deutlich, griin (weiBe -

Oberfliche nichtreg.).

Deutlich, griin (weiBe
Oberflichenichtreg.).

Deutlich, grun.
Deutlich, griin.
Deutlich, griin.
Deutlich, grin.
Deutlich, griin.
Deutlich, griin.
Undeutlich.

* |Undeutlich.

Undeutlich.
Undeutlich.
Undeutlich.

) Undeutlich,

Undeutlich.
Undeutlich.
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~ Aus obigen Versuchen geht hervor, daf ein Zusatz N-freier
Minefalsalzléﬂsung‘ beil den vergilbten Algen keine -Regeneration des
Chlorophylls hervorruft. Die Regeneration wird durch den Zusatz
der verschiedenen N-Verbindungen, namentlich der anorganischen
und organischen Verbindungen, wie Urea und Glykokoll, hervor-
gerufen. :
Nitrat ist eine bevorzugﬁe N-Quelle fiir die Regeneration, doch
Ammoniumverbindungen sind noch besser. So konnte ich vielfach
bei den letzteren eine frithere Regeneration als bei Anwendung des
Nitrats beobachten: Diese Tatsache 148t sich klar mit der Konstitution
des Chlorophylls erkliren. Nach Willstatter enthilt das Chloro-
e CH:CuH). Daher kann das  Nitrat
\CH=CH
sich erst nach der Reduktion zur Chlorophyllbildung benutzen

phyll einen Pyrrolkern (NH

lassen. Der Fall liegt aber anders bei Ammoniumverbindungen.
Harnstoff und Glykokoll verhalten sich bei der Regeneration
des Chlorophylls #@hnlich wie Ammoniak. Das ist einleuchtend,
wenn man bedenkt, daB diese Stoffe eine leicht abspaltbare NH, -
Gruppe enthalten. Asparagin und Asparaginsiiure sind schwer
oder kaum zur Regencration verwendbar. =Die hoheren Aminosiuren
und andere héhere organische N-Verbindungen, wie Pepton, waren
dazu ganz ungeeignet. |
Hier kehren wir zu den Resultaten von Boresch bei Chlamy-
domonas zuriick. Nach diesem Autor beeinflussen Ammonium-
* verbindungen das Wiederergriinen nicht (Le. S. 181). Das war bei
unseren Algen anders, und ich mochte daher die Resultate von
Boresch fiir irrig halten. Es scheint mir wahrscheinlich, daB
eine verunreinigte Kultur fiir seine Resultate verantwortlich ist.
Es eriibrigt sich nun noch einige Worte iiber den Wiederer-
- griinungsstand bei Agarkulturen zu sagen. Bei Strichkultur beginnen
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zuerst die beiden Seiten - des Belags wiederzuergriinen, und dann
schreitet die Ergriinung nach .dem inneren, sich an der Oberfliche
befindlichen Teil fort. Der hmtere und zentra,le Tell des Belags
blieb dabei ganz unverindert. . 7 .

Bei Stichkultur griint - die Oberﬂache zuerst, und .dann nach
und nach die innere Partie. .

- Ich habe meine weiteren Versuche mit vergilbten Flissigkeits-
kulturen von Chlorella I., Stichococcus v. und Scenedesmus n. ausgefiihrt.
Dabei wurden aber die zugesetzen Salze nur auf Ca(NO;), und
(NH4 ). SO, beschrankt. Die Resultate zeigten sich mit denen bei
Agarkulturen tibereinstimmend. Farbenregeneration geht jedoch bei
der Flissigkeitskultur viel langsamer vor sich. = Dies wird .zum Teil
auf die lockere Verbindunb der Algenzellen bei Fliissigkeits-
kulturen zuriickzufiihren sein: ' | ‘

In Bezuo' auf die Chlorophylheo'eneratlon voh. Chlorosphaera p-
habe ich nur mit Agarkultur, und zwar nur mit einem Zusatze
von Ca(NO,),, Versuche gemacht. Es resultierte ein deutliches
Wiederergriinen. ' :

Weitere Versuche bezogen sich auf die Chlorophyllregeneration
von Algen, die bei mehr als 2% Konzentration der Glukose vergilbten.

‘Chlorella 1. * «Zugesetztes Salz | Zeitdaver = = | Regeneration

2% Gl-Agar-Kultur| Ca(NO;),. 18/X-22/X. Deutlich, dunkelgr.

5% ’ Ca(NOy),. 18/X-22/X. Deutlich, grin ; wei-

‘ : o : teres Wachstum !

10% - ,, Ca(NO;).. - 18/X-22/X. Deutlich, griin ; wei-
‘ teres Wachstum !
_Stichococcus v. Zugesetztes Salz | Zeitdauer Regeneration
2% Gl-Agar-Kultur| Ca(NO,), 3/X1-18/XT. Deutlich, griin.
59% . Ca(NO;y), , 3/X1-18/XI. Deutlich, griin.

109% » Ca(NO;), 3/X1-18/XT.- Deutlich, griin.
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. - 'Diese Resultate zeigen deutlich, daB sich die bei 5% und 10%
Gl-Agar vergilbten Algen ganz-édhnlich wie die bei 2/ Gl-Agar
vergilbten verhalten.

Bedenken wir, daB dle bei 59%-oder 10/ Gl-Agar vergilbten
Algen durch neuen Zusatz einer N-Verbindung weiter wachsen
konnen, so zeigt dies, daB die anderen Nihrsalze auBer der
N-Verbindung in geniigendem . MaBe iibrig sind. Ahnliche Er-
scheinungen wurden bei -anderen Versuchen mit 2% Gl-Agar
beobachtet. ' ' '

Nun fragt es sich, ob die auf Glukosenihrmedien ganz farblos
-gewordenen Algen durch einen neuen Zusatz von N-Verbindung
zum Wiederergrimen .gebracht werden konnen. Um diese Frage
zu beéantworten, habe ich mit etwa ein Jahr alten Glukoseagar-
kulturen von Chlorella I. und Stichococcus wv., dle ganz weil
geworden waren, Versuche gemacht.

Nach dem Zusatz von Kaliumnitrat zeigten sie keine Er-
© griinung. Sie waren wahrscheinlich abgestorben, weil das Proto-
plasma ganz zerstort war. Nur eine Stichkultur von Chlorella I.,
die noch etwas gelblich aussah, ergriinte. Das WeiBwerden der Algen
muB daher von der Vergilbung unterschieden werden. Das Verblassen
hat keinen direkten Zusammenhang mit dem N-Mangel. Was fir
eine Ursache dabei vorliegt, darauf werde ich spiiter eingehen.

2, Grenzkonzentrationen der zuzusetzenden N-Verbindungen

‘zum Wiederergriinen.

Bei den oben erwihnten Untersuchungen bemerkte ich, daB
die Konzentration der zugesetzten N-Verbindungen keinen merk-
lichen EinfluB auf die Chlorophyllregeneration ausiibte. Um dariiber
etwas sicherere Kenntnis zu erlangen, habe ich die nachfolgenden
Veérsuche, sowohl mit Agar- als anch mit Flussigkeitskultur ange-
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stellt. Die cfewonnénen Resultate sind aber, infolge der Schwierig-
keit der Versuche noch nlcht hinreichend, um die praz1sen Grenz-
konzentrationen zu bestlmmen o

Um einen Konzentrationswechsel bei ‘der Sterilisation der zuzu-
setzenden N-Verbindungen zu verr_heiden, wurde das offene Ende
der mit N-Verbindung versehenen Glasréhren fest mit Baumwoll-
watte und Percramentpapler geschlossen. Nach ~der Abkithlung
wurden die verschieden konzentrierten Losunoen 70 : Je etwa 0.5 cm’
auf die Glukoseagarkultur gegossen. Bei den Versuchen mit
Flissigkeitskultur wurde der Versuch etwas mod1ﬁz19rt Es
wurde eine bestimmte Quantitét N-LoOsung zuo'esetzt und nach
Beendlguno des Versuches wurde das ganze Volumen der Néhrlosung
gemessen, um die Konzentration der zgesetzten N-Verbindung
annihernd zu bestimmen. Die Messung.des Volumens wurde aber
~ ohne Filtration ausgefithrt, so da8 die berechnete Konzentration
eben nur eine annihernde war. . _ ’ '

Die folgenden Versuche bezogen sich nur ‘auf Chlorella 1.

a). Mit vergilbter Gluko_seagars_trichkulﬁur,,

Konzentration |  Zeitdauer Regeneration

0.04% Ca(NO,),| 2/VI-6/VI Sehr schwach (m 4/VI keine Spur).

0.2 ,, 2/VI-4/V1 Schwach.
1.0 ,, 2/VI-4/V1 Deutlich.
50 ,, 2/VI-4/VL | Deutlich.
25.0 ,, 2/VI1-4/V1 pelltlich. :
0.049% KNO, 2/VI-6)VI Sehr schwach (in 47VI keine Spur).
0.2 , 2/VI-4/VI Schwach. '

1.0 ,, 2/V1-4/VI Deutlich.
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Konzentration Zeitdauer » Regeneration
5.0 % KNO; 2/VI-4/VI Deutlich. -
2250 ,,- 2/VI-4/V1 Deutlich.
0.049% NH,C1 2/VI-4/VI Sehr schwach.
0.20,, 2/VI-4/VI | Schwach.
1.0 ,,; 2/VI-4/VI1 Deutlich.
5.0 ,, 2/VI-4/VI | Deutlich.
25.0 ,, 2/VI-4/VI Deutlich (unterer Teil des Belags gelb-
grun).
- 0.049%(NH,),S0, | 2/VI-4/VI Schwach bis méaBig !
0.2 ,, 2/VI-4/VI Ditto ; etwas deutlicher als bel 0.04 /
1.0 ,, 2/VI-4/VI Deutlich.
50 ,, 2/VI-4/V1 Deatlich.
25.0 ,, 2/VI—4/VI Deutlich. (unte)re1 Teil ‘des Belags gelb-
grin

Bei den 25%-Losungen von NH, Cl und (NH,), SO, wurde der
dicht danebén oder in der Losung béfindliche Teil des Belags

gelbgriin oder gelbbraun, was auf eine Giftwirkung schlieBen li8t.

Unter den vobicre“n'Resultatén' ist noch 'bemérkenSWert daB das

Wiederergriinen bei Ammonlumverbmduncren fruher a,ls bei Nltrat

vor sich geht.

b). Mit vergilbter Glukoselosungskultur.
Konzentration Zeitdater Regeneration
0.049% Ca(NO,),| 15/X-22/X Schwach.

0.21 ,, 15/X-22/X Deutlich.
115, 15/X-22/X: | Deutlich.
417, 15/X-22/X Sehr deutlich. .
8.00 ., Deutlich.

15/X-22/X - |
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Konzentration Zeitdauer - Regeneration
112,009 Ca(NO,), 24/X—5/XI Schwa‘ch, gelbgriin (Gre’nzko'nz.?)
0.0495 KNO, 15/X-22/X Schwach.
0.21 ,, 15/X-22/X | Schwach.
1.00 ,, 15/X-92]X | Deutlich.
5.00 ,, 15/X-22/X | Sehr deutlich.
8.00 ,, 15/X~22/X Sehr deutlich.
-12.00 5, 24/X-5/X1 Deutlich !
0.04% NHNO,| 15/X-22/X | Schwach.
0.22 ,, | 15/x-29/x Schwach.
1.07 ,, 15/X~-22/X Deutlich.
268 ,, 24/X-5/XT Deutlich (Grenzkonzentration).
400 ,,. 15/X-22/X | WeiB, gifig. .
8.00 ,, 15/X-22/X | WeiB, giftig.
0.04% NH,CI 15/X-22/X Schwach’
022, ' | 15/X-22/X Schwach. ,
1.00',, - 15/X-22/X Deutlich (Grenz'konzénetfation).
2.68 ,, '24/X-5/XT WeiBgriin, giftig. -
4.00 ,, - 15/X-22/X | GelbweiB, giftig. -
8.00 ,, 15/X-22/X | Gelbwei, giftig. - -
0.04%(NH,),80| 15/X-23/X | "Schwach. .
021, 15/X-22/X | Deutlich.
1.07 ,, 15/X-22/X Deutlich.
4.05 ,, 15/X-22/X Deutlich (Grenzkonzentratmn)
8.11 ,, 15/X-22/X | GelbweiB, giftig.

‘Es zelo't smh deutlich, daB Ammomumverbmdunoen schon bei

geringerer Konzentration giftig sind. Das war ganz anderes bei
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Agarkultur. Diese Abweichung beruht hochstwahrschemhch auf
der Adsorptionswirkung des Agars. »
Nach obigen Versuchen zelc'en sich dle oberen Grenzkonzentra-
tionen wie folgt : ' A
Ca(NO, ), Wahrscheinlich 12 ,% -

KNO, héher als 12 %
NH, Cl o 1.0%
NH,NO, - .27,

(NH,),80, - = 4.0,

Die Giftwirkung von Nitrat liegt also bei weitem niedriger als
die von Ammoniumverbindungen. Unter diesen ist die Giftwirkung
von NH,Cl am gro8ten, die von (NH,),SO, am niedrigsten, u_hd
die von NH,NO, liegt in der Mitte zwischen beiden. |

‘3. EinfluB des Lichtes auf das Wiederergriinen.

Schon im TUnterabschnitt B. habe ich erwdhnt, daB rote
Strahlen eine stirkere Zerstorung des Chlorophylls als blaue
Strahlen hervorrufen. Es bleibt nun festzustellen, ob rote Strahlen
eine hemmende Wirkung auf das Wiederergriinen ausitben konnen.

Als Lichtfilter. fiir' die gelbroten Strahlen diente mir eine
10%-Lésung von Kaliumbichromat, und fir: die blauen Strahlen
eine ammoniakalische Kupfersulfatlosung. Diese Losungen -wurden
in Senebiersche doppelwandige Glocken gefillt. ;

Die Resultate waren die folgenden: :
Material=vergilbte Gl-Agar-Kultur. -
Zusatz von Ca(NO,),: am 13/VL

Unter roten Strahlen.

Chiorella 1. 15/VI B0 SO 17/VI

» Strichkultur Keine Regeneration. . Undeutlich‘.b._ . D__eutliche Reg.
: Stichkultur Keine Regeneration. | Undeutlich. | Undeutlich.
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Stichococeus . 15/VI 16/VI RUNe

Strichkultur | Keine Regeneration. | Undeutlich. Schwache Reg.

Stichkultur Keine ;Regeneration. Undeutlich. Undeutlich.
Unter blauen Strahlen.

Chlorella 1. 15/VI 16/VI 17/VL

Strichkultur
‘Stichkultur

Regeneration deutlich.

Reg. undeutlich. -

| Reg. deutlich.
Reg. schwach.

Reg. deutlich.

Reg. deutlich nur
an der Oberfliche.

Stichococcus v.

-15/VI

16/V1

17/VI

- Strichkultur
Stichkultur

| Reg. deutlich.

Reg. undeutlich.

Reg. deutlich.
Reg. schwach.

Reg. deutlich.

Reg. deutlich nur
an der Oberfliche.

Aus diesen Resultaten ersehen wir, da8 die. Stri_ch_kulturj unter-

roten Strahlen langsamer als unter

blauen .Strahlen ergriint.

Merkwiirdigerweise findet keine Ergriinen bei der Stlchkultur unter

>roten Strahlen statt. .
- Ferner habe ich als Lichtfilter verschledenfarblcre Glasplatten

benutzt, von -denen schon die Rede o'ewesen ist.

waren dhnlich wie d1evob1gen :

Zusatz von Ca(NOg),: am 3/VI

Die Resultate

Chlorella 1. bei Strichkultur 47V 6/VI
Unter weiBer matter Glasplatte | Unveréndert - Regeneratlon schwach.
Unter roter Glasplatte Unvera,ndert Regeneratxon schwach,
"Unter blater .Giasplétté Unveréindert Re‘generatmn,deuthch.‘
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Stichococcus v. bei Strichkultur 4/V1 - ' 6/V1
WeiBe matte Glasplatte .~ | Regeration schwach.| - Dunkelgriin.
Rote Glasplatte o Unveréindert. . Grin. .

Blave ,, Reg. schwach. Dunkelgriin.

4., EinﬂqB der Dunkelheit auf das Wiederergriinen.

Nach den Angaben von Schindler (1913, : S. 554) und
Boresch (1913, .S. 155) sind die 'Cyanophyc'een auch im
Dunkeln 1msta.nde 1hr Phycocya.n und - Chlorophyll - zu regenerieren.
Nach Boresch (1 c. S. 182) regenerlert Chlamydomonas sp. aber
dabei nie ihr Chlorophyll.

Nach meinen Untersuchuncren verhalten sich Chlorella I. und
Stichococcus v. abweichend davon. Sie konnten{_soga‘r im Dunkeln
ihr Chlorophyll regenerieren. I . o

- Am 13/VI wurden die vergilbten Glukoseaoa.rkulturen gleich
nach dem Zusatz von Ca(NO,), ins Dunkle o'estellt ‘Die Versuchs-
protokolle ‘sind “die folgenden ; ‘ o o

Chlorelia 1. CisvI L | . 17VI
" 'Strichk.gltﬁlr'_‘ ; Keine Vef'alnderung.' R Régeﬁefhtioh deutlich.
" Stichkultur 7 " | Keine Verinderung. | Undeutlich. - ‘
Stichococcus v. N 15/Vi R 17/VI
Strichkultur o Keine Verinderhng. Regeneration deutlich.
Stichkultur : ‘Keine'Veréinder:ung. Undeutlich.' '

Ich konnte a.uch bel” der Sbrlchkultur von Chlorella I. und
Stzchococcus v. mit Zusatz von Harnstoﬁ' em Wledererorunen im
Dunkeln erlangen,
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‘Weiterhin beabsichtigte ich mir Klarheit dariiber zu verschaffen,
ob die Nachwirkung' des Lichtes auf das Wiederergriinen eine ‘be-
schleunigende Wirkung ausiiben konne. Daher wurde die vergilbte
Kultur nach einem . Zusatz von Ca(NO,), andmthalb Stunden lang
einem diffusen, a,ber sta.lken Llcbt auso'esetat und da.nn ins Dunkele
gebracht. Der Farbenw echsel war aber ungefahr derselbe wie bei
den Parallelversuchen. o

5. Einfluf der Temperatur auf das Wiederergriinen. |

Die Noﬁwéndigkeit‘ einer ziemlich hohen Temperatur fiir das
TFrgriinen der hoheren Pflanzen ist uns bereits bekannt (Pfeffer I,
S. 319) Bel der Reoreneramon der Farbstoffe der Cyanophyceen fand
4Boresch (l e 8. 160) eine optlmale Temperatur zwischen 20°-25°C,

Nach meinen elvenen Versuchen kann ich ebenfalls: bestatigen,
daB eine Tempera.tur um- 20°C ein besseres Medium als eine
‘medrloere Temperatur liefert. Einer vergilbten Strichkultur wurden
sowohl Ca(\IO J. als ‘auch (NH,), S0, zugesetzt. ‘Die Resultate
‘waren die folgenden : (Versuche beziehen sich nur auf Chlorella L)

Temperatur’ - Zeitdauer | Regeneration

,Laboratorium Temperaturwechsel 13/III—17/III. _ Schwach. .

3-5° C™»
Treibhaus ca 20°C 13/III-17/IIL. | Deutlich, besonders bei
: - © | (NHL),SO,
Temperatur . - | - Zeitdauer - - Regeneration

) Laboratorlum 8 12° 17/III—24/III Erst nach 7 Tagen regeneriert. -
Treibhaus : 20° ’ (17/ITI-21/ITL. | Erst nach 4 Tagen regeneriert.

(1) Temperaturwechsel wurde mit einem selbstre’giétrierendén Therﬁnoineter'gen:fessen. ’
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Bereits bei den Veérsuchen B. 1. bemerkté ich vielfach, daB das
Ergriinen friiher im Sommer als im Winter eintrat. Das 146t
sich nach den oben erwihnten Versuchen leicht erkldren. ‘

6. EinfluB des ‘saue.rstoﬁ‘freien Mediunms und Vakuuoms
auf das Wiederergriinen.

. Esist uns seit langem bekanut, daB Sauerstoff eine unumgéngliche
Bedingung beim Ergrﬁneﬁ der hoheren Pflanzen ist. So koﬁn’pe Cor-
rens (1892 S. 141) in einem moglichst satuerstofffreien Raume kein
Ergriinen finden. Nach diesem Autor war bei Helianthus 30 mm Laft- -
druck, bei Lepidium.sogar 60 mm erforderlich, am wieder zu ergrinen.

Immerhin konnte Grintzesco die Kultur von Chiorella vulgams
(1903, 8. 77) und Scenedesmus acutus (1902, S. 425) im Vakuum, aber
am Lichte, ohne besondere Zerstorung des Chromatophors erzielen.

Boresch (Le. S. 156 ff.) fand auch, daB verfarbte Cyanophyceen
im Vakuum, aber nur am Lichte, ihre Farbstoffe regenerieren konnten.

"Von den beiden letéteren Autoren ist aber die GroSe des
partiellen Luftdruckes nicht angegeben worden. ~Wenn also ein
fast absolutes Vakuum vorlag, so muBte der Ass1m11at1onssauer-
stoff, die Rolle des Luftsauerstoﬁ‘es tibernehmen, weil ein Ergriinen
" ohne 0, nicht denkbar ist.

Um mir dariiber klar zu werden, stellte 1eh die foloenden
Versuche an.

Der erste Versuch.

Weite Glasréhren wurden duarch Kahlaucre und Pyrogallus-
siure (a.a.0.) sauerstoffirei gemacht, und die vergilbten Glukose-
agarkulturen wurden dann sofort nach dem Zusatz der betreffenden
N- Verbindung in die sauerstoﬂ’frelen Réhren hmemcretan Ver-
suchsbedingungen : Z1mme1temperatur und diffuses Licht. Die
Versuche verliefen wie folgh: . . | A
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Chlorella 1. Zeitdauer - Regeneration
Strichkultur 3/VI-23/VL Undeutlich.
Stichkultur '3/VI-23/ VL. Undeutlich.
Stichococcus v. Zéitdauer Regeneration

Strichkultar 3/VI-23/VL. Giftig, gelbbraun.
Stichkultur 3/VI-23/VL ° Giftig, gelbbraun.

Der zweite Versuch. : .

Den nétchsten Versuch habe ich im Wasserstoff ausgefiihrt.
Dieses Gas wurde wie iblich aus Zink und Schwefelséiure hergestellt
und ‘mit 5% Kalipermanganat- und 10% Bleinitratlosung ge-
waschen, um den Arsen- upd Schwefelwasserstoff zu entfernen.

Zugesefzte N—Verbindungf KNO,,

R Chlorella'l. - Zeitds:mer Regeneration

- Strichkultur - 4/VI-15/VL. Unverédndert.
Stichkultur 4/VI-15/VL ~ Unverindert.
Stichococcus v. Zeitdauer Regeneration
Strichkultur 4/VI-15/VIL. Giftig.
Stichkultur 4/VI-15/VL Giftig.

Der aritte Versuch.

‘Dieser Versuch wurde im Vakuum angestellt.“ Dabei maB

«das. Versuchsmaterial lag.

Jich’ mittels Manometer- den Luftdruck in der Glocke, in welcher
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Zugesetzte N-Verbindung : KNO;.
Luftdruck in Glocke=50 mm=6.6% der urspriinglichen Sauer-

stoffmenge.

Die Versuchsprotokolle sind die folgenden.

Chlorella 1. Zeitdauer Regeneration
Strichkultur ', 4/VI-8/VL . Sehr schwach.
Stichkultur 4/VI-8/VI. Sehr schwach.
Stichococcus v. Zeitdauer Regeneration
Strichkultur 4/VI-8/VL Schwach, aber kein weiteres
Ergriinen.
Stichkultur 4/VI;8/ VI. Schwach, aber kein weiteres
. Ergrtinen.

Kontrollversuche in der Luft verliefen wie folgt :

Chlorella 1.

Stichococcus v.

. 6/VI-8/VL.
| 6/VI-8/VL.

Sehr deutlich, dunkelgrin.
Sehr deutlich, dunkelgriin.

Luftdruck in Glocke=15 mm (2% der urspriinglichen Sauer-

stoffmenge).

Chlorella 1., Zugesetzte N-Verb.=Ca(NO;),.

Strichkultur

| 99/X-13/XTL.

Kontrollversuch in der Luft| 29/X-1/XI.

Regeneration keine Spur.

Reg. deutlich, dunkelgrin.

Die obigen iibereinstimmenden Resultate zeigen uns klar, daB

die untersuchten Algen nie in einem an . Sauerstoff zu stark ver-

minderten Medium ihr Chlorophyll regenerieren konnen.

Erst bei

50 mm Luftdruck sind die vergilbten Algen imstande zu ergriinen

doch nur in schwachem Grade.

Es ist daher noch fraglich, ob
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.die Resultate von Boresch auf eine nur speziesreine Kultur oder
auf eine besondere Eigenschaft der Cyanophyceen zuriickzufiihren
gind. Es ist daher wiinschenswert, die betreffende Frage mit einer
bakterienfreien Reinkultur von Cyanophyceen noch einmal nach-
zupriifen. ' '

C. UBER DIE BEZIEAUNGEN ZWISCHEN DEN N- MENGEN UND
' DER VERGILBUNGSERSCHEINUNG

Vergegenﬁé,rtigen wir uns, daB das Ergriinen ‘durch einen
neuen Zusatz von N-Verbindungen bei einer und derselben Kultur
eintritt, so ist vorauszusetzéen, daB die Vergilbungserscheinung
durch den vorausgehenden iiberschiissigen Zusatz dieser Ver-
bindungen beseitigt . werden kann.. Um diese Voraussetzung be-
‘weisen zu konnen, habe ich die folgenden Untersuchunven ange-
stellt. '

Als Grundnihrljsung diente mir wieder M-L. Aus dieser
Lsung wurden wie gewdhalich Glukoseagar und Glukoseniihrlisung
hergestellt. : -

In GI-L ist- Kalziumnitrat in der Doms von O. 05/ enthalten
Glukoseagar enthilt. auch annihrend 0.05% Ca(NO,),. Bei den
vorliegenden Untersuchungen wurde noch ein Weiterer Zusatz der
verschiedenen N- Verbmdunoren auf Gl- Aoar oder GL-L und zwar in
einer Dosis von 0.5% gemacht.

1). Bei Glukosendhragar.
Das Nahrsubstrat warde zu je 5 cm’in die Roéhren beschicke.
- Fiir jede Kultur bereitete ich stets zwei Rohren. Wihrend des
Versuches wurde die Oberfliiche des Agarbodens immer dem Lichte
zugekehrt. o - ' '
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A Cﬁlorella l. ‘bei Strichkultur.

Anfang 7/VI -23/VIII 5/X1
- I9%Gl-Agar (Kontroll) g M., g.illla,g'riin, ver-| Gelbgriin.
gubt ! .
Kontroll+0.5% Ca(NO,), | s. g. M., griin. Griin,
| »  + . KNOj 8. g. M., griin. Gﬁin. L
s, + , NHCI 8. g M, dunkelgriin, | WeiB geworden (giftig).
, “teils braun. -
*,»  +0.5% (NH,).SO; | s. g. M., dunkelgrin, | Wei geworden (giftig).
o teils braun. .
s + 5 Harnstoff k. W.
s+ 5 Asparagin | s. g. M, griin, Griin.
» + 5 Pepton s. g M, grun Griin.
Stichococcus v. bei Strichkultur.
Anfang 7/VI 23/VIIIL 5/X1
. Kontroll (1% Gl-Agar) ' g. M, griih. ' 4'Ge-lbg-rt’1n, vergilbt !
: »  +0.59% Ca(NO;), g. M., griin.‘ Griin, nicht vergllbt
* » 4+, KNO, s. g M., griin. Griin. _
* 4+, NHCC s. g. M., dunkelgriin, | WeiB geworden (giftig).
teils braun. ' .
* 4, (NH)SO, |s g M, dunkelgriin; | WeiB geworden (giftig).
teils braun. ‘ : -
* » + , - Harnstoff m. M., grin. Griin.
* ,» + , Asparagin |s g M., grin. Griin.
» -+ , Pepton s. g. M., griin. Griin.
Bei den mit Sternen versehenen Kulturen zeigte die Alge

Polymorphlsmus, wovon schon gesprochen worden. ist.

Bei den foloenden Versuchen handelte .es s1ch um d1e Fra.o'e,

ob die uberschusswe Mencre des Stlckstoﬁ's dle Verollbuno beim

Glukosenahraorar beseltlo'en ka,nn in Welchem Glukose in einer

hoheren Konzentration enthalten ist.
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Die Kulturbedingungen waren wie friiher.

] Chlorella 1. bei Strichkultur.

Versf;}’;é’fginn 10/1T . VT 10/TX.
0.59§ Gl-Agar Grin. | g M., dunkel- | Griin.
. .. _ - griin. j -
2%, | Grin. | g. M., gelbgriin| WeiB geworden.
5% ., - |- Grim. - - | g M., gelbgrin.| WeiB geworden.
10% Grin. _ g M, gelbgrﬁn. WeiBl geworden.
29 Gl-Agar »|'Griiner. |s.g. M., dunkel{ Dunkelgriin; oberflichlicher
+Ca (NO,), 0.1%- © grin. und mittlerer Teil wie hin-
C ‘ . ' . terer Teil des Belags braun,
- 59 Gl-Agar Griner.  |s. g. M., dunkel4 Dunkelgriin; oberflichlicher
+Ca (NO,),0.1%| . griin. und mittlerer Teil wie hin-
: o terer Teil des Belags braun. '
109% Gl-Agar | Griiner.. |s.g. M., dunkel{ Dunkelgriin; oberflachlicher
+Ca (NO,),0.1% grin. und mittlerer Teil wie hin-
: ' : terer Teil des Belags braun.
296 Gl-Agar - Grimer. .| GroBte M., Dunkelgriin ; hinterer Teil
+ Asparagin 0.19% | o " dunkelgrin.| des Belags braun. :
59 Gl-Agar Griiner. | GroBte M., Grriin; hinterer Teilles Belags
"+ Asparagin 0.19% .  dankelgrin.| braun. o
109%Gl-Agar Griiner. | GroBte M., . | Dunkelgriin ; hinterer Teil
A+ Asparagin 0.19% | C dunkelgriin,| des Belags braun.
295 Gl-Agar Gelbgriin. | g. M., gelbgriin.| Griin; hinterer Teil des
"~ +Pepton 0.1% ' S Belags "gelb.
. 59 Gl-Agar - Gelbgrin. | g. M., gelbgriin.| Griin; - hinterer Teil des
_+ Pepton 0.19% Belags gelb. K
" 109% Gl-Agar - Gelbgriin. | g. M., gelbgriin| WeiB; hinterer Teil aber
: T ' gelb. :

+ Pepton 0.1%

Stichococcus v. bei . Strichkultur.

’Versuclisbeg'inn' 10 3 a0y
S 10/ 1/VI 101X
Dunkel-: | g. M., dunkel- | Dunkelgriin. . .

0.59% Gl-Agar

.griin.

grin.
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Versuchsbeginn

Jo/XT 10/1T 1/VI 10/IX.
29% Gl-Agar Dunkel- g. M, grun WeiB geworden.
. griin.
5% » Dunkel- g.- M., grin. | Wei geworden.
grin. A
10% Dunkel- g. M., dunkel- | Weill geworden. -
griin. grin.
295 Gl-Agar Dunkel- |s.g. M., dunkel- | Dunkelgriin; hinterer Teil
+Ca (NOd);O 1%. griin. grin. | gelb.
59 Gl-Agar Dunkel- |s.g. M., dunkel- | Dunkelgrin; hinterer Teil
+Ca (NO,),0.1% |  griin. griin. gelb.
109 Gl-Aar Dunkel- |s. g. M., dunkel- | Dunkelgriin; -hinterer Teil
+Ca (NO,),0.1% griin. " grin. gelb.
294 Gl-Agar Dunkel- |s.g. M., dunkel- | Dunkelgriin; hinterer Teil
+ Asparagin 0.19§ "grin. grin. gelb.
. 59 Gl-Agar Dunkel- |s.g. M., dunkel- | Dunkelgriin ; hinterer Teil
+ Asparagin 0.1% grun. grin... | gelb.
109 Gl-Agar Dunkel- |s.g. M., dunkel- Dunkelgriin ; hinterer Teil
* 4 Asparagin 0.19% griin, griin. gelb.
29% Gl-Agar Gelbgriin. |s. g. M., gelb- | WeiB geworden.
+ Pepton 0.19% grin. o
594 Gl-Agar Gelbgriin. |s. g. M., gelb- | WeiB geworden.
+ Pepton 0.1% grin. ;
1095G1-Agar Gelbgriin. | g. M., dunkel- | Dunkelgriin !
+Pept0n 0.1% ' grin.

Die beiden oben erwihnten Versuche zeigen uns, dal das

Vorhandensein einer gréBeren Menge Stickstoff im Glukosenéhragar

die Vergilbung der Algen aufhalten oder sogar verhindern kann.

Dabei spielte die Menge der Glukose im Nihragar keine nennens-

_ werte Rolle.

die Glukose in der Dosis von 2, 5 oder 10% enthalten war.

Das Griinbleiben der Kulturen erfolgte, einerlei ob
Dies

weist darauf hin, daB die Vergilbung . nicht nur. als eine Folge

einer reichen Erndhrung mit Kohlenstoff, sondern auch als eine

solche des N-Mangels betrachtet werden kann.

~ Man_sieht ein_schlechtes Resultat belm Zusatz _von Pepton
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Trotz einer groBeren Menge Stickstoff geht dabei oft eine Verfér- -
bung vor sich. Dies beruht sehr wahrscheinlich auf den schlechten
Néhrwert des Péptons. Die dabei eintretende Entfarbung ist vielleicht
auf den EinfluB der Glukose zuriickzufiihren. Man erinnere sich
hier an die 109 Gl-Agar+-0.1% Pepton-Kultur, wo keine Vergilbung
eintritt. Warum hier keine Vergilbung und kein WeiBwerden
eintreten, mufl dahingestellt bleiben. Dies lehrt uns aber zur
Geniige, daf die hiufig eintretende Entfirbung nie als eine Folge zu
- reicher Ernéhrung mit Stickstoff betrachtet werden kann. o
Von der Giftwirkung von NH,Cl und (NH,),SO, wird spiter
eingehender die Rede ‘sein: Beim Zusatz dieser Salze verblassen
die Algen infolge der Bildung freier Siuren.
-In Bezug auf die Versuche von Scenedesmns n., sQ‘schiugen sie
immer fehl. Trotz des iiberschiissigen Zusatzes von N-Verbindun-
gen auf die Strichkultur oder Stichkultur, verblaBte die Alge oft
frither als bei den Kontrollkulturen. Ich habe nicht ausfindig
gemacht, was die Ursache davon war. » '
Hier mu8 ich noch auf die Farbentne det verschiedenen
Stellen des Algenbelags hinweisen. . o
~ Trotz des Vorhandenseins der iiberschiissigen Menge Stickstoff
“behielten nur die Oberfliche des Belags, bzw. dessen Rénder, ihre
griine Farbe, und die Hinterseite, und sogar der mittlere Téil der
Oberfliche vergilbten. Die Vergilbung des mittleren Teils der
Oberfliche des Belags ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, daB
er von - der N'—Verbindung' schwer erreicht wird. Die’ Vergilbung
der Hinterseite scheint aber durch Luftmangel verursacht za werden.
Die griin bleibenden Teile bei vorliegenden Versuchen waren
also ganz dhnlich den durch neuen Zusatz von Stickstoff ergriinten
Teilen des Algenbelags. '
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2). Bei Glukosenshrlésung.

. Die folgenden Versuche beziehen sich nur auf Chlorella 1. Tch
sorgte dafiir, daB die Alge immer einem diffusen. Licht ausgesetzt
 blieb. ,
. Fir ]ede Kultmrelhe benutzte ich drei Kolben von 200 cm’-
Inhalt die je. 50 cm® der Nahrlgsung enthielten.

Beim ersten Versuch habe ich Ca (NO,), oder Aspé.raOin in
einer Dosis von 0. 20/ der GLL zugesetzt, die die Glukose in einer
Dosis von 2, 5 oder 10% enthielt. In diesem Fall iibte der Zusatz
von N- Ve1b1ndunoren keine hemmende Wirkung auf die Vergilbung
aus. Bei weiteren Versuchen hatte ich daher eine noch groBere
Menge der verschiedenen N-Verbindungen .zuzusetzen.,

- Der zweite Versuch :

' ; R Trockenge-
Anfang 28/X/14 12/XT11 6/111 29/X wicht pro
: . . 2 Kolben
A, $M-L s. ger. M., griin. s. ger. M., gri’ln.‘ m, M, griin, - [ 0.028 g
B. GIL(2%) . g M,grim. | g = M. gelb- g M., gelbgriin.| = 0.296
) . grimn ! o
C. B+Ca (NO,),,1% g M,grim. | g M,grin. g. M., griin.- 0.240
D. C+(NH,),80,,0.1% ‘g M.,dunkel- | g. M,griinteils] g M., weig. | ‘0213
- griin. braun
E. B+Ca (NO,),, 5% g M.,dunkel- [s.g. M,dunkel- [s.g M., dunkel- | 0501
i griin. griin. griin. )
F. B+Ca CO,,0.5%, g M, grin. g M., grin- g M., gelbgriin.| 0.319
. . . gelbgriin, ) . -
G. F+(NH,), 80,,0.1% ger. M., gelb- g. M,dunkel- | g M., griin, 0.568
o ’ . griin. griin,
_H. B4+CaCO, 1%, . |- g M., grin. g M, griin- g. M., gelbgriin. | 0.290
. - : gelbgriin.
- . p— " | - g M., gelbgriin,{ -
. L. B+ Asparagin 0.25% m. M., griin. g M, grin. toils brums, 0.232
J. B+ Asparagin 0.5% g M,grin. | g M,grin. . g M, griin. . 0.383
K. B+Pepton 0.5 / g. M, griin. g. M., griin. g. M., griin. 0.647

Die Tabelle 148t erkennén, daB eine. g_rbﬁére Menge” von ' N-
Verbindungen auch bei Glukosenihrlosung die Vergilbung verhindern
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kann. Der Zusatz von Ca CO, vermochte die Vergilbung nicht zu
beseitigen, Er konnte aber die Giftwirkung der Ammoniumsalze,
d. i. die Bildung freier Sduren verhindern. ‘

Asparagin bietet ein interessantes Beispiel, wie ein- Zusatz von
0.25% eine braune Farbe (giftige Wirkung) und ein solcher von
0.59% keine solche verursacht. Auch bei dieser Vergilbung kann
man also nicht von zu reicher Ernihrung mit Stickstoff reden, weil
selbst eine noch groBere Menge davon keine Vergilbung verursacht.
Tch vermute bei 0.259%-Asparagin die Bildung einer organischen
giftigen freien Séure. | .

Vergleichen wir das Trockengewicht mit einander, so sehen
wir, daB das von E, G, J und K deutlich groBer als das der
Kontrollkultur (B) ist. Das Trockengewicht bei anderen Kulturen,
abgesehen von % M-L-Kultur, war fast das gleiche wie das der
Kontrollkultur ; die Abweichung liegt in der Fehlergrenze. Ver-
-mutlich war noch eine Spur von Ca CO, in F {ibrig geblieben. Bei
H' beobachtete ich deutlich, daB "eine geringe Menge von Ca CO,
zariickblieb. Daher wurde der Riickstand mit Essigsdure gewaschen,
um Ca CO, zu lésen. Ich befiirchtete dabei aber eine Lﬁsunv' der
- anderen Stoffe im Algenkdrper, was eine Abnahme des Tlockencre
wichts verursacht haben wiirde. Aus diesem Grunde sind die
. Trockengewichte bei F und H nur annéhernd.

Das Passieren von Aplanosporen und Schwarmern durch das
Filtrierpapier verursachte auch einen ziemlich ‘groBen Fehler. Daher
fiillt eine kleine Abweichung des Trockengewichts in die Fehlergrenzé.

.SchlieBlich noch ein Wort iiber das Trockengewicht bei Pepton.
Pepton war, wie schon erwihnt, eine schlechte N-Quelle bei Arta-
rischer N&hrlosung. Das Resultat vorliegender Versuche ist aber iiber-
raschend. Bei GIl-L nach Detmer ‘namentlich be1 lano'erer Kultur,
ist Pepton eine vortr offfiche N- Quelle Ahnliches sieht man auch bei
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‘den vorhergehenden Agarkulturen. Der Nihrwert irgend eines Stoffes
kann also je nach der Zusimmensetzung der Néhrlosung und nach
der Kulturweise verschieden séin. Man muB also beziiglich der Re-
‘sultate der verschiedenen ‘Autoren iiber den Ndhrwert eines Stoffes
diese Tatsache beriicksichtigen, sonst kommt man unvermeidliqh
zu einem TrugschluB.

D. WESEN DER VERGILBUNGSERSCHEINUNG.

- Um das Wesen der Vergilbungserscheinung niiher zu unter-
suchen, war es notig, weitere Fliissigkeitskulturen ‘anzustellen. Die
Versuche wurden in  Jenenser Kaliglaskolben -von etwa 300 cm?
Inhalt ausgefiibrt, um eine etwaige Ausscheidung der: Alkalien 7
vermeiden. Fir jede -Versuchsreihe dienten mir, in den. meisten
Fallen zwei. Kolben. Jeder Kolben enthielt je 100 cm® der Nihr-
l6sung.  Sie "wurde ‘wie tblich sterilisiert und nach der Uber-
impfung diffusem Lichf ausgesetzt. . Im Sommer muB man besonders
anf die Lichtintensitit achten, weil ein grelles’ Sonnenlicht im
Sommer eine Farbstoffzerstérung’ verursacht

Erste Kulturen

Chlorella 1. o
. o Trockenge- |[Reaktion nach
Anfang 29/X /14 . 6/IXL/15. .~ . | wicht pro | Abbruch
. o , Co 2 Kolben |desVersuches
3 M-L : . ger. M., griin. - 1 o 124 | Neutral.
29 Gl- L (6 Kolben) g. M., vergilbt. . 1.280 | Neutral oder
' : ' 1.262 sauer.
296 GI-L+CaC0O;0.5% | g M., etwas griiner. 0.911 Neutral.
-296 Gl-Li+ Ca(NO,), 1/ s. g. M., dunkelgrin. 1.435 Neutral.
5% GI-L g. M., vergilbt. : 1.049 Sauer.
1095 GI-L g M, 2 0.994 - | Saver.
29 Gl-L im Dunkeln m. ‘M., gelbgrin. 0.508 Sauer. !
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, - C - | Trockenge- Reaktion nach
Anfang 29/X’ 14 6/I11'15. -} wicht pro Abbruch
B 2 Kolben ‘| des Versuches
Stichococcus v. '
IM-L ger. M, grin. 0.144 Neutral.
29 GI-L | g M, vergilbt. 0.328° | Sauer.
3+ M-L ger.‘-M., griin. 0.354 . | Neutral. -
29% Gl-L g. - M,,- vergilbt. 0.526 Neutral.
Chlorosphdera - p.- A o
3M-L .. . |s. ger.M., grun. - 0.237 | Neutral.
29 GI-L g M, grin. o 0.390 - ‘Neutral,
Chlamydomonas . (am 5/VIvergilot) -~ =~
'3 M-L b ger. M.,' grun 0116 .Ne.utr-al. .
*99 GI-L g M., griin. 0.208  |"Neutral.

Die zweiten und dritten Kuituren_ beziehen sich nur auf C’hlorella l.

Zweite Kulturen.

I o ' R - | Trockenge-| Reaktion -
Anfang 20/V 15/VII 10/X . .| wicht pro. nach
o - ' ein Kolben | Versuch
-3 M-L (2 Kolbén) ~| ger. M., grin. | Griin. | . 0027 ‘| Neutral.
05%Gl-L (2K.) |g M, grin. | Grin |- 0145 .| Neutral.
. R Dritte Kulturen. |
- « - ‘ " TTrockenge-| Reaktion
Anfang 20/V--. . - 15/IX - | - 10/X - | wicht pro.{ _.nach -
‘ : ’ ein Kolben | Versuch
3 M-L(BK)  |ger. M, grin. | Grin, 0012 | Neutral.
05%GHL(2K) (g M, grin. | Grin. {&gg- Neutral.
’ ' T e .| {0.118
196 GIL (3K) | g .M, grin. | Gelbgrin. {0140 . | Neutral.
2% GI-L (6K.)-. |-g- .M, grim., | Gelbgrun. {8}2% Neutral,
$M-L im Dunkeln | .k W. 'W. Spur. — Neutral. .

Zunichst werde ich die Trockengewichte mit einander 'ver-
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gleichen. Bei Chiorella 1. ist die Ernte bei 29 Gl-L etwa zehnmal
grﬁBér als die bei 3 M-L. Ahnliches haben wir schon bei den
Versuchen von C, 2 beobachtet. Die beschleunigex}de Wirkung der
Glukose auf das Wachstum war bei anderen untersuchten Algen
nicht so merklich wie bei Chlorella I., doch ziemlich deutlich. -

Die Maximalernte von Chlorella I. war bei 1/_ und 29- Gl L
wahrzunehmen.

Es sei noch bemerkt, daB die Ernten der ersten Kulturen
ziemlich viel groBer waren als die der zweiten und dritten Kulturen.
Nach meiner Meinung ist diese Abweichung auf die Verschiedenheit
der Kulturdauer and der Jahreszeiten zuriickzufiihren.

Merkwiirdigerweise kommt keine Vergilbung béi 0.5% G1-L
vor. Diese Erscheinung tritt aber bei 1%-, 2%-, 5%- und 109%-
GI-L ein. Daher halte ich 0.5% fiir die Grenzkonzentration der
Glukose, die bei Chlorella I. keine Vergilbung hervorruft.

1. Vergilbungserscheinung schon bei neutralem
Zustande der Nahrlosuno

Im folgenden mochte 1ch das Wesen der Vermlbuno'sersehel-
nung etwas eingehender erortern. S

Der Verlauf des Farbenwechsels von Chlorella I bei GI-L sei
hier noch einmal erwahnt : Chlorella 1. vergilbt erst nach 3-5
. Monaten nach der Uberimpfung. Je'slter die Kultar wird, desto gelber
erd die Alce, da,nn wird sie wei,, um schheBLch abzusterben.

Nach meinen Untersuchunven hangt das WeiBwerden der
untersuchten Algen,’ Wenlgstens der Chlorella l ‘mit, ‘einer Giftwir-
kung zusammen. Das Welﬁwerden wird namhch durch eine freie
organische Saure verusacht wovon spéter die Rede sein wird. Somit
besteht der Entfarbunosvorcrancr bei den untelsuchten Aloen aus

zwei auf einander folgenden Vorgingen.
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Erstens Vergilbung.
Zweitens WeiBwerden.

Zundchst komme ich auf die Vergilbungserscheinung zu
sprechen. Die GI-L ist wegen Vorhandenseins von KH,PO, schwach
sauer und beim Verlauf der Kultur wird sie neutral. Die Vergil-
bung tritt schon im neutralen Zustande der N#hrlosung auf, und -
die hauptséichlichste Ursache. der Vergilbung mu daher anderswo
zu suchen sein. Der Verblassungsvorgang geht mit der sauren
Reaktion der Néhrlosung hand in hand. Es fragt sich nun:

Ist der N-Mangel die Hauptursache der Vergilbung? Um
diese Frage zu beantworten, sah ich mich veranlaBt den Nachweis
von Nitrat und Ammoniak in den veréilbten Kulturen zu erbringen.

2, Nachweis von Nltrat und Ammoniak.

Das Nltrat wurde mit einer Diphenylaminlosung der Schwefel-
saure gepriift. Bei der Priifung des Ammoniaks zeigte sich aber
das Nesslersche Reagens unbrauchbaf, weil eine andere dieses
Reagens reduzierende Substanz in der Néhrlosung gebildet wird.
Daher wurde die zu priifende Losung mit Natronlauge gekocht, und
der dabei emporsteigende Dampf wurde mit einem mit HCL benetz-
ten Glasstab gepriift.

In der nachfolgenden Tabelle sind kurz die Resultate der
Nitratreaktion dargestellt.

1 M-L |05%GI-L| 1% GI-L | 29 GI-L | 5% GI-L- | 2%GI-L
: + CaCO;;

Chlorella l.|Deutlich| Keine Spur|Keine Spur|Keine Spur|Keine Spur|Keine Spur

Stichococcus v. | Scenedesmus n. |Chlorosphaera p.|Chlomydomonas k.
3 M-L Deutlich Deutlich Deutlich Keine Spur
GI-L (2%)| Keine Spur | Keine Spur Keine Spur Keine Spur
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Mit Bezug auf Ammoniak, so konnte ich keine Spur in
irgend einer Kultur von Chlorella I. finden.

Aus obigen Priifungen geht hervor, daB der Mangel an Stick-
stoff’ keine nennenswerte Rolle bei der Vergilbung spielt. = So. trat
bei 0.5% GI-L die Erschdpfung des Nitrats ebenso wie bei 1%- und
-2%GI-L auf. Trotzdem findet bei der ersteren Losung keine Ver-
gilbung statt. Die dritte Frage, die sich erhebt ist dann:

- Kann eine heterotrophe Lebensweise die Zerstorung des Chloro--
phylls verursachen ?

Infolgedessen sah ich mich veranlaBt, die verarbeitete Menge
der Glukose zu bestimmen.

3. Verbrauchbare Mengen Glukose und damit
zusammenhéingende Algenernte.

Die folgenden Berherkungen beziehen sich, wenn nichts anderes
gesagt wird, nur auf Chlorella 1. | o

Die Analyse der Glukose wurde nach der Methode von
Bertrand® ausgefiiirt.

Die Resultate sind die folgenden :

Kulturdauer Uisl%fllgégl' ‘;fli\bf:lug?' bﬁgg hf{i%l%é ’lgeo\srli{(flft- p'forolc; %ligti— .
’ kosekonsum

20/X-1/VII | 5.¢(5%) | 1.900 3.100 0.525 0.271
29/X-1,VIIL 10 ,,(10%) 2.100 7.900 0.497 0.237
1/VII-10/X | 05,,(0.5%)| 0477 | 0023 0.124 0.260'!
20/V-10/X | 05, (0.5%)| 0.495 0.006 0.145 0.293 !
11/VII-10/X | 1.0, (1%) 0.832 0.168 0.118 0.142
11/VII-10/X | 20,,(2%) | 0.975 1.025 0.172 0.176

Die Tabelle 148t erkennen, daf

die Glukose bei 0.5% fast

1), Bertrand: Guide pour les manipulations de Chimie biologique, 1913, IL Ead.
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ganz resorbiert wird, und daB sie bei hoheren Konzentrationen in
mehr oder weniger grofen Mengen zuriickbleibt. _

Beachtenswert ist éuch, daB die Algenernte im Verhiltnis
zum gleichen Glukosekonsum bei 0.5% Gl-L am groBten ist.

Es ist daher wohl'denkbar, daB bei 1%-und 2% GI-L eine grofere
Menge Glukose als Gérungsmaterial verwendet wird. Demgemif
ist die Anhaufung einer groBeren Menge von Gérprodukten bei 1% -
sowie 2%-GI-L, als bei 0.5% Gl-L zu vermuten.

Streng genommen ist der SpaltungsprozeB der Glukose bei
1%-und 2%-Gl-L nicht als GérungsprozeB, sondern als eine un-
vollstindige Oxydation oder Oxydationsgirung zu betrachten, weil
er in der Luft oder im luftreichen Medium vor sich geht. Jedoch
kann ich die Moglichkeit ciner echten Gérung nicht ausschlieBen,
weil ich vielfach bei Stichkulturen Gasbildung beobachten konnte.

Bei vollstindiger Oxydation von Zucker wird eine groBere
Energie als bei der Géarung frei, und daher kann der groBte Teil
des Zuckers als Baumaterial verwendet werden. :

Vermutlich geht bei 0.5% GI-L vor allem vollstéindige Oxydation

der Glukose und damit eine okonomische Durcharbeitung der
* Glukose vor sich. ) ‘ .

Man kann aber nicht ohne weiteres sagen, daB die Gérung
eine wesentliche Ursache der Vergilbungserscheinung ist, obwohl
zwischen beiden ein gewiBler Parallelismus herrscht.

Es ist aber begreiflich, daf die Algen in zuckerreichen Medien,
d. i. in 1%-GI-L, und in mit noch groBeren Mengen von Glukose
versehenen Losungen, saprophytisch oder heterotroph an Kohlen-
stoff werden konnen. In diesem Falle kann die Glukose den ganzen
C-Bedarf decken. Maoglicherweise liegt der Fall anders bei 0.5% Gl-L.
Es scheint mir wahrscheinlich, daB dabei sowohl Glukose als auch
Kohlensiure den Algen als C-Quelle dient. Offenbar ibertrifft aber



164 Art. 2,—~H. Nakano:

der Anteil der Glukose bei der C-Assimilation den von Kohlensdure
bei weitem, weil die untersuchten Algen bei autotropher Ernih-
rung immer geringe Ernten licfern.

Auf Grund des bisher Gesagten mufB die Hauptursache der
Vergilbungserscheinung die zuckerreiche Erndhrung und die damit
zusammenhéingende saprophytische Lebensweise sein. Der Gérung-
proze8 ist nichts anderes als eine mit der Vergilbung parallel gehende
Erscheinung. Er bildet keine direkte Ursache der Vergilbung.
Jedoch konnte man an eine Giftwirkung der Gérprodukte, und
daher an einen indirekten Einflup derselben auf das Weibwerden
der Algen denken. ,

Das Weilwerden bei den untersuchen Algen war eine Absterbe-
erscheinung. Die ;vergilbten Algen blieben dagegen einige Monate
lang lebensfihig, und konnten durch einen Zusatz von .N-Ver-
bindung wieder ergriinen. Die beiden Erscheinungen muBten also
bei den untersuchten Algen klar von einander unterschieden werden.

Nach meiner Meinung muB die Vergilbungserscheinung als eine
okologische Erscheinung und das WeiBwerden als eine Abster-
beerscheinung betrachtet werden.

Gewohnlich folgen die beiden Erscheinungen: die eine auf die
andere. Infolgedessen wurden sie oft als eine einzige Erscheinung
betrachtet. Es scheint mir aber, daB die Verblassungserscheinung
direkt, ohne Vergilbung, als eine Folge der saprophytischen Lebens-
weise vorkommen kann. Dies ist wahrscheinlich der Fall bei
BEuglena gracilis. Wie weit meine Unterscheidung richtig ist, lasse
ich dahingestellt.

Vor langer Zeit schon wurde die Beziehung zwischen Sapro-
phytismus und Entfirbung betont, und die Abstammung der chloro-
phylllosen Saprophyten und Parasiten wurde damit erklart.
Diese Ansicht herrscht heute noch; allerdings ist sie moch auf
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keinem experimentellen Wege bewiesen.

Uber die Ursache der Entfirbung der Algen finden wir
AufschluB in den Arbeiten von Zumstein (1900), Artari (1902,
1913) und E. Pringsheim (1913).

Nach Artari (1902 S. 206) ist das Chlorophyllverschwinden
der Chlorophyceen als eine.Folge reicher organischer Ernahrung zu
betrachten. ‘Bei diesem Autor fand sich aber kein Analysieren
der Ursachen der Entfirbung. '

Zumstein erhielt weile Euglenen (Astasia-Form) neben griinen
Formen, sowohl in konzentriertem Erbsenwasser, als auch in Fleischex-
traktlosung und.zwar am Licht. Nach Mitteilungen dieses Autors
ergriinte die Astasia-Form ,,mit- allméhlichem Verbrauche der
organischen Nahrung oder mit der Gewohnung an die konzentrierte
Losung* (S. 185). Es ist aber sehr fraglich, ob seine Behauptung
" zutrifft. Man erinnere sich zunichst der N-Quelle in seinen N&hrlo-
sungen. Wahrscheinlich sind in denselben hohere N-Verbindungen, wie
z. B. Eiwei und Aminoséure, vorhanden. Es ist daher moglich, dafl
‘einfache N-Verbindungen, wie Ammoniumsalze &c., daraus entstehen
und zunidchst zur Chlorophyllbildung dienen. Wenn die Vermutung
zutrifft, so ist das Auftreten der Astasia-Form am Lichte zum Teil
auf eine unbenutzbare N-Verbindung d. i. indirekten N-Mangel
zurickzufiihren. , ,

Zumstein fand schon das Auftreten des Weibwerdens in N-
freier Losung, und auch das Ergriinen verblaBter Algen bei bloBer
Zugabe von N-und zwar NH,-Verbindungen, nicht-aber bei Zugabe
von anderen Salzen (S. 184). Er legte aber das Hauptgewicht des
Weiwerdens nicht anf den N-Mangel.

Immerhin betrachten sowohl E. Pri‘ngsheim als auch Zum-
stein die ,,ippige Ernihrung* als eine Ursache der Verblassung der
Euglenen. In ihren Arbeiten ist aber die Frage, wie ,, reiche or-
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ganische Erndhrung* (Zumstein lec. S. 184) oder ,, iippige
Ernfihrung ¢ (E. Pringsheim le. S. 45) Farbloswerden verar-
sacht, nicht berithrt worden.

Es scheint mir wahrscheinlich, daB die genannten Autoren den
EinfluB der C-Quelle auf das WeiBwerden nicht beriicksichtigten.

In den Arbeiten von Schindler und Boresch finden wir,
daB der N-Mangel einen groBen EinfluB .auf die Entfirbung der
Cyanophyceen und Chlamydomonas-sp. ausiibt, Meine eigenen
Untersuchungen bestédtigen auch den Einflu des N-Mangels auf die
Vergilbung der Chlorophyceen. Ich kann ihn jedoch nicht als die
Hauptursache der Vergilbung betrachten. Dariiber habe ich bereits
gesprochen, und will daher an dieser Stelle nicht niher darauf
eingehen, sondern nur noch ein Beispiel hinzafigen.

" Ich kultivierte einmal Chlorella 1., Stichococcus v. und Scene-
desmus n. auf Bei jerihcksche_m N-freien Gl- und Mannit-Agar.
Trotz des N-Mangels zeigten die Algen bei Mannit-Agar einen
kleinen schén griinen Belag, bei Gl-Agar aber einen gelbgriinen
kleinen (Stichococcus und Scenedesmus), bisweilen aber auch groSen
Belag (Chiorella). Selbstverstdndlich war die Vergilbung auf GI-
Agar von der reichen Ernfdhrung an Kohlenstoff und dem N-Mangel
abhdngig. Mannit ist eine schlechte C-Quelle fiir die betreffenden
Algen, was das Griinbleiben der Algen erkliren liSt.

Dies und frither schon mitgeteilte Griinde lassen uns
erkennen, daB der N-Mangel einen Einfluf zweiter Ordnung auf die
Vergilbung ausiibt. Ich will versuchen den Einfluf der Glukose und
des N-Mangels auf die Vergilbung bildlich klar zu machen. Man
denke hierbei an einen fallenden Korper. Die Ursache des Fallens
eines Korpers ist sebstverstdndlich die Schwerkraft. Man kann
aber mit einer Platte leicht den Korper unterstiitzen und am
Fallen verhindern. Mit solcher Platte kann man die hemmende
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Wirkung des Stickstoffs betreffs der Vergilbung vergleichen. Die
Hauptarsache der Vergilbungserscheinung muB reiche Kohlen-
stoffernihrung sein, die man bildlich mit der den Fall des Korpers
bedingenden Schwerkraft vergleichen kann.

E. FARBLOSWERDEN UND ABTOTUNG DURCH BILDUNG

FREIER SAUREN.

Nach und nach verblassen die vergilbten Algen, um zuletzt
ganz weil zu werden. Bei Agarkulturen von Chlorella I. und
Stichococcus v. dauerte der Vergilbungszustand etwa drei Monate
lang. Ahnlich verhielten sich auch die vergilbten Kulturen von
Chlorella 1. in 2%- sowie 5%-Gl-L.

Bei den ‘weifen Flissigkeitskulturen fand ich immer die
Bildung freier Sdure. Bemerkenswerterweise fand ich in 10 cm® von

2%- und 5% GI-L immer eine 0.3 cm® —1’% NaOH entsprechende‘

Menge freie S#ure. Nach chemischer Analyse erwies sich diese
Sédure als identisch mit Ameisensiure.

Daher wurde die Giftwirkung der Ameisensiure und anderer
wichtiger Séuren auf die Algen gepriift. Das Ergebnis lehrte
mich, daB die Giftwirkung der Ameisensdure die von anderen
Séuren bei weitem iibertrifft. Die %-Lésuhg der Ameisensidure

wirkte auf Chlorella I. immer t6tlich. Die % Losung der Ameisen-

séure ist betreffs Konzentration der Losung gleich, die 0.3 cm® der

%\;— Ameisensdure in je 10 cm® enthiilt. Damit stimmt die totliche
Konzentration der Ameisensiure vollig mit der Konzentration der
bei weiBen Kulturen gefundenen Ameisenséure iiberein.

Im gelbgriinen oder gelbweifien: Zustande der Kultur sind die
Algen noch lebensfihig. Man kann durch ihre Uberimpfung eine
~ neue Kultur gewinnen. Dies kann man jedoch nicht beim ganz
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weiBen Zustande der Kultur. Weder Uberimpfung, noch N-Zugabe
rufen dann einen positiven Erfolg hervor. Die Algen sind vollig
. abgestorben. Das gesagte trifft wenigstens auf Chlorella I. und
Stichococcus v. zu. Scenedesmus n. verhilt sich etwas anders.
Diese Alge verblaft leicht bei Glukoseagarstrichkultur. Bei alten
Kulturen stirbt der direkt der Luft ausgesetzte Teil des Belags ab ;
die Riickseite und die Rénder des Belags bleiben aber lebensfihig
und ergriinen durch eine N-Zugabe.

1. Indirekte Giftwirkung der anorganischen Siduren.

Zunichst seien hier die Aziditdten der verschiedenen Kulturen
bei den Versuchen C, 2 mitgeteilt. Sie wurden nach Beendigung
der Versuche mit TNCT NaOH bestimmt. -Dabei wurde die Nihrlosung

abfiltriert, und das Filtrat davon wurde zu je 10 cm’® mit der
genannten Alkalilosung titriert.

O’hlorél I 1. ZusKLlnd der Azidii?{a',t mit % NaOH. pro
g° 10 cm® Filtrat
A 3M-L Frisch, grin. Neutral.
B 2% GI-L Vergilbt. 0.2 cm®
C B+ Ca(NOy), 1% Frisch. Neutral. :
D C+(NH,)S0,0.19% | WeiB, tot! 1_10\%1_12804, wenn freie
- 1.0em* Sgure identisch mit
H,S0, ist.
E  B+Ca(NO,), 5% Frisch. Neutral.
F  B+CaC0,0.5% Vergilbt. Neutral.
G F+(NH,)S0,019 | Frisch! 0.3 cm®
H B+CaCO;1% Gelbgrun. Neutral.
I B+ Asparagin 0.25% | Giftig. 0.5 cm®
J B+ Asparagin 0.5 9 | Frisch. 0.6 cm®
K  B+Pepton 0.5% | Frisch, 1.2 cm?®
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Merkwiirdigerweise trat die giftige Elschelnunv bei I anuf,
(Asparaom 0.25%), wihrend bei J (Asparagin 0.5% ) keine solche
zu finden war. Trotzdem war die Aziditdt bei beiden Lésuhgen
fast gleich, was die Verschiedenheit der Séduren erkennen liBt.
Bei J und k ist auf die Gegenwart schwach giftiger organischer
Siuren und bei I auf eine giftige organische Sadure wie Ameisen-
saure hinzuweisen.

Beachtenswert sind die ziemlich gro8e Menge an Siure und
die Giftwirkung bei D. Bereits Artari (1906 S. 183) nahm bei
Chlorella communis die Bildung freier Salpetersdure als eine Folge
der Verarbeitung des Ammoniumnitrats an.

Sehr wahrscheinlich ging in unserem Falle die Bildung freier
Schwefelsidure vor sich, weil dabei Ammoniumsulfat benutzt wurde.
Nehmen wir nun an, daf oebildete Sdure nur aus H, SO, besteht,

so mub seme Ixonzontratlon 100 H, SO, gleich sein.

Es ist nunmehr erforderlich festzustellen, in welcher Beziehung
die Giftwirkung und die Konzentration der Schwefelséure zu ein-
ander stehen. '

Bei meinen Untersuchungen zeigte es sich, da8:anorganische
Séuren verhiltnisméBig Schwache Giftwirkung ausiiben, und daB

hlorella 1. nicht toten kann. Nidheres dariiber wird
man spater finden. |

Aus diesem Grunde ist es klar, da8 die Giftwirkung der D-
Néhrlosung nie direkt durch die Bildung der freien Schwefelsidure
bedingt ist. ‘

Vermutlich greift Schwefelsiure die Formiate an, und 1aB%
freie Ameisensdure entstehen. Aus' diesem Grunde halte ich die
Giftwirkung der Schwefelsdure fiir indirekt. ‘

Der Fall muB auch bei der Giftwirkung von NH,Cl und
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NH, NO, &hnlich sein. Man kann vermuten, daB die freigewordene
Salzsdure oder Salpetersdure die Formiate angreift und dadurch die
Ameisenséure frei macht.

Um die Bildung freier Sdure aus den oben genannten Am-
moniumsalzen zu verhindern, habe ich mit Erfolg Kalziumkarbonat,
und zwar in einer Dosis von 1% benutzt. Diesbeziigliche Unter-
suchungen mit Detmers Néahrlosung ersieht man aus obiger Tabelle.
Weiterhin habe ich dieselben Versuche mit Artarischer Nahrlosung
ausgefithrt. In Artarische Néhrlosung wurde (NH,),SO, in einer
Dosis von 0.5%, und CaCO, in einer Dosis von 1% zugesetzt. Nach
4 Monaten (27/VI-10/X) war die Kultur von Chlorella I. gelbgrin
oder dunkelgriin, wihrend die Kontrollkultur schon gelbweif wurde.
Bei Scenedesmus n. konnte ich keine Erfolge erhalten. Diese Alge

wird weil, einerlei ob sie mit oder ohne CaCO, kultiviert wird.

2. Nachweis fliichtiger Séuren, bzw. der Ameisensiure und

nicht-fliichtiger Séduren.

Zunichst werde ich eine kurze Darstellung der Nachweis-
methoden der organischen Siduren geben. Wegen Einzelheiten
verweise ich auf die Arbeiten von Bertrand (a.a.0O.) und
Abderhalden.?

Qualitative Analyse fliichtiger S#uren.

Die Néhrlosung, nach oder ohne Filtration, warde durch Schwefel-
oder Weinsiiure schwach sauer gemacht und unter Anwendung
eines Kiihlers destilliert. Das Destillat wurde neutralisiert und aunf
dem Wasserbad eingedampft. Dann wurde das konzentrierte Destillat
wieder sauer gemacht und mit Ather im Scheidetrichter-ausgeschiittelt,

1) Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. II, 1910.
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um die Séure zu extrahieren. Nach Befreiung von Ather erhielt
ich immer eine kleine Menge Siureldsung.
Ameisensdure kennzeichnet sich durch die folgenden Reaktionen.
1). Mit AgNO, bildet die neutralisierte Séure einen weiBen
und " dann schwarz werdenden Niederschlag von Silber-
formiat. :
2). Salpetersaure Losung von Kaliumpermanganat (0.5%) farbt
sich mit ihr blau. '
3). Ein charakteristischer Geruch von Ester entsteht durch
"einen Zusatz von Athylalkohol und H,S0,.
4). Geringere Fliichtigkeit, eine FEigenschaft, die auch zur
quantitativen Analyse benutzt wird (nach Bertrand).
Betreffs Erkennung der Butter-, Valerian-, Essig- und Propion-
sdure verweise ich auf das Werk von Bertrand (a.a.0.).
Man kann die Ameisenséiure von der Essigsdure dadurch unter-
scheiden, daB das Eisensalz der ersteren im Gegensatze zu dem der
letzteren in Athylalkohol unléslich ist (vergl. Abderhalden Le.).

Qualitative Analyse nicht-fliichtiger Sduren.

Die nach der Destillation zuriickbleibende Néhrlosung enthalt
noch ‘eine groBe Menge Ameisensdure, weil dieses sich schwer
verfliichtigt. Es bedarf daher einer besonderen Vorsicht, um damit
Prifungen nicht-flichtiger S#uren anzustellen. Uffelmanns
Reaktion firr die Erkennung der Milchsdure war unbrauchbar, weil
eine gleiche Reaktion auch durch Ameisensdure hervorgerufen
wird. Daher versuchte ich die Milchsdure durch die Bildung von
Zinklaktat zu erkennen.

Oxalsdure 148t sich durch Bildung oxalsauren Kalkes erkennen.
Trotz vielfacher Bemithungen konnte ich aber keine Spur dieser Séure
nachweisen. ‘Daher kochte ich die 'Algen sammt der Néhrlosung
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mit HCl, und behandelte sie dann wie {iblich, um die Gegenwart
der Oxalsiure in den Algenkorpern nachzuweisen. Aber auch
diese Versuche blieben ohne Erfolg. ., :

Bei Agarkulturen von Chlorella 1., Stichococcus v. und Scenedes-
mus n. konnte ich einmal eine kleine Anzahl Kristalle Kalziumoxalat
beobachten. Sie wurden aber aunch bei Glukose- und Mineralagar-
kultur gefunden.. Ich mochte daraus schlieBen, daf dabei Oxal-
sdure keinen direkten Zusammenhang mit der Verarbeitung der
Glukose hat.

Fir die Weinsdure haben wir keine fiir sie allein charak-
teristische Reaktion. Die Reaktion mit Resorzin und H, SO, war
bei GI-L nicht recht anwendbar, weil Glukose eine dhnliche Reak-
tion gibt. Die einwandfreie Erkennung der Weinsiure wird nur
durch die Isolierung derselben ermdiglicht.

Im folgenden sind die Resultate {iber die Nachweise der
organischen Siuren tbersichtlich gezeigt. Das Versuchsmaterial

wurde den Kulturen im Unterabschnitt D entnommen.

Kulturdauer : 29/X ’14-1/VII ’15.

Zustand d Resultate
Chlorella 1. e A8\ Reaktion o~
Kultur o3 .
positive negative
3 M-L Frisch, griin.| Neutral. | Ameisensiure. —
2%Gl-L Vergilbt. | Sauer. | Ameisensiure. | Oxalsiure.
29%GI-L Vergilbt. Neutral. | Ameisensiure, | Essig-, Butter-,
+CaCO; 1% : Propion-, Va-
lerian-, Oxal-
und Milchséure.
2% GI-L Frisch, grin.,| Neutral. | Ameisensiure. —
+Ca(NO;), 1% A '
5% Gl-L Vergilbt,teils| Sauer. | Ameisensiiure. | Oxal- u. Milch-
verblaBt. saure.

29 Gl-Lim Dunkeln| Gelb. Sauer. | Ameisensiure. | Essigsdure.
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, ' Resultate
Stichococcus v. Znstand der Reaktion ,
Kultur . .
: positive negative
+ M-L Frisch, grin.| Neutral. | Ameisenséure. —
29%GI-L Vergilbt. Sauer. | Ameisensdure. —
Scenedesmus n. '
3 M-L Frisch. Neutral. | Spur von —
‘ Ameisens.
2%GI-L Vergilbt. Neutral. | Ameisens. deut- —
lich.
Chlorosphaera p.
3+ M-L Frisch. Neutral. | Ameisenséure. —
29%Gl-L Vergilbt. Neutral. | Ameisensiure. —
Chlamydomonas k.
+ M-L Frisch. Neutral.| Ameisensdure. —
29 GI1-L Frisch. Neutral. | Ameisenséure. | Milchsédure.
Quantitative Analyse der Ameisensiure.

Diese wurde nach Duclaux (vergl. Bertrand lc.) ausge-
fithrt. Die Néhrlosung aus einem Kolben (urspriingliche Menge
100 cm®) wurde nach oder ohne Filtration sauer gemacht, und das
ganze Volumen wurde durch Zusatz von Wasser auf 120 cm’
gebracht. 10 em® davon wurden zur Bestimmung der freien Siure
vorbehalten. Die iibrigen 110 cm® wurden in einen Destillier-
kolben vom etwa 300 em® Inhalt hineingetan und abdestilliert.

Die Destillate in Portionen von je 10 cm® wurden nach einander
unter Verwendung von Phenolphtaléin als Indikator mit 5—1\; NaOH
titriert. Dadurch erhielt ich der Reihe nach die Aziditdten in den
Destillaten von 10 (bei 1ster Fraktion), 20 (bei 1+1II), 30(1+II+4-
IIT)....bis 60 cm’. Durch den zunehmenden Grad der Aziditdt in
den obigen Destillaten zeichnet sich auch Ameisensdure vor anderen
flichtigen Sauren aus. Weitere Destillation- verursacht oft eine
Spaltung der organischen Substanz und damit eine Neubildung

fliichtiger oder nicht-flichtiger S&uren. Daher wurde die Destilla-
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tion sofort sistiert, nachdem 60 ¢m® Destillat erhalten worden waren.

' Vermittels der Aziditit des 60 cm® Destillates berechnete ich
die gesammte Aziditit. Da aber die beobachtete Aziditit immer
gering ist, so ist der Versuchsfehler im Verhéltnis zur gesammten Azi-
ditdt ziemlich groB, was oft die Brauohbarkeit der Resultate beein-
trachtigt. Wahrscheinlich betrdgt der Fehler 1 bis 1.5 cm®, wihrend

die Gesammt- Aziditit in den meisten Fallen nicht iiber 10 em?® ist.

Das Versuchsmaterial wurde den im  Unterabschnitt = D
erwahnten Kulturen entnommen.
Die Resultate waren die folgenden :
Chlordlla 1. | . |Zustand a. | Ariditit q, | Trockenge-| Gesmmte
Kulturdauer Kulturldsung Kultur (freien Sdure wicht pro N
ein Kolben| =5 NaOH
29/X-1/VIL | 2% Gl-L. Gelbgrim. | 1.54c.c. | 0.635 g. 8.57 c.c.
29/X-1/VIL | 59 GI-L. Gelbweib. | 7.70 0.525 - 8.39
29/X-1/VIL | 2% GI-L. | Gelb. 8.10 0.254 5.45
(Dunkel). .
29/X-1/VII 29 GI-L Gelb. Sauer. Destilliert | 9.41
: (Dunkel). | ohne Fil-
tration.
11/VII-15/X | 3§ M-L. Griin. Neutral. | 0.012 3.02
11/VII-15/X | $ M-L. Griin. . Neuatral. | Ohne Filt.| 2.35
11/VIL-15/X | 0.5% GI-L. | Grin. Neutral. | 0.123 9.92
11/VII-15/X | 19 GI-L. | Gelbgriin. | Neutral. | 0.140 7.76
11/VII-15/X | 29 GI-L. Gelbgriin. | Neutral. | 0.160° 8.62
11/VII-15/X | 29 Gl-L. | Gelbgriin. | Neutral. | Ohne Filt. | 12.07
20/V-28/X | 3 M-L. Griin. Neutral. | 0.027 4.96
Stichococcus v.
29/X-1/VIL | $+M-L. Griin, Neutral. | 0.072 3.53
29/X-1/VIL | 3 M-L. | Grin. Neutral. | Ohne Filt.| 5.88
29/X~-1/VIL 29 Gl-L. ‘Gelbgriin. | Neuatral. |.0.164 5.88
Scenedesmus n. ’
29/X-1/VIL | 1 M-L. Griin. Neutral. | 0.177 Spur.
29/X-1/VIL | 2% GI-L. Gelbgrun. | Neutral. | 0.263 9.90

1) Die Nihrlosung wurde zuerst mit Filtrierpapier und dann mit dem Chamberand-
schen Trichter filtriert,
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- Durch diese Untersuchungen ist bewiesen worden, daB Ameisen-
sdure uberall in den untersuchten Algenkulturen, und zwar sowohl
in M-L, als auch in GI-L vorkommt. o

Vergleichen wir die Ameisensfiuremenge, im Verhéltnis zur
gleichen Algenmenge, bei den verschiedenen Kulturen, so sehen
wir, daf die Menge der betreffenden Siure in M-L viel groBer ist
als in GI-L. Bei Chlorella I. ist auch nachgewiesen, daf die Menge
der Ameisenséiure in 0.5% GI-L deutlich gr6Ber als in 1%- und
2% GI-L ist.

Hieraus geht- hervor, daf die Bildung der  Ameisensidure nicht
im Zusammenhange mit der Glukosespéltung steht. Tatséchlich
ist die Ameisensiurebildung mehr bei den mit keiner oder weniger
' Grlukose versehenen Kulturen (M-L und 0.5% GI-L), als bei den
mit reichlicher beschickten Glukose Kulturen (1% und 2%- G1-L)
begiinstigt. V

Schon im Jahre 1882 fand Bergmann Ameisensdure neben
Essigsdure nicht nur bei Phanerogamen, sondern auch bei Algen,
wie Phormidium, Mougeotia, Vaucheria, Chara, Batrachospermum,
&c. Bergmann nahm die beiden Siuren als »»Spaltungsprodukt
konstituierender Bestandteile des vegetabilischen Protoplasma* (8.
784) an. Dieser SchluB basierte aber nur darauf, daB die Siure-
menge im Dunkeln zunimmt. Meine eigenen Versuche zeigen ein
dhnliches Ergebnis, weil die Ameisensiuremenge, die gleiche
Algenmenge vorausgesetzt, bei der Dunkelkultur in 2% GI-L,
groBer als bei der Lichtkultur im derselben Nihrlosung war.

Der Vermutung von Bergmann widerspricht aber die Tatsache,
daB die Ameisensiurebildung bei begiinstigten Kulturen (M-L und
0.5% GI-L) beschleunigt ist. Richtiger scheint mir daher die
Ameisensiure als ein normales Stoffwechselprodukt zu betrachten.

Auch glaube ich hier zam Schluf noch - bemerken zu miissen,
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daB bei der Kultur von Chlorella I. in Gl-L die Destillation ohne
Filtration immer eine grofere Siuremenge zeigte als diejenige mit
Filtration. Dies weist deutlich daranf hin, daB Ameisensdure,
wahrscheinlich in der Form von Salzen, nicht nur in Néhrldsung,
sondern auch im Algenkorper enthalten ist. Dies ist anch der
Fall bei der Kultur von Stichococcus v. in M-L. Wesentlich
anders fillb aber die Kultur von Chlorella I. in M-L aus. Hier
zeigten die beiden Destillationen keinen nennenswerten Unterschied ;
die Abweichung liegt dabei innerhalb der Versuchsfehler. Das
Verhalten scheint mir je nach den Algenarten, der Virulenz der
Kultur und den Nihrmedien verénderlich zu sein.

3. Bildung der oxydierbaren Substanz.

Die Giftwirkung von Aldehyd, wie z B. Formaldehyd, Athyl-
aldehyd &c. ist héufig berichtet worden. Ich verweise auf die
Arbeiten von Kuch (1891), Bokorny (1897), und Clark
(1899). Nach Bokorny (1911) kann aber die verdiinnte Alde-
hydlosung ohne Giftwirkung assimiliert werden.

Ich habe mich daher bemiiht festzustellen, ob. Aldehyd in
meiner Kulturldsung entstanden war. : o

Fiir diese Zwecke wurde die Néhrlosung neutral oder schwach
alkalisch gemacht, und dann abdestilliert. Das Destillat hatte
einen aldehydédhnlichen Geruch. Awuch wurden die folgenden Reak-
tionen davon bemerkt. ' o

1. Stark reduzierend auf Nesslersches Reagens und auch

auf ammoniakalische Silbernitratlosung (aldehydéhnlich).

2. Keine Rotfirbung mit dem Schiffschen Reagens (Abwei-

chung von Aldehyd) und keine Reduktion von Fehling-
scher Losung. | \

3. Keine Blaufirbung mit salpetersaurer Losung von Kalium-

permanganat (Abweichung von Aldehyd und Alkohol).
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" 4. Keine Jodformreaktion (Abweichung von Aldehyd, Aceton

und Alkohol). '

Aus diesen Reaktionen geht schon zur Genuge ‘hervor, daB,
der in diesem Destillat enthaltene Stoff sich weder mit Alkohol,
Aldehyd, noch Aceton identifizieren 148t. Welcher Stoff' vorliegt,
_ ist noch nicht festgestellt worden.

Dasselbe Destillat wurde sowohl aus M-L- als auch aus Gl-
L-Kultur von Chlorella I. erhalten. Daraus darf man wohl deﬁ
SchluB ziehen, daf dic Bildung dieses Stoffes nicht in besonders
engem Zusammenhang mit der Glukosespaltung steht. Ich konnte
den Stoff auch in der Gl-L-Kultur von Chlorosphaera p. finden,
Wegen 'Mang'els an Versuchsmaterial konnte ich das Vorkommen
dieses Stoffes bei anderen Algen nlcht beweisen. _ '
‘ Es fragt sich nun, ob der betreffende Stoff vielleicht einen -

Anteil am WeiBwerden der Algen hat. Ich vermag den AEin.ﬂaB
dieses  Stoffes auf die genannte Erscheinung nicht vollig é,us-f
zuschlieBen. Die FEntstehung dieses Stoffes in M-L widerspricht
aber schon der Moglichkeit seiner verblassenden Wirkung, weil m
diesem Falle keine Verblagsung vorkommt:

Das Farbloswerden in unserer GIl-L JiBt sich hlm e1ehend
daraus erkldren, dafl die Ameisensiure befre1t wird. Die Ameisen-
siure in der Form von deren Salzen war ebenso in M-L, 0.59%-
1%-, 2%- wie auch in 5% GI-L entstanden. Sie wird aber nur in
den drei letzteren Losungen befreit uad fuft dann das ,,Weiﬁ-'
werden*  hervor. Gegen meine Erwartung ibertrifft dle Menge
der Formiaten in 0.5% GI-L diejenige in 1%-, und 2%-Gl-L. In
der ersteren Losung wird die Ameisensiure aber nie befreit, und
es tritt weder eine Vergilbung, noch ein WeiBwerden ein, Was
die Ursache der Befreiung von Ameisenséure ist, habe ich nicht
entscheiden konnen. Vermutlich ist aber die Wirkung. des mit
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der spaltenden Glukosemenge parallelgéhenden Garprodukts dafiir
verantwortlich zu machen. Dabei sind freilich organische Sduren
mit einer AffinititsgroBe als Ameisensdure (vergl. Ostwald, 1889)

vorauszusetzen.

VIIl. Giftwirkungen verschiedener freier Sauren.

Uber die Giftwirkung der frefen Siure auf die Pflanzen
existieren schon mehrere vortreffliche. Arbeiten. So z B. .die
Arbeiten von Kahlenberg und True (1896), Heald (1896)
und Clark (1899).

Was aber die Giftwirkung dér Siuren auf die Algen anbetrifft,
so findet man dariiber keine ausfiihrliche Arbeiten. Unter diesen
sind die Arbeiten von Migula (1890), Bbkor.ny (1897) und
Zumstein (1900) hervorzuheben. Die von diesen Autoren her-
gestellten Sdurelosungen waren aber prozentisch, und die Losungs- g
mittel derselben waren Leitungswasser oder Néthrlﬁéimg. Die Aziditat
der - von ihnen gebrauchten Sadurelésungen war- daher nicht ganz
genau. Es muB auch noch bemerkt werden, daB die ihnen zur
Verfiigung stehenden Algen unrein, hochstens speziesrein waren.
Die Untersuchungen dieser Autoren wurden auch nie weit auf die
organischen Siuren ausgedehnt.

Teils um diese Liicke zu fiillen, und teils um die Beziehungen
. zwischen dem WeiBwerden und der Giftwirkung der Sduren fest-
zustellen, unternahm ich die vorliegenden Untersuchungen..

Meine Untersuchungen wurden mit den Normalldsungen der
verschiedenen S&uren ausgefithrt. Als Grundlosung ‘dienten mir

. N N . N
dabel 'T-’ —5—-, Oder _-1_0--

halten, wurde die Normallosung immer mit destilliertem Wasser

Losung. Um die genaue -Aziditdt zu er-

hergestellt und verdiinnt. Die Kontrollkulturen wurden in destil-
liertem Wasser ausgefithrt. Trotzdem blieben die Algen lange
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Zeit hindurch, bisweilen 'sogar einen Monat lang frisch darin, und:
hiufic konnte ich bei C’kldmydomonas k. Zellteilung finden.

Jede Siurelosung wirde zu je 10 cm® in Probierrdhren ‘von
etwa 30 cm® Inhalt gefiillt. FEine ziemlich groBe Menge der Algen,
die frischen M-Agar-Kulturen entnommen wurden, wurde in’ die
zu priifende SHureldsung iiberimpft. Um eine Verandelunv der
Konzentramon und eine Zerstorung del Saulelosuncr zu vermeiden,
wurde die Saurelosuncr nie stemhs1ert Diese Behandluno' scheint
aber keinen Fohler verursacht zu haben, well bei den Versuchen
eine Entwickluug von Bakterien nie beobachtet wurde.

Die Versuche fanden immer an beschatteten Orten statt, um
dle Spa,ltuno der Saure durch grelles Licht zu vermeiden.

Den Einflu der Temperatur: auf die Giftwirkung der Siuren
habe ich ~nicht . besonders _beriicksichtigt. Die Versuche Wurden
1mmer im Tre1bhaus bei etwa 20°C ausgefiihrt.,

.Nunmehr seien hier einige Bemerkungen ubér die Symptome
der Abtotung angefithrt. Betreffs der Desorganisationserscheinungen
der Zellen verweise ich auf die Arbeit von Klemm (1895). |

Nach meinen Untersuchungen zeigen die durch S&uren abge-
toteten Algen eine Kontraktion und Granulation des Protoplasmas
(vergl. Tafel II, Fig. 61). Das beste Kennzeichen ist aber die
Fé.rbenveréndefung. Die abcrestorbenen Algen werden zuerst Uelb- .
braun und dann weiB. Als das Kriterium des Absterbens wurde
daher hauptséichlicih die- Farbenéinderungt betrachtet. Nur bei den
schwer erkennbaren Reaktionen wurden mikroscopische Unter-
suchungen des Zellinhaltes ausgefiihrt.

Stark konzentrierte S#durelésungen verursachen schon nach
einigen Stunden, verdiinnte aber erst nach 3.5 Tagen Desorganisa-
tionserscheinung. o '

Die folgenden Resultate bas1erten sich auf finf téigige Ein-
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wirkung der Sidurelosung auf die Algen, weil bei den lange dauern-

den Versuchen sowohl ein Konzentrationswechsel, als auch einé

Spaltung der Séurelosungen moglich ist.

Die Versuchsprotokolle

bei vorliegenden Untersuchungen sind ziemlich grof. Der Kirze

halber lasse ich sie ganz weg und fithre nur die Resultate an.

Kri,tisqhe und totliche Konzentrationen’ der verschiedenen

Siurelosungen bei den untersuchten Algen.

Die letzteren Konz. sind eingeklammert.

Versuchsdauer 5 Tage. Im Schatten. T=ca 20°C.
Shure. Chiorella 1. Stichococcus | Scenedesmus | Chlorosphae-| Chlamydo-
. . ra p. monas k.
Ameisen- _(__) N/ N ) N /N ) N /N ) N {_1_\1'_)
saure 500\333 200011000/ | 2000\1000/ | 2000\1000 | 1000\ 500
I{COOKf'hb‘Nf'~Lb'Nf'- N poa s N o . N
: . risch bei—| frisch bei—| frisch bei—| frisch bei——| frisch bei—
- 100 100 100 100 100
.o N/N ( N/N) [N/N N/N
Bigaure | 50(55) | s0olas0) |ioetion) |00\a56) | 50olamos
Buttersiiure | 7 l) (N) | E(E) e ( N ) N (N )
: 100\ 50 500\250/ - |250\100 200071000/ | 2000\1000
N/N N(N N/NY) | N/N N/N
ossiure |5 (55) |okz0) |T5(ir) |5 |sookaco)
. N/N N/N N/N N/N N/N
Milchsiiore ?<—5') o5 "ﬁ) %(1—0) —8—(—5—‘) o5 —1—0—)
Wetsiure [t b 5(50) (5(35) | b ()
w505 |ww) |wE) |56 fwls)
10\ 5 80\ 40 10\ 5 10\ 5 80\ 40
N/N N(N N/N N/N N/N
HINO; ‘86(—46) wol0) |so(m0) |sola) |mootw0)
mso. |5 |w(m) |[wli) |05 |ada)
10 80\ 40 80 10\ 5 800\400/ -
H,O (Kou- | frisch. frisch. frisch frisch. frisch.

-troll) .
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Die obige Tabelle 148t uns deutlich erkennen, daB die Glft
'wnLung der. Ameisensiure von den untersuchten Siuren am groBten

ist. Bel Stichococcus wv., Scenedesmus n. und Chlor osphaera p. t_

schon =~ 1000 Losuncr desselben (0.1 cm® der Tlf)rAmelsensaure, Wurde

mit. H,O auf 10 cm® 'gebracht)..deutlich giftig. ~ Chlor ella l.. ist .

gegen- diese Sdure -am meisten widorstandsfihig.- Be1 Losuncr

(0.3 cm® der —~ 1\ Amelsensaule wurde mit H,0 auf 10 em’ o'ebra,cht)

stlrbt sie im Laufe von zwei Tagen nach der Ubemmpfung, bei

500(0 2 cm N der Amelsensaure wurde mit H,0 auf 10 cm® ge-

bracht) blelbt sie aber ganz frisch.

Die gewonnenen totlichen Konzentmtlonen der Amelqensaure
sind .daher ziemlich~ dhnlich, oft aber kleiner als die der bei weill
gewordenen Kulturen gefundenen freien Ameisensidure, was uns die
Ursache des Weilwerdens verdeutlicht.

Verglichen mit der Giftwirkung der Ameisensiiure ist diejenige
der Weinsdure sehr unbedeutend. Bei Chiorella 1. und Chlorosphaera
p. war die normale Losung noch nicht giftig. Chlamydomonas k.

N .. .
war aber dagegen ziemlich empfindlich, indem {95 Losung eine

deutliche Glftwwkuno a.USubte _
Gegen meine Erwartung war die Giftwirkung der anorganischen

Sduren verhéiltnisméi,ﬁio schwach. Chlorella I. und Chlorosphaera p-
bheben noch in <+ HCl und H, SO, ganz frisch.

' Vergleic_hen wir die Widerstandsfdhigkeit der verschiedenen
Pflanzenobjekte gegen die freien Sduren mit einander, so sehen wWir,
daB die Widerstandsfihigkeit der Algen, wenigstens der untersuchten
Algen, mehr mit derjenigen der Pilzsporen als mit derjenigen der
Phanerogamen-Keirmpflanzen iibereinstimmt. Nach Clark (1899)
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vermOgen mehrere anorganische und organische Sduren in den

% Tl(\)T_z die Pilzsporen abzatGten (S. 326)

Wahrend nach Kahlenbergund True (1896 S. 92), und Heald

Konzentrationen von

(1896, S. 132) eine stark verdiinnte baurelosuno wie eine deutlich

N
3200
abtotende Wirkung auf dlo Keimlinge von Phanerogamen ausiibt.

Nach Kahlenberg und True (Le. S. 91) soll die Giftwir-
kung - der anorganischen Siuren gédnzlich auf der Wirkung der
 H-Ionen beruhen. Wie steht es damit bei unseren Algen ?

Um dies zu entscheiden, versuchte ich die Giftwirkung von
ameisensaurem Kalium (HCOO. K) zu konstatieren. Das Resultat
war aber ganz negativ. Hieraus darf man wohl den’ SchluB ziehen,
daB HCOO-Ion keine Giftwirkung ausiiben kann.
~ Es fragt sich nun, ob die Giftwirkung der Ameisensaure
(HCOO. H) auf eine solche von den Molekiilen der Sdure, auf .
HCOO- oder auf H- Ionen zuriickzufithren ist. Nach obigem muf
aber die Wirkung von HCOO-Ion auBer Acht gelassen werden. Es
ist auBerdem noch zu bemerken, dab die totlichen Konzentrationen
der verschiedenen Siuren selbst bei ein und derselben Alge stark
von einander abweichen. Dies weist klar darauf hin, daB die
Giftwirkung der untersuchten S&uren nicht auf diejenige von H-
Ton zuriickzufithren ist. - _

Aus diesem Grunde schreibe ich die Giftwirkung von Ameisen-
sdure derjenigen der und1ssoz1erten Molekiile dieser Séure zu.

Die Glftwnkung der anorgamschen Séuren auf die untersuchten
Algen ist auch auf diejenige der Molekiile der Séduren zuriick-
zufiihren, weil bei denselben die unscha,dhche W1rkung del
Kationen von vornherein klar ist.

Die Giftwirkung von anderen organischen Sduren ist auch
sehr wahrscheinlich auf die Wirkung von den Molekillen der
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ESéiu‘ren zuriickzufithren.” Ob die Kationen = dieser” Siuren. giftig
sind, ist noch nicht entschleden worden.

Die totlichen Konzentrationen sind, wie man aus obiger TabelleA
ersieht, oft ziemlich groB Jedoch darf man kemeswegs von einer .
Abtotung durch osmotischen Druck spleehen Man erinnere sich
hier an die " Grenzkonzentrationen - der Glukose im V' Abschnitt.
Vergleichen wir den osmotischen Druck bei den totlichen Konzen-
trationen der Sédurelosungen mit dem bei den Grenzkonzentrationen -
der Glukose, §o sehen wir sofort, daB derselbe bei den letzterén
immer groBer ist als bei den ersteren. , -

Es eritbrigt sich noch ein Wort iber die Giftwirkung von

ameisensauren Salzen bei den untersuchten Algen bei langdauernder
Kaultur hinzufiigen. In dieser Bezishung 'stimmt meine Ansicht
“mit derjenigen von K. Aso (1906 S. 24) tiberein. Dieser Autor
hat sich bei diesbeziiglichen Untersuchungen mit Spirogyra und
. Phanerogamen dahin geaiifert, ‘daB die Formiate  in Pflanzen-
- korpern durch hydrolytische Dissoziation freie Sdure bilden. -und
die. PAlanzen abtdten. : Bei kurz dauernden Versuchen soll das aber
anders sein. ) T

' IX. Erklarung der Entfz'irl)'ung’sersc'héinung
Auf Grund der bisher gewonnenen Resultate gebe ich in den
folcrenden Zellen meine Ans1cht fiir die Ursachen des Entfarbungs-

vorganoes _
. Nach - memen Untersuchuncen mubB die En‘ofa,rbnno'selschemumor

[

Wle schon erwahnt, in zwel Erschemunoen geteﬂt Welden
-1). Vergilbung. -
2).-. Weiwerden.

Z" .. Nuamehr will ich im einzelnen auf diese Erscheinungen ein-
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gehen, und dann die Entfirbungserscheinung der untersuchten
Algen mit derjenigen von anderen Algen und Phanerogamen
vergleichen. '

1). Vergilbungserscheinung.

Zunéchst soll die Vergilbungserscheinung im Licht besprochen
werden. ‘ ' . o

Die Hauptursache dieser Erscheinung ist, wie schon erwihnt,

die ippige Erndhrung durch as’éimilierbare C-Verbindungen. : Es

entsteht die Frage, was fiir eine Rolle die C-Verbindungen dabei
spielen. - : > ‘ ’ A

" Nach vieler darauf verwendeter Mithe kam ich zum SchluB,

daB die Vergilbung eine besondere durch reiche Erndhrung mib

Kohlenstoff veranlaBte ILebenserscheinung ist. Das Wesen der

Vergilbung muB immer auf einer inneren Ursache beruhen. . C-

Verbindungen verhalten sich bei der Vergilbung shnlich wie ein

allgemeiner Reiz. Daher steht die Vergilbung mit dem Sapro-

phytismus im Zusammenhange. Um dies zu beweisen, hebe ich

besonders die folgenden Tatsachen hervor. S

1. Die Vergilbung steht keineswegs mit irgend einer oxydier-

baren Substanz im Zusammenhang, weil die vergilbten Algen

lange Zeit hindurch, ohne ,,Weiwerden*, ihre gelbgriine

Farbe behalten. Wenn man es bei der Vergilbung mi_t

einer reduzierenden Wirkung zu tun hat, so mifte man

erwarten, daf das WeiBwerden rasch nach der Vergilbung

erfolgt. Das ist aber nicht der Fall. Die Reduktion des

Farbstoffs wird gewohnlich von einer absterbenden Er-

scheinung begleitet. Vergilbte Algen sind aber lebensfahig

und ergriinen durch den bloBen Zusatz einer N-Verbindung.

2. Dab die vergilbten Algen noch leben, weist uns klar
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" darauf hin, daB die Vergilbung nie im Zusammenhange
mit schiddlichen Stoffen, wie z B. freien Samen und,
"oxydierbaren Stoffen, steht.-

Man kann der Vergilbung eine 0kologische Bedeutung beilégen.
Bei den'Algen wird das entbehrliche Chlo'rophyll' zerstort, und der
daraus freigewordene Stickstoff wird verbraucht. Da die Vergilbung
ziemlich parallel mit dem N-Mangel geht, so muf eine N- Zuo'abe
wenn auch geringfiigig, fiir die Algen vorteilhaft sein

Die Beziehung zwischen N-Mangel und Vergilbung ist selir
innig ; doch kann der erstere nie die Hauptursache der Vergilbung
- sein, . weil die Kulturen, bei denen es an Stickstoff mangelt, oft _
. keine Vergilbuﬁg zeigen. Erst bei saprophytischer Lebensweise
ist der N-Mangel auf die Vergilbung wirkungsfihig; doch kann
. der N-Mangel allein keine Vergilbung verursachen. .

Reiche Erndhrung mit Stickstoff hemmt die Vergilbung bei den
 Algen, die beétreffs Kohlenstoffernshrung. deutlich saprophytisch
sind. o : o < ' ‘

Aus obigem geht also deutlich hervor, daB der Stickstoff nur
als eine die Vergilbung hemmende Bedingung anzusehen ist (vergl.
auch D. 3). Jedenfalls ist es sicher, daB der N-Mangel nie eine
Hauptursache der Vergilbung ist:

 Als dritte Bedingung der Vercnlbuno ‘rechne ich den EinfluB

der Lichtintensitit auf die Algen. Wir haben schon hervorgehoben,
daB die Vergilbuﬁg friher an der Lichtseite der Glukoseagarkulturen
als an der Schattenseite auftritt. —Unter starker Bestrahlung tritt
ein griiher Farbenton mit einem Stich ins Gelbe sogar in Mineral-
‘salzlosungskultur auf. Indessen findet die Vergilbungserscheinung
weder in Mineralsalzlosung noch in 0.5% GI-L statt. FErst in
1% GIl-L tritt diese Erscheinung ein. ‘

Als vierte BedmcrunO' der Vergilbung ist die Luft hervorzuheben.
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Diese Bedingung ist besonders béi der Vergilbung von Scenedesmus n.
Zu nennen. Sie vergilbt friher bei Glukoseagarstrichkultur; bei
Glukosestichkultur vergilbt sie aber erst im Laufe einiger Monate
nach der Uberimpfung. o T S

Auch bei Chlorella 1., Chlorophaera p. und Stichococcus v. er- |
scheint eine Abweichung der Vergilbungszeit zwischen Strich- und
Stichkultur. "Dabei existiert aber keine allgemein giiltige Regel.
So tritt die Vergilbung bei der Strichkultur bald friiher, bald spéter
als bei der Stichkultur auf. Bemerkenswert- ist “aber, -daf die
Vergilbung nicht bei Galaktose- und Maltoseagarstrichkultur auftritt,
wihrend dieselbe bei der betreffenden Stichkultur méglich ist.

Jedenfalls ist es sicher, daB die Algen frither oder spiter je nach
der vorhandenen Saunerstoffmenge saprophytisch werden und vergilben.

SchlieBlich sei bemerkt, daB die optimale Temperatur die
Vergilbung zu beschleunigen imstande ist. Die Wirkung dieser
Bedingung ist aber sehr wahrscheinlich indirekt d.i., die optimale
Temperatur begiinstigt die Algenentwicklung und befordert mlttelbal
die Vergilbung.

Fassen wir die Ursachen der Vergilbungserscheinung im Lichte
zusammen, so gibt es deren finf: ) )

erstens, Saprophytismus
.zweitens, N-Mangel

drittens, Lichtintensitdt
viertens, Sauerstoffmenge
fiinftens, Temperaturverhéltnis.

Unter diesen fiinf Bedingungen mdchte ich die beiden ersten, ab-
gesehen von der Vergilbung bei Glukoseagarstrichkultur von Scene-
desmus n., wo die Luft bei Gegenwart  reichlicher C-Quellen eine

_giftige Wirkung ausiibt, und eine rasche Vergilbung und darauf
folgendes WeiBwerden hervorruft, hervorheben. '
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Bei C/zlamydom’onas k. konnte ich, soweit 19%-C-Verbindung
und 29 Glukose in Betracht kommen, keine Veroilbung beobachten.
Hierbei liegt also eine Spezifizitdt der Alge vor. '

‘Was nun den EinfluB der Dunkelheit auf die Vergilbung be-
trifft, so mochte ich hervorheben, daf die mehr oder Wemgel deut-
liche Chlorophyllbildung im Dunkeln sowohl bei M-Agar, als auch
bei Gl-Agar zu Tage tritt. Bei M-Agar ist der Belag immer griin,
bei Gl-Agar aber bisweilen sogar schon im Anfan’g' seinér Ent-
A stehunor gelbgriin. Im Dunkeln ist das Wachstum immer retardiert.

Die Retardierung der Chlorophyllbildung sieht man aber mnicht bei -
M- Acra,r sondern nur be1 Gl- Aora,r und Gl-L. . Lo

‘ . 2. Welﬁwerden.

" Diese Erscheinung ist eine Fortsetzung der" Vergilbungserschei-
nung. Der Ubergang von der einen Erscheinung in die andere. ist
nicht sicher festzustellen. Das entscheidende FErkennungsmerkmal
“ist aber, da8 das WeiBwerden cine Absterbeerscheinung ist, wéhrend
die Vergilbung eine besondere Art der Lebenserscheinung ist.

Es fragt sich nun, ob saprophytisches Leben und N-Mangel
allein eine Alge zum WeiBwerden bringen konnen. Dies trifft bei
Euglena gracilis (vergl. Zumstein le.) ohne Ziweifel zu. Der Ea.ll
lag aber anders bei unseren Algen. Das Weiwerden bei unseren:
untersuchten Algen kam nur dann zustande, wénn in der Nahr-
l6sung freie Amecisensdure gebildet wurde. Die Konzeixtration der
durch die’ Algen ausgeschiedenen Ameisenséiure war der totlichen
Konzentration dieser Saure sehr ghnlich. Somit ist das WeiBwerden
unserer Algen auf die Giftwirkung der Ameisensiure zurick-
zufiihren. , Co

Was fiir einen Anteil bei der Verblassungserscheinung eine
oxydierbare Substanz nimmt, bleibt noch zu untersuchen. - - -
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Die Ameisensduremenge in der Form von Salzen ist grofer
bei 0.5% GI-L, als bei 1%- und 2% Gl-L. Es ist noch nicht ent-
schieden, warum die freie Siure nur von den beiden letzten Losungen
gebildet wird. Doch liegt es nahe, die Befreiung der Ameisenséure -
einer Wirkung einer anderen mit groferer AffinitétsgroBe begabten
Siure zuzuschreiben. »

Das vielfach von fritheren Autoren geschilderte Weifwerden
der Algen ist daher, teils als eine okologische Erscheinung (z. B.
Euglena gracilis u. a.), teils aber als eine Desorganisationserschei-
nung zu betrachten. : : o

Das WeiBwerden tritt in Glukosenihrlosang, welcher Stickstoff -
in Form von anorganischen Ammoniumverbindungen zugageben ist,
rasch auf. Nach Messung der Aziditat halte ich es fiir berechtigt anzu-
nehmen, daB dabei irgend eine anorganische Séure frei wird. Wenn
das richtig ist, so sollte man glauben, daf diese frcie Séure die
Formiate angreift und freie Ameisensdure bildet. Da die anorga-
nischen Siduren in der gefundenen Aziditdt keine" Giftwirkung
ausiiben konnen, muB -ich die Wirkung der anorganischen Siuren
fiir indirekt und diejenige der Ameisenséiure fiir direkt halten.

3. Vergleichende Betrachtungen iiber die Entfirbung
der Chlorophyceen und anderer Pflanzenklassen.

Nachdem wir festgestellt haben, wie die Entfdrbung unserer
Chlorophyceen vor sich geht, wenden wir uns jetzt den Erdrterungen
iiber die Entfirbung bei den anderen Pflanzengruppen zu.

Nach den Angaben von Berthold, Oltmanns, Nadson,
und Schindler wissen wir da8 die Entfirbung bei Rhodophyceen
und Cyanophyceen zum Teil aunf der starken Lichtintensitdt
bertht. '

In neuerer Zeit haben Schindler und Boresch hervorge-
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hoben, daf die Entfirbung der Cyanophyceen auch stark:- von dem
N-Mangel abhingig ist. '

Die Theorie der chromatischen Adapta,tlon von Galdukov
ist heute nicht mehr stichhaltig.

Uber die Beziehungen zwischen der Entfarbunv der roten Algen
und dem N-Gehalt "der Ndhrmedien konnen wir keine nennens-
werte Angabe finden. Meine eigenen Versuche iiber Porphyra
tenera” konnten aber dieses Verhalten feststellen. Dabei wurde das
kiinstliche Meerwasser nach Herbst (1897) hergestellt. Als N-
Quelle dienten mir nur Nitrate und Ammon’iﬂmverbindungen und
zwar in verschiedenen Konzentrationen. - Bei Zusatz von .0.01 %
Na NO, war die Farbstoffbildung der normalen dhnlich. -Die ohne
Zusatz etwaiger N-Verbindung erzielte Kontrollkultur zeigte aber
gelbrote Farben. Zweite Versuche” wurden dann mit dem Meer-
wasser nach Noll (1892) ausgefithrt. Dabei wurde die Nahrlosung
durch Zusatz von verschiedenen Stoffen zum natiirlichen Meerwasser
hergestellt. Ohne Zusatz von Nitrat war -die Alore gelbbraun, bei
Gegenwart dieses Stoffes war sie aber schwarzpurpur

Uber den EinfluB reicher organischer Frnihrung auf die Ent
firbung der Rhodophyceen und Cyanophyceen haben wir noch
keine sicheren Anhaltspunkte. .

Das ‘Farbloswerden der Diatomeen, das zuerst von Miquel
(1892) in Zuckermedien beobachtet wurde, wurde durch die
spiteren Versuche von O. Richter ('06) mit der Reinkultur
nicht bestétigt. _

Zum Schluf sollen die fcublosen sa,prophytlschen und - para,s1-

tischen Phanerogamen einer Betrachtung unterworfen werden.

1) H. Nakano und M. Higashi. Versuche iiber die Ernihrung von Phorphyre lenera.
Mitteilungen der Kaiserlichen Versuchsanstalt fiir Fischerei zu Tokyo. Bd. IX. Nr. 4 1913.
(Japanisch). o '

2) Ditto, Bd, 12, Nr. 5. 1916.
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* Seit langer Zeit herrschte die Vermutung, daf die Verblassung
dieser Pflanzen auf einer heterotrophen Lebensweise beruht, doch
- fehlte es noch an experimentellen Untersuchungen. - '

Meine eigenen Untersuchungen weisen deutlich darauf hin,
daB eine Chlorophylllosigkeit von einer heterotrophen Lebensweise

abgeleitet werden kann. .

Unsere Algen sind mit schonem Chloroph} Il und damit mit auto-
tropher Erndhrung versehen. Sie bedirfen jedoch fiir ihr Gredeihen
immer einer mehr oder weniger reichlichen organischen Ernihrung.
Daher ist man wohl berechtigt, sie als ,,Halbsaprophyten zu
bezeichnen. Nach E. Pringsheim (1913 a, b, lc.) ist dies auch
der Fall bei Euglena gracilis und bei Cyanophyceen. Es ist sehr
~ beachtenswert, daB die. beiden letatgenannten Algen auch mit
autotropher Lebensweise begabt sind.

Obligate Saprophyten, wie Pilze, Bakterien und sa,prophytlsche
‘Phanerogamen (Monotropa u. a.), besitzen das Chlorophyll nicht mehr.
Es wire aber moglich, daB diese obligaten Saprophyten von Halb-
saprophyten abstammen. Die Untersuchungen von Heinricher
(1899) tber die Halbschmarotzer geben dafir einen schonen
Anhaltspunkt. Nach diesem Autor bildet Zozzia ein verkniipfendes
Bindeglied zur ganz parasitischen Lathrea. Tozzia lebt als farbloser
Organismus mehrere Jahre hindurch unterirdisch ; ihre oberirdischen
Triebe sind aber grin. Lathrea ist dagegen unter keinen Umstén-
den mehr mit einem Chlorophyll versehen. Fir die obige Vermu-
tung spricht auch Cuscuta deutlich, weil diese nur noch ecin gering-
fugiges Chlorophyll besitzt.

A Jedenfalls liegt die Vermutung nahe, daB die farblosen
Schmarotzer von gritnen Vorfahren abstammen.
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X. Zusammenfassung der Hauptresultate..

1. Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Reinkulturen
von drei neuen physiologischen Rassen und zwel neuen morpholo-
gischen Arten der Chlorophyceen ausgefithrt.. Nach den morpholo:
gischen und physiologischen Merkmalen mochte ich die folgenden
‘Namen vorschlagen : o '

" Chlorella vulgaris Beij. var. lutescens, var. nov.
Stichococcus bacillaris Nag. var. viridis, var. nov.
Scenedesmus obliguus Kiutz. var. non-liquefaciens, var. nov.
Chlorosphaera putrida, sp. nov. '
Chlamydomonas kosshikavensis, sp. nov.

Bei der Ben_nenhuhg def Algeﬁ iass’e “ich als Varietit eine
durch Kulturmerkmale unterscheidbare Rasse und als Spezies eine
durch morphologische Merkmale charakterisierbare Alge gelten.

2. Die winterliche Wadhstumsﬁerlangsamung unserer Algen
hing véllig von der . niedrigen Temperatur, nicht aber von dem
cigentlichen: Ruhen ab. Es gelang mir auch eine durch eine
Néhrbedingung verursachte Ruhe zu finden.. Es scheint mir daher,
vda,B die Ruhe der Algen durch verschiedene Bedingungen hervor-
gerufen zu werden vermag. Dieses Resultat schlieBt sich an
dasjenige von Klebs betreffs der Ruhe der Biume.

3. Die fritheren Angaben iiber die Zoosporen- und Gameten-
bildung begriindeten sich vorwiegend auf unreine, oder nur spezies-
-reine Kulturen. = Meine eigenen diesbeziiglichen Untersuchungen
wurden nicht weit ausgedehnt. Die gewonnenen Resultate stimmten
im groBen und ganzen mit ‘denen von Klebs iiberein.

4. Je nach.der Zusammensetzung der Nihrlosung wird bald
die eine, bald die andere Reaktion einer Nahrlosung von- den Algen
bevorzugt. FEs-ist daher schwer, ein konstant bevorzugt bleibende
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Reaktion bei irgend einer Alge zu bestimmen. Immerhin konnte
~ ich bei Chlamydomonas koishikavensis die Bevorzugung einer sauren
Reaktion mit KH,PO, feststellen.
5. Bekannt ist die anaérobe Entwicklung von Scenedesmus
n. bei Gl-Agar. Nach eigenen Untersuchungen ist unsere Varietdt
dabei fakultativ anaérob. = Da aber die Entwicklung der Alge
ebensogut im sauerstofffreien Medium wie in der Luft retardiert, so
scheint es mir berechtigt, sie bei Gl-Agar als eine Mikroaérophilie
zu bezeichnen. o V
6. Der Nahrwert des Peptons bei Chlorella vulgaris var.
lutescens ist je nach den Nédhrmedien variabel. So ist dieser Stoff
in Artarischer Nahrlosung eine schlechte N-Quelle, wihrend er
in Detmers Nihrlosung, besonders bei lingerer Kultur, eine
bevorzugte N-Quelle ist. '
7. Unsere Algen lassen sich je nach den verschiedenen Grenz-
konzentrationen der Glukose in drei Gruppen einteilen.
Polytrophophil,  z. B. Chlorella vulgaris Beij. var. lutescens,
' var. nov. . : o
Stichococcus  bacillaris Néi:g. var,
viridis, var. nov. ) '
Mesotrophophil, z. B. Chlorosphaera putrida, sp. nov.
Chlamydomonas koishikavensis, Sp. nov.
Oligotrophophil, z. B. Scenedesmus obliquus Kiitz. var. non-
liquefaciens, var. nov. A
8. Es ist a priori wiinschenswert, die Leitalgen fiir die
" Wasserbeurteilung experimentell zu bestimmen. Auf Grund der
_bevorzugten N-Verbindungen habe ich unsere Algen als Leitor-
ganismen fiir die Wasserbeurtheilung klassifiziert. Die Resultate
waren dhnlich wie die von Kolkwitz, mit einigen geringen Ab-

weichungen. Nach meinen eigenen Untersuchungen sind :
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ﬂ -mesosaprob, Chlorella vulgaris Beij. var. lutescens, var. nov.
Stwhococcus bacillaris Nég. var. mmdzs, var.
nov. -
Scenedesmus obliquus Kutz var. non- lzque-
Jfaciens, var. nov. ’
Chlorosphaera putrida, sp. nov.
a-mesosaprob, Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov.
9. Aus dem Erdboden des Botanischen Gartens in Koishikawa
wurde eine Art von Azofobacter isoliert. Nach stattgefundenen Unter-
suchungen wurde es aber mit Azotobacter chroococcum var. A, Jones
identifiziert. Im AnschluB zum Resultat von Jones konmte ich
auch die. Gegenwart von Nitrat in den Bakterienzellen desselben
nachweisen. |
.10. Alle unsere Algen sind imstande sich auf Kosten der
durch Autolyse von Azotobacter frei werdenden - Stickstoffverbindun-
gen zu entwickeln. Das mit Algen gemischt kultivierte Aeotobacter
bindet eine groBere Stickstoffmenge als das reine Azotobacter.
Es existiert daher ohne Zweifel zwischen den beiden Organis-
men eine symbiotische Beziehling. Das muB auch im Freien der
Fall sein. = ‘
- Ob aber das von Algen beherbergte Azotobacter den ganzen
N-Bedarf der Algen decken kann, lasse ich dahingestellt. Nach
meiner Meinung muf in dieser Beziehung die Wirkung von
_ Azotobacter der Wirkung der im Meerwasser gelost . vorha,ndenen
N-Verbindungen nachstehen.
Immerhin ist es a priori wahrscheinlich, daB Azotobacter, wie
. Reinke betont, einen groBen Vorrat von Stlckstoﬁ' 1m Haushalt
der Natur darstellt. .

11. Die Vergilbungserscheinung kommt durch die starke
Verminderung des Chlorophylls und durch das Zuriickbleiben des-
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gelben Farbstoffes zustande. Die vergilbten Zellen sind mit reich-
lichem Fett oder mit Amylodextrinkdrnern oder mit beiden
versehen.

12, Die Vergﬂbungserschemuncren im Llchte werden durch
die folgenden Faktoren beschleunigt.

a. Reichliche Ernidhrung mit assimilierbaren Kohlenstoff-

Quellen.
N-Mangel.
Starke Lichtintensitét. und rote Strahlen.
Optimale Temperatur.
Bald Anwesenheit, bald Abwesenhelt der Luft.
13. Als Bedingungen fiir das’ Wiederergriinen der vergilbten

o oo g

Algen sind die folgenden Faktoren hervorzuheben.

a. Neuer Zusatz von N-Verbindungen; Nitrat, anorga-
nische Ammoniumsalze, Harnstoff und Glykokoll sind
besonders geeignet, h6here Ammosauren und Pepton
sind ungeeignet.

b. Maﬁlge Lichtintensitdt und blaue Strahlen beounstwen
das Ergrinen. Auch im Dunkeln ergrimen die ver-
gilbten Algen. :

c. Optimale Temperatur beschleunigt das Ergriinen.

d. Fast véillig' ‘0,-freies Medium ist fiir das Ergiiinen
ungeeignet. Erst bei 50 mm Luftdruck konnte -ich
langsames Ergriinen wahrnehmen. ' - _

14. Als die Hauptursache der Vergﬂbunorserschemuncr im Liché
ist der Saprophytismus hervorzuheben. Es wire verkehrt, dem
N-Mangel die Hauptrolle der Vergilbung zuzuschreiben, obgleich er
ohne Zweifel bei der Vergilbung eine groBe Rolle spielt.

.. Als Ursachen zweiten Ranges sind die Einflifie von L1cht
Luft und Temperatur -anzusehen.
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" Bei der Vergilbung und bei dem Weiwerden von Sé'enedesmas
n. bei der Glukoseagarstrichkultur spielt die Wirkung der’ Luft eine.
grc")ﬁe' Rolle. In anderen Fallen gehort aber der EinfluB der Luft'
zu den Nebéenursachen. : . : _ :

15. Das WeiBwerden bei ‘Glukosenihrmedien ist eine Folge
der Bildung freier Ameisenséure. Das entscheidende Erkennungs-
-merkmal zwischen ,',Weiﬁwerden“ und ,,Vergilbung* ist, daB die
erstere . eine Absterbeerschemuno und d1e letztere noch eine Lebens-
-erscheinung ist. ' ' ’

" Ameisensdure in der Form von Formiaten kommt sowohl ‘in
0.5%-G1-L, als auch in 1 9%- und 2% GI-L vor. Jedoch wird sie nfir
~in den be_ider.{ letzteren Losungen ‘befreit. Diese Befreiung ist
hochstwahrscheinlich auf eine als Gérprodukt entstehende Sdare
zuriickzufithren, die eine groﬁere Afﬁmtatsoroﬁe als Ameisensiure
besﬂ:zt T | ‘

Wenn die N-Quelle in Form von anorganischen Ammonlum .
~ salzen zugesetzt wird, so geht das Braun- oder WeiBwerden frither
vor sich, Nach Bestimmung der Aziditit wurde festgestellt,” daB
dabei eine anorganische freie Sdure entsteht. Da aber die anor-
ganische Sédure in der gefundenen Aziditdt keine Giftwirkung auf
die Algen ausiibt, so kann man mit Recht annehmen, daB die
Ameisensdure durch die Affinitdt der anorganischen Sdure aus
den Formiaten befreit wurde, weil sonst die GlftW1rkuncr der
- Ameisensaure sehr bedeutend ist. ‘ : .

16. Jede 10cm?® der Néhrlosung, in der die ‘Algen weill
wurden, zeigten eine Aziditit von 0.3 cm3 o NaOH Nach den
Untersuchungen der Giftwirkung. der,verschledenen Sduren wurde
festgestellt, daB die Ameisenséure unter den untersuchten Sduren azrn

M\

 giftigsten ist. So war '31;%3 Losung der Ameisensiure (0.3 crn® o

Ameisensdure in 10 cm® S#ureldsung) ausreichend eirie ‘am meisten
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widerstandsfihige Alge abzutéten. Die schwécheren Algen gehen
schon bei geringeren Konzentrationen dieser Siure zu .Grunde.
Danach ist die experimentell bestimmte giftige Konzentration der
Ameisensiure dhnlich wie oder kleiner als diejenige der bei der
vergilbten Kultur gefundenen freien Ameisensiure, womit die
Ursache des Weiwerdens festgestellt wurde. '

DaB dié ganze in der Néahrlosung gebildete freie Siure aus
Ameisenséure besteht, wird zunéchst auf chemischem Wege erkannt,
weil die isolierte Ameisensduremenge der Menge der freien Séure .
beinahe gleich ist. Fiir die Richtigkeit dieser Vermutung spricht
adch, daB die experimentell konstatierte schiddliche Konzentration
der Ameisensiure der Aziditdt der in der Néahrlosung gefundenen
freien Siure sehr nahe kommt. :

17. Die Giftwirkungen der anorganischen und organischen
freien Siuren wurden mit ihren Normalldsungen untersucht, Als
Resultat ergab sich, daB die Giftwirkung durch die undissozierten
Molekiile der Séuren bewirkt wird. )

18. Der Vergilbungserscheinung muf man eine &kologische
Bedeutung beimessen. Bei reicher Erndhrung mit C-Quellen hort
die entbehrliche Chlorophyllbildung der Algen auf, und der infolge
der Zerstorung des Chlorophylls frei gewordene Stickstoff kann zu
irgend einer anderen Funktion dienen. '

Die Erscheinung des ,,WeiBwerdens* in unseren Algen ist eine
chemische Desofganisationserscheinung. Das vielfach von fritheren
Autoren berichtete WeiBwerden der Algen ist ohne Zweifel teils
hierauf, teils aber auf eine 6kologischen Lebenserscheinung zuriick-
zufithren, Das Farbloswerden von FHuglena gracilis im Lichte ist
zweifellos mit dieser 6kologischen Lebenserscheinung zu erkliren.
Wir sehen also, daB das WeiBwerden der Algen oft als eine der Ver-
gilbungserscheining bei unseren Algen entsprechende Erscheinung



Entwicklung-und Ernihrungsphysiologie einiger Chlorophyceen. 197

auftreten kann. Bei den heterotrophen Phanerogamen kénnen wir
auch diese beiden Entfirbungsvorginge finden. So ist Monotropa
vollig weiB, wahrend Cuscuta gelb oder gelbgriin und noch mit dem
Chlorophyll versehen .ist. Daraus kann man schlieBen, daB sich die
Pflanzen je- nach den verschiedenen Graden des’ Farbstoﬁ"gehaltes
einer heterotrophen Lebensweise anpasseil konnen._ ' C

Botanisches Institut d Ka1serhchen Umvers1tat Tokyo
Marz 1916 o
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Azotobacter.

VI.  Systematik.

1.

2.
3.

Erndhrungsphysiologische Merkmale.
Begriff der Spezies, Varietit und physiologischen Rasse.
Beschreibung und Identifizierung der geziichteten Algen.

VII. Farbenwechsel der Algen.
A. BEDINGUNGEN DER VERGILBUNG.
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1. - Beziehungen zwischen® der:” Vergilbung und® den C-Ver-
‘bindungen. - Ce

2. Vergilbungsstand bei Glukosenéihrme’dieﬁ :

3. Die von den Ubenmpfuncr bis zur Vermlbuno' vergangene
~ Zeitdatier. '
4. EinfluB des Lichtes auf dlc Vergllbuno L
5. KinfluB der Dunkelheit auf die Chlmophyllblldung
‘6. FinfluB der Temperatur auf die Vergilbung.. .
- 7. 'Mikrochemische Untersuchungen' itber den Zellinhalt.

»

Untersuchungen iiber die Zerstérung der Furbstoffe.
BeDINGUNGEN DES WIEDERERGRUNENS.
1. Néhrwerte der verschiedenen Stickstoffverbindungen beim
Widerergrimen. '
2. Grenzkonzentrationen der suzusetzenden Stickstoffverbindungen
- beim Wiederergriinen. -
EinfluB des Lichtes auf das \Vxedoreroqunen
" Einflu der Dunkelbeit auf das Wiederergriinen.

ElnﬂuB der Temperatur auf das ‘Wiederergriinen. ,

. _Einf,iuﬁ des . sauerstofffreien  Mediums und des- Vakuums anf
-das Wiederergriinen. *

Uger bz BezmEruNe ZWISCHEN DEN STICK."'.L‘QF‘FL\U:}NGEN UND DER

8
[

V ERGILBUNGSERSCHEINUNG _
1. Bei Glukosenihragar. .
2. Bei Glukosenéhrlésung. ’ i

WESEN DER VERGILBUNGSERSCHEINUNG.

1. Vergilbungserscheinung . 'schon bei " neutralem Zustand der

»

-1 Néhrlssung. R T Tt

Nachweis des Nitrats und. des Ammoniaks.

[N

3. Verbrauchbare. Mengen 'der Glukose in: den verschiedenen
Konzentrationen . derselben und damit zusamménhéi_ngende

-y - Algenernten, T

\VBlBWEPDm UND ABIOTUNG DURCH DIE BILDD\G DER FREIEN

Co

SAUREN.
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Indirekte Giftwirkung freier anorganischer Sauren.
2. Nachweis fliichtiger Sauren, bzw. der Ameisensiure und nicht
flichtiger Sduren.

3. Bildung der oxydierbaren Substanz.

VIII. Giftwirkungen der verschiedenen freien Sauren.
IX. Erklirungen der Entfarbungsvorgange.

T 1.

Uber die Vergilbung.

2. Uber das WeiBwerden. : ,
3. Vergleichende Betrachtungen iiber die Entférbung der Chlorophyceen

und anderer Pflanzenklassen.

X. Zuéammenfassung der Hauptresultate.
XI.  Literatur.

Tafelerklarung.

Die Figuren wurden soweit nichts anderes bemerlkt ist, mit dem Abbéschen

Zeichenapparat, bei 700-maliger VergroBerung entworfen.

Fig. 1
Fig. 2.
Fig. 3.
Fig. 4
Tig. 5.
Fig.
Fig.
Fig.

Tafel 1.

Chlorella vulgaris - Beij. var. lutescens, var. nov. M-Agarkultur. p
Pyrenoid; s Aplanosporen. Die GroBe der Zelien,' 4x4, 4x5,
4x8, Tx8, 9x9, 8x10, 10 x 10z.

Chlorella {. M-L-Kultur. p ‘Pyrer'loid; s Aplanosporen. Die GroBe
der Zellen, 10x 10, 8 x10, 8x 8, 5 x6u.

Chlorella I. Frische Gl-Agarkultur. s Aplanosporen.

. Chlovella 1. Alte Gl-Agarkultur. f{ Fettkugelchen.

Stichococcus bacillaris Nig. var. wviridis, var. nov. M-Agarkultur.
Man sieht hier die Zweiteilung der Zellen. Die GroBe der Zellen,
3x7,3x4, 2x8, 26 xTu. o

6. Stichococcus v. . Frische Gi—Agarkultur. ‘ '
7. Stichococcus v. Alte Gl-Agarkultur. f Fett.

8. Scenedesmus obliquus Kiitz. var. non-liquefaciens, var. nov. M-

Agarkultur. s Aplanosporen; Da Dactylococeus-Stadium.  Zellen
sind spindelfsrmig, 7x 8, 4x9, 5x 11, oder 3 x 9 grob.



Fig. 9.

ig. 10.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
 Fig.
Fig.
Fig.

=]

Fig.

=]

Fig.
Fig.

Fig:

Fig.

. 11,
.12
. 13.
. 14,
. 16.
ig. 16.
. 17.
. 18.
ig. 19.
ig. 20.
. Scenedesmus n. M-L-Kultur (Frische und alte Kultur).

. Chlorosph-aem p., alte M-L-Kultur (Frische M-L-Kultur, Fig. 10,

34.
35.
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Scenedesmus n. - Frische ‘Gl-Agarkultur. Zellen - sind dicker als bei
M-Agar. v

Scenedesmus n.  Alte Gl-Agarkultur. Die GroBe der Zellen, 8x8,.
8x 10, 4x 10p. _

Chlorella 1. in 239 oder 249% GI-L-Kultur.

Stichococeus v. in 2295 Gl-L-Kultur.

Scenedesmus n. in 3 oder 49 Gl-L-Kultur.

Scenedesmus n. in 59 Gl-L-Kultur.

Chlorosphaera putrida, sp. nov. in 79, 9% oder 109 GI-L-Kultur. ‘
Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov. in 3% Gl-L-Kultur.
Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov. in 5% Gl-L-Kultur.
Chlamydomonas koishikavensis, sp. nov. in 79 Gl-L-Kultur.

Chlorelle. 7. M-L-Kultur, (Frische und alte Kultur).

Stickococcus v. M-L-Kultur. (Frische und alte Kultur).

Tafel ITI). , : '
Chlamydomonas k., alte M-L-Kultur (Frische M-L-Kultur, Fig. 13.
Tafel ITI). '

Chlorella I. frische 29 GIl-L-Kultur.

. Chlorella 1. alte 295 Gl-L-Kultur.

. Stichococcus v. frische 29 Gl-L-Kultur..
. Stichococcus v. alte 297 Gl-L-Kultur.

. Scenedesmus n. frische 29 Gl-L-Kultar.

Scenedesmus n. alte 2% Gl-L-Kultur.
Chlorosphaera p. frische 2% GIl-L-Kultur.

. Chlorosphaera p. alte 295 Gl-L-Kultur.

Chlamydomonas k. frische 29§ Gl-L-Kultur.

. Chlamydomonas k. alte 29 Gl-L-Kultur.

Tafel - IT.

Chlorosphaera p. Gl-Agarkultur.: _
Eine vegetative Zelle aus Gl-Agarkultur. 174 groB, 3 Pyrenoide.
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Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

=

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
'TFig.
. Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

D

36.
37..
38.
39.
40.
41.

42.

43.

44,

45,

46.

48,

49.
50.
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’

Chlorosphaera p. Frische M-Agarkultur.’ Aplanosimrénbildung.
Chlorosphaera, p. M-Agarkultur. Zoosporenbildung. -

'Chlorosphaera p. Zoosporen, 4 x 8, oder 5x 8z groB.

Chlorosphaera. p. Alte M-Agarkultur. ‘ B
“Chlorosphaera p. Frische Gl-Agarkultur.’ ' A
GChlorosphaera p. Alte Gl-Agarkultur.

Chlamydomonas k. Eine vegetative “Zelle oder- Schwiérwer aus einer
Kultur in H,O. a=x1100, b=x700. p Pyrenoid; k- Kerh%ﬂ
A Aungenpunkt;. v Vakuolen.

Chlamydomonas k. M-Agarkultur. ~ Gloeocystis ~Zustand. a= x 500,
b= x900. p  Pyrencid. Diese befinden sich je 2, 3, oder 4 in
einer Zelle. d Amylodextrinherde. Die Grobe der Zellen, 8x 16,
6x16, 4x 14, oder 4x12p. ' ' '
Chlamydomonas k. Frische Gl-Agarkultur.  Glococystis- und Palmella- _
Zustand.  x 500. Die GroBe der Zellen, 10x 16, 10x 14, 6x 14,
12x12, 5x 10 ' ' . e
Chlamydomonas k. aus einer in N-armer Gl-Is erzielten Kultur.
a=x500. b= x700. ' | |
Chlamydomonas k. Alte Gl-Agarkultur, x500. Gallerte wurde mit
Methylenblau deutlich gemacht. o .
Chiamydomonas k. aus einer Kultur in H,O, x 500." Priméire Teilung
geht querweise, und sekundére Teilung," langsweise vor sich.

Gameten von Chlamydomonas k. aus einer Wasserkultur. GréBe, 5‘><v6,
6x8, 4x10, oder 5x 11 ' ' '

‘Kopulation der Gameten von Chlamydomonas k.

a. Eine neue Zygospore, noch grim. Ihre GroBe 9pu.
b. dltere Zygospore, gelbgriin, 17x groB.
c. alte Zygospore, gelbbraun, 20u groB.

. Azotobacter Chroococcum var. - A; Jones. Mannitagarkultur, x 1100.

2. GeiBelfirbung mit einer bei 25°C, 20 Stunden alten Mannit-Agar-

kultur von. Azotobacter chroococcum var.  x 1100.

. Ein Monat alte Mannit-Losungkultur von Azofobacter ch. var. In-

volutionsformen, x 1100.
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Mischkultur von - Azotobacter und Chlorella (. in Munnit-Losung,
x1100. Man sieht viele infolge der Zerstorang von  Azotobacter

" entstandene Korner.

Fig
Fig. 55
Fig, 56.
Fig. 57
Fig. 58
Fig. 59.
Fig. 60.
Fig. 61.,
Fig. 1-4
Fig. 1.
- Tig. 2.
Fig. . 3.
Fig. 4.
Fig. 5.
Fig. 6.
Fig. 7.
Fig. 8.
Fig. 9.
Fig. 10.

Fig. 11.

- Mischkultar von Az und Stichococous v. in Mannit-Losung. x 1100.
"Mischkultur von Az und Scenedesmus n. in Mannit—L(isung. x 1100.
¢ Mischkultur von 4z und Chlorosphaera p. in Mannit-Losung. x 1100.
.. Mischkultur von Az und Chlwmydomonas k. in Mannit-Lésung. x 1100.
Kulturdauer von den finf obigen Kulturen ist 21/V-19/XIL.

Behandlung der Chlorella-Zellen mit 5095 Athylalkohol nach Liebaldt.
Die oberen beiden Zellen (x 1000) einer ergriinten Kultur,

die unteren beiden (x 1000) einer vergilbten Kultur entnommen.
Das Chlorophyll wurde schwarz, und das Carotin schmﬁier@ gezeigt,

Behandlung der’ C/ilq)'ellcc-Zelleq mit Molisch’s Kalimethode. - Die
oberen drei Zellen (x 1000) einer Qrgl"iint@ﬁ Kﬁltur.,

die unteren fiinf (x 1000) (eille;'.verg.ilbtell Kultur entnommen.

Das Chlorophyll wurde schwarz, und das Carotin schraffiert gezeigt.

Durch % Ameisensiiure «abge_t@fete Chlovella-Zellen. x 7 00.
D .

Tafel III.

sind etwa 300 mal, und Fig. 5-15 etwa 230 mal vergroBert. . -
Chiorella L. M-Agariultar. - '

Chlorella 1. Alte Gl-Agarkultur.

Stichococous v. M-Agarkultur. -

Stichococcus v. Alte Gl-Agarkualtur.

Scenedesmus n. M-L-Kultur.

Scenedesmus n. M-Agarstrichkultur.

Scenedesmus n. Gl-Agarstichkultur.

Scenedesmus n. M-Gelatinestichkultur.

Scenedesmus n. Gl-Gelatinestichkultar. . ¢
Chlorosphaera p. M-L-Kultar (Schwirmer- und Aplanesporenbildung).
Chlorosphaera p. M-Agarkultur (Schwirmer- und Aplanosporen-
bildung). ‘ '

Fig. 12. Chlorosphaera p.. Gl-Agarkultur (Schwirmerbildung).
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Chlamydomonas k. M-L-Kultur. Zygosporenkeimung. Man sieht hier
Vierteilung der Zygosporen (k).

Chlamydomonas k. M-Agarkultur.

Chlamydomonas k. Gl-Agarkultur. .
Absorptionsspektra der Farbstoffe von Chlorell¢ 1. und Coelopleurum

Gmelini. Das Spektrum von Eisenbogen wurde: auch beigefiigt, um

-die Lage der Absorptionsbinder zu verdeutlichen. (Alle Spektro-

gramme warden von Herrn Prof. Dr. Y. Shibata hergestellt).
Absorptionsspektra des Alkoholextrakts von' Coelopleurum G'melini.
Bei a war die Dicke des Absorptionsmediums 11cm lang. Bei den

. darauf folgenden Spektra war dieselbe der Reibe nach 10, 9. 8, 7

S

und 6 cm lang.

" Absorptionsspektra  des Alkoholextrakts der aus M-L-Kultur ent-

nommen Chlorella- Zellen.

- Die Dicke des z&bsofption‘smediums war entspi'echend demi Spectrum

a, b.. .f'uvhd‘g, der Reihe nach 9, 8, 7; 5, 4 und 3 cm.
Absorptiohsépektm des Alkoholextrakts der durch Zusatz von
Ca(NO,), ergriinten Chlorella-Zellen.

Die Dicke des Absorptionsmediums war in der Reihenfolge 9, 8, 7,
6, 5 und 4 cm lang. ‘ -
Absorptwnsspektm des Alkoholextrakts der aus verg11bter Gl-L-
Kultur entnommen Chlorella-Zellen.

Die Dicke des Absorptionsmediums war in der Relhenfolge 11, 10,

9, 8, 7 und 6cm lang.

_Pu_blished 'Novembe_r' 28th, 1917.




Jour. Sci. Coll., Vol. XL., Art. 2. PI. I.

-




-
n

Jour. Sci. Coll., Vol. XL., Art. 2. PI Il




Jour. Sci. Coll., Vol. XL., Art. 2. PL 1.

10
12
14

Fig. 1—15, Nakano photo.
Fig. 16, Prof. Y. Shibata photo.

16 (a, B, 7. )
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