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Die vorliegenden Untersuchungen sind an der Hydrobiologischen Ab-
teilung der Eidgendssischen Anstalt fiir Wasserversorgung, Abwasserreini-
gung und Gewisserschutz an der ETH, Ziirich, vom Herbst 1956 bis zum
Herbst 1959 durchgefiihrt worden. Aus diesem Institut werden damit erst-
mals Resultate von algenphysiologischen Arbeiten, die aufden praktischen
Gewisserschutz ausgerichtet sind, veroffentlicht. Die Beschreibung von
Kulturmethoden geht daher stark in die Einzelheiten, und die Verarbeitung
der einschligigen Literatur beriicksichtigt einen verhiltnismissig breiten
Stock von Veréffentlichungen. Es ist zu hoffen, dass spitere Untersuchungen
auf Teilgebieten des hier behandelten Problemkreises auf dieser Grundlage
aufbauen konnen.

Dem Vorsteher des Instituts, Herrn Prof. Dr. O. JAAG, und allen seinen
Mitarbeitern, die mich mit Rat und Tat unterstiitzt haben, insbesondere
der tiichtigen Laborantin, Frl. B. Egli, mdchte ich hier aufrichtig danken.
Ausserdem bin ich Herrn Dr. A. ZEHNDER, Seminar Wettingen, zu gros-
sem Dank verpflichtet. Mit seinen zu Beginn dieser Arbeit teilweise noch
nicht vertffentlichten Angaben iiber Blaualgensubstrate und -kulturbe-
dingungen, besonders iiber das Antibiotikum Actidion, hat er das Experi-
mentieren mit Oscillatoria rubescens — was zuvor in verschiedenen Laborato-
rien misslungen ist — erst eigentlich méglich und erfolgversprechend ge-
macht. Ich danke iiberdies Herrn P. ZIMMERMANN und seinen Mitarbei-
tern vom Chemischen Laboratorium der Stadt Ziirich fiir ihre tatkriftige
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Mithilfe bei den Probenahmen auf dem Ziirichsee, Herrn Dr. R. BURKARD,
Kantonschemiker, Solothurn, fiir die Uberlassung einiger Resultate von
chemischen Untersuchungen im Burgiischisee, und Herrn Dr. H. ZAHNER
vom Institut fiir spezielle Botanik an der ETH fiir ein Rovamycinpriparat
und fiir viele wertvolle Ratschlige in Fragen der Anwendung von Anti-
biotika.

1. Einleitung und Problemstellung

Mit der raschen Bevolkerungszunahme in dichtbewohnten und stark
industrialisierten Gegenden der Erde wird der urspriingliche Charakter
ganzer Landschaften tiefgehend umgestaltet. Auch verhiltnismissig be-
stindige und ausgleichende Elemente wie Wald und See tragen schon deut-
liche Spuren dieser Entwicklung, konnen sie doch der Intensivierung des
gesamten Stoffaustausches im grossen Rahmen der Zivilisationslandschaft
nicht entzogen werden. So ist die wachsende Produktivitit der Gewiisser
als Folge der Einleitung von Uberschuss- und Abfallprodukten aus dem
umliegenden Gelinde ein adiquates Gegenstiick zum Getriebe in den
Stidten. Die vordem mannigfaltige Planktonbiozinose von geringer Volks-
dichte verindert sich in eine arteniirmere Lebensgemeinschaft der erfolg-
reichsten Organismen in dichter Population.

Ein Schulbetspiel dieser Art ist die in vielen limnologischen Arbeiten be-
schriebene Massenentfaltung der Blavalge Oscillatoria rubescens DC. [23]
im Plankton von Seen hauptsiichlich des Alpengebietes und der Vereinigten
Staaten von Amerika im I9. und 20. Jahrhundert (z. B. Schweiz: [8-12],
[23], [71], [76-83], [116, 117], [164], [167-160], [179] ; Osterreich, Deutsch-
land: [40, 41], [96], [108], [146]; Italien: [103], [112, 113]; USA: [37]. Ver-
mutlich war die Blaualge in diesen Seen schon frither vereinzelt vorhanden
gewesen, kam dann aber nach Verinderungen in den physikalischen und
chemischen Umweltbedingungen zu dichteren Bestiinden, zur Dominanz
und sogar zur Wasserbliite.

Beim jiingsten Beispiel eines im Laufe weniger Jahre zum Oscillatoriage-
wiisser umgestalteten Alpenrandsees, des Luganersees, kann diese Vermu-
tung durch eine rund so Jahre zuriickliegende Beobachtung bestitigt wer-
den: STEINER [159] berichtet 1912, dass BACHMANN im Zeitpunkt seiner
Untersuchungen, also wohl in den Jahren 1909 bis 1911, vereinzelte Fiden
von Oscillatoria rubescens vorgefunden habe, dass er in seinen eigenen Plank-
tonproben aber diesen Organismus nicht angetroffen habe. 35 Jahre spiter
(1945) konnte JAAG [83] bei halbquantitativen und sorgfiltigen, qualitati-
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ven Untersuchungen im Luganersee keine O.-rubescens-Fiden finden. Noch
im Jahre 1955 wurden nach unveréffentlichten Untersuchungen von JAaG
und Mitarbeitern mit der sogenannten Ziirchertrichtermethode (S. 92)
selbst in der Wasserschicht mit maximaler Oscillatoriavolksdichte nicht mehr
als 1800 Fiden im Liter Wasser geziihlt (August, Seemitte bei Gandria, Tom
Tiefe). Diese Maximalzahl stieg im folgenden Jahre auf 49000 Fiden pro |
(Oktober 1956, Seemitte bei Morcote, § m Tiefe) und im Jahre 1957 auf
121000 (Oktober, Morcote, Oberfliche). Allerdings kann die von Jaac und
Mitarbeitern verwendete, halbquantitative Methode fiir den Oscillatoria-
bestand kein ganz zuverlissiges Bild von der wachsenden Biomasse im Ge-
samtvolumen des Sees geben. Diese Angaben werfen aber zumindest wie
diejenigen von anderen Oscillatoriaseen erneut die Frage nach den Ursachen
solcher offensichtlich ausgepriigter Veriinderungen im Planktonbild auf.

Zweifellos ist die hier interessierende Erscheinung irgendwie mit anthro-
pogenen Einfliissen auf den Gesamthaushalt der betreffenden Seen in Zu-
sammenhang zu bringen. Man denkt da in erster Linie an die stindig ge-
steigerte Abwasserbelastung und meint damit vor allem die Zufuhr von
organischen fiulnisfihigen Abfallstoffen. In neuester Zeit ist aber am Bei-
spiel des Washingtonsees gezeigt worden, dass offenbar auch bauliche Ver-
inderungen, welche die hydrologischen Verhiltnisse umgestalten — aber
zuniichst von unwesentlicher Bedeutung zu sein scheinen -, eine ganz auf-
fallende Umstimmung des Seeregimes mit sich bringen koénnen (EDMOND-
SON, ANDERSON und PETERSON [37], PrRovasorl [136]). Der Lake
Washington ist durch einen Kanal mit dem Meere verbunden worden,
worauf vermutlich sein Salzgehalt, namentlich die NaCl-Konzentration,
leicht gestiegen ist. Ausserdem sind seine Ufer dichter iiberbaut worden.
In der Folge ist O. rubescens zur Massenentwicklung gekommen, was vor
dem Kanalbau nicht beobachtet worden ist. Hier fragt es sich also, ob nicht
die vermehrte Abwasserlast als vielmehr die Natriumzufuhr den Ausschlag
zu dieser Entwicklung gegeben habe.

Neben den physikalischen und chemischen miissen aber bestimmt auch
eigentlich biologische Faktoren in Betracht gezogen werden, wenn man die
starke Entfaltung einer bestimmten Art und nur eben gerade dieser Art
verstehen lernen will. Es gilt also, die Auzgkologie in ihrem umfassenden
Sinne zu Hilfe zu nehmen: die Lehre von den Beziehungen einer Organis-
menart zu ihrer natiirlichen Umwelt. Autokologische Studien kénnen dann
eine Basis geben fiir das angestrebte Verstindnis der syndkologischen Zu-
sammenhinge in der planktischen Biozonose, die ihrerseits zugleich als
Ganzes umgestaltet worden ist. :
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In autSkologischer Sicht begegnet man nun aber beim Beispiel der Os-
cillatoria rubescens einem ausserordentlich umfangreichen Fragenkomplex —
dem oft genannten «Oscillatoriaproblem» —, der im folgenden kurz umrissen
werden soll, damit sich die in der vorliegenden Arbeit verfolgten Einzel-
fragen in einen klaren Zusammenhang stellen lassen. Die Darstellung lehnt
sich an die Arbeiten von McCoMBIE [115] und SAUNDERS [147] an. Die
Bemerkungen zu den verschiedenen 6kologischen Faktoren sollen hier nur
allgemein einleitende Hinweise vermitteln; die eingehende Bearbeitung
der Probleme unter Verwendung derLiteratur erfolgt dann in den speziellen
Kapiteln, sofern es in den Rahmen dieser Arbeit gehort.

A. PHYSIKALISCHE FAKTOREN

1. Wasserbewegung

a) Dirckter Einfluss auf die Entwicklungsmiglichkeit von O. rubescens

Wihrend der Sommerstagnation schichtet sich diese Blaualge im allge-
meinen in eine verhiltnismissig tiefliegende Wasserzone ein ~oft rund 10 m
unter der Oberfliche ~ und entwickelt dort ein lokal scharfbegrenztes
Maximum, womit sie den Eindruck eines ausgepriigt stensken Organismus
erweckt. Die Griinde fiir dieses Verhalten sollen hier noch nicht erdrtert
werden, doch weist die Feststellung allein schon darauf hin, dass dieser
Organismus sein 6kologisches Optimum in einer tieferliegenden Wasser-
schicht findet als viele andere Planktophyten. Die riumliche Trennung von
raschwiichsigen Konkurrenten ist aber nur wihrend der Stagnation ge-
wihrleistet. Teilzirkulationen im Sommer und die herbstliche Vollzirkula-
tion zerstoren das typische Bild der Sommervertellung und brmgen einen
grossen Teil der Oscillatoriapopulation in Zonen mit einer weniger glinsti-
gen Konstellation der Umweltbedingungen.

b) Iudirekzer Einfluss auf die Wachstumsbedingungen

Auf dem Wege der Nihrstoffversorgung durch Konvektionsstrémungen
kann der physikalische Faktor derWasserbewegung indirekt sowohl positiv
als auch negativ (letzteres z. B. wenn irgendein Nihrstoff wihrend der
Stagnation vorzeitig erschopft ist und nicht nachgefiithrt wird) auf die Ent-
wicklungsmoglichkeiten einwirken.
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2. Licht
a) Qualitit

Nur schon die Beobachtung, dass Fadenmassen von O. rubescens normaler-
weise dunkelrotbraun gefirbt sind, fiihrt zur Uberlegung, es miisse mit
dieser Pigmentierung ein anderer Spektralbereich energetisch ausniitzbar
sein als bei griiner oder gelber Firbung der Protoplasten. Es kann ange-
nommen werden, dass auch diese Eigentiimlichkeit dem Organismus die
Mbglichkeit verschafft, sich gegeniiber der grossen Masse von schweben-
den griinen Pflanzen erfolgreich zu behaupten, indem sie ihm einen ge-
sonderten, tiefliegenden Lebensbereich erschliesst.

b) Intensirit

Die bereits erwihnte Einschichtung von 0. rabescens in tiefe Wasser-
zonen wihrend der Stagnation hat dazugefiihrt, dass dieser Mikroorganis-
mus zu den Schwachlichtformen gezihlt wird. Dies braucht nicht unbe-
dingt zu bedeuten, dass seine Assimilationstitigkeit schon bei schwicherer
Beleuchtung in Lichtsittigung vor sich geht als diejenige von sogenannten
Starklichtpflanzen oder dass starke Beleuchtung direkt schidlich wirkt.
Vorsichtig interpretiert sagt diese Bezeichnung lediglich aus, dass er sich
normalerweise in schwachbeleuchteten Schichten aufhilt und sich dort
vermehrt.

3. Temperatur

In dhnlicher Weise fiihrt die autokologische Untersuchung am Standort
zur Feststellung, dass O. rubescens sich wihrend eines grossen Teils des
Jahres in kithlen Wassermassen aufhilt. Wiederum braucht damit nicht ge-
sagt zu sein, der Organismus sei streng kaltstenotherm im physiologischen
Sinne. Moéglicherweise ist er sogar ausgeprigt eurytherm, wird aber durch
andere 6kologische Faktoren in einen engen Temperaturbereich — in diesem
Falle in kiihle Wasserzonen - gedringt.

B. CHEMISCHE FAKTOREN
1. Nihrstoffe
a) Anorganische Nabrstoffe

Es wird allgemein angenommen, dass die Planktonproduktion in ihrem
Ausmass hauptsichlich von der Menge verfiigbarer anorganischer Nihr-
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stoffe, vor allem Phosphor und Stickstoff, bestimmt wird. Im Sinne von
McCoMBIE [115] spricht man dann von wachstumsbegrenzenden Faktoren.
Diesen Elementen wiirde eine Basisstellung im ganzen Produktionsvorgang
zukommen. Im Hinblick auf die Gewissersanierung konzentriert sich das
Interesse berechtigterweise auf solche Minimumstoffe, welche die stoffliche
Grundlage fiir alle zu organischer Substanz fithrenden Synthesen bilden.

In diesem Zusammenhang kinnte Oscillatoria rubescens hichstens dann
eine Sonderstellung einnehmen, wenn sie z. B. die Fihigkeit hitte, gas-
formigen Stickstoff zu assimilieren, wozu die Griinalgen und auch die
meisten Blaualgen nicht befihigt sind. Immerhin entfernt sie sich infolge
anderer, z. T. bereits erwihnter Faktoren, riumlich so weit vom Entwick-
lungsoptimum der gesamten Phytoplanktonbiozonose, dass sie dort auch
beziiglich der Versorgung mit anorganischen Nihrstoffen gewiss giinstigere
Bedingungen vorfindet als der Durchschnitt der iibrigen Phytoplankter. In
ihrer bevorzugten Tiefe zieht sie iiberdies unmittelbar Nutzen aus dem
Mineralsalzaustausch durch die Thermokline.

b) Organische Néibrstoffz

Das Auftauchen der Blaualge O. rubescens in unseren Seen stimmt zeitlich
derart auffallend mit der vermehrten Zufuhr von organischen Abwasser-
stoffen tiberein, dass auch in dieser Beziehung ein Zusammenhang vermutet
werden muss. Da ja die geldsten organischen Stoffe oft mengenmiissig die
im Plankton und Detritus geformt suspendierten iibertreffen, konnte ein
pflanzlicher Organismus mit der Befihigung zur direkten Ausniitzung
solcher Nihrstoffquellen in der Konkurrenz mit rein photolithotroph?)
lebenden Mikrophyten besonders erfolgreich sein. Wiederum legt die
riumliche Trennung des autSkologischen Optimums der O. rubescens vom
synokologischen Optimum der gesamten Phytoplanktonassoziation diesen
Gedanken besonders nahe: Diese Blaualge lebt ja gerade in einem Bereich,
wo die abgestorbenen und absinkenden Zellen der in hoheren Wasser-
schichten gedeihenden Plankter bereits langsam der Autolyse und bakteri-
ellen Zersetzung anheimfallen, womit organische Stoffe gelost verfligbar
werden.

1} In der vorliegenden Arbeit wird zur physiologischen Klassifizierung der Organismen die in
der neueren Literatur (z. B. Foce [46]) gebriuchliche Nomenklatur, wie sie im Cold Spring Har-
bour Symposium 1946 [28] vorgeschlagen worden ist, angewendet. Die Zweckmaissigkeit dieses
Systems wird zwar berechtigterweise kritisiert (z. B. von Prrson [129]: Photolithotrophie und
Chemolithotrophie sind vom energetischen und biochemischen Standpunkt aus homologe Aus-
driicke), es basiert aber immerhin auf Richtlinien, die sich praktisch konsequent einhalten lassen.
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C) Spurenelemente

Mit der Terminologie von McCoOMBIE [115] darf man einzelnen Spuren-
stoffen eine wachstumskontrollierende Funktion zusprechen, was sich zwar auf
das Plankton als Gesamtheit auswirken miisste, wenn nicht O. rubescens in
dieser Hinsicht ganz besondere Anspriiche stellen wiirde. Es wiire aber ge-
wiss denkbar, dass im Zusammenhang mit speziellen Stoffwechselprozessen,
z. B. der Assimilation von Luftstickstoff, auch einzelne Spurenelement-
bediirfnisse (fiir das gewihlte Beispiel besonders Molybdin) gesteigert
wiren. Dies sind jedoch innerhalb des gesamten Oscillatoriaproblems De-
tailfragen von sekundirer Bedeutung.

2. Wasserstoffionenkonzentration

Sowohl aus physiologischen Versuchen als auch aus Beobachtungen in
situ ist bekannt, dass Blaualgen im allgemeinen hohere pH-Werte bevor-
zugen als Griinalgen und Diatomeen. Mit intensivierter Assimilations-
titigkeit in einem fortwihrend stirker eutrophierten See geht nun aber
eine allgemeine Erhohung der pH-Werte parallel, was zur Folge hat, dass
Diatomeen und Griinalgen immer ungiinstigere, Blaualgen immer bessere
Entwicklungsbedingungen vorfinden. Eine Forderung der Blaualgen ist
also gewiss auch von diesem Gesichtspunkt aus in Betracht zu ziehen.

C. BIOLOGISCHE FAKTOREN

I. Schwebeanpassungen

Unter den verschiedenen Einrichtungen, die dem Plankton erlauben, im
Wasser zu schweben oder nur ganz langsam abzusinken, ist zweifellos die
Anpassung des spezifischen Gewichtes an dasjenige des umgebenden
Wassers mit Hilfe von Gasvakuolen, wie es bel O. rubescens verwirklicht ist,
besonders zweckmiissig. Eine langsam wachsende Alge wie 0. rubescens kann
sich mit dieser Eigenschaft perennierend in der ihr zusagenden Wasser-
schicht schwebend halten, withrend andere, z. B. Diatomeen, nach kurzer
Entwicklungszeit absinken und zugrunde gehen. Wie aber diese Gas-
vakuolenbildung in Abhingigkeit von Umweltfaktoren wie Temperatur
und Redoxpotential das spezifische Gewicht der Algen regelt, ist noch
recht unklar.
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2. Akklimatisation

Uber diesen biologischen Faktor ist zwar im Bereich der Okologie des
Planktons noch verhiltnismissig wenig bekannt. Es ist jedoch leicht einzu-
sehen, dass z. B. Temperaturstiirze oder Verdunkelung die Entwicklung
von Pflanzen vorerst unterbrechen miissen, bis diese allenfalls an niedrige
Temperatur oder schwichere Belichtung angepasst sind und wieder besser
zu wachsen vermdgen. Solche raschen Umstellungen treten in Seen bei-
spielsweise dann ein, wenn die produktiven Wasserschichten sich am Ende
der Sommerstagnation abkiihlen und von Zirkulationsstromungen erfasst
werden. Beziiglich der Temperatur werden dabei die vorher am tiefsten ge-
legenen Abschnitte der vom Phytoplankton bewohnten Zone den gering-
sten Verdnderungen unterworfen. Das bedeutet fiir O. rubescens, die ja an
tiefe Temperatur akklimatisiert ist, dass sie in dieser Zeitspanne gegeniiber
den anderen Algen im Vorteil ist. Thre Entwicklungszeit dehnt sich weiter
in den Herbst hinein aus als dieselbe jener Phytoplankter, die entweder an
hohere Temperatur akklimatisiert oder iiberhaupt stenotherm streng an
solche gebunden sind.

3. Wuchsstoffe

Mit vermehrter Abwasserzufuhr gelangen bestimmt ausser organischen
Nihrstoffen auch Wuchsstoffe in die Gewisser, sei es direkt in geloster
Form oder indirekt als Produkte der unter den verinderten Verhiltnissen
geforderten chemoorganotrophen Flora. Wenn auch Auxoheterotrophie
unter Blaualgen nach dem heutigen Stand der Algenphysiologie eine Selten-
heit wiire, so ist sie doch bei einer physiologisch-autokologischen Unter-
suchung von 0. rubescens aus den gleichen Griinden in Betracht zu ziehen
wie die Organotrophie allgemein.

4. Antibiotika

Es ist wohl denkbar, dass extrazellulire, antibiotisch wirkende Stoffe
auch bei O.-rubescens-Massenentwicklungen auftreten, wie dies von anderen
Algen bekannt ist.

5. Frassverluste

Zooplankter, die in grossen Mengen O. rubescens verzehren und so den
Bestand deutlich vermindern, gehdren zwar nicht ins normale Bild der
Oscillatoriaschicht, sind aber in Einzelfillen doch schon sehr auffillig ge-
worden: THOMAS [162] berichtet, dass Nassula aurea EHRENBERG, ein
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holotricher Ziliat, im Ziirichsee zeitweise massenhaft O.-rubescens-Fiden
verzehrt habe. Dieser Zooplankter ist aber nicht an O.-rubescens-Seen ge-
bunden, also nicht auf dieses Futter spezialisiert, und er tritt nur sporadisch
auf.

6. Parasiten

Gewiss sind parasitische Phykomyzeten auf O. rubescens mit der Arbeit
von JAAG und NIPKOW [84] systematisch besser bekannt geworden, doch
fehlen noch quantitative Angaben tiber die Einbusse im Oscillatoriabestand,
welche diese Pilze zu bewirken vermogen.

*

Mit dieser Ubersicht wird das Oscillatoriaproblem vom biologischen
Standpunkt aus einigermassen im Grundriss dargestellt. Die Beantwortung
der Einzelfragen lisst sich nun grundsitzlich mit zwei Methoden anstreben:
1. Es wird mit physikalischen, chemischen und biologischen Arbeitsmetho-
den eine Analyse der Standortsbedingungen und des dabei produzierten
Oscillatoriazellmaterials vorgenommen mit der Absicht, die in grosser Zahl
tiber eine lingere Zeitspanne verteilt und an vielen ortlich verschiedenen
Punkten ermittelten Einzelangaben statistisch auszuwerten. 2. Der zu
untersuchende Organismus wird aus dem natiirlichen Milieu herausgeholt,
von begleitenden Organismen getrennt und im Laboratorium wechselnden
Umweltbedingungen physikalischer, chemischer oder biologischer Art
unterworfen.

Der Zeit- und Arbeitsaufwand bei statistisch-autékologischer Unter-
suchung fiihrt iiber den Rahmen einer Einmannarbeit hinaus. Die physio-
logische Laboruntersuchung (2.) ist aber in thren Aussageméglichkeiten in
auttkologischer Hinsicht stark eingeschrinkt. Es ist beinahe unmoglich,
quantitative Angaben {iber die Einfliisse einzelner Umweltfaktoren auf die
Lebensprozesse von kiinstlich kultivierten Organismen mit den natiirlichen
Verhiltnissen zu vergleichen. Sogar qualitative Befunde kénnen in vielen
Fillen nur mit Vorbehalt auf den naturgegebenen Biotop iibertragen wer-
den. Beispielsweise darf, wenn in einem Kulturversuch ein Algenstamm als
auxoheterotroph befunden worden ist, lediglich vermutet werden, dass am
natiirlichen Standort diese physiologische Eigentiimlichkeit ebenfalls eine
Rolle spielt. Es muss aber immer in Erwigung gezogen werden, dass der
untersuchte Stamm vielleicht in seinem ernihrungsphysiologischen Ver-
halten nicht dem natiirlichen Zustand entspricht, sei es, weil eine durch
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Mutation entstandene Besonderheit herausgeziichtet worden ist oder weil
Sekundirfaktoren den Stoffwechsel umstimmen.

Trotz allen diesen Einwinden sind aber Laboruntersuchungen unum-
ginglich, wenn man einen Organismus physiologisch zu klassifizieren ver-
sucht, um ihn damit auch autokologisch besser verstehen zu kinnen. Die
physiologische Okologie hat sich darum bereits zu einem breiten Arbeitsgebiet
entwickelt (BILLINGS [16], KINNE [92]). Sie experimentiert mit physiolo-
gischen Methoden und behilt dabei stindig die ckologischen Gegeben-
heiten im Auge. In diesem Sinne befasst sich die vorliegende Arbeit experi-
mentell mit einzelnen Umweltfaktoren physikalischer, chemischer und
biologischer Natur, die der Blavalge Oscillatoria rubescens ihre ganz charak-
teristische Stellung innerhalb der Planktonbiozinose zuweisen.

I1. Allgemeine Arbeitsmethoden und Material

A. FELDUNTERSUCHUNGEN

1. Planktonprobenahme mit dem sogenannten Ziirchertrichter nach
JaaG, MARKI und BRAUN

Diese Methode zur quantitativen Planktonuntersuchung ist von den
erwihnten Autoren selbst zwar bisher nirgends beschrieben worden. Das
Gerit findet sich aber unter dieser Bezeichnung im Katalog der Firma
Friedinger, Wissenschaftliche Apparate, Luzern, mit Katalog-Nr. 3013.
VOLLENWEIDER und WOLFF [175] haben eine mit dieser Methode durch-
gefiihrte planktologisch-statistische Arbeit publiziert, und einige schweize-
rische Laboratorien haben zeitweise damit gearbeitet.

An einem 25 cm hohen, zylindrischen, verchromten Blechgefiss mit
10 cm Durchmesser und trichterférmigem Boden kann mit Bajonettring
ein Nylongazenetzchen (Nr. 20 NNT Multifil der Schweiz. Seidengaze-
fabrik in Ziirich, Lochgrosse rund 60 — 60ox) von 4 cm Durchmesser
(Grosse eines Fiinffrankenstiickes) befestigt werden. Ein bestimmtes
Volumen Seewasser, meist 750 ml, das mit der Friedinger-Schopfflasche
entnommen worden ist, wird filtriert (Abb. 1 in JaaG [77]). Das Netzchen,
auf dem sich Zooplankter und gréssere Phytoplanktonformen angesammelt
haben, wird zusammengerollt und in ein Pillenglischen 15 x 85 mm (halb
gefiillt mit Formol 4%, ) gesteckt.

Das so fixierte Planktonmaterial wird im Laboratorium mit Wasser vom
Netzchen abgespiilt und zusammen mit dem Pillenglasinhalt unter Zusatz
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von einigen Tropfen J-KJ-Azetat-Losung nach UTERMOHL [174] und
20 Tropfen Lissin (Netzmittel der Firma Geigy, Basel, das ein Aufrahmen
der Oscillatoriafiden verhindert) in Verbundkammern [174] (Volumen
5o ml) sedimentiert und im Umkehrmikroskop ausgezihlt.

Die in dieser Weise ermittelten Zahlen sind fiir 0. rubescens nicht absolut
richtig, weil bei der Probenahme ein Teil der Fiden beim Filtrieren ver-
lorengeht. Es handelt sich auch nicht um Relativwerte, die man unter-
einander vergleichen konnte, weil die Netzchen bei unterschiedlichem
Gesamtplanktongehalt verschieden stark verstopft werden und infolge-
dessen nicht immer die gleiche Filterwirkung austiben. Es ist daher bei der
Beurteilung der Zihlresultate lediglich ein grober Vergleich von Grossen-
ordnungen zulissig.

2. Planktonprobenahme durch Pumpen

“Zur Entnahme von Planktonmaterial aus der Zone maximaler Oscillatoria-
entwicklung wurde jeweils eine Gummischlauchleitung mit Gewicht in die
giinstige Schicht abgesenkt und mittels einer kleinen, transportablen
Benzinmotorpumpe (Homelite) Wasser emporgepumpt. Zur Anreicherung
des Planktons dienten zwel ineinandergehingte, ins Oberflichenwasser
eingetauchte Phytoplanktonnetze.

B. LABORUNTERSUCHUNGEN

1. Kulturmethoden
a) Algenkulturraum

Temperatur. Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden in
einem Kellerlaboratorium ausgefithrt. Der Raum ist nicht streng tempera-
turkonstant regulierbar, doch kénnen mit einem starken Ventilator in
Verbindung mit elektrischem Ofen und Zimmerthermostat wenigstens in
jenem Raumabschnitt, wo die eigentlichen Kulturversuche angestellt wer-
den, Temperaturen zwischen 20 und 23°C eingehalten werden. Wo nichts
besonderes bemerkt wird, sind alle Kulturen bei dieser Temperatur gehal-
ten worden.

Beleuchtung. Das Tageslicht, welches durch ein kleines, halbverdunkeltes
Fenster beim Arbeitstisch eintreten kann, ist im Verhiltnis zur kiinst-
lichen Beleuchtung sehr schwach, und sein Einfluss auf die Kulturen darf
vernachlissigt werden. Die Kulturgefisse lassen sich auf Gestellen mit
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Glastablaren halten, wo mit Fluoreszenzrohren vom Typ Osram Fl 40 W/
weiss unterschiedliche Beleuchtungsstirken bis rund 1500 Lux eingerichtet
werden konnen. Die Lampen bleiben durchgehend, auch nachts, in Betrieb.

Alle Angaben, die in dieser Arbeit iiber die Beleuchtungsstirke gemacht
werden, sind mit einem Luxmeter an der Oberfliche der Kulturen in Rich-
tung zur wichtigsten Lichtquelle gemessen worden. Streulicht von den
weissen Winden des Raumes, welches durch die Glastablare aus allen
Richtungen zutreten kann, ist dabet nicht berlicksichtigt worden. Bei der
wechselnden Dichte der Kulturen und der unterschiedlichen Turbulenz bei
verschiedenartigen optischen Eigenschaften des Substrats, z. B. beim Ver-
gleich von fliissigen und festen Medien, ist ohnehin die pro Algenzelle ein-
gestrahlte Lichtenergie nicht streng zu definieren. Unter der hier getroffe-
nen Versuchsanordnung geben daher die Luxwerte lediglich einen groben
Anhaltspunket iiber die Beleuchtungsverhiltnisse.

Schiittelmaschine. Die in diesem Laboratorium zur Verfiigung stehende
Schiittelmaschine besteht aus zwei in 45 cm Abstand iibereinanderliegen-
den Holztablaren von 65 x 65 cm Ausmassen. Es lassen sich je 36 Erlen-
meyerkolben (200 ml) darauf schiitteln, normalerweise mit einer Hin- und
Herbewegung pro s iiber 5 cm horizontale Weglinge.

b) Glaswaren

Die meistverwendeten Kulturgefisse (Erlenmeyerkolben mit 100 bzw.
200 ml Volumen und Nihrbodenflaschen mit 500 ml Inhalt) bestanden aus
Fenaer Gerdteglas 20,die Petrischalen (15 x Toomm)und Reagenzgliser (stark-
wandig, ohne Rand, Grosse 160 x 16 mm) aus gewdhnlichem Hartglas.

Alle Kulturgefisse durchliefen vor dem Gebrauch den von WikéN und
OBLoM [184] vorgeschlagenen Reinigungsvorgang mit Sodawasser, Chrom-
schwefelsiure, Salzsiure, Leitungswasser und destilliertem Wasser.

In einzelnen Experimenten folgte darauf noch eine erweiterte Reinigung,
indem die Glaswaren, nachdem das destillierte Wasser ausgetropft war,
wieder mit frisch destilliertem Wasser gefiillt und so im Autoklav wihrend
20 Minuten auf 121°C erhitzt wurden. Das heisse Wasser wurde dann aus-
geleert, und die Kolben oder Rohrchen blieben verkehrt aufgehingt, bis
sie trocken waren. Danach wurden sie sofort mit Wattestopfen verschlossen
und sterilisiert.

c) Verschliisse der Kulturgefisse

Erlenmeyerkolben wurden mit Stopfen aus entfetteter, chemisch reiner
Watte, Reagenzgliser mit solchen aus Rohwatte verschlossen. Grosse, be-
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liiftete Kulturen in Nithrbodenflaschen wurden mit durchlochten Gummi-
stopfen (darunter eine Schicht chemisch reiner Watte) verschlossen, und
die Luftzufiihr- bzw. Probenahmerohre wurden mit dichtgepackter, che-
misch reiner Watte gestopft. In wenigen Spezialfillen kam bei Anaerobier-
kulturen in Reagenzglisern der Verschluss mit Pyrogallol- und Sodalgsung
nach RITTER und DORNER [142] zur Anwendung.

d) Destilliertes W asser

Zur Herstellung von destilliertem Wasser diente eine Durchflussappara-
tur aus Jenaer Geriiteglas 20 mit Tauchsieder. Doppelt destilliertes Wasser
wurde in einer Pyrexglasanlage mit Erhitzung von aussen zubereitet, wo-
bei das Destillat in sterilen Nihrbodenflaschen aufgefangen werden konnte.
Wenn nicht sofort verwendet, wurde dieses Destillat im Autoklav sterili-
siert, damit nicht durch eingeschleppte Bakterien Vitaminspuren gebildet
werden konnten.

¢) Chemikalien

Um eine spitere Kontrolle iiber die Verlisslichkeit der in dieser Arbeit
beschriebenen ernihrungsphysiologischen Versuche und der Analysen-
methoden zu gewihrleisten, werden simtliche verwendeten Chemikalien
hier nach Qualitit und Herkunft geordnet aufgefiihrt:

Chemikalien in Qualitit «pro analysi». Baker, Phillipsburg, N.J. («Baker
Analyzed Reagents»): K,HPO,; Zinn, feingekornt. — The British Drug
Houses («Analar»): MnSOy - 4H,035 (NH,)eMo,0yy - 4H, 05 Na,WO, -
2H,0; Na-K-Tartrat. — Elektrokemiska A.B., Bohus, Schweden: NaOH. -
Kablbaum :KyCO;.~ E. Merck, Darmstadt: CaCl, - 6H,O; Ca(NO,), - 4H,O;
Co(NOg), - 6H,O; FeCly - 6H,0;5 HgCly ; KNO, ; MgSO, - 7H,0;3 Na,CO; 5
NaNO;; ZnSO, - 7H,0; H3BO;; HCI, spez. Gew. 1,165 H,S0O, conc. -
Rbeinsalinen : NaCl.— Riedel-de Haén, Seelze-Hannover: CuSO, - s H,O; FeSO, -
7H,0; Fey(SO,)s - aq-; KCl; KJ; KH,PO, ; NaHCOy; N2, HPO, - 2H,0;
NH,Cl. - Siegfried, Zofingen: Athylendiamintetraessigsiure, Dinatrium-
salz («Komplexon III»).

Chemikalien in Qualitit «rein» unbekannter Herkunft. Aly(SO,)5K,80, - 24 H, 05
Cd(NOy), - 4H,0; Cr(NO,), - 7H,0; Ferricitrat; KBr; KCN; K,Si0;;
Na,Si0;; NiSO,(NH,),SO, - 6H,0; V,0,(S0,); - 16H,0; Zitronensiure;
Formalin 40% ; Glyzerin; Natriumsalizylat (reinst); p-Nitrophenol; Pyro-
gallol; 1,3-Dihydroxy-2-hydroxymethyl-2-amino-propan (Tris[hydroxy-
methyl]aminomethan, kurz genannt TRIS).
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Besondere Priparate fiir organische Substrate. The British Drug Houses: Pepton
(bact.); Stirke, loslich, «Analar» — Difco Laboratories, Detroit, Mich. : Agar;
Fluid Thioglycollate Medium; Litmus Milk; Nutrient Agar; Nutrient
Gelatin; Proteose-Peptone; Tryptone; Tryptone Glucose Extract Agar;
Yeast Extract. — Du Pont: Silicagel «Ludox». — Hoffmann-La Roche, Basel:
D(—)-Fructose; D(+)-Galactose; D(+ )-Glucose, vitaminfrei; Maltose. —
Eastman Kodak, Rochester, N.Y. : I-Asparagin. ~ E. Merck, Darmstadt: Harn-
stoff, reinst. — Oxo, London: Casein-Hydrolysate. — J¥itte, Rostock: Pep-
ton. — Handelsgualitir: Biomalz; Eieralbumin; Fleischextrakt «Lemco»;
Mannit; Natriumcaseinat; Rohrzucker.

Antibiotika. Ciba, Basel: Rovamycin (= Foromacidin). ~ Glaxo, Gleen-
ford, England: Streptomycin (Sulfat). — Lederle, New York: Aureomycin-
Hydrochlorid (krist., intravends, mit Natriumglycinatpuffer). — Pfizer,
New York: Bacitracin (intramusk./intrathek.); Polymyxin B Sulfat, Tab-
letten. — Upjobn, Kalamazoo, Mich. : Actidion. — #7ild, Basel: SEBAS-Test-
Antibiotikablittchen mit Aureomyecin, Bacitracin, Chloromycetin, Erithro-
mycin, Magnamycin, Neomycin, Oleandomycin, Penicillin, Polymyxin,
Rovamyecin, Sigmamyecin, Streptomycin, Tetracyclin, Terramycin und
einem Sulfonamid?).

Vitamine. Hoffmann-La Roche, Basel: p-Aminobenzoesiure; (+ )-Biotin;
D-Pantothensaures Calcium; Folsiure; meso-Inosit; Vitamin B ,(Thiamin-
hydrochlorid); Vitamin B,,; Nicotinsiure. — Sigma, St. Louis, Miss.:
Thymin.

£) Sterilisation

Der im Institut vorhandene Autoklav mit 9o | Volumen kann in 20 min
auf 100°C erhitzt werden und erreicht 10 min nach Schliessen des Deckels
121°C. Normalerweise wurde diese Temperatur wihrend 20 min einge-
halten. Nach Abstellen senkte sich die Temperatur innert 35 min wieder
auf 100°C.

Zur trockenen Sterilisation wurden die Glaswaren 1m Trockenschrank
erhitzt und withrend einer Stunde bei 160°C belassen.

o) Impfung
Kulturen, bei denen keine besonderen Vorsichtsmassnahmen notig waren,
konnten in einem geschlossenen Raum unter Abflambieren der Offnungen
der Kulturgefisse, Pipetten, Impfnadeln u. dgl. iiberimpft werden.

3) Die Firma Dr. Wild, Basel, lieferte samtliche fiir die vorliegende Arbeit benotlgten SEBAS-
Test-Bliattchen kostenlos, was an dieser Stelle bestens verdankt sei.
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Fiir spezielle Zwecke stand ein Impfkasten zur Verfiigung, deranfinglich
mit Desogen und Formol sterilisiert wurde (Desogen zum Abwaschen der
Tischplatte, 1 ml Formol verdampft). Obwohl sich in der auch nach Stun-
den noch etwas formolhaltigen Atmosphire keine auffallende Schidigung
der Algen beim Uberimpfen bemerkbar machte, kam spiiter vorsichtshalber
die UV-Sterilisation der Luft zur Anwendung (Quarz-Quecksilberbrenner
Philips Biosol Typ Br (so0 W), je T h von der Mitte des Impfkastens in
zwel entgegengesetzte Richtungen).

2. Analysenmethoden
a) pH-Messung

Ein Polymetron-Messgerit Typ 44 mit Einstabmesskette (Glaselektrode
und Kalomelbezugselektrode, Innenwiderstand 250 M), geeicht mit
Ingold-Pufferlosungen (pH 4, 7 bzw. 9), diente zur potentiometrischen
Bestimmung der pH-Werte.

b) Trockengewichtshestimmung

Das Algenmaterial liess sich durch Zentrifugieren (sedimentierend oder
aufrahmend bei gooo U/min) nicht immer vollstindig von der Nihrlosung
trennen. Oft war es notig, die Suspension noch mittels Fileration durch
Membranfilter («Cos» der Membranfilter-Gesellschaft, Géttingen) zu
kliren. Sowohl das abzentrifugierte und gewaschene Zellmaterial als auch
der Rest aufden Membranfiltern konnten dann bei 105°C bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet und gewogen werden.

C) Photometrische 1¥ achstumskontrolle

In Kulturen von O. rubescens, die eine gleichmiissige Fadensuspension dar-
stellten, konnte das Algenwachstum photometrisch verfolgt werden. Da-
mit liessen sich umstindliche Zihlungen vermeiden. Die Anzahl der produ-
zierten O.-rubescens-Zellen hiitte ohnehin nur mit ausserordentlich grossem
Arbeitsaufwand festgestellt werden konnen, z. B. durch Auszihlen der
Fiden und Messen der mittleren Faden- und Zellinge (OLson [123]). Fiir
verlissliche Trockengewichtsbestimmungen bei geringer Dichtedes Suspen-
sionen wire eine grosse Anzahl von Parallelkulturen notwendig gewesen.

Nephelometrische Messungen (DILLER und KERSTEN [32]) erbrachten
keine befriedigenden Resultate. Dagegen konnte die Extinktionsmessung bei
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durchtretendemLicht, wie es in vielen algenphysiologischen Arbeiten schon
getan worden ist (z. B. RODHE [144], CHU [26], GRoss und Koczy [64],
HUTNER, ProvAsOLI und FILFUS [74], KRATZ und MYERS [97]), sehr gut
angewendet werden. Das Vorgehen hielt sich vor allem an die Methoden
von KRATZ und MYERS [97].

Im Sigrist-Photometer Typ UPz[ID konnten direkt Extinktionswerte Eab-
gelesen werden: E = log,, /I, wobei die Schichtdicke =z je nach Kiivette
5, 10, 15 oder 35 mm betrug. I bezeichnet die Lichtintensitit, hier stets bei
A = 610 my (Filter).

Bei Verdiinnungen ein und derselben O.-rubescens-Kultur ergab sich je-
doch keine lineare Beziehung zwischen Konzentration und Extinktion bzw.
optischer Dichte (Abb. 1). Je nach Pigmentierung und durchschnittlicher
Fadenlinge verinderten sich die Verhiltnisse ein wenig. Es konnte daher
keine streng allgemeingiiltige Eichkurve fiir die Bestimmung des Algen-
trockengewichtes auf Grund deroptischen Dichte aufgestellt werden. Wenn
z. B. in einem bestimmten Zeitpunkt in einer Algenkultur eine Extinktion
von 0,3 § bestimmt worden ist, so miisste nach Verdoppelung der Zellmasse
im Idealfall E = 0,7 gemessen werden. Nach Abbildung 1 kime man aber
bloss auf E = 0,6, nach einer weiteren Verdoppelung auf ca. E = 1,0 statt

o 4
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Abbildung 1
Messung der Extinktionswerte bei verschiedenen Verdiinnungen zweier dichter Kulturen von
O. rubescens.
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1,4. Um vergleichbare Werte zu bekommen, miisste man also immer mit
Verdiinnungen von gleicher optischer Dichte arbeiten und dann auf Grund
des nétigen Verdiinnungsfaktors auf die urspriingliche Dichte der Suspen-
sion schliessen.

Nach diesen Beobachtungen wurde dann das folgende Verfahren ent-
wickelt, welches innerhalb einzelner Versuchsserien mit geringem Arbeits-
aufwand verniinftige Vergleichswerte lieferte:

1. Die Suspensionen wurden grundsitzlich wenn moglich so verdiinnt,
dass der E-Messwert nahe bei 0,3 (Lichtdurchlissigkeit ca. 50%) lag.

2. Jeeine dichte Kultur pro Mess-Serie wurde stufenweise verdiinnt. Die
abgelesenen E-Werte wurden durch Multiplikation mit dem Verdiinnungs-
faktor auf die urspriingliche Konzentration umgerechnet. Beispiele (ent-
sprechend Abb. 1) sind in Tab. 1 zusammengestellt.

Tabelle 1
Lxtinktionsmessungen in verschiedenen Verdignnungen zweier dichter Kulturen
von O. rubescens

Kultur Verdiin- Extinktion Idealwert (F-E)in
nungs- (gemessen)?l) (aus Abb. 2) %, von
Faktor
F E _ (F- L) (F - E)0_3 (F - E)o,:;
1 1,04 1,04 75,9
2 0,587 1,17 85,4
3-22 4 0,334 1,34 1,37 97,8
3 0,183 1,50 109,5
16 0,104 1,66 121,2
32 0,056 1,79 130,6
1 0,99 0,99 68,3
2 0,605 1,21 83,5
65-26 4 0,347 1,39 1,45 95,8
8 0,201 1,61 111,0
16 0,111 1,78 122,8

1) Mittelwert von 3 Einzelproben.

3. In einer graphischen Darstellung wurde nun F- E als Funktion von E
aufgezeichnet (Abb. 2). Im Schnittpunkt der so aufgestellten Kurven mit
der bei E = 0,3 eingetragenen Senkrechten liess sich derjenige Wert fiir die
optische Dichte ermitteln, der bei exakter Verdiinnung auf E = 0,3 be-
stimmt worden wiire. Fiir die beiden gewihlten Beispiele betrug dieser
Idealwert (F - E), 5 1,37 (fiir Kultur 3-22) bzw. 1,45 (fiir Kultur 65-26).

4. Der in dieser Weise durch Interpolieren ermittelte Idealextinktions-
wert konnte nun als 100°%, angenommen werden. Die bei stirkerer Ver-
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Abbildung 2

Lrmittlung des Extinktionswertes (F * E),,q fiir zwei O.-rubescens-Kulturen auf graphischem
Wege (vgl. Tab. 1).
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Abbildung 3
Korrektion von Extinktionsmesswerten in O.-rubescens-Kulturen im bezug auf die als ideal an-
genonumene Dichte mit E = 0,3.

diinnung bestimmten Werte wiiren also zu hoch gewesen, die bei geringe-
rer Verdiinnung oder direkt gemessenen dagegen zu niedrig. Wiederum
graphisch liessen sich sodann die notigen Korrekturen fiir irgendeinen
Messwert E in anderen, entsprechenden Kulturen der gleichen Serie (die
unter gleichen Aussenbedingungen gewachsen waren) festlegen : Die Grosse
(F-E) in % von (F - E)g,3 wurde als Funktion von E dargestellt-(Abb. 3).
Dieser Kurve liegen die Zahlen in der letzten Spalte von Tab. 1 zugrunde.
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Abbildung 4
Zusanuncnhang zwischen Extinktionswert und Trockengewicht in verschiedenen Kulturen von
€. rubescens. Jeder Punkt bezeichnet den Mittelwert von drei Einzelbestinunungen in ver-
schiedenen Kulturen von gleichem Alter (17 Tage), deren Dichte infolge unterschiedlichem
Nithrstoffgehalt der Kulturmedien variiert. Die E-Werte sind nach dem auf Seiten 09 ff,
beschricbenen Verfahren korrigiert.

Die hier als Beispiel herangezogenen Verdiinnungsrethen machten ver-
hilemsmiissig grosseKorrekturen nétig. In anderen Fillen, wo durchschnitt-
lich kiirzere Fiden vorlagen (z. B. bei Kulturen von der Schiittelmaschine),
blieben die (F - E)-Werte noch sehr nahe bei 100%,, auch wenn betriicht-
lich unter oder iiber E = 0,3 gemessen wurde. Beispielsweise stieg bei der
geschiittelten Kultur 65-33 die entsprechend Abb. 3 dargestellte Kurve bei
I = 0,1 nicht iiber 103°, hinaus und hielt sich bis E = 0,7 zwischen 95 und
100%;,.

Zur Kontrolle tiber die Verlisslichkeit der hier beschriebenen Mess- und
Korrekturmethode wurden in einem Wachstumsversuch parallel zu den
Messungen der optischen Dichte bei verschiedenen Kulturen auch die
Trockengewichte kontrolliert. Es bestand iiber den ganzen bendtigten
Bereich (0 bis 600 mg/l Trockengewicht) eine bemerkenswert gute lineare
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Abbildung 5
Eichkurve fiir die Nitratbestinunung nach SCHERINGA [148].

Beziehung der gewogenen Algenmenge und dem korrigierten Wert fiir die
optische Dichte (Abb. 4).

Im Rahmen der nachfolgend beschriebenen Versuche war es vorliufig
nicht nétig, die gleiche Beziehung auch noch unter anderen Temperatur-
und Beleuchtungsbedingungen und mit einer grisseren Anzahl von kulti-
vierten Stimmen aufzustellen. Die photometrische Wachstumskontrolle
diente ja nur als Hilfsmittel; sie wurde in keinem Falle zur indirekten Er-
mittlung von Trockengewichten bentitzt. Als rasch arbeitende Kontroll-
methode war sie aber iusserst zweckdienlich.

d) Nitratbestimmung im Substrat

In membrantiltrierten Kulturlosungen konnte der Nitratgehalt mit einer
Modifikation der Salizylatmerbode von SCHERINGA [148] bestimmt werden.
Dazu wurden je 25 ml geeigneter Verdiinnungen der Substrate mit Zusatz
von I ml Natriumsalizylatlssung (0,5%) im Trockenschrank bei 105°C
eingedampft. Nach Abkiihlen der trockenen Riickstinde wurden diese mit
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Abbildung 6
Lichgerade fur die Bestimmung des NH7T-Ions in Destillaten der Aufschliisse von O.-rubescens
Zellmaterial {Nessler-Methode).

1 ml H,80), conc. aufgelost und mic ca. 40 ml destilliertem Wasser in Mess-
kolben (50 ml) tibergespiilt. Dann folgte ein Zusatz von 7 ml Natronlauge
30%, Auffiillen auf so ml und Extinktionsmessung bei 2 = 436 mg,
Schichtdicke = = 35 mm im Sigrist-Photometer. Bei jeder Bestimmungs-
serie wurde cine Typreihe von NaNQj-Losungen bestimmter Konzentra-
tionen zur Kontrolle mitgenommen. Die Verdiinnungen der Nihrlosungen
wurden so angesetzt, dass sie nach Maglichkeit cinen Extinktionswert E
zwischen 0,2 und 0,4 ergaben, doch konnten gemiiss Eichkurve (Abb. 5)
auch Werte in weiteren Bereichen fiir die Berechnung der Nitratkonzen-
tration gebraucht werden.

¢) Gesamtstickstoff bestimmung im Zellmaterial

Das Algenmaterial wurde zuniichst in 200 ml-Kjeldahlkolben mit 2 ml
H,SO, conc. und 0,5 ml Kupfersulfatlssung (0,05 m) aufgeschlossen und
darauf alkalisch destilliert in eine Vorlage von destilliertem Wasser.

Der Ammoniakgehalt dieser Destillate wurde nach der Methode von
NESSLER photometrisch bei 2 = 436 my in einer Schichtdicke von 35 mm
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bestimmt. Dazu wurden zu einem Probevolumen von 50 ml (geeignete
Verdiinnung) je 2 ml Nesslers Reagens?) und Seignettesalzlosung?®) zuge-
setzt. Die Ablesung erfolgte frithestens 15, spitestens 60 min nach Zusatz.
Bei jeder Probeserie kam eine Typreihe von NH,Cl-Losungen bekannter
Konzentration zur Kontrolle mit (Eichgerade: Abb. 6).

) Gesamtphosphorbestimmung im Zellmaterial

Das sorgfiltig gewaschene Algenmaterial, welches beim Zentrifugieren
aufrahmte, sich also weitgehend von schwerloslichen Phosphatausfillungen
trennen liess, wurde ebenfalls mit HySO, und Kupferkatalysator aufge-
schlossen, wie unter €) angefiihrt. Im gleichen Aufschluss liess sich
also sowohl der Gesamtstickstoff- als auch der Gesamtphosphorgehalt
bestimmen.

Zur Phosphatbestimmung musste vorerst in jeder Probe derselbe
N2,50,- und H,S0,-Gehalt eingestellt werden: 25 ml einer geeigneten
Verdiinnung des Aufschlusses wurden in einem geeichten so-ml-Nessler-
zylinder mit 3 ml NaOH 32%, (N-frei) und 2 Tropfen p-Nitrophenollosung
(0,05%) versetzt. Mit HySO, conc. wurde dann neutralisiert und 0,2 ml
H,S0, im Uberschuss zugegeben. Nach Auffiillen auf so ml folgten Um-
giessen in Erlenmeyerkolben (200 ml), Zusatz von 0,25 ml KCN-Lgsung
(1% ), 1 m] Molybdin-Wolfram-Reagens®) und 0,25 ml Zinnchloriirlssung?),
Messung der Farbintensitit im Sigrist-Photometer bei 2 = 660 myu, = =
35 mm. Die bei jeder Bestimmungsserie mitgenommenen Na,HPO,-Lo-
sungen bekannter Konzentration erhielten dieselben Schwefelsiure-, Na-
triumsulfat- und Reagenzienzusitze. Die Ablesung der Molybdinblau-
Farbintensitit erfolgte zwischen § und 20 min nach Reagenzienzusatz. Es
wurden nur E-Werte zwischen 0,1 und 0,4 zur Berechnung des Gesamt-
phosphorgehaltes verwendet. In diesem Bereich war die Bezichung linear,

4) Nesslers Reagens: 50 g KJ werden gelost in 50 ml heissem, destilliertem Wasser. Nach Zu-
satz von frischer, gesiittigter HgCl,-Losung (bis der entstehende Niederschlag sich nicht mehr
16st) Filtration, Mischung mit einer Lésung von 108 g¢ NaOH in 100 ml dest. Wasser, Auffiillen
auf 1 1 mit dest. Wasser, Zufiigen von 5 ml HgCl,-Lésung im Uberschuss. Zur Verwendung wird
die klare Losung dekantiert. Aufbewahrung im Dunkeln.

5) Seignettesalzlosung: Eine Losung von 100 g Na-K-Tartrat in 200 ml H,O wird filtriert, mit
10 ml Nesslers Reagens versetzt und zur Verwendung dekantiert. Auch diese Lésung sollte im
Dunkeln aufbewahrt werden.

8) Molybdin-Wolfram-Reagens: 5 g Ammonmolybdat und 0,1 g Natriumwolframat werden
unter leichtem Erwirmen in 50 ml dest. Wasser aufgeldst und mit 175 ml verd. H,SO, (1: 1)
versetzt.

7) Zinnchloriirldsung: 6,25 g metallisches Zinn, fein gekornt, werden in 70 ml HCI (25%,) am

Riickflusskiihler unter leichtem Erwirmen aufgeldst und mit H,O auf 100 ml aufgefiillt. Zum
Gebrauch wird diese Stammlésung 20mal verdiinnt.
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Abbildung 7
Verschiedene Eichgeraden firr die Phosphatbestimmung mit Molvbdanblau in Aufschlissen von
O.-rubescens-Zellmaterial.

veriinderte sich aber zwischen den einzelnen Bestimmungsserien ctwas, je
nachdem, ob dic ZnCl,-Losung gerade frisch hergestellt oder schon einige

Tage gelagert worden war (Abb. 7).

III. Entwicklung der Kulturmethoden

A. DER HEUTIGE STAND DER BLAUALGEN-KULTURMETHODIK

Die allgemeinen Prinzipien der Algenkulturmethodik sind in neuerer
Zeit von BoLD [17], PRINGSHEIM [131], [133, 134], BRUNEL et al. [19],
BURLEW [21] und vox WiTsCH [186] dargestellt worden. Drei weitere Ar-
beiten befassen sich im besonderen mit den Problemen der Blaualgenkultur:
GERLOFF, FITZGERALD und SKooG [56], ALLEN [3] und KrATZ und
MYERS [97]. Fiir eine Beurteilung der vielen Moglichkeiten und giinstig-
sten Wege zur Kultivierung dieser Organismen steht ausserdem eine reich-
haltige physiologische Literatur zur Verfiigung. Es sollen hier nur jene
Arbeiten zitiert werden, die in den obengenannten Zusammenfassungen
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noch nicht beriicksichtigt worden und doch fiir die im folgenden beschrie-
benen Versuche von Bedeutung sind. In diesem Sinne werden auch Ergeb-
nisse von Experimenten mit Griinalgen herangezogen.

1. Kulturgefisse

Neben den herkémmlichen Methoden der Kultivierung in Erlenmeyer-
kolben, Reagenzglisern und Petrischalen sind neuerdings fiir spezielle
Zwecke sowohl zur Verwendung mit fliissigen als auch mit festen Sub-
straten neue Gefisse und Einrichtungen vorgeschlagen worden.

Fiir fidige Blaualgen sollen nach DREWs [34] fliissige Medien ungiinstig
sein. Auf Glasfilterplatten von § mm Dicke, die in Petrischalen in eine § mm
tiefe Schicht von Nihrlosung gelegt werden, gedeihen solche Arten aus den
Gattungen Oscillatoria, Phormidium, Anabaena und Cylindrospermum hingegen
sehr gut. In dhnlicher Weise verwendet KINNE-DIETTRICH [93] Papier-
filter, die in Petrischalen mit Nihrlosung getrinkt werden.

In anderen Laboratorien werden besondere Vorkehrungen fiir gute Tur-
bulenz in den fliissigen Substraten getroffen, z. B. mit Hilfe von Schiittel-
maschinen (ALGFUS [1], WALKER [177]) oder durch Beliiftung, sei es in
kleinen Reagenzglisern (SOROKIN und MYERS [153]) oder in grossen
Kulturrohren von etwa 2 | Inhalt (REISNER und THOMPSON [141]).

In vielen Fillen ist es moglich, Blaualgenkolonien oder -zellen so gleich-
missig in fliissigem Medium verteilt zu halten, dass eine kontinuierliche
Verdiinnung, automatisch geregelt nach Massgabe der Zuwachsrate, eine
gleichbleibende Dichte der Algensuspension gewihrleistet. Fiir bestimmte
experimentelle Arbeiten ist diese Methode der kontinuierlichen Kultur mit
konstanter Zellkonzentration besonders giinstig. MONOD [120] gibt eine
Einleitung in die theoretischen Belange dieser Technik. PHILLIPS und
MYERS [127] wenden sie bei verhiltnismissig kleinen Kulturvolumina an.
FuJimoTo und Mitarbeiter [52, 53] bearbeiten damit physiologische Fra-
gen am Beispiel von Chlorella in Versuchsanordnungen, die im Prinzip auch
bei Blaualgen verwendet werden kénnen. Neuerdings ist auch eine wert-
volle tschechische Publikation [29] iiber dieses Arbeitsgebiet herausge-
kommen.

2. Substrate

In den eingangs erwiihnten allgemeinen Algenkulturanweisungen kommt
zum Ausdruck, dass man zur Ziichtung von Blaualgen eigentlich iiber keine
echten Selektivmedien verfiigt, weil ihre Nihrstoffanspriiche ziemlich gut mit
denen der Griinalgen und anderer Mikrophyten iibereinstimmen und im
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grossen ganzen wenig spazialisiert sind. Besonderheiten wie relativ hohen
Kalziumbedarf (bei Griinalgen besteht dagegen nur ein Bedarf in Spuren-
konzentration [177]) oder betrichtliche Molybdin-, Kobalt- und Natrium-
anspriiche kann man zwar in der Zusammensetzung der Blaualgenmedien
berticksichtigen, verhindert damit aber ein Wachstum anderer Algen nicht.
Will man nicht besondere Arten aus extremen Standorten ziichten (z. B.
die Flora der Thermalquellen), so sind daher die fiir andere Algen giiltigen
methodischen Richtlinien auch weitgehend fur Blaualgen giiltig.

Gegeniiber Griinalgen ist lediglich eine unverkennbare Tendenz zum
Bevorzugen hiberer pH-1Ferte — ca. 8 bis 10 ~ festzustellen. Die Pufferung
der Substrate in dieser Hohe bictet allerdings Schwierigkeiten. Eine Neue-
rung in dieser Bezichung bildet die Einfithrung des organischen Puffers
TRIS (S.95) durch ProvasoLi, MCLAUGHLIN und Drooe [139] fiir
marine Algen.

Charakteristisch, aber nicht fur alle Blaualgen nachgewiesen, ist ferner
ein spexifischer Natrinmbedarf, der nicht mit anderen Alkalimetallen gedeckt
werden kann. Diese Eigentiimlichkeit ist von BENECKE [15] 1898 erstmals
beobachtet und neuerdings u. a. von ALLEN und ARNON [6] am Beispicl
von Anabaena cylindrica wieder niher untersucht worden.

Uber spezifische Wirkungen von Spurenelementen licgen bei Blaualgen nur
wenige neucre Arbeiten vor (z. B. EYSTER [39] tiber Bor bei Nostoc muscorum,
WoLrE [187] tiber Molybdin bei .Anabaena cylindrica und HoLm-HANSEN,
GERLOFT und SK00G [70] iiber Kobalt und Molybdin bei Calothrix-,
Coccochloris-, Diplocystis- und Nostocarten), so dass man immer noch darauf
angewiesen ist, den Nithrlosungen mit streng definierter’ Zusammensetzung
sogenannte A-Z-Losungen zuzusetzen, um so den allfilligen, aber nicht
genau bekannten Spurenelementbedarf zu decken.

Im Bestreben, solche Elemente gelost in den Kulturen verfigbar zu halten
und Niederschlige z. B. von schwerloslichen Eisenverbindungen zu ver-
meiden, werden chelierende Zusitze wie Zitronensiure oder Aethylen-
diamintetraessigsiure (EDTA) in modernen synthetischen Substraten fast
durchwegs angewendet (z. B. [25], [139]). Ob solche Substanzen allerdings
als «biologisch inerte Chelatbildner» bezeichnet werden diirfen (vox
WrTscH [186]), ist fraglich: SPENCER [156] findet zwar gewiss, dass EDTA
durch den Stoffwechsel einzelliger Meeresalgen nicht direkt beriihrt wird
und stabil bleibt. Experimente von KrRAUSS [98] mit C'4-markierter EDTA
zeigen aber, dass diese Siure von den Zellen aufgenommen und abgebaut
wird. Auch die Resultate der Untersuchungen von KRUGERS und AGTER-
DENBOS [101] weisen darauf hin, dass EDTA am Stoffwechsel beteiligt ist.
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FREDRICK [51] findet einen Effekt von EDTA auf die Enzyme, welche in
der Polyglykosidsynthese wirksam sind, durch Komplexbildung mit hem-
menden Metallen (bei niedriger EDTA-Konzentration) oder mit Enzym-
aktivatoren wie Ca und Mn (bei héherer EDTA-Konzentration). Auch
WEINSTEIN, MEIss, UHLER und PURVISs [181] berichten iiber wachstums-
fordernde Wirkungen von EDTA, und WARIs [178] weist nach, dass der
pH-Bereich fiir Desmidiazeen in Kultur erweitert wird durch Zusatz von
EDTA zur Nihrlosung, was indireke tiber die Loslichkeit der Nihrstoffe
erklirt wird. So darf EDTA gewiss nicht aligemein als biologisch inert be-
trachtet werden. Es konnen aber die frither vielfach verwendeten Erd-
extrakte damit teilweise oder ganz ersetzt werden. Auch Aminosiuren
mogen mit der gleichen Zweckbestimmung in sonst anorganische Substrate
eingefithrt werden (LEVRING [107]), und in derselben Richtung wirke
GOLDBERG [61], indem er durch Uberzug der Glaswiinde mit einem Kiesel-
siure-Polymerisat die Eisenadsorption an die inere Oberfliche der Kultur-
gefisse und damit einen Eisenmangel in der Losung verhindert.

In zusammenfassenden Darstellungen tber die /7itaminanspriiche von
Algen (z. B. 48], [99], [109], [135, 136], [147]) fillt auf, dass unter den
vielen Fillen von Auxoheterotrophie nur eine einzige Blaualgenart ge-
nannt wird: PINTNER und PrRovasoLI [128] finden eine nicht ganz spezi-
fische Vitamin-B,,-Heterotrophie bei Phormidium persicinum. Andere Blau-
algen, die in Kulturen schon untersucht worden sind, konnen die von
vielen Algen bendtigten Vitamine By, Riboflavin und Biotin offenbar selbst
synthetisieren. Auxoheterotrophie ist somit unter Blaualgen eine ausge-
sprochene Seltenheit.

Spezifische Fihigkeiten zur Verwertung von organischen C- und N-
Quellen (fakultative Orgunotraphie) sind zwar verschiedenen Blaualgen
eigen, werden aber im Zusammenhang mit Kulturmethoden erst in zweiter
Linie interessant, weil unter solchen Bedingungen das Wachstum von
heterotrophen Begleitorganismen stark gefordert wiirde. Solange es sich
nicht um obligate Organotrophie handelt, wird man also wenn immer
moglich die Befihigung zu lithotropher Lebensweise ausniitzen.

Eine weitere Besonderheit vieler Blaualgen ist die Fahigkeit zur . 4ssimila-
tion von Luftstickstoff, was bel Vertretern aus 8 verschiedenen Gattungen
festgestellt worden ist [4-6], [47], [49])- Diese N;-Verwertung geht nor-
malerweise phototroph vor sich, und der von WINTER [185] beobachtete
Fall von obligat chemotropher Stickstoffixierung mit Fruktose als Energie-
quelle bei endophytisch lebenden Noszocarten steht immer noch als einziger
dieser Art da.
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Wenn auch solche Eigentiimlichkeiten bei Blaualgen auftreten und ein-
zelne Arten ernihrungsphysiologisch besonders stempeln, so ist doch die
grosse Masse dieser Organismen allein mit geschickter Zusammensetzung
der Nihrlosung nicht herauszuselektionieren.

3. Reinigungsmethoden

Seit PRINGSHEIM [130] im Jahre 1913 seine ersten Blaualgenreinkulturen
zustande gebracht hat, sind auf diesem Gebiet im Grunde genommen nur
wenige technische Fortschritte erzielt worden. Man diskutiert auch heute
noch die Vorteile der Pipetten- oder der Plattenmethode (KLINKHAMMER
[94]), und es wird mit einfachen mechanischen Reinigungsmethoden ge-
arbeitet (DROOP [35]). Durch Verdiinnung der Suspensionen und Ver-
feinerung der Instrumente wird so seit Jahren versucht, einzelne Zellen
oder Kolonien zu isolieren, zu waschen und von Begleitorganismen ge-
trennt in Losungen oder auf Nihrboden zur Entwicklung zu bringen.
Andere Moglichkeiten der mechanischen Methode verschafft die Fileration
(Gupta und Mitarbeiter {65] und die Aerosolisierung (RUSCHMANN
[145]) durch Verspriihen von Algensuspensionen auf Nahrbodcn mit einem
Handvernebler. _

[n vielen Fillen, besonders bei Arten mit Gallerthiillen, worin Bakterien
festsitzen und sich nicht auswaschen lassen, genligen die beschriebenen
Mittel allerdings nicht. Das Algenmaterial muss mit physikalischen oder
chemischen Desinfek tionsmethoden vorbehandelt werden. In vielen Fillen
hat Bestrablung mit Ultraviolettlicht schon zum Erfolg gefihrt, indem die
kleinen Begleitorganismen stirker geschidigt wurden als die grosseren
Algen (z. B. GERLOFF, FITZGERALD und SkooG [$6]). Andere Autoren
w1ederum sind in dieser Weise nicht zum Ziel gekommen (z. B. KiNNE-
DIETTRICH [93]).

Anch chemische Desinfektionsmitzel wie Chlorwasser sind zur Ausschaltung
von Begleitorganismen in fritheren Arbeiten mit Erfolg verwendet worden
(FoGG [45]), neuerdings jedoch fiir Blaualgben nicht mehr besonders em-
pfohlen worden, weil solchen Stoffen eine spezifische Wirkung abgeht, was
die Dosierung erschwert und besonders bei ()rsc,amsmen von dhnlicher
Grossenordnunv wie ihre unerwiinschten Begleiter eine erfolgreiche An-
wendung auf Zufalle angewiesen sein lisst.

Auch Auntibiotika bringen natiirlich die Gefahr mit smh dass nebst den
Begleitbakterien auch die Algen selbst geschidigt oder verindert werden.
Es sei nur an den Einfluss von Streptomycin auf die Chlorophyllbildung in
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Euglenen [54], [137, 138] und CHLORELLA [36] erinnert, der bis zur Bil-
dung von dauernd chlorophyllosen Rassen fithren kann. Allgemein ist die
Wirkung von Antibiotika auf Blaualgen bis jetzt nur in wenigen Laborato-
rien untersucht worden. FOTER, PALMER und MALONEY [50] berichten
z. B. iiber Versuche mit Testfilterpapierblittchen, die auf feste Nithrboden
aufgelegt werden. Das im Blittchen enthaltene Antibiotikum kann in den
Agar hinausdiffundieren, und aus dem Durchmesser der Hemmhdfe bei den
auf dem Agar kultivierten Algen kann auf die Empfindlichkeit dieser Or-
ganismen dem betreffenden Wirkstoft' gegeniiber geschlossen werden. In
weiteren Experimenten in fliissiger Kultur lisst sich mit der Verdiinnungs-
methode dann die wachstumshemmende Konzentration bestimmen. FOTER
und Mitarbeiter geben so einige Anhaltspunkte tiber den Effekt von Strep-
tomycin, Penicillin, Bacitracin, Chloromycetin, Aureomycin, Aerosporin,
Gliotoxin, Neomycin und Terramycin auf die Entwicklung von Blaualgen.
Die Wirkung derselben Antibiotika den Begleitbakterien gegeniiber wird
aber nicht direkt damit verglichen, so dass man sich bei der praktischen
Anwendung von Antibiotika zur Reinkultivierung von Blaualgen nicht auf
diese Angaben stiitzen kann. Bei den lange dauernden Versuchen, wie sie
von FOTER und Mitarbeiter beschrieben werden (etwa 1 Monat), besteht
iiberdies die Gefahr, dass direkt resistente Bakterien herausgeziichtet wer-
den, was den Erfolg der Reinigungsmassnahmen sofort wieder zunichte
machen muss. — Auch der Bericht von BARKLEY [13] liber seine Experi-
mente mit Mischkulturen, denen er Antibiotika zusetzt und nachher die
Entwicklung einzelner nicht geschidigter Arten verfolgt, fithrt nicht viel
weiter: Es zeigt sich lediglich, dass einzelne Antibiotika wie Streptomycin,
Chloromycetin und Furadantin die in der Mischkultur vorhandenen Blau-
algen (z. B. Nostoc muscorum) begiinstigen und andere ausschalten. - Giin-
stige Resultate von Reinigungsversuchen bei anderen Algengruppen lassen
die Antibiotikamethode aber jedenfalls als niitzlich und brauchbar er-
scheinen [18], [43], [60], [62], [125], [149], [154] [171].

Den bedeutendsten Fortschritt in dieser Richtung hat aber zweifellos die
Einfithrung von dctidion durch ZEHNDER und HUGHES [188] gebracht.
Dieses von einzelnen Streptomyces-griseus-Stimmen produzierte und im Han-
del erhiltliche Antibiotikum wird von Blaualgen bis zu Konzentrationen
von 100 mg/l toleriert, withrend Pilze, Griinalgen und Diatomeen teilweise
schon bei niedrigen Konzentrationen unterdriickt werden. Bet Haemato-
coccus lacustris macht sich schon eine Actidionkonzentration von 0,016 bis
0,032 mg/l in einer Hemmung der Zellteilung bemerkbar [189].

Ausser solchen im Prinzip fiir alle Blaualgen anwendbaren mechanischen,
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physikalischen und chemischen Desinfektionsmethoden kommen in be-
stimmten Fillen noch eigentlich biologische hinzu: Die Fihigkeit zur
kriechenden Forthewegung auf festen, feuchten Oberflichen, was mit der Aus-
scheidung von Schleimsubstanzen in Zusammenhang gebracht wird [20],
[33], [68], [151]; [170], kann bei geschickter Versuchsanordnung, eventuell
unter Beriicksichtigung der Phototaxis [60] zur Trennung fidiger Blaualgen
von ihren Begleitbakterien beniitzt werden, indem die letzteren mit den
von innen her erneuerten Gallertscheiden abgestreift werden und die Fiden
gereinigt weiterkriechen. Dieses Verfahren ist besonders erfolgreich von
ALLEN [3] angewendet worden. Bei den Versuchen von KINNE-DIETTRICH
[93] mit langsamkriechenden Lwnebyaarten hat es dagegen versagt.

B. ERFAHRUNGEN ANDERER AUTOREN MIT KULTUREN VON
Oscillatoria rubescens

VOLLENWEIDER [176] berichtet {iber Versuche mit Rohkulturen von
0. rubescens, die er im Hinblick auf 6kologische Fragen angestellt hat. Er
stelle im Vergleich mit Diatomeen einen hohen Stickstoffbedarf (vorzugs-
weitse als Ca(NQ),) fest. Die Ca-Anspriiche werden als mittel bezeichnet.
Der Autor nimmt keine sukzessiven Uberimpfungen des Materials iber
mehrere Generationen vor, sondern beschafft jeweils wieder frisches Impf-
material aus Massenentwicklungen.

WUHRMANN (unverdffentlichte Arbeiten der biologischen Abteilung
der EAWAG an der ETH, Ziirich, in den Jahren 1946 bis 1952) kommt auf
Grund seiner Erfahrungen mit weitgehend gereinigten Kulturen zum
Schluss, O. rubescens lebe wahrscheinlich nicht ganz autotroph (miindliche
Mitteilung). Die Mikropipetten- und Waschmethode bezeichnet er als
unzweckmissig zur Reinigung der Fiden; Kriechbewegungen auf Agar-
oberflichen ksnnen mit Vorteil zur Isolierung beniitzt werden; Tempera-
turen von — 4 bis +40°C werden fuir kurze Zeit ertragen; in den Kulturen
bilden Pilzinfektionen die grosste Plage; giinstige Kulturbedingungen er-
geben sich auffillig immer bei Zusitzen von Nitrat oder Urin (was an die
Versuche von SCHWABE [152] mit anderen Blaualgen erinnert) und bei
pH-Werten von 8,0 bis 8,5. Desinfektionsversuche mit Penicillin und
Streptomycin fithren zum Schluss, dass die zur Ausschaltung der Bakterien
benotigten Dosen (z. B. 40 mg/l Streptomycin) in fliissigen Medien auch
die Oszillatorien abtéten. Vitamine wie Aneurin, Laktoflavin, Folsiure,
Nikotinsiure, Pantothensiure, Biotin, p-Aminobenzoesiure und Adermin
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zeigen keinen positiven Einfluss auf das Wachstum von 0. rubescens. Ver-
schiedene Zusitze von organischen Stickstoffquellen fithren zum gleichen
negativen Resultat. Es kommen keine bakterienfreien Kulturen zur Ent-
wicklung.

Auch UNGAR [173] berichtet iiber lauter Misserfolge bei Versuchen zur
Reinkultivierung von 0. rubescens nach den Methoden von GERLOFF,
FITZGERALD und SK0OG [56]. Temperaturen iiber 30°C werden als un-
zweckmissig bezeichnet. Reizphysiologische und zytologische Studien so-
wie Experimente iiber die Sukzessionsbedingungen bei Mischpopulationen
von 0. rubescens und einer Mougeotizart hat dieser Autor nur mit Plankton-
rohmaterial durchgefiihrt.

Bei allen diesen Kulturversuchen anderer Autoren scheint die Haupt-
schwierigkeit darin gelegen zu haben, dass raschwiichsige Algen, Pilze und
Bakterien die Entwicklung von O. rubescens nach kurzer Zeit unterdriickten,
aber mit keinem Mittel friihzeitig ausgeschieden werden konnten. Fiir die
eigenen Experimente schien daher nur dann ein Erfolg méglich, wenn es
gelingen wiirde, schon in der ersten Kulturperiode (vor der ersten Uber-
impfung) den Grossteil der Konkurrenten zu entfernen. Dazu waren aber
zuniichst grundlegende Vorversuche notwendig.

C. VORBEREITUNGSKULTUREN

1. Vorversuch unter den von VOLLENWEIDER [176]
empfohlenen Kulturbedingungen

VOLLENWEIDER zicht im Hinblick auf seine okologischen Fragen das
fliissige Medium dem festen vor, sieht Temperaturen um 12°C als die
giinstigsten an und bekommt mit einer Nihrlosung, die derjenigen mit
Nummer 10 von CHU [26] dhnlich ist, ansprechende Resultate. Als Stick-
stoffquellen empfiehlt er besonders Ca(NO;),, NH,Cl und Asparagin. Zwei
derartige Losungstypen mit verschiedenem Stickstoffgehalt dienten zur
ersten Orientierung iiber den vorteilhaftesten Weg zur Kultivierung von
O. rubescens.

In einem kihlen Vorraum des Laboratoriums (Extremtemperaturen
wihrend der Versuchsdauer: 6-12°C; meistens ca. 10°C) wurde an einem
kleinen Nordfenster der erste Kulturversuch angesetzt. Einerseits ruhig
stehend, andererseits auf der Schiittelmaschine bewegt, wurde eine Serie
von Erlenmeyerkolben (200 ml Inhalt) mit je 100 ml der Nihrlosungen
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V-Am und V-As (mit 2,55 5 bzw. 10 mg/l N in Form von NH,CI oder
Asparagin) in verschiedenem Abstand vom Fenster gehalten (zwei Be-
leuchtungsstufen von ca. 250 Lux — Bezeichnung h - bzw. 25 Lux - Be-
zeichnung d).

Niébrlosungen 17-Am und I7-As (Ghnlich derjenigen von VOLLENWEIDER
([176], S. 209), die eine Modifikation der Losung Nr. 10 von CHU [26]
darstellt):

Basislisung fiir V-cAm und V- As

1) CaCly. 6H,0 so mg/l = 0,228 mM/l
b) MgSO, . 7H0 20 mg/l = 0,081 mM/l
c) KySiO, 10 mg/l = 0,065 mM/l
d) Na,CO,4 25 mg/l = 0,236 mM/|
¢) KH,PO, 10 mg[l = 0,074 mM/l
£) Fe nach RODHE [144]%) 10 mi/l = 0,004 mM/l
Stickstoffzusdtze
g) NH,I

fir Losung V-Am(2,5): 9,6 mg/l = 0,179 mM/l ( 2,5 mg/IN)

fir Losung V-Am(5): 19,2 mg/l = 0,358 mM/l { 5,0 mg/IN)

fiir L.osung P-Am(10): 38,4 mg/l = 0,716 mM/l (10,0 mg/IN)
h) Asparagin '

fiir Losung ¥-As(2,5): 11,9 mg/l = 0,090 mM/l ( 2,5 mg/IN)

fiir 1.0sung -As(s5): 23,8 mg/l = 0,180 mM/l ( 5,0 mg/IN)

fiir Losung - As(10): 47,6 mg/l = 0,360 mM/l (10,0 mg/IN)

Sterilisierung

Die Bestandteile a), b) und ¢) werden zusammen, d), ), ), g) und h)
separat gelost im Autoklav sterilisiert. Die fertigen Losungen konnen nach
Abkiihlen der Einzellosungen unter sterilen Bedingungen zusammenge-
setzt und in trockensterilisierte Erlenmeyerkolben abgefiillt werden.

pH-Wert der fertigen Losungen nach Sterilisieren = 7,0 bis 7,1.

Jeder Kolben wurde nun mit 2 ml einer frischen Planktonprobe aus dem
Murtensee (Oberflichennetzfang, zur Verfiigung gestellt von H. WOKER),
in welcher O. rubescens dominierte, beimpft.

Bereits nach einem Tag waren dunkelrote Zusammenballungen von
Oscillatoriafiden zu bemerken. Nach weiteren zwei Tagen liess sich fest-

8) Eisenvorratslosung nack RopuE [144]: 0,1 g Ferrizitrat und 0,1 g Zitronensiure werden
separat aufgeldst, nach Zusammensetzen und Auffiillen auf 1000 ml im Autoklav sterilisiert und
im Dunkeln aufbewahrt.

8



114 Robert Staub Hydrol.

stellen, dass in allen ruhig stehenden Kulturen - bei beiden Beleuchtungs-
stirken — dort am meisten Fiden angehiuft lagen, wo relativ viel Licht zu-
treten konnte. Die Algen hitten also eher noch stirkere Beleuchtung bevor-
zugt. Die an der Oberfliche schwimmenden balligen Ansammlungen
schienen in den nicht geschiittelten Kolben radial zu wachsen, wobei im
mikroskopischen Bild O. rubescens vollkommen dominierte. In geschiittelten
Kolben hingegen waren breite lichte Flocken entstanden, in denen Kiesel-
algen (Tabellaria, Asterionella, Synedra) neben O. rubescens zahlenmissig gut
vertreten waren.

s Tage nach der Impfung waren in nichtgeschiittelten Kolben die Kolo-
nien wieder zerfallen, und an den Stellen, die offenbar am wirmsten waren,
bildete sich am Boden ein dunkler Oscillatorienbelag. Die geschiittelten
Kulturen wiesen in diesem Zeitpunkt viele kurze Oscillatoriafiden in gleich-
missiger Verteilung auf.

Erst spiter machten sich deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Substraten bemerkbar, und vier Wochen nach erfolgter Impfung mussten
alle Asparaginsubstrate ausgeschieden werden, weil Bakterien und Pilze
die Algen tiberwuchert hatten. In den ruhig stehenden Am-Serien waren
die Fiden teils zerfallen (wenn stark belichtet) oder vom Kolbenboden her
den Winden nach hochgewachsen, oben griin werdend und vertrocknend.
Uber die geschiittelten Kolben mit NH,Cl als Stickstoffquelle wurde
folgendes notiert:

Beleuchtung d:

V-Am(10): bis 2 cm lange Oscillatoriafaden, zerstreut
V-Am(s): bis 1 cm lange Oscillaroriafiden, zerstreut
V-dAm(2,5): Zusammenballungen von ca. 1 bis 2 mm Durchmesser

Beleuchtung h:

V-dAm(10): Mougeotia stark entwickelt, Kultur griin
V-Am(s): weniger Mougeotia, Oscillatoria entfirbe, geballt
V-Am(2,5): Zusammenballungen, gelbbraun (Diatomeen!)

Die Versuchsresultate lassen sich wie folgt kurz zusammenfassen: Zur
Rohkultur ist Asparagin als Stickstoffquelle ungeeignet, weil es Bakterien
und Pilze in der Entwicklung zu stark fordert. Die Oszillatorienansamm-
lungen an warmen Stellen lassen vermuten, dass hohere Temperaturen
giinstiger wiren. Die Fiiden wandern zwar an die hellsten Stellen, werden
dort aber von Griinalgen iiberwuchert. Geschiittelte Kulturen scheinen
gegeniiber ruhigstehenden eher besser zur Entwicklung zu kommen.
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Nach diesen Erfahrungen mussten fiir spitere Versuche als Kulturbe-
dingungen hohere Temperatur und stirkere Beleuchtung giinstig er-
scheinen, allerdings nur unter der Voraussetzung, dass die Entwicklung
der Griinalgen als Konkurrenten hintangehalten werden kinnte.

2. Vorversuch mit verschiedenen Nihrlosungen unter Zusatz von Actidion

a) Allgemeine Versuchsanordnung

Eine Ausschaltung der Griinalgen in den Rohkulturen wurde nun durch
Zusatz von Actidion angestrebt, wie es von ZEHNDER und HUGHES [188]
empfohlen worden war. Gleichzeitig mussten nach dem spirlichen Wachs-
tum in den #-Nihrl6sungen noch andere Blaualgenkulturmedien erprobt
werden. Mit Riicksicht auf die breits besprochenen Erfahrungen anderer
Autoren bei der Kultur von Blaualgen durfte angenommen werden, dass
ein hoherer pH-Wert als der in den /”-Substraten gemessene eher giinstiger
wiire (vgl. S. 107). Mit Zusitzen von NaOH bzw. HCl wurde daher der
Anfangs-pH-Wert der neu zu erprobenden Losungen etwas vartiert. In den
verwendeten schwach gepufferten Losungen blieb dieser Wert jedoch unter
dem Einfluss von Luft-CO, (beim Gasaustausch durch die Wattepfropfen)
nicht konstant. - Die Beleuchtung wurde verstirkt und die Temperatur er-
hoht. Schematisch ldsst sich die Versuchsanordnung wie folgt tiberblicken:

3 verschiedene Substrate: V7, G, Z;
je 3 verschiedene Anfangs-pH-Werte: (approximativ) 7, 8, 9;
Jedes dieser 9 Substrate mit oder ohne Zusatz von Actidion (50 mg/l);
je 2 Parallelkulturen bei 5 verschiedenen Kombinationen der Beleuchtungs-
stirke mit den Bebriitungsbedingungen:
a) 1500 Lux (Kulturen stillstehend)
b) 500 Lux (Kulturen stillstehend)
¢) 100 Lux (Kulturen stillstehend)
d) 1000 Lux (Kulturen auf der Schiittelmaschine bewegt)
¢) 100 Lux (Kulturen auf der Schiittelmaschine bewegt);
Temperatur: bei allen Kolben 20-23°C;
insgesamt 180 Erlenmeyerkolben (200 ml Volumen) mit je so ml Nihr-
I6sung.
b) Substrate

Nibrlosung V'. Zusammensetzung wie Losung F7-m (8. 113), jedoch mit
einem erhohten NH,Cl-Zusatz von 250 mg/l (= 4,70 mM/).
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Nibrlisung G (leicht modifiziert nach GERLOFF, FITZGERALD und
SK0OG [56], die ihrerseits wie VOLLENWEIDER [176] eine Verinderung an
der Losung Nr. 10 von CHU [26] vorgenommen haben).

Ca(NOy), - 4H,0 59 mg/l = 0,25 mM/l
K,HPO, 1o mg/l = 0,06 mM/l
MgSO, - 7H,0 25 mg/l = o,10 mM/l
Na,CO, 20 mg/l = 0,19 mM|/I
Na,Si0, 25 mg/l = 0,20 mM/I
Fe nach RODHE [144]%) 30 ml/l = 0,012 mM/I

Niéibrldsung Z (modifiziert nach Angaben von ZEHNDER, unveroflentlicht).

NaNO, 467 mg/l = 5,50 mM/I
Ca(NOy), « 4H,0 59 mgfl = 0,25 mM/l
K,HPO, 31 mg/l = 0,18 mM/I
MgSO, - 7H,0 25 mg/l = o,;70 mM/I
N2,CO, . 21 mg/l = 0,20 mM/I
Fe-EDTA-Komplex-Losungl?) 10 ml/l = 0,01 mMjl
Spurenclementldsung!®) 0,08 ml/l

Sterilisarion. Alle drei Substrate werden vollstindig zusammengesetzt in
Portionen von je 50 ml in Erlenmeyerkolben (200 ml) im Autoklav sterili-

slert.
Verdnderung der Anfangs-pH-Werte. Nach Abkiihlen der autoklavierten

Losungen werden mit sterilen Zusitzen von NaOH bzw. HCI die pH-
Werte wie folgt variiert:

Nihrlésung ”7: 1,25 mM/l NaOH (ergibt pH 7,2)'%)
Nihrlésung #78: 2,00 mM/l NaOH (ergibt pH 7,8)
Nihrlosung #79: 3,50 mM/l NaOH (ergibt pH 8,5)
Nihrlésung G 7: 1,00 mM/l HCl ~ (ergibt pH 7,8)
Nihrlésung G §: 0,75 mM/l HCl  (ergibt pH 8,1)
Nihrlosung G g: 0,25 mM/l NaOH (ergibt pH 8,3)

?) Vgl. Anm. 8) S. 113.

W) Fe-EDTA-Komplex-Losung: 5 ml einer 0,1 N Lésung von FeCl, - 6H,0 in 0,1 N HCI und
5 ml einer 0,1-N-Lésung von Komplexon III (Dinatriumsalz der Athylendiamintetraessigsiure)
werden zusammengesetzt und auf 500 ml aufgefiillt,

11y Spurenclementlosung (dhnlich derjenigen von GAFFRON nach HUGHEs, GorHAM und
ZEHNDER [72], S. 227): 100 ml enthalten 310 mg H;BO;; 223 mg MnSO, - 4 H,0; 3,83mg Na,WO, -
2H,0; 8,8 mg (NH,)gMo,0,, - 4H,0; 11,9 mg KBr; 8,3 mg KJ; 28,7 mg ZnSO, - 7H,0; 15,4 mg
Cd(NOy), - 4H,0; 14,6 mg Co(NO,), - 6 H,0; 12,5 mg Cu(SO,) - 5 H,0; 19,8 mg NiSO(NH,),
SO, - 6H,0; 3,7 mg Cr(NO,), - 7H,0; 3,5 mg V,0,(S0,), - 16 H,0; 47,4 mg Aly(S0,),K,SO0, -
24 H,0.

123 Alle diese pH-Werte wurden in den sterllen Lssungen 5 Tage nach Laugen bzw. Saure-
zusatz (kurz vor der Impfung) gemessen.
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Nihrlésung Z 7: 0,75 mM/l HCl  (ergibe pH 7,0)
Nihrlosung Z 8: kein Zusatz -(ergibt pH 7,6)
Nihrlosung Zg: 1,00 mM/l NaOH (ergibt pH 8,1)

Zusatz von Actidion. 250 mg Actidion werden unter Schiitteln in 100 ml
destilliertem Wasser gelost und durch Erhitzen im Autoklav sterilisiert. Je

1 ml wird steril zu den fertigen Nihrlosungen (Bezeichnung A) zugesetzt,
was eine Konzentration von 50 mg/l ergibt.

c) Impfmaterial

Ein Planktonnetzfang aus der Limmat in Ziirich enthielt sehr reichlich
(zahlenmissig 75° 0) O. rubescens, daneben aber 20%, Diatomeenkolonien
bzw. -zellen und 59, andere Plankter. Mit kombinierten mechanischen
Methoden konnte 0. rubescens mit folgendem Verfahren noch etwas ange-
reichert werden:

1. Das Material wird an einer Saugflasche durch ein Zooplanktonnetz-
chen (ca. 300u Lochweite) von 5 cm Durchmesser gespiilt, wobel grosserc
Zooplankter zuriickgehalten werden.

2. Ebenfalls an der Saugflasche wird das Material noch durch ein Phyto-
netzchen (ca. 60u Lochdurchmesser) gespiilt, wobei die Oszillatorien durch-
schliipfen, grossere Diatomeenkolonien und Rotatorien aber hiingenbleiben.

3. Das in dieser Weise vorgereinigte Plankton wird auf einem Phytonetz
(ohne Absaugen) angereichert.

4. Durch Zentrifugieren bei 2000 U/min wihrend je 10 min lassen sich
bei dreimaliger Wiederholung die meisten Diatomeen im Sediment von den
aufrahmenden Oszillatorien trennen.

Das Resultat dieser mechanischen Vorbehandlung des Impfmaterials
zeigt sich im nachfolgend bestimmten Verhiiltnis der vorhandenen Organis-
men:

O.-rubescens-Fiden 99,6%
Diatomeenkolonien bzw. -zellen 0,3%
andere Organismen 0,1%

Jedes Kulturgefiss wurde dann durch Zusatz von 1 ml dieser Impfsus-
pension (mit je ca. 10000 Oscillatoriafiden) beimpft.
d) Beobachtungen iiber das W achstum

In ruhigstehenden Kulturen rahmten die geimpften Oszillatorien zu-
nichst auf und kletterten etwas den Glaswinden entlang hoch. In den
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Schiittelkulturen bildeten sich - besonders in Losungen mit erhdhtem pH-
Wert — am Boden kleine, weisse Ballen von Niederschligen, worauf sich
Oscillatoriafiden festsetzten und wuchsen. Die beste Entwicklung zeigte
sich bereits nach 3 Tagen in den Losungen G 7, G8, Gg, Z8 und Zy.

Eine Woche nach der Impfung wurde folgendes notiert:

Kultur Zga (Index a bedeutet: 1500 Lux): Starke Oscillatorizentwicklung
(griinlich!). Daneben Mougeotia und Fragilaria crotonensis. Ziliaten sehr
hiufig, ferner Flagellaten und Bakterien, auch Staurastrum und einige
Chlorellen. Besonders in dichten Kndueln hiufig endstindig an Oscillatoria-
fiden runde Sporangien von Rhizaphidium cf. subangulosum, einem niederen
Phycomyceten, der nach Jaac und N1pkow [84] auf O. rubescens parasitiert.

Kultur Z9Aa (Index A: so mg/l Actidion): Nur Oscillatoria, fast so stark
entwickelt wie in Zgs. Nur eine leere Asterionellaschale beobachtet. Bak-
terien vorhanden, aber keine Flagellaten und Ziliaten.

‘Bestes Wachstum bei Zga, dann Z 84, ferner Gga, G 8a, G 7a, V" 7a. Kul-
turen der Beleuchtungsserie # (500 Lux) viel schwicher; bei Serie ¢ (100
Lux) kaum Wachstum bemerkbar. — Schiittelkulturen verhiltnismissig
schwach entwickelt.

So war der giinstige Einfluss von Actidion beim Vergleich der Kulturen
Zga und ZgAz bereits sichtbar geworden, was dann im Zeitpunkt der
Ernte (14 Tage nach der Impfung) nach den Aufzeichnungen iiber die stark
beleuchteten Serien («) noch viel offensichtlicher wurde:

¥’ 7. Einige Flocken von O.-rubescens-Fiden, am Boden leicht griiner Schim-
mer (Flagellaten, kurze Oscillatoriastiicke).

V'7A: Sehr schwaches Oscillatoriawachstum; keine anderen Algen ent-
wickelt.

V’8: Bodenbelag griin (Chlorella); einige Oscillaroriabiischel suspendiert,
mit Rhizophidiensporangien.

V'8 : Blaugriine Klimpchen von cf. Synechococeus; Oszillatorien unbe-
deutend entwickelt.

¥’9: Am Boden Belige von kleinen Phormidien und Chlorellen; praktisch
keine O. rubescens gewachsen.

V7' 9A: Bakterienbelige am Boden, keine 0. rubescens.

G7, G8 Gg: Am Kolbenboden braune Flecken von Diatomeen (haupt-
sichlich Fragilaria crotonensis und Navicula sp.); suspendiert viele Fragi-
larien, dsterionella formosa, Mougeotia, Phormidium und Flagellaten; ver-
hiltnismissig wenige O.-rubescens-Fiden, die meisten davon befallen mit

Rhizophidien.



XXIII, 1961 Untersuchungen an der Blaualge Oscillatoria rubescens DC. 119

G7d, G8A, GgA: Am Boden braune und blaugriine Belige: Bakterien,
wenige Oscillaroriafiden, diinne Phormidien, blaugriine Ansammlungen
von cf. Synechococcus.

Z7und Z7A: kein Wachstum.

Z8: Neben 0. rubescens (ohne Rhizophidienbefall) Vertreter der Gattungen
Phormidium, Mougeotia, Chlorella, Fragilaria, Navicula, Staurastrum sowie
Rhizopoden vorhanden.

Z8A: Grosstenteils Phormidien und Bakterien nebst O. rubescens (ohne
Parasiten).

Z9:Wie Z8, O.-rubescens-Fiden zerfallend, Rhizophidiensporangien massen-
haft.

Z9.A: 0. rubescens sehr gut entwickelt, ohne Rhizophidien; daneben Phor-
midien.

In den schwicher beleuchteten Serien entwickelten sich die Verhiltnisse
dhnlich, jedoch viel langsamer. Die geschiittelten, stark beleuchteten Kol-
ben der Serie d (1000 Lux) zeigten recht gutes Wachstum von O.-rubescens-
Fiden in Suspension, insbesondere bei den Losungen Z 8§ und Zg. Daneben
bildeten sich aber in actidionfreien Medien Flocken von Diatomeen und
Griinalgen. Rhizophidien traten weniger hiufig auf als in den nichtge-
schiittelten Kolben. '

¢) Schlussfolgerungen

Diese Beobachtungen bestiitigen die zuvor getroffene Annahme, dass
stirkere Beleuchtung und hohere Temperatur als in den ersten Tastver-
suchen giinstigere Bedingungen fiir Rohkulturen ergeben diirften. Der
Actidionzusatz von 5o mg/l wurde von O. rubescens ohne weiteres ertragen
und vermochte die Entwicklung von parasitischen Rhizophidien sowie von
Protozoen, Flagellaten, Griinalgen und Diatomeen zu verhindern. Die
Nihrlosungen G und vor allem Z waren jenen mit der Bezeichnung 7
iiberlegen, und diejenigen mit erhthtem Anfangs-pH-Wert ermoglichten
trotz stirkerer Niederschlagsbildung im Vergleich mit jenen von nahezu
neutraler Reaktion ein besseres Wachstum von O. rubescens. Aus allen
Varianten stachen die Kulturen in Losung Zg.4 bei Beleuchtungsstufe «
(1500 Lux) mit der besten Oscillatoriaentwicklung deutlich hervor. Aller-
dings nahmen kleine Phormidien und ein Synechococcus wihrend der kurzen
Vegetationsdauer von 14 Tagen bereits verhiltnismissig stark iiberhand.

Es-schien daher aussichtslos, das Material durch Uberimpfen ohne be-
sondere Reinigungsmassnahmen weiterhin Oscillatoria-reich zu erhalten.
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Nachdem sich immerhin gezeigt hatte, dass die gefihrlichsten Verunreini-
gungen (Pilze und Griinalgen) mit Actidion in ihrer Entwicklung gehemmt
werden konnten, musste darum in der Folge zunichst eine Methode zur
Eliminierung anderer Blaualgen gesucht werden.

3. Vorversuch mit festen Substraten

Es fragte sich nun, ob O. rubescens auf festen Substraten kriechend sich
selbst so weit von anderen Algen entfernen wiirde, dass einzelne Fiden als
Impfmaterial fiir Monokulturen gewonnen werden konnten. Ein kleiner
Vorversuch zu dieser Frage erbrachte schon bald giinstige Resultate:

Frisches Oscillatoriamaterial aus der Limmat wurde mechanisch vorge-
reinigt (S. 117) und in je 2 verschiedenen Mengen

1 iiber fertig erstarrte Agarplatten gegossen, bzw.

~zmit fliissigem Agarsubstrat (40°C) gemischt und in Petrischalen verteilt.

Als Substrat diente die Nihrlosung Z 8 (S. 116) mit Zusatz von 1,5%
Agar. Das im Autoklav sterilisierte Medium wurde in Portionen von 10 ml
pro Petrischale verwendet. Die Plattenserie 1 wurde aufrecht, die Serie 2
mit dem Boden nach oben gekehrt bei verschiedenen Beleuchtungsstirken
(1500, 500 bzw. 100 Lux) aufgestellt (20-23°C).

Die Nihrboden der Serie 1 wurden im Verlauf einer Woche rasch tiber-
wachsen von hauptsichlich 0. rubescens mit einigen Diatomeen als Beglei-
tern nebst vielen Bakterien. In dichten Reihen lagerten sich die Fiden zu
Bindern zusammen, und an manchen Stellen wanden sie sich zu Ringen
und Platten, die sich drehten, wie es z. B. schon von CATALDI [24] und
PRINGSHEIM [132] bei anderen Oscillatoriaarten in Photographien gezeigt
worden ist. In einer solchen Platte von 1,7 mm Durchmesser hatten sich
z. B. 30 Fadenreihen in konzentrischen Kreisen ineinandergelagert. Da die
Medien actidionfrei waren, liess sich in diesen Windungen eine Wirkung
von Rbizophidium deformans vermuten, wie es von JAAG und Nipkow [84]
beschrieben worden ist; es fanden sich jedoch nirgends Sporangien dieser
Pilze. :

Die mittlere Beleuchtungsstufe (500 Lux) schien fiir diese Kulturen den
beiden anderen tiberlegen zu sein, denn die stark beleuchteten Platten
(1500 Lux) wurden bald blassgriin, wihrend auf den iibrigen dunkelrot-
braune O.-rubescens-Belige entstanden.

Bei den Platten der Serie 2 konnten sich die Oscillatoriatiden offenbar
nicht an die Oberfliche bewegen und gingen bald zugrunde, méglicher-
weise weil sie beim Plattengiessen (40°C) bereits abgetitet worden waren.
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Bei der beobachteten, raschen Bewegung der Fiden (Geschwindigkeit
rund 1z/sec) und dem raschen Wachstum auf dem Z 8-Agar-Substrat (nach
einer Woche waren Fiden bis ca. 1 cm Linge vorhanden) eriibrigten sich
weitere Modifikationen am gewihlten Nihrboden.

D. KLONKULTUREN MIT BEGLEITBAKTERIEN

1. Isolierung einzelner Fiden von O. rubescens mit der Plattenmethode

Nachdem sich wie erwartet in den ersten Uberimpfungen der auf S. 115 .
beschriebenen Kulturen in fliissigem Medium neben O.rubescens viele Be-
gleitorganismen angereichert hatten, musste nun versucht werden, einzelne
Oscillatoriafiden zu isolieren und in den am giinstigsten erscheinenden
Nihrlosungen zur Entwicklung zu bringen.

Je 10 ml zweier verschiedener fester Substrate (Z8 + 1,5% Agar bzw.
Z 9 4 1,5% Agar, Zusammensetzung S. 116) wurden in Petrischalen ge-
gossen und im Zentrum mittels einer Platindse mit einem Tropfen des
Algenmaterials aus den erwithnten Kulturen (Z9A und andere Substrate)
beimpft. Fiden von 0. rubescens, die sich dann vom Zentrum aus gegen den
Plattenrand hin bewegten, wurden unter der Lupe auf dem Plattenboden
bezeichnet, im Impfkasten samt einer kleinen Agarscheibe (Durchmesser
s mm) als Unterlage mit Hilfe einer rechtwinklig abgebogenen Platingse
ausgestochen und in Kulturkolben mit fliissigem Substrat (Z8 und Zg mit
oder ohne Zusatz von Actidion) iiberfiihrt.

In einigen dieser Gefiisse, die bei ca. 1500 Lux und 20-23°C stehen ge-
lassen wurden, zeigte sich nach Ablauf von 2 bis 8 Wochen erstmals schwa-
ches Wachstum von O.-rubescens-Fiiden. Von den 21 in Substrat Z8 bzw.
Z 84 geimpften Einzelfiden kamen deren 6 (30%,) zu Wachstum und sicht-
barer Vermehrung, wogegen in den Lisungen Zg bzw. Zg4 16 Fiden
(80%) auswuchsen, was wiederum eine gewisse Uberlegenheit des Sub-
strats mit hoherem Anfangs-pH-Wert anzeigt. Tab. 2 vermittelt An-
gaben iiber Herkunft und erstes Wachstum der O.-rubescens-Fiiden in diesen
Klonkulturen.

2. Weiterziichtung der Klonkulturen

Nachdem die so gewonnenen Kulturen-14 Tage bis 3 Wochen nach erst-
mals bemerktem Wachstum zu betrichtlicher Dichte herdngewachsen
waren, wurden je 1 ml unter sterilen Bedingungen herauspipettiert und
neuerdings in Erlenmeyerkolben mit der Losung Zg iiberfiihrt. Diese
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Kulturen wurden mit dem Index —2z hinter der Klonnummer (Tab. 2)
bezeichnet, die nichstfolgenden Uberimpfungen mit —3, — 4 usw.

Als Stammkulturen blieben diese Klone mit ca. soo Lux beleuchtet im
Algenraum bei 20 bis 23°C und wurden regelmissig in Zeitabstinden von
2 bis 3 Wochen mit je ca. 1 mlin 5o ml frisches Medium Zg tibertragen. In
keinem der Klone liessen sich mikroskopisch ausser Bakterien irgendwelche
Begleitorganismen auffinden.

Tabelle 2

Herkunft und Eigenschaften der einzelnen O. rubescens-Fiden, die nach Uberimpfung von Sesten
in fliissige Substrate xu Klonkulturen (mir Begleirbakterien) auswuchsen.

Faden- Her- Faden- | Weg- | Bemerkungen | Breite Flii. ‘Wachs-
(nachher | kunft linge linge iiber die der Sub- tum be-
Klon-) Lo- auf Gleitspur Spur?®) | strat obachtet
Nr. sungl) Agar auf Agar nach
u cm?) I (Wochen)
1 zZ8 320 2 gerade 5 Z84 3
2 z8 1100 6 gebogen 20 Z8A 8
bakterienreich
3 zZ8 3200 5 wellenformig 5 Z84 4
6 z§ 390 3 gerade 5 Z84 4
18 Z84 2300 4 gerade, spitz 5-50 z8 8
auslaufend
19 Z84 4000 3 gerade 5 zZ8 8
51 zZ9 7000 4 gerade 5 Z94 3
52 zZ9 450 3 gebogen 30 Z94 3
53 z9 2500 6 gebogen 5 Z94 3
55 z9 530 4 gerade 5 z94 3
56 zZ9 6400 4 kreisférmig 5 Z94 3
(@ 1570u)
57 zZ9 1460 4 gerade 5 Z94 5
58 Z9 890 6 grosser Bogen 80 Z94 3
61 Z94 750 4 gerade 3 Z94 5
63 Z94 1100 4 gerade 10 Z94 3
64 Z94 370 3 gerade 10 Z94 4
65 Z94 1350 4 gerade 10 Z94 4
66 zZ9 3200 4 gerade 5 Z9 8
67 z9 1400 3 gerade 5 zZ9 8
68 zZ9 870 3 gerade 5 4y 8
69 Z94 2600 3 gerade 5 Z94 2
70 Z94 1100 3 gerade 5 z94 8

1) Es handelt sich um Algenmaterial aus den auf S. 115ff. beschriebenen Vorversuchen (erste
Uberimpfung in die gleichen Losungen wie bei der entsprechenden Vorkultur).

2) Weglinge vom Plattenzentrum bis zum Punkt, wo der Faden ausgestochen wurde.

3) Die vom Oscillatoriafaden mitgeschleppten Bakterien wuchsen oft von der Algenkriech-
spur aus seitlich zu flichigen Kolonien heran, wodurch sich die Spur langsam verbreiterte.

Nach kurzer “Zeit gingen aber verschiedene Klone ein, indem sie aus-
blichen, sich nicht mehr vermehrten und von Bakterien iiberwachsen wur-
den: Klone 2, 66 und 68 schon nach einem Monat, Klone 67 und 69 nach
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2 Monaten, und Klone 1 und 70 nach 4 Monaten. Dies legte die Beftirchtung
nahe, es konnte im Substrat Zg ein wichtiger Bestandteil, vielleicht ein
Vitamin oder ein Spurenelement, fehlen. Von den tibriggebliebenen 15 Klo-
nen ging dann allerdings withrend dreier Jahre bei regelmissiger Uber-
impfung in Substrat Zg kein einziger mehr ein.

Jede dieser Stammkulturen zeichnete sich durch einen ziemlich gleich-
bleibenden besonderen Charakter aus, welcher nachfolgend kurz beschrie-
ben wird. Die Angaben beziehen sich auf ausgewachsene, 14 Tage alte
Kulturen, die im Substrat Z g bei 20-23°C und ca. 500 Lux gehalten worden
sind. Die Fiirbungen wiirden sich mit wechselnder Beleuchtungsstirke ver-
dndern, und regelmissig geschiittelte Kolben lassen gleichmissigere Ent-
wicklung zu als stillstehende.

Es darf nicht ohne weiteres auf genetisch fixierte Unterschiede von Klon
zu Klon geschlossen werden, da ja an einen Einfluss der Begleitbakterien-
flora, die in jedem Klon wieder anders zusammengesetzt sein diirfte, ge-
dacht werden muss. Der Einfluss von Bakterien auf den Habitus der Os-
zillatorienaggregate kinnte z. B. als Wirkung unterschiedlicher Leistungen
der schleimabbauenden Organismen angesehen werden, wie es GERLOFF
und SKOOG [59] beim Vergleich der chemischen Zusammensetzung von
Microcystis-aeruginosa-Reinkulturen mit entsprechendem Material aus
Wasserbliiten gefunden haben: die am natiirlichen Standort zusammen mit
schleimabbauenden Bakterien gewachsenen Zellen hatten einen geringeren
Kohlehydratgehalt als jene aus Reinkulturen, wo sich gallertige Substanzen
ansammeln konnten.

Die auffallende Konstanz der Eigenschaften dieser verschiedenen Oscil-
latoriabakterien-Biozonosen withrend einer dreijihrigen Kulturperiode
wire immerhin eine genauere Untersuchung wert, was aber nicht in den
Rahmen der vorliegenden Arbeit gehort.

Charakteristische Eigenschaften der Klonkulturen

3 Dunkelrotbraun; Fiden von mittlerer Linge, wachsen relativ gut im
Medium verteilt, oft aber aufrahmend.

6 Noch ausgeprigter rotbraun als 3, ist am ausgesprochensten dunkelrot
von allen Kulturen; wichst meist an der Oberfliche.

18 Griinlichbraun, dunkel; wichst grob flockig.

19 Griinlichbraun; lange Fiden, zu unregelmissigen Aggregaten zusam-
mengeballt.

51 Rotbraun; lange Fiden, am Kolbenboden wachsend.
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52 Hellbraun; dichte, netzartige Geflechte von Fiden, oft ballige Ansamm-
lungen an der Oberfliche. -

53 Hellbraun; flockig, mit langen Fiden, zu dichten, grossen Aggregaten
geballt.

55 Rotbraun; verhiltnismissig gut verteilt, rasch wachsend, wenig Flok-
kenbildung.

56 Hellbriunlichgriin; flockig geballt.

57 Dunkelbraun; relativ gut verteilt.

58 Dunkelbraunrot; geballt, an der Oberfliche zusammenhiingende Aggre-
gate bildend.

61 Braunrot; flichige Flocken, die von Sauerstoffblasen aufgebliht an der
Oberfliche schwimmen.

63 Hellrotbraun; gut verteilt, lange Fiden.

64 Dunkelrotbraun; relativ kurzfidig und gut verteilt.

65 Rotbraun; kiirzeste Fiden, beste Verteilung derselben im Vergleich mit
den anderen Klonen; giinstigste Kultur fiir Wachstumsversuche.

E. REINKULTUREN

1. Desinfektionsversuche mit Ultraviolettlicht
a) Zielsetzung

Wenn auch das Versuchsobjekt O. rubescens nicht eine dicke Gallert-
scheide besitzt, wo sich griossere Bakterienmassen einnisten konnten, so
bietet die verhiltnismissig grosse Oberfliche eines einzelnen Fadens (z. B.
rund 20000 u2 bei einem Faden von 1 mm Linge) doch viel Platz fiir epi-
phytisch lebende Bakterien, welche moglicherweise die ausgeschiedenen
Schleimsubstanzen als Substrat verwerten oder auf frei werdende, organi-
sche Stickstoffquellen angewiesen sein konnten. Die Anwendung von ge-
wohnlichen Waschmethoden allein, wie es bei einzelligen Algen mit einiger
Wahrscheinlichkeit zur Sduberung der Oberfliche fithren kann, muss bei
derart grossen, vielzelligen Organismen von vornherein als aussichtslos
angesehen werden. Es gilt daher, Mittel und Wege zu finden, wie moglichst
viele der festsitzenden Begleitorganismen mit einer Vorbehandlung schon
abgetotet werden kénnen, bevor iiberhaupt mit Waschversuchen begon-
nen wird.

Bei diesen Bestrebungen muss es im Einsatz von Desinfektionsmitteln
wie Ultraviolettlicht darum gehen, zwar méglichst viele Aufwuchsorganis-
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men zu vernichten, aber dabei den Blaualgenfaden selbst nur so weit zu
schidigen, dass mindestens eine seiner Zellen noch teilungsfihig bleibt.
Praktisch wird es jedoch von sehr vielen Zufillen abhingen, ob diese giin-
stige Dosis gerade getroffen wird, ob man beim wahllosen Herauspipet-
tieren von bestrahlten Fiden aus einer Suspension von vielen dann gerade
die giinstigsten trifft, und schliesslich auch, ob die wenigen noch lebens-
fahigen Algenzellen dann tatsichlich zur Vermehrung kommen.

Bei der Unberechenbarkeit dieser Methode und dem damit verbundenen,
grossen Arbeitsaufwand wurde sie mit diesen Uberlegungen zwar als Hilfs-
mittel vorbereitet, aber nicht sehr weit ausgebaut.

b) Versuchsanordnung

An der Schiittelmaschine wurden Quarzerlenmeyerkolben (Vitreosil,
200 m] Volumen) mit der zu behandelnden Algensuspension in 1 cm hoher
Schicht (Nihrlosung Z9) von unten her bestrahlt mit einem Quecksilber-
quarzbrenner Philips Biosol Typ B1 (500 W) in 25 cm Distanz zwischen Bren-
ner und Kolbenboden. Diese Anordnung hilt sich einigermassen an die
Angaben von PRINGSHEIM [134]. Ein Ventilator sorgte dafiir, dass sich das
Algenmaterial iiber der heissen Lampe nicht erwirmte. Fiir die Behandlung
wurden rasch wachsende Klonkulturen mit guter Verteilung der Oscilla-
roriafiden in nicht zu dichter Suspension (ca. 300 mg/l Trockensubstanz)
ausgesucht. Nach der Bestrahlung wurden sofort Portionen von je 1 ml in
Nihrlosung Z g tibertragen und verschiedene Verdiinnungen auf Tryptone
Glucose Extract Agar Difco (im folgenden als TGE-Agar bezeichnet) aus-
gesit.

¢) Dosis-Wirkung-Beziehung fiir O. rubescens und Begleitbakterien

Im Hinblick auf die spitere praktische Anwendung der UV-Bestrahlungs-
methode durfte als Kriterium fur die Wirkung auf Oscillatoria einzig und
allein die Vermehrungsfihigkeit im fliissigen Medium herangezogen wer-
den. Fiir quantitative Angaben iiber die Schiidigung durch Bestrahlung
wiren wohl andere physiologische Merkmale wie Assimilationstitigkeit
und Atmung giinstiger, doch wurde versucht, auch die Vermehrungsfihig-
keit — immer unter den gegebenen Kulturbedingungen - einigermassen
zahlenmiissig zu erfassen. Dabei diente die Inkubationszeit bis zum deutlich
beginnenden Wachstum als Mass.

In Abb. 8 ist eine «Eichkurve» fiir die Interpretation dieser Grosse dar-

gestellt. Es ldsst sich danach aus einer bestimmten Inkubationszeit auf die
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T I I
30—~ Oscillatoria rubescens
Impfmaterial:
o Klonkultur 63-3
25

¢ Kionkuftur 63-4
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10 Substrat 29
20-23°C
5 1500 Lux
o '
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300 30 3 0,3 0,03 »T7TG

Impfmenge (TG = Algen- Trockengewicht)

Abbildung 8
Abhidngigkeit der Inkubationszeit (bis zum Beginn raschen Wachstums) von der Impfmenge.
Mittelwerte aus 3 Parallelkulturen (Erlenmeyerkolben it je 50 ml Nihrlosung).

Verdiinnung der Impfsuspension schliessen. Wird durch UV-Bestrahlung
das gleiche Impfmaterial teilweise abgetitet, in gewissem Sinne also auch
verdiinnt, so lisst sich der Prozentsatz von iiberlebenden, vermehrungs-
fihigen Oszillatorien wenigstens grossenordnungsmissig mit Hilfe dieser
Kurve aus der Inkubationszeit bis zum Wachstumsbeginn ermitteln.

Der Beginn raschen Wachstums wurde visuell bestimmt durch Vergleich
der Organismendichte in den Kulturen mit einer Oscillatoriasuspension von
bestimmter Konzentration. Dass eine solche einfache Methode fiir gewisse
Zwecke durchaus brauchbar sein kann, ist neuerdings wieder von LUND
und TALLING [109] bemerkt worden. Zum Vergleich diente ein Kultur-
kolben mit der zehnfachen Impfmenge, mit Formol fixiert (Mischung von
10 ml Impfmaterial [= ca. 3 mg Trockengewicht] mit 40 ml Formol 4%).
Sobald die Kulturen gleich dicht waren wie die Vergleichssuspension, wur-
de der «Beginn» des raschen Wachstums notiert. In diesem Zeitpunkt hatte
sich die Fadenzahl aber eigentlich bereits verzehnfacht. Selbstverstindlich
mussten die Zellteilungen schon vor diesem Moment, allerdings zunichst
in schleppendem Tempo, eingesetzt haben. Mit der Wahl eines spiteren
Zeitpunketes, der bereits im steileren Abschnitt der Wachstumskurve liegt,
wurde die Beurteilung etwas exakter. '

Die Dosis-Wirkung-Beziehung fiir die Begleitbakterienflora liess sich mit
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Hg-Quoarzlampe
10 500 W, 25 cm Dist. __
o
O.rubescens e
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; \
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Bestrahlungsdauer {Min.)

Abbildung 9
Dosis-Wirkung-Beziehung far UV-Bestrahlung der Kulturen 63-3, 63—4 und 55-5. Anzahl iiber-
lebender Oszillatorien bestimmt nach Inkubationszeit (Abb. 8), Wirkung auf Begleitbakterien
gemiss Plattentest.

der Plattenmethode ermitteln. Verschiedene Verdiinnungen (in gepuffer-
tem Verdiinnungswasser) des Impfmaterials wurden mit TGE-Agar nach
den in der Wasserbeurteilungspraxis iiblichen Methoden in Petrischalen
wihrend § Tagen bei 20°C bebriitet. Die Keimzahlen (Anzahl der Kolonien,
mit einer Lupe gezihlt) niherten sich bei steigenden Bestrahlungszeiten
einem unteren Grenzwert von rund 50 Keimen pro ml, was noch 0,001°,
der anfinglichen Keimzahl entsprach (Abb. 9).

Die Wirkung auf 0. rubescens selbst war bei kurzer Bestrahlungszeit von
I oder 2 min nach Massgabe der Inkubationszeit noch gar nicht bemerkbar,
bei einer Steigerung auf 4 min jedoch bereits sehr ausgeprigt. Das 6 min
lang bestrahlte Material kam nur in einer der drei Parallelkulturen nach
33 Tagen zum Wachstum, wogegen die anderen beiden Kulturen sowie alle
mit noch linger bestrahltem Impfmaterial versehenen wihrend der Be-
obachtungsdauer von 2 Monaten iiberhaupt nicht zu wachsen begannen.

d) Schlussfolgerungen

Nach diesen orientierenden Versuchen zu schliessen kann die UV-Be-
strahlung mit der beschriebenen Versuchsanordnung im besten Falle zur
Elimination von etwa 99,90% der agarwiichsigen Bakterien fithren, wenn
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das Oscillatoriamaterial selbst nicht zu stark geschidigt werden soll. Nach
Abb. 9 erhilt man die giinstigsten Bestrahlungsdosen zwischen 2 und 3 min,
was noch ca. 0,1%, der Bakterien iiberleben, wihrend die Schidigung der
Oszillatorien gerade erst bemerkbar wird. Zur gesamten Beurteilung der
Wirksamkeit dieser Methode muss aber einschrinkend bemerkt werden,
dass unter den Bakterien nur die agarwiichsigen — die immerhin den gross-
ten Teil der vorhandenen ausmachen mdgen — beriicksichtigt worden sind.

2. Waschversuche mit dem Mikromanipulator
a) Vorbemerkung

Die Mikromanipulatortechnik ist in der Algologie und Lichenologie
schon seit Jahrzehnten eingefiihrt und hat ihnen zu grossen Fortschritten
verholfen. Sie gestattet dem Experimentator, unter visueller Kontrolle
einzelne Mikroorganismen nach bestimmten Verfahren zu waschen oder
mit Desinfektionsmitteln zu behandeln. Zur Reinigung von Algenkulturen
wird sie am erfolgreichsten bei kleinen, einzelligen Arten zu Hilfe gezogen.
Bei fidigen oder flichenhaften Kolonien spielt sofort das Problem der
grossen Oberfliche wieder mit, und die Arbeit mit dem Mikromanipulator
wird allgemein unsicherer, weil mit schwicheren Vergrosserungen und
groberen Pipetten vorgegangen werden muss, wobei bakterielle Verun-
reinigungen nicht mehr sichtbar sind. Unter solchen Umstinden ist die
Anwendung dieser Technik bei der Arbeit mit 0. rubescens bestimmt hch-
stens als Hilfsmittel, nicht als eigentliche Reinigungsmethode, denkbar.

b) Arbeitsmethode

Das Vorgehen mit dem Zeiss- Mikromanipulator richtete sich grundsitzlich
nach den Erfahrungen von Jaac [75].

Mikropipetten mit rechtwinklig abgebogener Spitze und etwa 50 bis
100y lichter Weite, am hinteren Ende mit Watte gestopft, wurden in Glas-
rohren trockensterilisiert. Die Arbeitskammer mit seitlicher Offnung wurde
in einer Petrischale ebenfalls trockensterilisiert.

" Oscillatoriamaterial aus Klonkulturen, zum Teil mit Ultraviolettlicht vor-
behandelt, wurde nun in der sterilen Arbeitskammer in hingenden Tropfen
mit steriler Nihrlosung Z g verdiinnt, bis ein einzelner Faden in die Pipette
aufgenommen werden konnte. Zum Waschen derselben - wiederum in
Zg - diente dann eine frische, sterile Pipette.

Der Waschvorgang kommt eigentlich auch einem Verdiinnen gleich: Mit
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der frischen Pipette, die mit wenig steriler Nihrlosung gefullt war, wurde
der zu waschende Oscillatoriafaden mit mdglichst wenig Fliissigkeit aus dem
hiingenden Tropfen aufgenommen und an einer anderen Stelle des Deck-
glases wieder abgesetzt, wobei diesmal der hingende Tropfen méglichst
gross (ca. 1-2 mm im Durchmesser, je nach Linge des Fadens) sein durfte.
Nach Neufiillen der Pipette mit frischer steriler Nihrlosung wiederholte
sich der Vorgang: zunichst Aufnehmen des Fadens in die Pipette mit
moglichst wenig Flissigkeit, dann Ausstossen mit einem relativ grossen
Volumen frischer Lésung.

Die Anzahl der aufeinanderfolgenden Waschungen wurde variiert und
die so gesiuberten Fiden teils auf feste, teils in fliissige Substrate (Z 9.4 mit
oder ohne 1,5°, Agar) iibertragen.

Auf den Platten konnte die Entwicklung der Einzelfiden dann laufend
beobachtet werden, und Bakterienverunreinigungen zeigten sich meist
schon ohne weitere Testmethoden bei der mikroskopischen Untersuchung
nach wenigen Tagen. Fiden, die noch sauber zu sein schienen und bei
denen ein gutes Lingenwachstum messbar war, wurden mitsamt einem
kreisrunden Agarstiick von § mm Durchmesser mittels einer Pt-Ose im
Impfkasten ausgestochen und in fliissiges Substrat iibertragen. Diese Mass-
nahme sollte verhindern, dass durch die unvermeidliche, langsame Ver-
dunstung die Fiden auf dem Agar vertrockneten.

Sobald sich im fliissigen Medium Algenwachstum zeigte, musste ein
Plattentest mit TGE-Agar (1 ml Algensuspension auf 10 ml Agar, bei 45°C
gemischt) angestellt werden. Bakterienverunreinigungen wurden meist
schon nach einem Tag Bebriitung bei 25°C sichtbar.

c) Ergebnisse

Das wichtigste Resultat der Bemithungen in dieser Richtung kann gleich
vorweggenommen werden: simtliche Kulturen, die sich nach den Desin-
fektions- und Waschprozessen dieser Versuchsserie entwickelten, waren
nach wie vor von Begleitbakterien verunreinigt.

Trotz diesem Misserfolg vermittelten die neuen Erfahrungen iiber die
Zweckdienlichkeit der Substrate, iiber die Wirkung von Ultraviolettlicht
auf 0. rubescens und {iber Einzelheiten in den Uberimpfungsmethoden doch
wertvolle Vorkenntnisse zur Gestaltung der spiteren Desinfektionsver-
suche. In den Tab. 3 und 4 sind diese Ergebnisse summarisch zusammen-
gestellt.

Wie daraus hervorgeht, schidigt der Waschvorgang — auch wenn er
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Tabelle 3
Desinfektionsversuche mit UV -Bestrablung und anschliessendem Waschen mit dem Mikromani-
pulator. Waschfliissigkeit: Nihrlésung Zg. Uberimpfung direkt in Nihrlosung Zg A
(Erlenmeyerkolben 100 ml mit je 25 ml Losung).

Serie Kultur uv Anzahl der Anzahl der Anzahl
Waschungen so behan- ausgewachsener
pro delten Ein- Kulturen
min Einzelfaden zelfiden (innert 2 Mt.)
0 5
1 6
2 3 total 31
1 63-4 0 4 je 6 6 - 869
8 5
16 6
0 1
1 5
2 . 4 total 22
2 63-4 2 4 je 6 5 — 619
8 6
16 1
0 4
1 2
2 . 3 total 14
3 63-4 3 4 je 6 3 - 399
8 1
16 1
34 10 10
51-4 10 9
53-4 10 . 10 total 52
5 55-6 0 10 je 10 8 =879
58—4 10 7
644 10 8

16mal wiederholt wird - die Fiden mechanisch nicht so stark, dass ein
Weiterwachsen verunméglicht wiirde. Diese Feststellung ist nicht ganz
selbstverstindlich, wenn man bedenkt, dass die Fiden von im Mittel ca.
4oou Linge in eine Pipette mit so bis 1oou Offnungsdurchmesser einge-
sogen werden, wobei sie an den teilweise recht scharfen Kanten am Ende
des Glasrchrchens abgebogen und gescheuert werden, was gewiss eine sehr
unnatiirliche Beanspruchung ihrer Oberfliache mit sich bringt.

Ausserdem erginzen die Tab. 3 und 4 den in Abb. 9 dargestellten Befund
liber die Wirkung von Ultraviolettlicht auf O. rubescens. Aus Tab. 3 wird er-
sichtlich, dass der Prozentsatz von Fiden, die — willkiirlich ausgewiahlt —



Untersuchungen an der Blaualge Oscillatoria rubescens DC. 131

XXITI, 1961

~unyad ayaul Jyoru Jedy wop Jne usfe] ¢ YOrU 3P ‘udpu,l Inj) uayeyz

1312IsoNlaq JYoiu (uapinm uap
UDIQUNUEIYIZULD P UIPINM 9313M[a13 1Y 19p Funuyda1ag 18D WY (¢

%0 = 0 sydemnz % ST = 06 sydemnz % 06 = 0£€ sydoemnz % 08 = 087 sydemnz
0LE 0LE PN 06¥ 00¥ PN 069 09€ O 0¥9 09¢ (1IN
09¢ 0ce 4028 0zt 00L 081
4052 0¥z 91 0sz oSt 91 0€S 00€ 91
(123 01¢ +00Z 011 - (002)
+062 0Lz 01$ oSt 0LL 0€S
o¥8 0012, 8 +0Z€1 0LL 8 0LL oSt 8
0Lz 0£2 «0ZH1 oLL oy 08z
0SZ 0Sz +092 o - (0s¢) 000T 0S¢
o¥1 o€ o¥1 0zt ¥ +0LE 091 + 009 oSy ¥
002 002 +0¢¥ 00€ - (ozt) - {o¢ss)
00z 061
- (001). +019 065 0SS 00t 00Z1 0z1
- (002) 0t (1[4 0SZ A €S 0SE rA 09¢ 06¢ A
08z 08¢ 0sT ort +0891 00L - {(o¥2)
09¢ 00%
09¢ 09€ - (os¢) 06+ 09z - (0v2)
081 061 +09S 1749 1 019 oLE 1 00€ 0£Z 1
A% ozy +0L1 ozt 096 09z - (081)
019 0z9
oLL 09L +08ZL 0s01 059 (1199 - (0ST1)
- (059) - (08$) 0 082 082 0 08¢ 0zZ1 0
0L9 0L9 +01LT 088 ove 082 00§ 00§
3¢ L0 ‘Syosep 3L € 8L o Syoseay 8L € 3L 0 ‘Syose ‘8L ¢ BL0 ‘Syosep
1 o8ueuapeyq yezuy 1 a8ug[uopey [yezuy 7 s8uejuope,g yezuy 1 o3uguepeg yezuy
utur 4 Junyyelryssg mw ¢ Sunjyessog urw Z Sunyyesysag] NYe1IS8q IYo1u
(¢-¢¢ 1n3n3y) 4 91108 (p-£9 am3nyy) ¢ oLrag {r—£g amynyy) z o168 ($~£9 An3ny) 1 o108

(uasyoemodinon

F 67 Ul 2301N9pdq 4 fUISYEMITINNOM JYOIU SIBUOI IIIOMZ JISULT 130INOPAG | fUSPE] UNDUYDWZIG y PUD . JIUI 1p anu) 67
Bunso ur Bumdwnane g f193pds o8e, € pun uydwiiaqqy yoru 310j0s 23urjuape,g 1p Sunssopy fusmnejg-1e8y-pr 67 jne Junydur
-19q() £67 SUNSOLIYTN : IONSISSIYYISTAN "40I0[nAUVUOLYIIN WIP 13 UIGISP {| Wapuassal|qsuy pun Sunjquassa-4() 11w aqonsadsuoiyafussaq
¥ onoqerL



132 Robert Staub Hydrol.

sich nach Uberimpfung in die Nihrlsung weiterentwickeln, bei 3 min lang
bestrahltem Material noch fast halb so gross ist (39% ) wie jener bei nicht
bestrahltem Material (86%). - Zu einer dhnlichen Feststellung fiihren die
in Tab. 4 zusammengestellten Ergebnisse: Innert 3 Tagen wachsen die
zuvor nicht oder 2 min lang bestrahlten Fiden um 8o bis 90%, ihrer ur-
spriinglichen Fadenlinge. Bei 3 min Bestrahlung sind es noch 25%, bei
4 min werden die Fiden abgetdtet. — Diese neuen quantitativen Angaben
iiber die Dosis-Wirkung-Beziehung bei UV-bestrahltem O.-rubescens-Mate-
rial verindern das in Abb. ¢ dargestellte Bild nicht grundlegend. Es zeigt
sich hochstens, dass die Alge eher noch etwas weniger UV-empfindlich ist,
als wie es dort dargestellt worden ist.

3. Vorversuche zur Einfithrung von organischen Nihrldsungen
a) Zweck

Das negative Resultat der vorangegangenen Reinigungsversuche legt
die Vermutung nahe, es sei den allenfalls doch bakterienfreien Einzelfiden
im Medium ZgA einfach ein Wachstum nicht méglich gewesen, weil
irgendwelche organischen Stoffe darin fehlen. Obwohl nicht beabsichtigt
wurde, die Desinfektions- und Waschversuche in der bisherigen Weise mit
organischen Nihrlosungen zu wiederholen - die Arbeitsmethode erschien
zu kompliziert und langwierig -, sollte in kleinen Vorexperimenten die
Verwendung solcher Medien doch fiir spitere Versuche angestrebt werden.
Dabei waren vor allem die Frage nach der zulissigen Konzentration von
organischen Zusitzen und jene nach der Verschiebung der pH-Werte in den
verinderten Z-Losungen zu beantworten.

b) Einfluss von organischen Zusitzen auf den pH-WWert des Substrats Z9

Durch verhiltnismissig hochkonzentrierte, organische Zusitze ergibt
sich, wie aus Tab. § ersichtlich ist, sofort eine starke Senkung des pH-Wer-
tes, was vermutlich fiir O. rubescens an sich schon nicht giinstig wire. Ob
aber die Zusiitze selbst in diesen Konzentrationen das Wachstum hemmen
oder fordern wiirden, lisst sich im Experiment nicht beurteilen, solange
Bakterien im Impfmaterial vorhanden sind und kurz nach der Impfung
schon alles iiberwuchern. Ein Ausweg aus dieser Situation liesse sich finden
entweder bei besserer Pufferung der Substrate oder mit geringerer Konzen-
tration der organischen Zusitze, was beides die pH-Werte hoher halten
kénnte.
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Tabelle 5
Linfluss von or ganischen Zusitzen auf den pH-IWert des Substrats Z 9. pH-Kontrolle in Erlen-
meyerkolben (200 ml) mit so mi Substrat. Bezeichnungen: A Actidion (50 mg/l wie
in fritheren Versuchen), B Biomalz (1000 mg/l), E Erdextrakt pH 7,7 (hergestellt
nach PRINGSHEIM [134], 100 g/l), P Proteose-Pepton Difco (1000 mg/l).

Substrat frisch nach dem nach 14 nach 2
zusammen- Auto- Tagen Monaten
gesetzte klavieren (steril) (steril)
Nihrlosung | (abgekiihlt)
pH pH pH pH
Z94 8,0 8,1 8,1 8.3
Z9AE 8,1 8,2 8,1 8,3
Z9ABP 7.5 7,4 7.4 7,2
Z9AEBP 7.7 7.5 7,5 7.3

C) Verbesserte Pufferung des Substrats Z

Als geeignete Puffer fiir pH-Werte liber 8 kommen vor allem das System
1 Karbonat-Bikarbonat oder 2 der organische Puffer TRIS, eventuell auch 3
das Gemisch Borsiure/KCl/NaOH in Frage.

1-Karbonat-Bikarbonat. In den Z-Losungen ist bereits ein schwaches Kar-
bonatpuffersystem verwirklicht, allerdings bei wattegestopften Kulturge-
fissen nicht ganz richtig eingesetzt, da ja Luft-CO, zur Losung zutreten
kann. Aus Griinden der besseren Sterilhaltung bei den iiber viele Wochen
erstreckten Versuchen wurde davon abgesehen, Gummizapfen als Kclben-
verschluss einzufithren (wie OSTERLIND [124]), weil die Wattestopfen
darunter von Kondenswasser feucht wurden, was eine saubere Arbeitsweise
bei spiterer Uberimpfung erschwerte. Ohne solchen dichten Abschluss
mussten aber die pH-Werte auch in Medien mit erhohtem Sodagehalt
immer wieder fallen. In frisch zusammengesetzten Z§-Losungen (nicht
sterilisiert) mit erhohtem Sodagehalt von 2 bzw. 20 mM/l senkten sich die
pH-Werte innert 4 Tagen (20°C, je so ml in Erlenmeyerkolben 200 ml,
nicht geschiittelt) von 10,2 auf 8,6 bzw. von 10,9 auf 10,1. Trotz solchen
Unzulinglichkeiten in der Versuchsanordnung wurde ein Experiment mit
verschieden hohen Karbonat- und Bikarbonatzusitzen orientierungshalber
angestellt. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 6.

Es geht daraus hervor, dass bis 20 mM/I Bikarbonat ertragen werden.
Liegt aber die Hilfte davon als Soda vor, so steigt der pH-Wert knapp
unter 10, was den Wachstumsbeginn schon zu stark verzogert. Die be-
trichtliche Verschiebung des K/Na-Verhiltnisses zugunsten von Na hat
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Tabelle 6
Orienticrender Versuch diber den Einfluss von verschieden hoben Na,COy- bzw. NaHCO4-Zu-
sdtzen zum Substrat Z (modifiziert) auf das ¥ achstum von O. rubescens und auf die Ver-
dnderung der pH-Werte wibrend der Kulturperiode. Kulturbedingungen: 1500 Lux, 20—
23°C, nicht geschiittelte Kolben. Abkiirzungen: ZNa Substrat Z (Seite 116) ohne
Na,CO,, ZK Substrat Z ohne N2a,CO,, mit 5,5 mM/l KNO; statt NaNO,, 5§ Na,CO;-
Zusatz (in Klammern: Konzentration in mM/I), B NaHCO,-Zusatz (in Klammern:
Konzentration in mM/l), L NaOH-Zusatz (1 mM/l).

Substrat Impf- | Inkuba- | Wachstum | _PTt (Mittel von 3 Kb,
+ Zusitze mat. tionszeit nach frisch nach 1 Monat
Klon | (Tage)?!) 1 Monat steril steril [beimpft
ZNa + 5(0,2) 55 11 stark 7.5 7.5 10,0
(=Z8) 65 13 stark 7.5 7,5 9,7
ZK +5(0,2) 55 11 stark 7.5 7.6 10,2
63 13 stark 7.5 7.6 9,7
ZNa +5(0,2) + L 55 10 stark 8,1 8,2 10,3
(=29) 65 11 stark 8,1 8,2 9,9
ZK+S02)+L 55 10 stark 8,1 8,2 9,7
65 11 stark 8,1 8,2 10,0
ZNa + B(2) 55 10 stark 8.3 8,4 9,7
65 11 stark 8,3 8,4 9,5
ZK + B(2) 55 .10 stark 8,3 8.4 9,8
65 11 stark 8,3 8,4 9,6
ZNa + B(20) 55 10 stark 9,4 9.3 9,6
65 12 stark 9,4 9,3 9,6
ZK + B(20) 55 11 stark 9,4 9.4 9,6
65 12 stark 9,4 9,4 9,8
ZNa+B(10)+S(10) | 55 18 schwach 9,9 9,4 9,8
65 24 sehr
schwach 9,9 9,4 9,5
ZK +B(10) +S(10) 55 21 sehr
schwach 9,9 9,4 9,5
65 — kein
Wachstum 9,9 9,4 9,5

1) Inkubationszeit bis zum eintretenden deutlichen Wachstuin, beurteilt mit der auf S. 126
beschriebenen Methode.

dabei offenbar keinen wesentlichen Einfluss, sind doch die Resultate der
ZNa- und ZK-Serien ungefihr dieselben.

2-TRIS (Tris|bydroxymethyl|aminomethan = 1,3-Dibydroxy-2-hydroxymethyl-
2-amino-propan). Fiir Kulturen von marinen, pflanzlichen Organismen wird
neuerdings TRIS als organischer Puffer verwendet fiir den pH-Bereich
zwischen 7,5 und 8,5 in Konzentrationen von normalerweise 1 g/l, ja sogar
bis 10 g/l (PrROVASOLI, MCLAUGHLIN und DROOP [139]). Ein Experiment
mit O. rubescens zeigte jedoch sofort, dass 1 g/l, teilweise sogar schon 0,1 g/l
TRIS aufdiesen Organismus toxisch wirken. In Tab. 7 werden Zahlenwerte
tiber das Wachstum zweier verschiedener Klonkulturen in TRIS-Substraten
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gegeben. Wieder musste vorsichtshalber das K/Na-Verhiltnis etwas zu-
gunsten von K verschoben werden, da bekanntlich mit steigendem TRIS-
Gehalt in den Medien der K-Bedarf bestimmter Algen erhcht wird (z. B.
Phormidium persicinum [139]). Nach Tab. 7 kommt der O.-rubescens-Klon 65
in den beiden Medien mit TRIS tiberhaupt nicht zur Vermehrung; Klon 3
ertrigt noch 0,1 g/l, wichst dabei aber schon weniger gut als in den iibrigen
Substraten. In dieser allenfalls noch ertriglichen geringen Konzentration
(0,83 mM/1) ist jedoch die TRIS-Pufferwirkung bereits zu gering und nicht
mehr interessant.

Erstaunlicherweise kam iibrigens bei diesem Versuch auch in den Medien
7-3 und 7-4 mit neutralem pH-Wert das Wachstum gut in Gang, was eine
Folge der kriftigen Impfung sein mag: das Impfmaterial befand sich in
einem Zustand raschen Wachstums, und der pH-Wert der schwachge-
pufferten Losungen mag sich unter seinem Einfluss rasch erhdht haben (es
erfolgten im Verlauf der ersten § Tage leider keine pH-Messungen). In den
Na,COgfreien Lisungen 7-3 und 74 zeigte sich mit gutem Oscillatoria-
wachstum also, dass ein Ausbleiben desselben in den Substraten 7—5 und
7—6 nicht mit dem fehlenden Karbonat, sondern mit der toxischen Wirkung
von TRIS in Zusammenhang stehen muss.

3- Borséiure/ KCI/ NaOH. Auch Experimente mit einem Boratpuffergemisch
fithrten zu einem dhnlichen Ergebnis: Tab. 8 liefert Angaben iiber diese
Erfahrungen. Danach ist allenfalls noch eine Konzentration von § mM/1
Borsiure + 5 mM/l KCl 4+ 1 mM/1 NaOH ertriglich, wenn die Algen auch
morphologisch nicht mehr ganz normal erscheinen (Fiden bei den Quer-
winden eingeschniirt). Der pH-Wert hiilt sich dabei zwischen 8 und 9 und
wird beim Autoklavieren nicht so stark erhéht wie in Losung Z 9. Im ganzen
gesehen ist jedoch die Wirkung des Borsiurezusatzes eher ungiinstig und
praktisch nicht auswertbar.

d) Schlussfolgerungen

Wenn in spiteren Reinigungsexperimenten Substrate mit organischen
Zusitzen zur Anwendung kommen, so soll deren Konzentration moglichst
tief gehalten werden, damit die verwendbaren schwachen Puffer den pH-
Wert noch wirksam im giinstigsten Bereich zu halten vermdgen. Wenn
auch das Karbonat-Bikarbonat-Puffersystem das am besten geeignete wire,
so wird es doch fiir die Reinziichtungsversuche nicht giinstig sein, weil es
die Einfithrung von abgeschlossenen Kulturgefissen erfordert. Dies ist aber
aus Griinden der besseren Sterilhaltung vorliufig nicht erwiinscht.



136 Robert Staub Hydrol.

Tabelle 7
Wachstum der O.-rubescens-Klonkulturen 3 und 65 in modifizierten Z-Substraten mit Zusatz
von TRIS. Kulturbedingungen: 1500 Lux, 20~23°C. Mittelwerte von 3 Parallelkulturen.

Bezeichnung 7-1 7-2 7-3 | 74 7-5 7-6
=7Z81 =29
E:OA NaNQ, mM;/1 5,50 5,50 5,50 | 2,50 2,50 2,50
2 ey KNO, mM/1 0. 0 0 3,00 3,00 3,00
2% Na,CO, mM/lI | 020 | 020 |o 0 0 0
2 ﬁ TRIS mM/1 0 0 0 0 0,83 8,30
E-g =0,1g/1=1g/1
gw NaOH mM/1 0 1,00 0 0 0 0
85 pH nach Autokl. 7,6 8,0 6,9 6,9 7.8 8,6
Q7 Aussehen nach klar | leichter | klar | klar | Kklar leicht
Autoklavieren Nieder- triibe
schlag
= Klon 3 E 1,34 1,40 1,23 | 1,46 1,04 0,02
- 2 taglich 1 mal ge-
?:D o 5 schiittelt pH 9,2 9,1 9,1 9,0 8,9 8,4
2%%
SSE8 | Kion 63 E 1,37 | 1,27 | 109! 115]| 016 | 0,03
m‘ © 3 taglich 1 mal ge-
AT g | schittelt pH |87 8,7 87 |88 | 84 8,4
8%
? o] Kion 65 E 0,12 1,74 1,12 | 1,51 0,12 0,03
g auf der Schiittel-
— maschine pH 8,0 8,6 8,5 8,6 8,1 8,4

1) Ausser den in der Tabelle angefiihrten Substanzen enthalten alle Substrate in gleichen
Mengen Ca(NOy),4 H,0, K,HPO,, MgS0, 7 H,O, Fe-EDTA-Komplex und Spurenelementls-
sung wie fiir Substrat Z auf S. 116 angegeben.

2) Extinktionswerte E gemessen bei A = 610 my, z = 0,5 cm; es handelt sich um korrigierte
Werte (S. 99 ff.)

4. Vorversuche zur Verbesserung der Plattenmethode
a) Agarnébrbiden

In einzelnen Wachstumsversuchen mit Z-Agarsubstraten waren die O.-
rubescens-Faden nach dem Aufsetzen sehr bald zerfallen, obwohl sie rasch
wachsenden Kulturen entstammten. Vermutlich war daran der tiefe pH-
Wert (6,4 bei 50°C gemessen) schuld. Nach den Erfahrungen aus den
vorangehend beschriebenen Pufferversuchen liessen sich nun die Agar-
substrate zweckmissig modifizieren.

In Tab. g sind einige Angaben iiber diese Nahrboden zusammengestellt.
Bei Impfung solcher Platten mit Fiden aus O.-rubescens-Klon 63 wurde dann
festgestellt, dass die Nihrboden g-3 bis 96 den sofortigen Zerfall der
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Tabelle 8
IFachstum der O.-rubescens-Klonkulturen 55 und 65 in modifizierten Z-Substraten mit Bor-
saure| KCI[NaOH-Puffer.

Substrate: 81 == Z8 (Scite 116)

82 = Z8 + 1 mM/l NaOH (= Zo)

83 = Z8 + 2 mM/l NaOH

84 = Z8 + s mM/l NaOH

8-5 =28 + 1 mM/Il NaOH + s mM/] Borsiiure + s mM/I KCl

8-6 = Z8 + 2 mM|/lI NaOH + 10 mM/l Borsidure + 1o mM/1 KCl

8-7 = Z8& + 5 mM/I NaOH + 25 mM/I Borsiure 4+ 25 mM/1 KCI
Abkiirzungen: Au = Autoklavsterilisation; Fi = Filtration durch Membranfileer
mittel, Gruppe 6, Porendurchmesser ca. 0,2p¢ (Membranfiltergesellschaft Gottingen).

Kulturbedingungen: 1500 TLux, 20~-23°C, nicht geschiittelt.

pH-Werte
Mittel v. 3 Parall.
" g
o o : = - 3 £ .
e =2 | = (o2 g o g o & &
- S 58 LT = = =4 .= M
o ] = = Il (3} ae—=
£ EEISE =8| 2 | £5°EF | Ei=iTe
w|n |4 20 | B&l=8) = 4G z® RRREER
Au | 35 7.4 8,2 3,0 |80 (:) | klar
8-7 65 8,0 - Material
Fi |55 74 74| 15 75| + |Kklar hellbraun
65 8,0
Au | 55| 90 9,5 8.0 | 89| 4 ~ | leichter M al
4.2 65 9,1 | £ +4 | Niederschl | ~atera
I F 5 90 | 90 | 8,0 [89] « = | leichter braunrot
65 9,1 | -+ + ! Niederschl.
Au | 35 9,6 9,8 8,3 | 8,7 - flockiger
8-3 63 8,5 - Niederschl.
Fi | 55 9,6 | 100 8,2 |86 += flockiger hell rotbraun
65 8,5 - ~ | Niederschl. | flockig verteilt
Au | 535 | 10,1 10,4 8,7 8,8 — flockiger
54 65 8,8 — Niederschl.
Fi | 55 {10,1 10,1 8,6 8,8 + — | flockiger hell rotbraun,
65 8,8 + + | Niederschl. | mikr. Bild normal
Au | 55 3,2 8,5 8,0 | 87 + leicht Material griinlich-
95 65 9,1 | ++ | triibe braun, allgemein
O~—J . .
Fi| 551 82 8,3 8,0 |89 ++ | klar kurze Faden, bet
65 9,0 | + - Querw. eingeschn.
Au | 55 | 84 8,5 8.1 |82 - balliger
$-6 65 8,2 - Niederschl.
Fi | 55 8,4 8,4 8,1 |82 - klar
65 8,2 —
Au | 55 8,5 8,5 8,3 (8,3 - balliger
Sy 635 8,3 — Niederschl.
Fi| 55 8,5 8,5 8,3 |83 - klar
65 8,3 -
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Fiden bewirkten und keine aktive Bewegung erlaubten. Auch die Boden
9-1 und g-2 lieferten kein befriedigendes Ergebnis. In einer Wiederholung
des Experiments mit verschiedenenKlonkulturen wurde dann aber erkannt,
dass unterschiedliche Bewegungs- urd Vermehrungsfihigkeit auf den
Nihrboden g-1 und 9-2 offenbar weitgehend mit dem Zustand des Impf-
materials in Zusammenhang stehen. So kamen denn diesmal auf g-1 und
9-2 einzelne Klone zu guter Entwicklung. In den Nihrboden 9-3 bis 9-6
mussten sich aber durch den Sterilisiervorgang bei erhohtem pH-Wert
Substanzen gebildet haben, die auf O. rubescens toxisch wirken. Jedenfalls
war aufihnen keine Bewegung der Fiden zu bemerken, und die Algen zer-
fielen alle rasch. Dafiir Lann mcht der pH-Wert an sich verantwortllch sein,
ist er doch im Vergleich mit den fliissigen Z g-Substraten nicht besonders
hoch.
Tabelle 9

pH-Werte in modifizierten Z-Substraten mit Agarzusarz. Grundlosung wie Z 8 (8. 116),
aber ohne Na,CO,, Messung der pH-Werte im fliissigen Medium bei 50°C

Substrat | NaHCO, | Agar pH nach dem Aussehen des fliissigen
mM/1 % Autoklavieren Substrats vor Erstarren

9-7 1 1,0 7.5 klar, hellgelb/farblos
9-2 1 1,5 7.4 klar, hellgelb
9-3 5 1,0 " 8,1 klar, gelbbraun
9-4 5 1,5 8,0 klar, dunkelgelb
9-5 10 1,0 8,3 klar, braun
96 10 1,5 8,2 klar, brain

b) Silicagelnibrbiden

Wenn zur Reinkultivierung von 0. rubescens deren Beweglichkeit aus
festen Nihrsubstraten ausgeniitzt werden soll, so wiire ein streng anorgani-
sches Medium mit Silicagel als Verfestigungsmittel natiirlich das am besten
geeignete. Einige kleine Experimente mit solchen Substraten, wie iiblich
hergestellt mit Natriumsilikat und Salzsiure nach PRINGSHEIM [134],
liessen diese Methode aber - in diesem Fall - als vollkommen unbrauchbar
erscheinen: Bei der Herstellung der Platten konnte nicht im Autoklav
sterilisiert werden, da bei der raschen Erhitzung Blasenbildung nicht zu
vermeiden war. Die Dampftopfsterilisierung wurde jedoch als zuwenig
sicher angesehen. Ausserdem blieb der pH-Wert zu tief.

TEMPLE [161] sowie KINGSBURY und BARGHOORN [91] berichten nun
aber iiber modernere Kieselsiuregel-Nihrboden, die besonders in der
Bakteriologie dort verwendet werden, wo Agar unerwiinscht ist. Das Pro-
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dukt Silicagel Ludox (Du Pont), ein organisches Orthosilikat in kolloidaler
wiisseriger Losung (309%), kann nach Verdiinnung auf 10% mit Wasser
bzw. Nihrlosung durch Erhitzen im Autoklav verfestigt werden. Dies ist
jedoch nur bei pH-Werten unter dem Neutralpunkt in solcher Verdiinnung
moglich. Braucht man Nihrboden mit alkalischer Reaktion, so muss die
Ludoxkonzentration erhht werden. Nach einigem Experimentieren wur-
den die in Tab. 10 zusammengestellten Medien als die giinstigsten be-
funden, mit verschiedenen Klonkulturen in Erlenmeyerkolben (100 ml mit
je 20 ml Substrat) beimpft und bei 500 Lux, 20-23°C, aufgestellt. Die O.-
rubescens-Fiden blichen alsbald aus und gingen zugrunde. Die hohe Konzen-
tration des Verfestigungsmittels musste ungiinstige Bedingungen geschaf-
fen haben. Die zur Kontrolle geimpften Agarnihrboden (9-2, Tab. 9, S. 138)
erlaubten hingegen eine gute Entwicklung des gleichen Impfmaterials.

Nach diesen negativen Ergebnissen wurde von weiteren Experimenten
mit den an sich sehr vorteilhaft erscheinenden Kieselsiuregel-Nihrboden
einstweilen abgesehen.

Tabelle 10
Zusammensetzung modifizierter Z-Substrate mit Silicagel Ludox. Die Substrate 10~z und
10—4 enthalten (mit der wiisserigen Verdiinnungslésung zugegeben) Mineralsalze in
gleichen Mengen wie Losung Z8. Bei 10—1 und 10-3 ist Na,CO; weggelassen. Aussehen
der verfestigten Nihrbéden: Alle Substrate praktisch farblos, ziemlich fest, im Ver-
gleich mit Agarsubstraten ziher, trockener, weniger elastisch. Bei raschem Abkiihlen
nach dem Sterilisieren oder bei zu tief gesenktem pH-Wert konnen Risse im Nihr-
boden entstehen.

Substrat | Teile Ludox Teile wisserige pH vor dem Auto-
Verd.-l6sung klavieren (einge-
stellt mit HCI)

10-1 8 2 8,0
10-2 8 2 8,0
10-3 6 4 7.5
710-4 6 4 7,5

5. Desinfektionsversuche mit Antibiotika
a) Vorbemerkungen

Nach dem Erfolg mit Actidion zur Ausschaltung von Pilzen, Griinalgen,
Protozoen und anderen Organismen der urspriinglichen Planktonbiozonose
aus den O.-rubescens-Kulturen musste in Betracht gezogen werden, mit an-
deren Antibiotika nun auch noch die Bakterien zu eliminieren. Bisher ist
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aber noch kein Antibiotikum bekannt geworden, das spezifisch gegen
Bakterien wirkt, Blaualgen dabei aber allgemein unbeschidigt lisst. Es
durfte hochstens damit gerechnet werden, dass sich ein Produkt finden
lasse, bei welchem wenigstens ein deutlicher, gradueller Unterschied in der
Abtotungswirkung gegeniiber den beiden Organismengruppen nachweis-
bar und auszuniitzen wire. Damit ist aber schon gesagt, dass der Erfolg
einer solchen Methode von exakter Dosierung in Konzentration und Wir-
kungsdauer abhingig ist. Praktisch wiren wenn moglich hohe Konzen-
trationen, wihrend kurzer Zeit wirksam eingesetzt, anzustreben, womit
am echesten ein Herausziichten von resistenten Bakterienstimmen ver-
mieden wiirde. Dazu miisste aber eine zuverlissige Kontrolle zur Verfiigung
stehen, die sofort iiber den Zustand der behandelten Zellen Auskunft gibt.
Die Wachstumsgeschwindigkeit der Algenfiden kann als Mass zweifellos
nicht in Frage kommen. Sie lisst sich ja nur in Experimenten, die Tage und
Wochen dauern, exakt ermitteln. Und doch miisste sich — mit Hinsicht auf
den Zweck der Arbeiten - die Antibiotikadosierung vor allem nach ihrer
Einwirkung auf die Zellteilungsfihigkeit der Oszillatorien richten. Fiir die
im folgenden beschriebenen Experimente stellte sich daher zunichst die
Aufgabe, zur zuverlissigen Beurteilung dieser Verhiltnisse eine indirekte,
rasch arbeitende Testmethode zu finden.

b) Orientierende Plattentestexperimente

Auf dicht iiberwachsenen Mineralagarplatten (9-2, S. 138) ist die krie-
chende Bewegung der O.-rubescens-Fiden bei mikroskopischer Betrachtung
mit schwacher Vergrosserung sehr auffillig und mit einem Blick zu be-
urteilen. Da sich oft zwei aneinanderliegende Fiden in entgegengesetzter
Richtung bewegen, wird das Kriechen besonders gut sichtbar. Bei Be-
strahlung mit Ultraviolettlicht oder Einwirkung von Giftstoffen kommt
die Bewegung der geschidigten Fiden bald zum Stillstand, wenn auch zu-
nichst gar keine morphologischen Verinderungen zu bemerken sind.

Unter Ausniitzung dieser sofort sichtbaren Reaktion der Algen wurden
nun aktiv bewegliche Fiden auf Agarplatten direkter Antibiotikaeinwir-
kung unterworfen. Sterile, runde Filterpapierblittchen von 6 mm Durch-
messer wurden mit einer abflambierten Pripariernadel in Losungen ver-
schiedener Antibiotika getaucht, darauf zur Entfernung iiberschiissiger
Fliissigkeit kurz auf steriles Filterpapier in einer Petrischale gelegt und
schliesslich in die Mitte von dicht iiberwachsenen Oszillatorienplatten ge-
setzt. Das Antibiotikum konnte in den Nihrboden hinausdiffundieren, und
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es ergaben sich mit zunehmendem Abstand vom Filterpapierblittchen
kontinuierlich immer geringere Konzentrationen. Die Bewegung der Fiden
wurde dann in bestimmten Zeitabstinden vom Blittchen aus radial gegen
den Petrischalenrand mikroskopisch kontrolliert.

Oft liess sich eine scharf begrenzte, runde Zone um das Blittchen ab-
messen, innerhalb welcher die Bewegung stillgelegt worden war. Der
Durchmesser dieses Hofes (4, in mm; Index A bezieht sich auf Algen) gab
dann ein Mass fiir die Wirkung des Antibiotikums auf die Oszillatorien-
bewegung.

Entsprechend konnten die in gleicher Weise mit Antibiotikalosungen
getrinkten Filterpapierscheibchen auch auf TGE-Agar, der kurz zuvor mit
einer Suspension der unerwiinschten Begleitorganismen geimpft worden
war, gelegt werden. Die hier nach 24 Stunden (25°C) ablesbaren Hemm-
hofe (Durchmesser = d in mm; Index B bezicht sich auf Bakterien) konn-
ten dann mit den d,-Werten verglichen werden.

Bei einzelnen Antibiotika war dp deutlich grésser als d,. In einer ring-
férmigen Zone zwischen dem d;-und dem d-Kreis mussten also Oscillatoria-
fiden vorhanden sein, die sich noch bewegten, wihrend ihre agarwiichsigen
Begleitbakterien dagegen schon bakteriostatisch oder bakterizid geschi-
digt worden waren.

In den Tab. 11 und 12 sind Messwerte aus solchen Experimenten zur
vorliufigen Auswahl wirksamer Antibiotika zusammengestellt. Es handelt
sich um Einzelwerte, die lediglich einen Hinweis geben und ungiinstige
Priparate ausscheiden lassen sollen. Diese Angaben wurden spiter bei den
Desinfektionsversuchen mit Algenplatten immer wieder kontrolliert. Es
ergaben sich dabei keine prinzipiellen Abweichungen vom provisorischen
Befund, wie er in den Tab. 11 und 12 zum Ausdruck kommt.

Die Tab. 13 und 14 vermitteln einen Eindruck von den Unterschieden
zwischen d, und dy bei verschiedenen Klonen mit einigen zusitzlich aus-
gewihlten Antibiotikumpriparaten. Aus allen Wirksubstanzen sticht
Aureomyecin als besonders zweckdienlich hervor. Entweder hemmt es die
Algenbewegung tiberhaupt nicht, oder im ungiinstigsten Fall ist dp immer
noch gut doppelt so gross wie d, (bei Klon 18). Die Wirkung von Strepto-
mycin ist bei den einzelnen Klonen sehr verschieden. Wenn es bei den
einen nach kurzer Einwirkungsdauer noch sehr giinstig wire (Klone 6 und
18, Tab. 13), so kommt es dagegen bei anderen gar nicht in Frage, weil 4
sogar grosser als dp wird. Bei Chloromycetin und Neomycin liegen die Ver-
hiltnisse beziiglich der einzelnen Klone ebenfalls ganz unterschiedlich. Die
d4- und dg-Werte bei Polymyxin, Sigmamycin, Terramycin, Tetracyclin
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Tabelle 12
Wirkung verschiedener Antibiotika und eines Sulfonamids auf die Begleitbakterien in O.-rubes-
cens-Klonkulturen. SEBAS-Testblittchen @ 9 mm (s. S. 96). Durchmesser der Hemm-
hofe auf TGE-Agarplatten (dg in mm), abgelesen nach 24 h (25°C).

Antibiotikum Klonkulturen
bzw. Chemo-
therapeutikum 5T | 5514 | 6314 | 6412 | 65-14
) B H 3 3
Aureomycin 23 30 32 32 44
Bacitracin 0 0 0 0 0
Chloromycetin 19 30 30 32 43
Erythromycin 11 15 11 20 44
Magnamycin 0 0 0 0 27
Neomycin 25 24 27 23 26
Oleandomycin 0 0 0 0 36
Penicillin 0 0 0 0 0
Polymyxin 14 12 0 0 0
Rovamycin 0 0 0 0 25
Sigmamycin 26 38 38 33 48
Streptomycin 22 32 28 32 35
Tetracyclin 26 36 38 34 45
Terramycin 23 35 34 35 44
Sulfonamid 22 35 33 24 48

1) Einzelwerte.
2) Mittelwerte aus zwei aufeinanderfolgenden Experimenten.

Tabelle 13
Vergleich der Wirkung einiger Antibiotika auf die Kriechbewegung von O. rubescens und auf
die Vermebrung ibrer Begleithakterien. Filterpapierblittchen @ 6 mm, getrinkt mit
Antibiotikalosungen (je 10 mg/ml) (vgl. Anm. 1, S. 142).

d4 = Durchmesser der Hemmzone, innerhalb welcher die Kriechbewegung auf
Mineralagar (9-2, S. 138) zum Stillstand gebracht wird; mikroskopische Beur-
teilung 6, 12 und 24 Stunden nach Aufsetzen der Blittchen.

dp = Durchmesser der Hemmzone, innerhalb welcher auf TGE-Agar keine Begleit-
bakterien zur Entwicklung kommen (24 h, 25°C).

Actidion Aureomycin Polymyxin Streptomycin

Klon-
kuﬁcﬁr da dp a4 dp d4 dp da [3:]
612 24 | 24 6 12 24 | 24 6 12 24 | 24 612 24 | 24
6-717 0 0 0 0 0 0 0 (18 |1212 14 | 14 01012 | 22
18-10 0 0 0 0 8 810 (20 |12 12 14 | 14 016 16 | 20
79- 8 0 0 0 0 0 7 8 (22 (121220 {14 (24 24 26 |20
51-13 0 0 0 0 0 0 O {18 121220 |13 |20 20 24 | 18
63-13 0 0 0 0 0 0 0|16 {1212 18 |14 |10 10 12 | 24
64-11 0 0 0 0 0 0 0 (32101216 |14 {14 14 20 | 28
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Tabelle 14
Vergleich der Wirkung einiger dntibiotika anf die Kriechbewegung von O. rubescens und auf
die Vermebrung ibrer Begleitbakterien. SEBAS-Testblittchen @ 9 mm (s. S. 96). Bezeich-
nungen wie in Tab. 13. Wo waagrechte Striche gesetzt sind, konnte die Beurteilung
wegen allgemein schlechter Bewegung der Fiden nicht sicher vorgenommen werden.

/

Klonkultur

Antibiotikum 6-12 63-14 64-11
bzw. Chemo-
therapeutikum Z ds da 4B da dB

6 24 72 24 6 24 72 24 6 24 72 24
Aureomycin 0 00 23 0 00 32 0 0 0 32
Chloromycetin 20 20 20 19 18 18 20 30 014 20 38
Neomycin 16 22 24 25 12 12 12 27 - - - 23
Sigmamycin 24 26 26 26 - - - 38 - - - 33
Sulfonamid 24 24 24 22 18 20 20 33 20 22 24 24
Terramycin 16 20 20 23 24 26 26 34 - - - 35
Tetracyclin 24 26 26 26 28 28 28 38 30 30 30 34

und auch bei einem Sulfonamid stimmen so weitgehend iiberein, dass ihre
erfolgreiche Anwendung nicht in Betracht gezogen werden konnte.

Die ausgesprochene Unempfindlichkeit von O. rubescens gegeniiber Aureo-
mycin findet eine Parallele bei den von FOTER, PALMER und MALONEY
[s0] untersuchten Vertretern der Gattungen Calothrix, Nostoc und Phormi-
dium: 2 bis 20y Aureomycin, mit Papierscheibchen auf Agarplatten gesetzt,
storten das Wachstum dieser Algen nicht im geringsten. Dagegen bildeten
sich Hemmhofe von 13 bis 20 mm Durchmesser bei Microcystis und Symploca.
In den eigenen Versuchen mit O. rubescens wurden mit einem Antibiotikum-
blittchen noch grossere Aureomycinmengen auf die Platten gebracht. Ein
Scheibchen saugt rund o,01 ml Fliissigkeit auf, enthielt also bei dem in
Tab. 13 dargestellten Experiment ca. 100y Aureomycin.

ODb nun aber diese d,-Werte tatsichlich auch etwas tiber die Schidigung
der Vermehrungsfihigkeit bei den Oszillatorien auszusagen vermdgen,
musste erst noch mit Wachstumsversuchen abgeklirt werden. Zu diesem
Zweck wurden auf Mineralagarplatten (bewachsen mit 6 verschiedenen
Oscillatoriaklonen) in der Nihe der Antibiotikablittchen (Aureomycin,
Polymyxin, Streptomycin) Proben erhoben und in Losung Zg iibertragen.
Dabei wurden mit der rechtwinklig abgebogenen Platindse Agarscheib-
chen ausgestochen; und zwar 1 innerhalb der d-Zone, also dort, wo die
Algen zum Stillstand gekommen waren; 2 zwischen der - und der dp-
Zonengrenze, wo also nur die Bakterien geschidigt sein sollten, die Oscilla-
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torien aber noch beweglich blieben; 3 weit ausserhalb der dz-Grenze, wo
kein Antibiotikumeinfluss mehr vorhanden sein konnte.

Von der grossen Zahl so geimpfter Kulturen entwickelten sich bei
Impfungen mit Material von der innersten Probestelle 1 doch noch 20 bis
75%, weiter, nimlich 759, bei 6 Std. Kontaktzeit, 50% bei 12 Std. Kontakt-
zeit bzw. 20%, bei 24 Std. Kontaktzeit. Von den mit Material aus der Grenz-
zone 2 und aus dem unbeeinflussten Bereich 3 geimpften Kolben begannen
aber — je nach Klon - 75 bis 100%, zu wachsen.

Die Wachstumsfihigkeit des Algenmaterials von der innersten Probe-
stelle fiel somit - insbesondere bei lingeren Kontaktzeiten — gegeniiber der-
jenigen von ausserhalb der d,-Grenze entnommenen Fiden deutlich ab.
Die den Probestellen 2z und 3 entstammenden Oszillatorien lieferten einen
ungefihr gleich hohen Prozentsatz von auswachsenden Kulturen, woraus
geschlossen werden darf, dass das versuchstechnisch interessante Material
aus der Grenzzone 2 wirklich nicht betrichtlich geschidigt ist, wogegen ja
die Bakterien hier noch deutlich in der Entwicklung gehemmt sind. Die
Bewegungsfihigkeit der Oszillatorien scheint somit einen durchaus brauch-
baren Hinweis auf die algizide Wirkung der Antibiotika zu geben.

Nach diesen vorliufigen Erfahrungen schien es nun angezeigt, die An-
strengungen zur Reinkultivierung von O. rubescens auf die Anwendung
dieser Antibiotikatechnik, vor allem mit Aureomycin, zu konzentrieren.
Bei einer Anzahl von Oscillatoriaplatten (Impfmaterial: Kulturen 6-11,
18-10, 19-8, 51-13, 63-14, 64—11) wurden Aureomycinblittchen aufgelegt.
Nach verschiedener Einwirkungsdauer (12, 24 und 48 h) direkt am
Blittchenrand ausgestochene Proben (runde Agarplittchen mit 2 mm
Durchmesser, je 3 Parallelproben) wurden im sterilen Impf kasten in Kolben
mit Nihrlosung Z g tibertragen.

Bei der Lurzesten I\ontaLtzelt (12 h) war schon innert einer Woche in
allen 18 Kolben beginnendes Wachstum festzustellen. Auch die 24 Stunden
lang dem Antibiotikum ausgesetzten Proben entwickelten sich ausnahms-
los alle weiter. Fiir die Kontaktzeit von 48 h gab es dagegen rund einen
Drittel Ausfille (13 auswachsende von 18 geimpften Kolben). ~ Die Priifung
auf Bakterienverunreinigungen (TGE-Agar) in diesen Kulturen ergab je-
doch, dass alle noch reichlich Begleitbakterien enthielten.

Zweifellos war die Arbeitsweise in diesen Vorexperimenten noch zuwenig
differenziert: Die Oscillatoriaplatten mussten sich ja gut eine Woche lang
entwickeln, bevor die Antibiotikablittchen aufgelegt werden konnten, und
in dieser Zeit hatten die in den Klonkulturen ohnehin schon reichlich vor-
handenen Bakterien Gelegenheit, die Agaroberfliche zu iiberwuchern. Die

10
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im Wirkungsbereich der Antibiotika vorhandene Anzahl von Bakterien
war somit schon bei Beginn der Desinfektion ausserordentlich gross, womit
die Wahrscheinlichkeit gegeben war, dass mit jeder Probenahme Resistente
erfasst wiirden. — Das Vorgehen wurde nun so verfeinert, dass mit einzelnen
Oscillatoriafiden, die schon im voraus moglichst wenige Begleitbakterien
mit sich fiihrten, experimentiert werden konnte.

c) Bebandlung einzelner O.-rubescens-Fiden mit Antibiotika

Ahnlich wie bei den ersten Klonisolierungsversuchen wurden nun kleine
Tropfen von Oscillatoriamaterial in die Mitte von Mineralagarplatten (g-2,
S. 138) gesetzt. Die Bewegung einzelner Fiden zum Schalenrand liess sich
mikroskopisch verfolgen. An giinstigen Stellen — moglichst weit vom
Plattenzentrum entfernt — wurden dann Antibiotikablittchen in die Nihe
der sich bewegenden Fiden gelegt, ihre Reaktion verfolgt und in Proto-
kollen festgehalten.

Zuniichst wurden Aureomycinscheibchen so gelegt, dass die Kriech-
spuren geradewegs in den Einflussbereich des Antibiotikums hineinfithren
mussten. Viele Fiden drehten dann ab und gerieten in eine spiralige oder
kreisformige Bahn. Einzelne kehrten aber ihre Bewegungsrichtung einfach
um und krochen wieder vom Antibiotikum weg. Einige wenige aber kamen
in direkten Kontakt mit dem Aureomycinblittchen und bewegten sich am
Rande desselben in einer besonders feuchten Zone weiter, eine Kreisbahn
um das Filterpapierscheibchen beschreibend, wobei die Fiden sich aller-
dings manchmal der Beobachtung entzogen. Ein einzelner Faden, der sich
in einer Schlingelbewegung vorwirtswand, geriet direkt unter ein Aureo-
mycinblittchen und kroch auf der entgegengesetzten Seite desselben wie-
der hervor.

Nachdem die Einzelfiden sich dann wihrend einiger Stunden unter dem
Einfluss von Aureomycin befunden hatten, konnte versucht werden, sie mit
einem darum herum ausgestochenen Agarstiick als Unterlage auf eine
zweite Agarplatte zu legen. Beim Weiterkriechen sollte dann ein anderes
Antibiotikum in die Nihe gelegt und so eine kombinierte Desinfektions-
wirkung zustande gebracht werden. Nach dem Ubertragen auf die neue
Platte bewegten sich alle Fiden auf dem alten Agarscheibchen zunichst
noch etwas weiter, kamen aber am Rand desselben ausnahmslos in die be-
reits erwihnte Kreisbewegung. Dort waren sie aus optischen Griinden nicht
mehr gut zu beobachten, und die Kontrolle war dadurch zu sehr erschwert,
so dass sich ein Weiterverfolgen nicht lohnte. Kein einziger der vielen iiber-
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tragenen Fiden entfernte sich vom alten Agarstiick. Diese Beobachtung
steht in Widerspruch zu den von ALLEN [3] gemachten Erfahrungen, wo-
nach gerade mittels wiederholtem Ubertragen auf verschiedene Agar-
platten — ohne jegliche weitere Desinfektionsmassnahme - gute Rein-
kulturen von beweglichen fidigen Blaualgen, unter anderen auch von Os-
zillatorien, herzustellen wiiren. Es scheint, dass die Art O. rubescens in dieser
Hinsicht etwas empfindlicher ist als die von ALLEN beniitzten.

Eine Anzahl von O.-rubescens-Fiden, die in dieser Weise einzeln mit
Aureomycin behandelt worden waren (hochstens wihrend 24 h), wurde
aber direkt in fliissige Nihrlosung Z g {ibertragen. Von den 42 so geimpften
Kulturen kam genau die Hiilfte innert einem Monat zum Wachstum. Simt-
liche Kulturen enthielten wiederum Begleitbakterien.

6. Herstellung einer Reinkultur mit kombinierter UV- und
Antibiotikadesinfektion

2) Grundsitzliche Uberlegungen

Nach den bisher gemachten Erfahrungen mussten die nachfolgend zu-
sammengestellten Umstinde als vermutliche Hauptgriinde fiir den Miss-
erfolg der Reinziichtungsversuche angeschen werden:

1 Die Begleitbakterien mochten in derart grosser Arten- und Rassen-
mannigfaltigkeit vorliegen, dass in jeder Probe, auch nur schon an einzelnen
Oscillatoriafiden, immer resistente Individuen vorhanden waren.

2 Resistente in grosser Zahl waren vielleicht bel den dp-Bestimmungen
iibersehen worden, weil ithnen der TGE-Agar nicht zusagte, weshalb sie
zwar keine Kolonien bildeten, aber trotzdem iiberleben mochten und sich
bei spiiteren Uberimpfungen in Z g-Losung wieder entwickeln konnten.

3 Die Bakterienhemmzonen bei den TGE-Agar-Plattentests mochten
nur bakteriostatischer Wirkung zuzuschreiben sein.

4 Allenfalls doch bakterienfrei tiberimpfte O.-rubescens-Fiiden konnten
moglicherweise nicht zum Wachstum kommen, weil irgendwelche unent-
behrlichen organischen Nihrstoffe oder Vitamine in der Nihrlosung Zg
fehlten. '

In den nichsten Experimenten wurde den unter 1 und 4 genannten Be-
denken Rechnung getragen, und zwar einerseits durch Auswahl von Impf-
material, das schon teilweise gereinigt war, das also schon ein enger be-
grenztes Begleitorganismenspektrum aufwies, andererseits durch Ver-
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wendung von fliissigen Substraten mit Zusatz organischer Nihr- und
Wuchsstoffe. Aufdie unter 2 und 3 erwiihnten Unsicherheitsfaktoren wurde
vorerst nicht niher eingegangen.

b) Methode

Awuswabl des Impfmaterials. Nach mehrmaliger Uberimpfung der Klon-
kulturen auf anorganische Substrate war zweifellos die Anzahl verschiede-
ner Bakterientypen unter den Begleitorganismen schon etwas zuriickge-
gangen. Bel den Vorversuchen zur Desinfektion mit Antibiotika, insbe-
sondere bei den sorgfiltigen Experimenten mit Einzelfiden, diirften sodann
wiederum einige Bakteriengruppen — wenn auch noch nicht alle - ausge-
schaltet worden sein. In den meisten Fillen machte sich dies zwar bei Tests
auf TGE-Agar nicht bemerkbar, weil dieser Agar sehr vielen Mikroorganis-
mentypen ein gutes Wachstum erlaubt. Ein einziger Stamm aber enthielt
keine agarwiichsigen Bakterien mehr, so dass er noch mit anderen Niihr-
medien gepriift werden musste. In einem halbfliissigen Substrat, das auch
fiir Anaerobier und Mikroaerophile gute Bedingungen gewihrleistet (Difco
Fluid Thioglycollate Medium, empfohlen von CLAUSEN [27]), konnten
sich die auch hier noch vorhandenen Stibchenbakterien und Kokken - die
physiologisch nicht differenziert wurden - gut entwickeln. Uberimpfungen
aus diesem Medium auf TGE-Agar wuchsen jedoch wieder nicht an. Das
Organismenspektrum musste demnach bereits recht eng geworden sein.

Die O.-rubescens-Kultur mit diesen vielversprechenden Eigenschaften
war aus einem Antibiotikavorversuch mit Polymyxin (Tab. 13) hervorge-
gangen. Mineralagarplatten (9~2) waren mit Klonkultur 51-13 beimpft
worden. Nach 7tigigem Wachstum waren Filterpapierscheibchen, getrinkt
mit Polymyxinlgsung (10 mg/ml), aufgelegt worden. 12 Stunden nach Auf-
setzen der Blittchen war die d,-Zone mit 12 mm bestimmt worden. Auf
gleichzeitig angesetzten TGE-Agarplatten hatte sich eine Bakterienhemm-
zone mit dp = 13 mm gebildet. Die Wirkung von Polymyxin war also - wie
in Tab. 13 eingetragen ~ gegeniiber Algen und Bakterien ungefihr dieselbe.
Polymyxin musste darum ja fiir diese speziellen Zwecke als ungiinstiges
Antibiotikum angesehen werden. Trotzdem waren aber innerhalb der d,-
Zone, gerade am Papierscheibchenrand, vorsichtshalber auch bei solchen
anscheinend unbrauchbaren Fillen Proben erhoben und in Nihrlosung Z g
iiberimpft worden. Erst zwei Monate spiter wurde dann bei der Kultur
mit Impfmaterial aus der Polymyxinhemmzone deutliches Oscillatoriawachs-
tum sichtbar. Die Zellen, welche sich hier entwickelt hatten, waren
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somit wihrend 12 Stunden einer Polymyxinkonzentration von gegen
10 mg/ml ausgesetzt gewesen. — Der so mit Polymyxin teilweise gereinigte
Stamm des O.-rubescens-Klons 51 wird im folgenden mit 51 P bezeichnet.

Auch aus den Klonkulturen 6 und 63 gingen weitgehend gereinigte
Stimme hervor, die allerdings fiir die vorliegende Arbeit nicht weiter ver-
wendet wurden.

Vorbebandlung mit UV-Bestrablung. Mit der auf S. 125 beschriebenen Ver-
suchsanordnung wurden die Kulturen des Stammes 51 P wihrend 3 min
mit Ultraviolettlicht bestrahlt, was den Bakterienbestand nochmals ver-
minderte (auf etwa 0,01 bis 0,1%,). In diesem vorbehandelten Material be-
fanden sich aber immerhin noch geniigend Oscillatoriafiden, die sich anf
Agar rasch bewegten.

Kombination der Antibiotika. Die antibiotische Aktivitit von Polymyxin
richtet sich ja besonders gegen gramnegative Bakterien, und so durfte an-
genommen werden, dass im Stamm 51 P hauptsichlich grampositive For-
men iibriggeblieben waren. Eine Rethe von Gramfirbungen an Material aus
dem Thioglykolat-Nihrmedium bestitigte diese Vermutung. Die weiteren
Behandlungen mussten also vornehmlich mit Antibiotika versucht werden,
die gegen grampositive (z. B. Streptomycin) oder gegen positive und nega-
tive Gruppen wirksam sind (z. B. Aureomycin, Chloromycetin, Erythro-
mycin, Terramycin, Tetracyclin, Sigmamycin).

Die sukzessive Anwendung der verschiedenen Antibiotika schien wie
erwihnt nicht gut moglich zu sein, weil die Ubertragung von Agar auf Agar
nicht gut gelang. Die Beniitzung von Losungsgemischen wurde vorliufig
vermieden. Statt nacheinander oder miteinander konnten die verschiedenen
Antibiotika auf den Agarplatten aber auch nebeneinander eingesetzt wer-
den. Bei der aktiven Bewegung der Algen durch verschiedene Antibiotika-
hemmbhofe, die sich zum Teil iiberdeckten, ergaben sich gute kombinierte
Wirkungen.

Die meist getroffene Anordnung der Blittchen auf dem Agar, welche
schliesslich auch mit Erfolg zu einer Reinkultur fithrte, ist in Abb. 10
skizziert: Verschiedene Antibiotika wurden je nach dp- und d,-Werten in
bestimmtem Abstand voneinander rings um einen Tropfen von UV-bestrahl-
tem Oscillatoriamaterial vom Stamm 51 P angeordnet. Sie bildeten so eine
Art «Antibiotikakifigr. Diejenigen Oscillatoriafiden, welche nach der UV-
Behandlung noch zur Bewegung fihig waren, konnten zwar unversehrt aus
diesem Kifig ausbrechen, wenn sie sich innerhalb der weissen Zone (Abb.
10) bewegten, ihre Begleitbakterien wurden dabei aber geschidigt. Gerie-
ten die Oszillatorien in das schraffierte Gebiet innerhalb des 4,-Kreises, so
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Au=
Aureomycin

C=
Oa*

Chloro-

mycetin

@Tropfen mit Impfmaterial aus
O.rubescens-Stamm 5/ P
(nach 3 Minuten UV-Bestrahiung)

— — «p» Weg eines Einzelfadens, der zur
Reinkultur 5/ R heranwuchs

Abbildung 10
Kombinierte Desinfektion mit verschiedenen Antibiotika auf Agar («Antibiotika-Kifig»)

blieben sie dort stecken und mussten sofort in fliissiges Medium iiberimpft
werden, wo sie nur mit geringer Wahrscheinlichkeit noch weiterwuchsen.

Alle aus dem «Kifig» herausgekrochenen und die in den d,-Zonen
steckengebliebenen Osci/latoriafiden wurden tiberimpft in eine Auswahl von
fliissigen Substraten.

Modifizierte Z-Substrate. Ausser gewohnlichen Zg-Substraten wurden in
dieser Versuchsserie auch 3 mit organischen Stoffen versehene fliissige
Medien beimpft: Zur Nihrlosung Z8 (die anstelle von Soda 20 mM/I
NaHCO; enthielt) wurden entweder Erdextrakt (10 ml/l, hergestellt nach
PRINGSHEIM [134]) oder Pepton (Proteose-Pepton Difco, 1 g/I) oder Hefe-
extrakt (Yeast Extract Difco, 1 g/l) hinzugefiigt. Auch alle Kombinationen
dieser Zusitze wurden zusammengestellt. Die pH-Werte dieser insgesamt
7 Losungen hielten sich zwischen 8,0 und 8,5. Nach dem Autoklavieren
waren alle leicht triibe, wiesen jedoch eine weit schwichere Ausfillung auf
als Substrat Zg.

c) Vorliufige Resultate
Von 175 Einzelfiden (Stamm 51 P, 3 min UV-Bestrahlung), die mit der

Antibiotika-Kifig-Methode (Aureomycin, Chloromycetin, Terramycin und
Tetracyclin in verschiedenen Kombinationen)- behandelt und in die er-
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withnten 7 verschiedenen Substrate liberimpft worden waren, entwickelten
sich deren 68 weiter. Der Prozentsatz von auswachsenden Kulturen in den
verschiedenen Substraten verteilte sich ziemlich gleichmissig auf alle
Varianten, so dass daraus keine Schliisse auf die Zweckdienlichkeit der
Zusitze gezogen werden konnen. Bel den meisten waren wiederum Bak-
terieninfektionen sofort im mikroskopischen Bild sichtbar, bei einzelnen
sogar makroskopisch durch Triibung der Losung. Plattentests auf TGE-
Agar ergaben jedoch nur in § Fillen ein positives Resultat. Die so nachge-
wiesenen Bakterien mussten nachtriglich in die Kultur 51 P eingeschleppt
worden sein, hatte doch dieser Stamm urspriinglich keine agarwiichsigen
Bakterien mehr enthalten. Bei weiteren 62 ausgewachsenen Kulturen fiel
dann auch der Test in Thioglykolat-Substrat positiv aus, was aussagte,
dass von den Begleitbakterien in Stamm 51 P immer noch welche vorhanden
warern.

Nur gerade in einem einzigen Kolben liess sich weder mikroskopisch noch
auf TGE-Agar oder in Thioglykolat-Medium irgendeine Bakterienverun-
reinigung nachweisen. Gemiiss Protokoll war diese Kultur ausgegangen von
einem Faden, der sich bei einer «Kifigdesinfektion» (Abb. 10) auf einer
bogenférmigen Bahn zuniichst durch den tiberdeckten Einflussbereich von
Chloromycetin und Aureomycin, dann innerhalb der dp-Zone des Aureo-
myecinblittchens bewegt hatte und schliesslich geradewegs in die d,-Zone
des Chloromycetinblittchens hineingeraten war. Dort war die Bewegung
zum Stillstand gekommen, und der Faden wurde in Losung Zg tiberimpft.
Leider ist nicht genau notiert worden, wie lange der Faden sich in den ein-
zelnen Abschnitten befunden hatte, weil er hauptsiichlich nachts sehr weit
gekrochen war. Die gesamte Bewegung kann jedoch nicht linger als
24 Stunden gedauert haben.

Die in dieser Weise aus dem Stamm 51 P hervorgegangene, nach den vor-
liufigen Tests als bakterienfrei befundene O.-rubescens-Kultur wird in der
Folge als Stamm 51 R bezeichnet.

d) Erweiterte Priifung des O.-rubescens-Stammes 51 R auf
bakterielle Verunreinigungen

Wenn man eine Algenkultur mit einiger Berechtigung als rein bezeichnen
will, so muss ihr Zustand laufend mit Kulturtests und im Mikroskop kon-
trolliert werden. Fiir die routinemissige Kontrolle beim jeweiligen Offnen
der Kulturgefisse sind jene Bakteriensubstrate geeignet, die einem mog-
lichst breiten Organismenspektrum ein Wachstum erlauben. In der hier
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beschriebenen Arbeit dienten der TGE-Agar und das halbfliissige Thio-
glykolatmedium zu diesem vorliufigen Test. Der Stamm 51R wurde je-
weils unter solcher Kontrolle in rund 20 Parallelserien tiberimpft, wobei bei
jeder Offnung der Erlenmeyerkolben trotz allen Vorsichtsmassnahmen
etwa 10%, der Kolben als neu verunreinigt ausgeschieden werden mussten.

Dariiber hinaus wurde der Stamm aber vierteljihrlich einmal einer er-
weiterten Priifung unterzogen, wobei auch Selektivmedien fiir besondere
Mikroorganismengruppen, die allenfalls eine Rolle als Verunreinigung
spielen konnten, zur Verwendung kamen (z. B. solche fiir denitrifizierende
Bakterien, fiir N,-fixierende und fiir Rhizophidien). Diese im folgenden be-
schriebenen Medien blieben nach Impfung mit einer Ose der zu priifenden
O.-rubescens-Kultur wihrend 3 Monaten im 25°-Thermostat. Sofern sich
wihrend dieser Zeit in allen Substraten weder makroskopisch noch mikros-
kopisch irgendwelche Bakterienentwicklung entdecken liess, durfte das
Material mit guten Griinden als praktisch bakterienfrei angesehen werden.

Testmedienserie T fiir ermweiterte Reinbeitspriifung (Bebriitung normalerweise
bei 25°C wihrend 3 Monaten).

T 1 Feste Substrate

Abkiirzungen:

R Schrigagarréhrchen: s ml Substrat in bakt. Reagenzglisern, Stopfen aus
roher Watte; vor dem Schriiglegen im Autoklav sterilisiert.

P Petrischalen: Gusskulturen mit 10 ml Agar, gemische bei 45°C, umgekehrt
bebriitet.

Pyr.  Pyrogallolverschluss mit Gummistopfen (s. S. 18).
T 1.1 Tryptone Glucose Extract Agar Difeo (R)
T 1.2 Nutrient Agar Difco (R)
T 1.3 Nutrient Gelatin Difco (P, nur eine Woche bei 20°C).
T 1.4 Kaseinat-Agar (R, TAYLOR [160]).
Pepton BDH o,5 g, Na-Caseinat 0,5 g, losliche Stirke o,5 g, Glycerin 1 ml,
K,HPO, 0,2 g, MgSO,-7 H,0 0,05 g, FeCl;-6 H;O Spur, Agar 15 g, dest.
Wasser ad 1000 m).
T 1.5 Fleischextrakt-Pepton-Agar (R, FOGG [45]).
Fleischextrakt «Lemco» 3 g, Pepton (bact.) BDH 10 g, NaCl 5 g, Agar 15 g,
dest. Wasser ad 1000 ml, auf Phenolphthalein neutralisiert.
T 1.6 Robrzucker-Nitrat-Erdextrake-Agar (R, DE [31]).
Rohrzucker 10 g, KNO; 0,2 g, MgSO,-7 H;0 0,2 g, K;HPO, 0,2 g, CaCl,-6
H,0 o,1 g, FeCl;- 6 H,0 (1%, 2 Tropfen, Erdextrake 40 ml, Agar 15 g, dest.
Wasser ad 1000 ml.
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T 1.7 Albuminat-Glukose-Agar (R, FOGG [45]).
Eieralbumin, pulv., 0,25 g, K;HPO, 0,5 g, MgSO, 0,2 g, Glukose 10 g,
Fe,(SO,), Spur, Agar 15 g, dest. Wasser ad 1000 ml; das Albumin wird mit
dest.Wasser angeriihrt und mit 0,1-n NaOH versetzt bis zur schwachen Rosa-
farbung mit Phenolphthalein. Dies wird unter Riihren zu den {ibrigen zusam-
men mit Agar erhitzten und gel6sten Bestandteilen gefiigt.

T 1.8 Algenextrakt-Glukose-Agar (R, DE [31]).
Algenextrakt13) 400 ml, Glukose 2 g, K,HPO, 0,4 g, Agar 15 g, dest. Wasser
ad 1000 ml.

T 1.9 Nébrboden fiir Denitrifikanten (R + Pyr., KLUYVER und VERHOEVEN [95]).
Pepton Witte 10 g, KNO; 10 g, Glukose 10 g, Agar 15 g, dest. Wasser ad
1000 ml, pH 7,0 bis 7,5.

T 1.10 Phykomyzeten-Agar (P, WHIFFEN [182]).
Maltose 1,2 g, Pepton Witte 0,08 g, K;HPO, 0,3 g, KH,PO, 0,2 g, MgSO,.
7H,0 0,2 g, NaCl 0,1 g, CaCl,-3 H,0 0,1 g, FeCly- 4 HyO 0,01 g, ZnSO,-
7H,O 1 mg, Agar 6 g, dest. Wasser ad 1000 ml.

T 1.11 Rbizophidien-Agar (P, GAERTNER [55])
Biomalz 2g, Pepton Witte 1 g, Agar 0,8 g, dest. Wasser ad 1000 ml.

T 2z Flissige Substrate
(je 5 ml in bakt. Reagenzglisern mit Rohwattestopfen)

T 2.1 Fluid Thioglycollate Medium Difco
T 2.2 Z-Lisung mit Hefeextrakt und Pepton.
Niihrlosung Z (8. 116) ohne Soda, mit Bacto Yeast Extract Difco (5 g/l) und
Protcose Peptone Difeo (5 g/l), pH 7,0-7,5.
T 2.3 Z-Bikarbonat-Lisung mit Hefeextrakt und Pepton
wie T 2.2, zusitzlich NaHCO, (1,68 g/l = 20 mM/l), pH 8,0 bis 8,5.
T 2.4 Z-Lisung mit Hefeextrakt, Pepton und Glukose
wie T 2.2, zusitzlich Glukose (20 gfb), pH = 7,0 bis 7,5.
T 2.5 Z-Bikarbonat-Lijsung mit Hefeextrakt, Pepron und Glukose
wie T 2.3, zusitzlich Glukose (20 g/}, pH 8,0 bis 8,5.
T 2.6 Robrzucker-Nitrat-Erdextrakt-Nihrlisung (DE [31])
wie T 1.6, jedoch ohne Agar.
.7 Lackmusmilch (als Testmedium verwendet von Foca {45]).
2.8 Glukose-Pepton-Nibrlisung (FOGG [45)).
Glukose 10 g, Proteose-Peptone Difco 10 g, dest. H;O ad 1 L.
T 2.9 Trypton-Nibrlisung (FOGG [45]).
Bacto Tryptone Difco 10 g/l.
T 2.10 Azotobacter-Nibrlisung (FOGG [45]).
Mannit 20 g, K,HPO, 0,2 g, Brunnenwasser ad 1oco ml.
T 2.11 Nibrlgsung fiir Denitrifikanten (KLUYVER und VERHOEVEN [95])
wie T 1.9, jedoch ohne Agar, chne Pyrogallolverschluss.

13) Algenextrakt: ca. 100 g O.-rubescens-Material aus rasch wachsenden Kulturen werden mit
500 ml dest. Wasser autoklaviert, der Extrakt filtriert und wieder sterilisiert.
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IV. Erndhrungsphysiologische Versuche im Hinblick
auf autékologische Fragen

A. QUALITATIVE UNTERSUCHUNGEN

Ein Uberblick iiber die verschiedenen Arbeitsgiinge, die zur erfolgreichen
Reinkultivierung des O.-rubescens-Stammes 51 R gefiihrt haben, lisst be-
reits einige vorliufige Schliisse beziiglich der ernihrungsphysiologischen
Verhiltnisse bei dieser Blaualge zichen. Der Energiebedarf wird offenbar
hauptsichlich durch Ausniitzung der Lichtenergie gedeckt, wobei vor
allem anorganische Wasserstoffdonatoren beteiligt sind. Die Hauptbestand-
teile der Z-Nihrlosungen sind anorganischer Natur, und EDTA in geringer
Konzentration ist der einzige organische Zusatz. Selbst sehr geringe Impf-
mengen ~ einzelne Fiden — vermégen sich in diesen Medien zu entwickeln.
Mit guten Griinden wird man darum hier von Photolithotrophie sprechen.
Diese Charakterisierung in bezug auf die Deckung des Energiebedarfes ist
allerdings noch genauer zu iiberpriifen, weil schliesslich in den bisher an-
gestellten Versuchen mit der EDTA und den Agarstiickchen, die den
Einzelfiden als Unterlage dienten, immer organische Stoffe in geringen
Mengen ins Substrat gebracht wurden.

Zur Frage der Fihigkeit zum Synthetisieren von wesentlichen Bau- und
Betriebststoffen kann vermutet werden, dass O. rubescens auf keinerlei
dussere Zufuhr von organischen Stoffen angewiesen ist, wobei vorliufig
noch die obenerwihnten Einschrinkungen gelten. Es diirfte sich aber mit
grosser Wahrscheinlichkeit um Autotrophie sensu stricto handeln, sind doch
in der Lésung Z nur oxydierte Stickstoffquellen verfiigbar. Wihrend gut
zweijahriger Kultivierung sind keine Anzeichen von Mangelerscheinungen
aufgetreten. Allerdings miissen auch hier noch einige weitere Bedenken —
vor allem wegen der Qualitiit des destillierten Wassers — beiseite geschafft
werden, bevor die untersuchte Blaualgenart auch in dieser Beziehung ver-
gleichend physiologisch richtig charakterisiert werden kann.

All das sind Fragen, die grundsitzlich mit qualitativen Experimenten
gelost werden kénnen. Die hohen Anforderungen an die Qualitit des Impf-
materials sind bereits im vorangehenden Kapitel beschrieben worden: Fiir
alle hier angestellten Untersuchungen werden nur Ergebnisse von Ver-
suchen verwertet, bei denen sowohl das Impfmaterial (51 R) als auch die
ausgewachsenen Kulturen nach den dort aufgestellten Kriterien als prak-
tisch bakterienfrei bezeichnet werden diirfen.
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1. Photoorganotrophie und Auxoheterotrophie

Organische Verbindungen als Wasserstoffdonatoren oder Wuchsstoff-
lieferanten mussten nun also in leicht modifizierten Z-Substraten vollkom-
men ausgeschlossen werden. Es wurde doppelt destilliertes, in sterilen
Flaschen aufgefangenes Wasser (5. 95) verwendet, und alle Kulturgefisse,
Pipetten und dergleichen durchliefen den erweiterten Reinigungsvorgang
(S. 94). Anstelle des Eisen-EDTA-Komplexes wurde FeSO, (gelost in 0,1-n
HCI) zugesetzt (0,01 mM/1), und zwar einerseits vor dem Sterilisieren der
Losung, andererseits steril nach dem Autoklavieren der iibrigen Bestand-
teile (im erstgenannten Fall musste ein grosser Teil des Eisens beim Erhit-
zen ausgefillt werden). Um bei der Impfung das Einschleppen von Agar zu
vermeiden (selbst der hochwertige Difco-Agar enthiltjanach RoBBINS [143]
Biotin und Spuren von Thiamin), wurden nur Suspensionen von gewasche-
nen Fiden in der entsprechenden Nihrlosung mit einer Platindse geimpft.

Pro Erlenmeverkolben (200 ml) wurden jeweils auf so ml Nihrlgsung
10 bis 100 O.-rubescens-Fiden geimpft. Das Wachstum der Kulturen wurde
innert 14 Tagen sichtbar. Nach einem Monat (1500 Lux, 20-23°C) waren
die Kulturen ausgewachsen und konnten wieder iiberimpft werden. Nach
dreimaliger Uberimpfung auf dieses mit besonderen Vorsichtsmassnahmen
gereinigte Substrat war noch kein Nachlassen der Wachstumsgeschwindig-
keit zu bemerken. Es wurde aber doch noch ein vergleichender Versuch
angestellt, der zeigen sollte, ob gewisse organische Zusitze den Beginn des
Wachstums beschleunigen konnten — eventuell nur durch indirekte Wir-
kung als Komplexbildner.

Tab. 15 gibt Auskunft tiber die Ergebnisse dieses Versuchs: Die Pepton-,
Hefeextrakt- und Vitaminzusiitze beschleunigten in keinem Fall das An-
fangswachstum im Vergleich mit jenem im Grundsubstrat. Grossere Zu-
sitze (1 g/l Pepton, 1 g/l Hefeextrakt, 100 ml/1 Vitaminmischung S 3) ver-
mochten das Wachstum sogar ganz zu hemmen. 0. rubescens ist demnach bei
phototropher Lebenswelse nicht auf organische Wasserstoffdonatoren an-
gewiesen, vermag ohne iussere Zufuhr von Vitaminen normal zu wachsen
und darf daher als photolithoautotroph (semsu stricto) bezeichnet werden.
Photoorganotrophie und Auxoheterotrophie konnten mit den hier ver-
wendeten Methoden bei Stamm 51 R nicht festgestellt werden.

Mit Hinsicht auf die eingangs aufgeworfenen autdkologischen Fragen
ist daher zu sagen, dass mit grosser Wahrscheinlichkeit organische Nihr-
stoffe und Vitamine in den Seen nicht direkt fiir das Ausmass des photo-
trophen O.-rubescens-Wachstums verantwortlich sind.



156 Robert Staub Hydrol.

2. Chemotrophie

Es ist eine kleine Gruppe von fakultativ oder obligat chemoorganotroph
lebenden Blaualgen bekannt. Nostoc punctiforme (HARDER [66], WINTER
[185]), Nostoc muscorum (ALLISON, HOOVER und MORRIS [7]) und Cylindro-
spermum sp. (WEBSTER [180]) gehdren dazu. Diese Organismen finden sich
vor allem in Biotopen, die schwach belichtet, aber reich an organischen
Stoffen sind. Die Pigmentierung muss nicht unbedingt wegfallen. Es wiire
durchaus denkbar, dass 0. rubescens, die ja als Schwachlichtform angesehen
wird, wenigstens fakultativ chemoorganotroph einen Teil ihres Energie-
bedarfes aus chemischen Umsetzungen decken kénnte. Wie auf S. 7 er-
ortert worden ist, wiren die Voraussetzungen dafiir in vielen Gewissern
gegeben. Zwar werden nur verhiltnismissig geringe Konzentrationen von
organischen Stoffen iiberhaupt ertragen. Immerhin durfte versucht werden,
ob der Stamm 51R mit einigen verschiedenen organischen Stoffen nach
langsamer Akklimatisierung chemotroph wachsen kinnte. Zum Substrat
Z38 (mit 10 mM/l NaHCO; statt Na,CO,) wurden je 0,01% Glukose, Galak-
tose, Maltose, Rohrzucker, Stirke, Zitronensiure (welche alle von HARDER
[66] schon bei Nostoc punctiforme mit Erfolg verwendet worden waren), Fruk-
tose, Mannit und Glyzerin (nach ALLEN [3] von ihrer «acid tolerant alga»
unter anderen Stoffen fiir Wachstum im Dunkeln ausniitzbar) zugesetzt.
Bei 1500 Lux wuchsen die Oszillatorien in allen diesen Substraten normal.
Die erste Uberimpfung wurde bei s00 Lux, die zweite bei so Lux aufge-
stellt. Dabei firbten sich die Kulturen immer dunkler und wuchsen lang-
samer. In der dritten Uberimpfung, im abgeschlossenen Thermostaten auf-
gestellt (20°C), entwickelte sich innert einem Monat praktisch nichts, und
die Farbung der Oszillatorien verblasste. Sobald die Kulturen aber wieder
ans Licht (500 Lux) kamen, wuchsen sie alle innert 14 Tagen wieder an.
Die Zusitze hatten also nicht toxisch gewirkt, aber kein Wachstum in der
Dunkelheit erméglichen konnen.

Wenn man wieder an aut6kologische Probleme denkt, so ist hier festzu-
stellen, dass nach solchen Experimenten O. rufescens offenbar obligat an
phototrophe Lebensweise gebunden ist und daher in den Seen nicht in be-
liebige Tiefen absteigen kann. Nach der Tiefe wird also der Lichtfaktor den
Lebensraum unbedingt begrenzen, und es steht damit auch in Zusammen-
hang, dass in relativ schwach besiedelten Seen (z. B. Luganersee) das Oscil-
latoriamaximum tiefer liegen kann (z. B. 10 bis 12 m unter der Oberfliiche)
als in stark besiedelten, beispielsweise im Burgischisee (Kanton Solothurn),
wo es sich in rund 5 m Tiefe findet. Bei dichter Besiedlung wird ja ober-
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Tabelle 15

Wachstum der O.-rubescens-Reinkultur 51 R in modifizierten Substraten mit organischen Zy-
sitzen. Impfung mit je 10 bis 100 Fidden pro so ml Losung in Erlenmeyerkolben
(200 ml); 1500 Lux, 20-23°C; je 4 Parallelkulturen mit 4 verschiedenen Impfmateria-
lien von unterschiedlichem Alter. Beurteilung des Wachstums durch Vergleich mit
fixierten Suspensionen von bestimmter Konzentration: — = kein Wachstum, 4 =
s-10 mg/l Algen-Trockengewicht, 44 = 25-75 mg/l Algen-Trockengewicht,
+++ = 100 und mehr mg/1 Algen-Trockengewicht. Grundsubstrat = Nihrlosung
Z8 (8. 116) mit 10 mM/l NaHCOj state Soda, ohne Eisenzusatz.

Eisenkomponenten
Zusammensetzung Zu-
der Nihrlésung satz Fe-EDTAY) FeSO,?%
7Tg. [14Tg.|30Tg.| 7Tg. |14Tg.| 30Tg.
Grundsubstrat - ++ tF++ |+ ++ + ++ | +++
Grundsubstrat + Pepton 1(1) : ::__ i I i I i _':__ I i i I
mg/l
(Proteose Pepton Difco) 1(1)88 +_+ + t T i + i t t
1 + +4+ | +++ ++ | +++

Grundsubstrat + Hefeextrakt 10 PP D
e 100 | +4 | +++|+++

F+ o+
+
+
+
+
+

(Yeast Extract Difco)

000 | - | - | - | - | -1 -
Grundsubstrat . g:(l)l i : i __:: j—_ ::: : +++ +++++
e L I R S I B g et
Grundsubstrat + \ O'i +++ i i i i i i i i i +_|_+++
Vitaminmischung S3 )i 1(1)8 i +_+ * i * t +_+ - t+

1) Fe-EDTA: Normaler Fe-EDTA-Komplex-Zusatz wie fiir Z8 (0,01 mM/1)

%) FeSO,7 H,0, gelost in HCL 0,1 N. Steriler Zusatz nach dem Autoklavieren (0,01mM/1).

3) Vitamin B,,: Steriler Zusatz zu den fertigen Grundsubstraten.

4) Vitamin-Mischung S3 nach Provasori, McLauGHLIN und Droop [139] (steril zugesetzt
nach Autoklavieren): 1 ml der Mischung enthélt: Thiamin. HCI 0,05 mg, Nikotinsaure 0,01 mg,
Kalziumpantothenat 0,01 mg, p-Aminobenzoesdure 1,0 y, (+)-Biotin 0,1 y, m-Inosit 0,5 mg,
Folsdure 0,2 9, Thymin 0,3 mg.

flichlich mehr Licht absorbiert, die euphotische Zone reicht weniger tief
hinab als in spirlicheren Planktonbestinden. Uberdies darf man noch viel
allgemeiner sagen: der experimentelle Nachweis obligater Phototrophie
unterstiitzt die frither schon von anderen Autoren vertretene Ansicht, dass
das Oscillatoriamaximum in den Seen lichtabhingig sei (FINDENEGG, [40,
41], THOMAS [165]), und er rechtfertigt eine exakte qualitative und quanti-
tative Untersuchung der Lichtanspriiche dieses Organismus in situ.
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3. Organische Stickstoffquellen

Der O.-rubescens-Stamm 51 R, in stickstoffreie Nihrlosung geimpft (Z8
ohne NaNOys, mit CaCl, statt Ca(NOy),) stellte schon nach etwa 10 Tagen
das Wachstum ein. Weiterimpfungen auf modifizierte Z-Substrate (ohne
Nitrate, mit 10 mM/I NaHCOj statt Na,CO; ) mit Zusitzen von je 100 mg/1
Kasein-Hydrolysat, Natriumkaseinat, Harnstoff, Pepton Witte und Aspara-
gin kamen nicht zum Wachstum, und zwar weder belichtet noch im
Dunkeln. Nur NaNO,, KNO; und NH,Cl (je 2,5 mM/]) liessen bei nor-
maler Beleuchtung eine Weiterentwicklung in Gang kommen.

Der untersuchte Oscillatoriastamm ist nach diesen Experimenten in bezug
auf die Stickstoffquellen als obligat autotroph anzusehen. Welche der an- -
organischen Stickstoffkomponenten aber rascher aufgenommen und ver-
arbeitet werden, ob das NO;- oder das NH;-Ion, miisste mit einer ver-
feinerten quantitativen Methode untersucht werden, was mit dem Stamm
51 R nicht moglich war.

4. Fixierung von Luftstickstoff

Bei den bereits auf S. 108 erwiihnten Blaualgen, die gasformigen Stickstoff
zu assimilieren vermogen, ist die phototrophe Lebensweise der Normalfall.
Stickstoffmangelkulturen des O.-rubescens-Stammes 51 R, die auf feste N-
freic Substrate geimpft wurden, zeigten keinetlei Entwicklung. NaNO,-
Losung, tropfenweise auf die Agaroberfliche gesetzt, forderte dann ortlich
rasches Wachstum. In fliissigem N-freiem Medium konnte auch bei guter
Turbulenz in den Kolben auf der Schiittelmaschine kein Wachstum in Gang
gebracht werden, wenn nicht gebundener Stickstoff als NaNOj;-Losung
zugefiigt wurde. Diese Verhiltnisse werden im Abschnitt B quantitativ
noch genauer untersucht (S. 170).

Die Moglichkeit der N,-Fixierung unter chemotrophen Bedingungen
mit Glukose oder Fruktose als Wasserstoffdonatoren musste immerhin
auch noch in Betracht gezogen werden (WINTER [185] bei Nostoc puncti-
forme, ALLISON, HOOVER und MORRIS [7] bei N. muscorum). Modifizierte
Z-Losungen (N-frei) mit Zusitzen von je 0,01% Glukose und Fruktose
fihrten sowohl bei Fliissigkeitskulturen wie auch unter Zusatz von 1,5%
Agar (in Erlenmeyerkolben) — ob hell oder dunkel gestellt — nur zu negati-
ven Resultaten. NaNO,-Losiingen, die 14 Tage nach der Impfung zuge-
fugt wurden, veranlassten die Organismen bald sich zu vermehren, erstaun-
licherweise auch auf den festen Substraten, ja sogar auf den inzwischen
dunkelgestellten, die doch schon leicht vertrocknet sein mussten. Die
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Kohlehydrate hatten also nicht toxisch gewirkt, aber die N,-fixierung nicht
ermoglicht.

Somit verfiigt O. rubescens wohl weder photo- noch chemotroph tiber die
Fihigkeit zur Stickstoffassimilation. In den Gewissern steht die Luft als
unerschdpfliches Stickstoffreservoir diesem Organismus also nicht direkt
ausniitzbar zur Verfiigung. Seiner Entwicklung wird daher nach Massgabe
der gebunden vorliegenden Stickstoffkomponenten eine Grenze gesetzt
sein.

B. QUANTITATIVE UNTERSUCHUNGEN

Wenn mit Algenkulturen einigermassen rationell quantitativ gearbeitet
werden soll, so ist gleichmiissige Verteilung der Zellen oder Kolonien in der
Suspension eine wesentliche Voraussetzung. Vorteilhaft ist ferner eine ge-
ringe Zell- oder Koloniegrosse. Diese Bedingungen sind bei fidigen Algen
von der Grosse wie O. rubescens nicht oder nur tetlweise erfiillt. Im bakterien-
freien Stamm 51 R ist ausserdem eine besondere Eigenschalft, die bei bakte-
riell verunreinigten Kulturen viel weniger ins Gewxcht fillt, sehr listig ge-
worden: Die Faden kleben zusammen zu Biindeln, Ballen und breiten B:m-
dern. Ganz offensichtlich werden in diesen Reinkulturen die von den Zellen
ausgeschiedenen Schleimsubstanzen nicht abgebaut, hiufen sich an und
haben das geschilderte makroskopische Bild zur Folge. GERLOFF und
Sk00G [59] bemerken ja ganz ihnliche Verhiltnisse bei Microcystis aerugi-
nosa in Reinkultur. Mit solchem Ausgangsmaterial ist aber eine gleich-
miissige Impfung einer Reihe von Kolben nicht gut moglich, und die Ent-
wicklung von Parallelkulturen geht anfinglich so ungleich vonstatten, dass
eine sehr grosse Anzahl von Parallelen benétigt wiirde, wollte man repri-
sentative Durchschnittswerte bekommen.

Eine Reihe von Versuchen, den Stamm 51 R besser in der Losung v erteﬂt
zu kultivieren (mit Schiitteln, Beliiften, bei verschiedenen phys1kahschen
und chemischen Umweltbedingungen), schlug fehl, und es musste von
quantitativen ernihrungsphysiologischen Experimenten mit Reinkulturen
vorldufig abgesehen werden.

Klonkulturen mit Begleitbakterien konnen aber unter bestimmten
Voraussetzungen so kultiviert werden, dass sie eine Suspension von kurzen,
nicht zusammengeklebten, beim Schiitteln gut verteilbaren Algenfiden
bilden. Wenn es um die Abklirung von ernihrungsphysiologischen Fragen
geht, wo die Bakterien nicht interferieren konnen, so ist es verniinftiger,
mit solchen Biozonosen zu arbeiten. Hier sind ja die Bakterien massen-
missig gegeniiber den Algen ganz ohne Bedeutung. Bei O.-rubescens-Kultu-
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ren in anorganischen Medien, besonders bei rasch wachsendenPopulationen,
machen sich die Begleitbakterien sogar im mikroskopischen Bild kaum be-
merkbar.

Fiir die hier beschriebenen quantitativen Untersuchungen sind aus diesen
Griinden die bakterienhaltigen Klonkulturen beniitzt worden. Fehler in den
Schlussfolgerungen, die auf die Titigkeit der Bakterien zuriickgefiihrt wer-
den kénnten, werden in den einzelnen Unterabschnitten beriicksichtigt.
Der damit verbundene Nachteil fillt gegeniiber dem grossenVorteil, welcher
die gleichmiissigen Suspensionen mit sich bringen, nicht ins Gewicht.

1. Spezielle Methoden

Das Vorgehen bei experimentell physiologischen Arbeiten mit 6kologi-
scher Fragestellung muss sich von dhnlichen Untersuchungen, wo es z. B.
um die praktische Auswertung eines Stoffwechselprodukts geht, grund-
legend unterscheiden. Die Kulturmethoden, welche fiir optimale Ausbeuten
von Microcystisantibiotika entwickelt worden sind, werden daher nicht unbe-
dingt tauglich sein zur experimentellen Untersuchung derjenigen Faktoren,
welche in Seen das Microcystiswachstum begrenzen. Im ersten Falle braucht
man moglichst raschwachsende Kulturen, im zweiten dagegen natiirliche
Wachstumsgeschwindigkeiten, geringe Zelldichten bei schwachen Nihr-
stoff- u. Pufferkonzentrationen, aber trotzdem relativ stabilen Bedingungen.

Zweifellos kommt die kontinuierliche Kultur mit automatisch konstant
gehaltener, photometrisch kontrollierter Zellen- oder Koloniedichte den
naturgegebenen Verhiltnissen am niichsten (vgl. S. 106), wird doch auch am
natiirlichen Standort das Nihrmedium laufend erneuert, wihrend abge-
storbene Zellen sedimentiert und dank der Turbulenz Konzentrationen
ausgeglichen werden. Nach dem Volumen der pro Zeiteinheit notwendigen
Nihrl6sungszufuhr bekommt man im Experiment ein gutes Mass fiir die
Vermehrung der Zellen bei konstanten Bedingungen.

Mit O. rubescens wurden zur Einfithrung von kontinuierlichen Kulturen
grosse Anstrengungen unternommen, die allerdings noch nicht befriedi-
gend abgeschlossen werden konnten. Viele Experimente, die in dieser
Richtung angestellt wurden, miissen daher in den folgenden Abschnitten
vorldufig mit einigen kurzen Hinweisen abgetan werden.

a) Temperatur

Die vorhandenen Einrichtungen ermoglichten lediglich eine grobe Orien-
tierung iiber den Temperatureinfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit
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der O.-rubescens-Kulturen. Danach entwickelten sich die Klone 55 und 65 in
Nihrlosung Z 9 mit 500, 1000 bzw. 1500 Lux Beleuchtungsstirke bei 20 4
0,5°C deutlich rascher als bei 15 + 1 und auch etwas besser als bei 25 +
1°C. Bei 30 4+ 1°C kam iiberhaupt keine Vermehrung der Zellen in Gang.
Bei dieser hohen Temperatur konnten aber die Bakterien so stark gefordert
worden sein, dass sie das Wachstum der Algen, die vielleicht an sich noch
teilungsfihig gewesen wiren, schon im Keime erstickten. Der Versuch
wurde daher mit dem bakterienfreien Stamm 51 R wiederholt. Auch hier
zeigte sich jedoch bei der hohen Temperatur von 30°C iiberhaupt keine
Entwicklung; dagegen wuchsen die Kulturen bei 25°C eher rascher als jene
bei 20°C. Die 15°-Kulturen fielen noch weiter stark ab. Diese Verhiiltnisse
verinderten sich auch bei zweimaliger Uberimpfung, wo also eine Akkli-
matisation gegeben war, nicht.

Es scheint demnach ein Entwicklungsoptimum zwischen 20 und 25°C
zu liegen. Eingehendere quantitative Temperaturversuche wurden nicht
angestellt, da die in Skologischer Hinsicht interessant erscheinenden Tem-
peraturbereiche zwischen § und 15°C nicht exakt eingehalten werden
konnten.

b) Beleuchtung

Auch mit der Bestimmung eines Beleuchtungsoptimums oder eines
Lichtsittigungswertes konnten noch keine exakten quantitativen Angaben
ermittelt werden. Offenbar tritt Lichtsittigung nach Massgabe der Ver-
mehrungsgeschwindigkeit zwar erst bei mehr als 2000 Lux ein; die Pig-
mentierung der Algen veriindert sich bei dieser starken Beleuchtung aber
schon so stark, dass 0. rubescens kaum wiederzuerkennen ist: die Fiden wer-
den blass gelblichgriin. Eine verniinftige Untersuchung der Lichtabhingig-
keit — beziiglich Qualitit und Quantitit — wird sich daher nur mit parallel
gefiihrten quantitativen Pigmentbestimmungen sowohl in den Kulturen
als auch am natiirlichen Standort durchfiihren lassen, was in der vorliegen-
den Arbeit noch nicht in die Wege geleitet wurde. Mit der Beleuchtungs-
stirke von rund 1500 Lux, gemessen an der Oberfliche der Kulturen, firb-
ten sich die Kolonien zwar schon ziemlich hellbraun, ohne aber die charak-
teristische Bildung akzessorischer Pigmente ganz einzustellen. Diese Be-
leuchtung blieb daher fir alle quantitativen Experimente beibehalten.

C) Schiitteln und Rithren

Regelmissiges, dauerndes Schiitteln der Kulturkolben auf der Schiittel-
maschine fiihrt oft zu gleichmissiger Verteilung relativ kurzer Oscillatoria-

11
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fiden im fliissigen Substrat. Ganz unkontrollierbar, besonders in Mangel-
kulturen (z. B. in N-freier Losung), ballten sich aber ganze Aggregate von
Oszillatorien zusammen. In parallelgefiihrten Kulturkolben, die tiglich nur
einmal geschiittelt wurden, trat diese Erscheinung nicht auf: wenn sich
auch die Fiden tagsiiber am Boden langsam absetzten, so liessen sie sich
doch jedesmal beim Schiitteln wieder gut suspendieren. Nachdem sich in
verschiedenen Versuchsanordnungen entsprechende Beobachtungen hatten
machen lassen, wurde dem tiglich einmaligen Schiitteln gegeniiber stindi-
ger Bewegung auf der Schiittelmaschine der Vorzug gegeben. .

Probeweise wurden dann auch noch Riihrwerke im Dauerbetrieb einge-
setzt. Magnetriihrer (Linge 1,5 cm, in Glas eingeschmolzen), mit dem
Substrat Zg in Nihrbodenflaschen (500 ml) sterilisiert, von aussen her
mittels eines rotierenden Magneten bewegt, brachten Turbulenz in das
Medium, schidigten die Fiden aber auch bei sehr langsamer Bewegung
durch mechanische Beanspruchung so stark, dass die Wachstumsgeschwin-
digkeit der Population deutlich hinter derjenigen von tiglich nur einmal ge-
schiittelten Kolbenkulturen zuriicklag.

d) Beliiftung

Es wird von verschiedenen Forschern die Ansicht vertreten, in stehenden
Fliissigkeitskulturen mit Wattestopfen werde der Kohlenstoff bald wachs-
tumsbegrenzend, und man bestimme eigentlich mit den Vermehrungsraten
in diesen Gefissen indirekt die Luftdurchlissigkeit der Stopfen. Das Ein-
leiten von Luft oder eines Luft-CO,-Gemisches wiirde daher die Wachs-
tumsgeschwindigkeit direkt fordern.

Versuche in dieser Richtung mit beliifteten Nihrbodenflaschen und
rohrenformigen Gefissen mit 3 cm Durchmesser fithrten zu keinem voll-
kommen befriedigenden Ergebnis. Zwar entwickelten sich die Kulturen
zu grosserer Zelldichte (iiber 1 g/l Trockengewicht in einem Monat) als
in einfachen Erlenmeyerkolben ohne Beliiftung. Die relative Wachstums-
rate blieb aber im gleichen Rahmen und kam héchstens auf 0,1 log,,-Ein-
heiten pro Tag. Ausserdem traten bei vielen Kulturgefissen listige Zu-
sammenballungen von Algen mit Bakterien auf. Auch bei erhshter CO,-
Konzentration (0,5 Vol. % CO, in Luft) und in Nihrlgsungen dhnlich den-
jenigen von KrATZ und MYERS [97] — die ja bei verschiedenen Blaualgen
ausserordentlich hohe Wachstumsgeschwindigkeiten erméglicht hatten -
steigerte sich die Vermehrungsgeschwindigkeit nicht. Verstirkte Beleuch-
tung (3000 Lux) vermochte die Vermehrung in den ersten Tagen nur un-
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wesentlich zu beschleunigen, hatte dann aber starke Zusammenballungen
der hellgriinen Algen zur Folge.

Die Vermutung, das unbefriedigende Resultat dieser Bemiihungen
konnte auf zu tiefe pH-Werte - als Folge des vermehrten CO,-Eintrags ~
zuriickzufiihren sein, erwies sich als unbegriindet. Normalerweise hielt sich
der pH-Wert bei gewdhnlicher Beliiftung um 7,9 bis 8,1 (Substrat Z8 mit
1 mM/l NaHCO; statt Soda). Bei 0,5% CO,-Zudosierung sank der Wert
auf 7,2 bis 7,4. Ausgerechnet in diesen Kulturen kam aber gutes Wachstum
in Gang, wihrend es oft bei normaler Beliiftung, also bei pH-Werten um 8,
sehr unregelmiissig war.

Offenbar muss eine relative Wachstumsrate in der Hohe von 0,1 log;,-
Einheiten pro Tag (Generationszeit rund 3 Tage) fiir O. rubescens bereits als
hoch angesehen werden. Im Vergleich mit anderen Blaualgen ist diese Ver-
mehrungsgeschwindigkeit sehr gering, kommen doch Nostoc muscorum z. B.
auf 0,5, Anabaena variabilis auf 0,7, Anacystis nidulans auf 0,9 (bei 25°C) bis
3,5 (bei 41°C) log,o-Einheiten pro Tag (KRATZ und MYERS [97]).

2. Kalium und Natrium

Es wird heute allgemein anerkannt, dass fiir alle Algen ausser C, H und
O die Elemente N, S, P, K, Mg, Fe, Ca, Zn, Mn und Cu unentbehrlich sind
(KRrAUSS [99]). Bei 12 Gattungen von Blaualgen scheint K durch Na ersetz-
bar zu sein (ALLEN [3]). Die Unentbehrlichkeit von Na ist mit sehr gut
kontrollierten Untersuchungsmethoden fiir Anabaena cylindrica (ALLEN und
ARNON [6]) und Nostoc muscorum (KRATZ und MYERS [97]) gezeigt worden.
Es sind dabei Na-Konzentrationen in der Grossenordnung von § mg/l fiir
gutesWachstum notwendig. FOGG [48] vertritt in einem vergleichend pysio-
logischen Uberblick unter Beriicksichtigung noch weiterer einschligiger ex-
perimenteller Arbeiten die Ansicht, dass der Na-Bedarf wahrscheinlich ein
allgemein fiir Blaualgen typisches ernihrungsphysiologisches Merkmal sei.

Wie schon erwihnt (S. 85), gibt diese Eigentiimlichkeit auch zu wichtigen
okologischen Fragen Anlass. Es ist nicht ausgeschlossen, dass im Uberhand-
nehmen von Blaualgen in eutrophierten Seen eine Wirkung der Natrium-
anreicherung gesehen werden muss [37, 136].

In einer Serie von Experimenten mit dem bakteriell verunreinigten, aber
sehr gut wachsenden O.-rubescens-Klon 65 wurde nun die Frage abzukliren
versucht, ob Natrium auch bei diesen Kulturen in Makroquantititen vor-
liegen miisse wie bei 4. cylindrica oder ob Spuren geniigen. Als Vergleich
wurde der Kaliumbedarf herangezogen.
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Drei Modifikationen der Nihrlgsung Z 8 (Tab. 16) wurden beimpft mit
je 1 ml einer 14 Tage alten Kultur des Klons 65. Nach 14tdgigem Wachs-
tum in Erlenmeyerkolben (tiglich nur einmal geschiittelt) war die Dichte
der Kulturserie 16-2 deutlich hinter jener von Serie 161 zuriickgeblieben.
In Losung 16~3 wuchs iiberhaupt nur eine ganz unbetrichtliche Oszilla-
torienmenge. Es schien auf den ersten Blick ein bedeutender Na-Mangel in
der Losung 16-2 nachweisbar zu sein. Die Fadensuspensionen aus den
Losungen 16-1 und 16-2, kurz genannt «N» (normal) und «K» (aus der
«Na-freien» Nihrlgsung mit K als einzigem Alkalimetall in Makroquanti-
titen), wurden nun durch Verdiinnen mit den entsprechenden Nihrlosun-
gen auf gleiche optische Dichte gebracht. Mit diesen beiden Impfmateria-
lien wurden wiederum die gleichen Nihrlosungen 16-1 bis 16-3 beschickt
(Anfangskonzentration 0,25 mg Trockengewicht pro 50 ml Nihrlosung)
und unter den gleichen Bedingungen wie die Vorkulturen gehalten.

Tabelle 16
Modifizierte Z8-Substrate mit verschiedemen K|Na-Verbiltnissen. Alle Salze in Qualicit
«pro analysi»; doppelt destilliertes, in sterilen Flaschen aufgefangenes Wasser; Glas-
waren aus erweiterter Reinigung (S. 94), Jenaer Geriiteglas 20. Angaben in mM/l.

76-1 16-2 16-3
(8hnlich Z8) | «Na-frei» sK-frei»

NaNO, 2,50 - 2,50
KNO, - 2,50 -
Ca(NOy), - 4H,0 0,10 0,10 0,10
Na,HPO, - 2H,0 - - 0,18
K,HPO, - 2H,0 0,18 0,18 -
MgSO, - 7H,0 0,10 0,10 0,10
Na,CO, 0,20 - 0,20
K,CO, - 0,20 -
FeSO, 1) 0,01 0,01 0,01
Spurenelemente2) + + +

1) Geldst in HCI1 0,1 N.
2) Wie bei Losung Z§(S. 116).

Der Verlauf des Wachstums ist in Abb. 11 graphisch dargestellt. 7 Tage
nach der Impfung waren bereits deutliche Unterschiede in der Dichte der
einzelnen Serien bemerkbar. Das normale Zellmaterial in K-freier Losung
16-3 entwickelte sich von diesem Zeitpunkt an nicht mehr weiter, wihrend
auffallenderweise im gleichen K-freien Medium die Serie mit Impfmaterial
K schon am weitesten vorangeschritten war und noch normal weiterwuchs.
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Abbildung 11
Wachstum der O.-rubescens-Klonkultur 65 in Substraten mit verschiedenem NajfK-Verhiltnis.
Verdnderung der optischen Dichte (Extinktion E) mit der Zeit (1= 610 my, z= 0,5 cm, Mit-
telwerte von 5 Parallelkulturen).

Offenbar hatte dieses Impfmaterial aus Losung 16-2 eine ausreichende K-
Reserve mitgebracht. Auch die tibrigen Serien wuchsen vorerst noch gleich-
missig mit einer relativen Wachstumsrate von ca. 0,1 log,o-Einheiten pro
Tag weiter. Nachdem die Wachstumsperiode abgeschlossen war, ergab
sich folgendes Bild: die beiden normalen 16~1-Serien, sowohl mit Na-
Mangelzellen als auch mit «normalen» Zellen beimpft, kamen auf E-Werte
von ca. 0,8. Auch das N-Material in der Na-freien Losung war beinahe gleich
gut entwickelt. Dagegen fiel das Na-Mangel-Material, wieder in Na-freier
Losung gehalten, schon deutlich ab. Diese Zellen schienen also wirklich
unter Na-Mangel zu leiden und wurden wiederum — was in Abb. 11 nicht
mehr graphisch dargestellt ist, in die Losung 16-2 iiberimpft. Die Ent-
wicklung setzte normal ein, und die Kulturen wuchsen wiederum bis zu
einem E-Wert von 0,6 bis 0,7. Auch in der darauffolgenden vierten Uber-
impfung ins Na-Mangel-Medium ergab sich das gleiche Bild. Es darf daraus
geschlossen werden, dass die Natriumverunreinigungen der analysenreinen
Salze ausreichen, um den Bedarf von O. rubescens in den Kulturen zu decken.
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Allein mit 2,5 mM/I KNO,; (Merck, p.A.) werden ja ca. 0,02 mg/l Na ein-
geschleppt, und es bestehen andere Natriumquellen genug, um einem
Spurenelementbedarf zu geniigen. Wenn auch die Ertrige in den Losungen
16-2 nicht optimal sind, so darf dies nicht ohne weiteres allein mit dem
Natriummangel in Zusammenhang gebracht werden, kénnten doch hier
die bekannten Phinomene der Ionenkonkurrenz, des Ionenantagonismus
oder des Ionensynergismus massgebende Rollen spielen.

Verglichen mit diesem geringen Natriumbedarf in Mikroquantititen ist
der Kaliumanspruch von 0. rubescens bedeutend. Wie aus Abb. 11 zu er-
sehen ist, kommt das Wachstum in der K-Mangellosung 16-3, die mit «nor-
malen» Zellen beimpft worden ist, nach einer Woche bei einer optischen
Dichte von ca. 0,07 zum Stillstand. Der Kaliumvorrat, den das Impfmaterial
mitbringt, reicht also nur zu ganz unbedeutender Zellvermehrung aus. Zur
Orientierung iiber die Frage, ob wirklich Kaliummangel das Wachstum be-
grenzt hatte, wurden nun Zusitze in Form von sterilen KCl-Losungen vor-
genommen. Die Vermehrung kam danach alsbald wieder in Gang, und es
zeigte sich, dass 10 mg/l K geniigen, um die Kulturen voll auswachsen zu
lassen. Mit der zehnfachen Menge (100 mg/l K) liess sich nur noch eine
unbedeutende Wachstumssteigerung erwirken.

Vorsichtig beurteilt sagt das in Abb. 11 dargestellte Experiment im
wesentlichen folgendes aus: der Natriumbedarf von 0. rubescens liegt in
einer ganz anderen Grossenordnung als der Kaliumbedarf. Wihrend fiir
optimale Entwicklung unter den hier getroffenen Kulturbedingungen etwa
1omg/l K notwendig sind, gentigen die Na-Verunreinigungen der analysen-
reinen Salze, um die Anspriiche von O. rubescens zu decken. — Experimente
mit weiter gereinigten Salzen zur Abklirung des Spurenelementbedarfes
wurden vorliufig nicht angestellt.

3. Kalzium

Gewiss spielt Kalzium nur in seltenen Fillen in unseren Seen die Rolle
eines direkt wachstumsbegrenzenden Faktors, ebensowenig wie K, Mg
und Sulfat (LUND und TALLING [109]). Auf Grund vergleichend limnolo-
gischer Untersuchungen an Gewiissern im Voralpengebiet ist aber gerade
dem Kalzium - wenn auch vorerst nur vermutungsweise - eine gewisse
okologisch wichtige Rolle zugesprochen worden: zwei benachbarte Ge-
wisser wie der Ziirichsee und der Greifensee unterscheiden sich namlich
chemisch lediglich im Kalziumgehalt einigermassen betrichtlich, stimmen
sonst aber im Gesamtcharakter chemisch gesehen weitgehend iiberein.
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Doch der Ziirichsee ist ein ausgesprochenes Oscillatoriagewisser, wogegen
diese Blaualge im Greifensee nur eine untergeordnete Rolle spielt. (THo-
MAS [163], MARKI, miindl. Mitt.). Im erstgenannten See findet man einen
durchschnittlichen CaCO;-Gehalt von ca. oo mg/l(ZIMMERMANN, miindl.
Mitt. nach unverdffentl. Untersuchungen des chem. Laboratoriums der
Stadt Ziirich in den Jahren 1948-1957), im letzteren dagegen Werte zwi-
schen 150 und 200 mg/l CaCO; (MARKI [114]). Die experimentelle Ermitt-
lung einer optimalen Ca-Konzentration fir O. rubescens wire daher gewiss
auch okologisch aufschlussreich. Die in der vorliegenden Arbeit zu dieser
Frage angestellten Versuche gingen zwar eigentlich von einem rein ex-
perimentiertechnischen Problem aus: die Ausfillungen in den Z-Substraten
sollten mit geringerem Ca-Gehalt der Losungen so gut wie méglich ver-
mindert werden, damit Messungen der optischen Dichte (E) nicht zu stark
mit dem von anorganischen Triibungen herrithrenden Messfehler behaftet
selen.

In zwei aufeinanderfolgenden Experimenten wurde zunichst dieWirkung
verschiedenen Ca-Gehaltes bei zwei verschiedenen Herstellungsarten der

Tabelle 17
Zusammensetzung von fliissigen Substraten mit verschiedenem Kalziumgebalt. Ausser den unten
zusammengestellten CaCl,-Zusiitzen enthalten alle Substrate NaNO,, K,HPO,,
MgSO,, Na,CO;,, Fe-Komplex und Spurenelemente wie Losung Z (S. 116). Kultur-
kolben aus Jenaer Geriiteglas G 20 aus erweiterter Reinigung; Salze in Qualitit p. A.;
doppelt destilliertes Wasser. Herstellung A: Zusammensetzen der Losungen, Abfiillen
in Erlenmeyerkolben, Sterilisicren im Autoklav. Herstellung B: Sterilisieren der Li-
sungen ohne CaCl; und Na,CO;, Zusatz steriler CaCl,- und Na,CO,-Lésungen nach

Abkiihlen.
Substrat CaCl, Ca

mM;/1 mg/l
17-1 0 0
717-2 0,01 0,4
17-3 0,10 4,0
174 0,25 10,0
17-5Y 1.00 40,0

1) Entspricht im Ca-Gehalt ungefihr dem
Ziirichseewasser.

Nihrlosungen (einerseits total autoklaviert, andererseits mit sterilen CaCl,-
und Na,CO,-Zusitzen nach Sterilisieren der iibrigen Bestandteile) unter-
sucht, dann aber auch der Effekt des Schiittelns in Betracht gezogen.

Die verwendeten Nihrlosungen werden in Tab. 17 einander gegeniiber-
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Abbildung 12
Wachstum des O.-rubescens-Klons 65 in Substraten mit verschiedenem Kalziumgehalt

gestellt. Die Abb. 12 und 13 veranschaulichen die Resultate der beiden Ex-
perimente. Nach Abb. 12 kommt bei beiden Serien in der Losung 17-3 mit
4,0 mg/l Ca die grosste Algenproduktion zustande. Das Medium 174
bleibt nicht stark zuriick, 17-5 ist aber beziiglich des Ca-Gehaltes bereits
iiberoptimal. In Serie .4 wachsen die Algen darin noch ganz recht, in Serie B
aber nur ganz unwesentlich. 17-5 muss in Serie B effektiv reicher an ge-
l6stem Ca sein als in Serie A, da ja beim Autoklavieren eine betrichtliche
Menge unléslicher Ca-Salze ausfillt. Ein Gehalt von 40 mg/l Ca, wie er z. B.
im Ziirichsee vorkommt, wirkt somit unter den hier angeordneten Ver-
suchsbedingungen ausgesprochen wachstumshemmend. Die Unterschiede
im Herstellungsvorgang zwischen den Substratserien 4 und B wirken sich
auch in den untersten beiden Ca-Konzentrationen deutlich aus: mito,4mg/1
Ca (Substrat 17-2) kann schon eine ganz betrichtliche Algenmenge produ-
ziert werden, sofern Kalzium tatsichlich echt geldst vorliegt; wird aber ein
grosser Teil davon beim Sterilisieren ausgefillt, so konnen sich nur noch
gerade soviele Algenfiden entwickeln, wie es auch im Blindsubstrat 17-1 -
das lediglich die Ca-Verunreinigungen der analysenreinen Salze enthilt -
bei Serie B méglich ist.
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Abbildung 13
Wachstum des O.-rubescens-Klons 65 in Substraten mit verschiedenem Kalziumgehalt. Herstel-
lung der Losungen wie bei Serie B (Abb.12).

Auch nach Abb. 13 wird unter beiden Versuchsbedingungen (Serie C:
nicht geschiittelt; Serie D: auf der Schiittelmaschine) in Losung 17-3 die
giinstigste Ca-Konzentration vorgelegt. Das Medium 174 bleibt wiederum
nicht weit zuriick. Mit der Konzentration 40 mg/l Ca treten dann aber
wesentliche Unterschiede zwischen den beiden Serien auf: wenn die Kolben
dauernd geschiittelt werden, ist ganz gutes Wachstum festzustellen, wo-
gegen die Entwicklung in stehenden Kolben bald unterbunden ist.

Bei vorsichtiger Beurteilung dieser Resultate darf man immerhin folgen-
des sagen: dic Ca-Konzentration 4 mg/! (0,1 mM/I CaCl,) erméoglicht unter
ganz verschiedenen Versuchsbedingungen gutes Wachstum. In zehnmal
hoherer Konzentration kdnnen sich schon ausgesprochene Hemmungser-
scheinungen bemerkbar machen. Unter wechselnden Kulturbedingungen
scheint sich das Ca-Optimum nicht wesentlich zu verschieben, doch miissen
fiir eine exakte Ermittlung minimaler und maximal zuldssiger Konzentra-
tionen noch besser chemisch kontrollierte Experimente angestellt werden.
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Praktisch gesehen ergibt sich, dass der Ca-Gehalt der Nihrlosung Z8 von
0,25 auf 0,1 mM/| CaCl, oder Ca(NOs), erniedrigt werden kann.

In Skologischer Hinsicht unterstiitzen die beschricbenen Experimente
die Auffassung, Ca sei in den Seen in iiberoptimalen Konzentrationen vor-
handen und vermége die Entwicklung von O. rubescens in einem ausge-
sprochen Ca-reichen See wie dem Greifensee einzuschrinken. Die durch-
gefiihrten Versuche vermitteln aber nur gerade einen ersten Eindruck vom
Kalziumbedarf dieser Blaualge. Eingehende Studien miissten die Verhilt-
nisse von ein- zu zweiwertigen Ionen (PROVASOLI [136], VOLLENWEIDER
[176]) und mit Riicksicht auf ionenantagonistische Wirkungen auf das Ver-
hiltnis Ca/K (LUNDEGARDH [110]), ferner die Vorgeschichte des Impf-
materials (WIKEN [183], McCCoMBIE [115]) und andere Einzelheiten besser
beriicksichtigen.

4. Stickstoff und Phosphor

a) Grundsitzliche Vorbemerkungen

Unter den unerlisslichen Algennihrstoffen kann in einzelnen O.-rubescens-
reichen Seen der Stickstoff, in anderen der Phosphor produktionsbegren-
zend wirken (vgl. z. B. THOMAS [166]). Diese heute allgemein anerkannte
Ansicht bedarf allerdings noch einer niheren Uberpriifung. Man ist ja
namentlich bei chemischen Wasseranalysen zu dieser Auffassung gekom-
men, weil wihrend der Monate der Hochproduktion in der euphoten Zone
oft praktisch kein Stickstoff bzw. Phosphor mehr in Form von Salzen gelost
vorlag. Diese Beobachtung gibt aber nicht mehr als einen vorliufigen Hin-
wets, konnte doch die Algenproduktion auch unter solchen Bedingungen
weitergehen, indem die von Strdmungen laufend nachgefiihrten Nihrstoff-
quellen sofort verarbeitet werden und daher mit den chemischen Analysen
nicht erfassbar sind. Als unerschépfliches Stickstoffreservoir kommt ja auch
die Luft in Frage, deren gasférmiger Stickstoffanteil von turbulenten
Stromungen laufend ins Wasser eingetragen wird, von bestimmten Bak-
terien und Algen fixiert und dem Kreislauf geloster Stoffe zugefiihrt wer-
den konnte (HUTCHINSON [73]).

Als bereits bessere Beurteilungsmethode ist das erndhrungsphysiolo-
gische Experiment zu nennen, wie es im Prinzip schon von SCHREIBER
(1927 [149], 1929 [150]) praktiziert worden ist. So versucht man auch heute
noch (z. B. THoMAS [166]) durch Zusatz von einzelnen Nihrsalzkompo-
nenten zu sterilisierten Wasserproben und Impfung mit Planktophyten
herauszufinden, welche Zusitze die beste Wachstumssteigerung zur Folge
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haben, welche andere dagegen keine Verbesserung der Kulturbedingungen
mit sich bringen, also demnach bereits in gentigender Menge im Seewasser
vorliegen miissen. — Der Wert solcher Experimente steht und fillt mit der
Wahl des Impfmaterials, konnen sich doch hier ungezihlt viele Sekundir-
effekte geltend machen, wenn man nur schon an die moglichen antibioti-
schen Wirkungen zwischen den Algen, von Bakterien auf Algen oder um-
gekehrt denkt [38], [44], [67], [86, 87], [104-106], [122], [157, 158]. Be-
sonders schwer kontrollierbar werden solche Experimente bei Impfung mit
natiirlichem Plankton, einer Organismengesellschaft ganz komplexer Zu-
sammensetzung. Aber auch bei entsprechenden Versuchen mit Reinkul-
turen als Impfmaterial treten die wohlbekannten Erscheinungen auf, welche
den Vergleich mit den natiirlichen Verhiltnissen verunméglichen: oft sind
die minimal benitigten Konzentrationen eines bestimmten Nihrsalzes in
den Kulturen hoher als die jemals in Seen tatsichlich anzutreffenden. Es ist
also im Experiment - vielleicht auch nur scheinbar - eine bedeutende Ver-
schiebung der Anspriiche eingetreten.

Solange sich die Untersuchung auf das die Organismen umgebende Me-
dium beschriinkt, muss man immer wieder solchen prinzipiellen Schwierig-
keiten begegnen. Nun liegt es aber eigentlich nahe, die Plankter selbst in
die chemische Analyse einzubeziehen und so ihren Ernihrungszustand zu
untersuchen. Ahnlich arbeiten ja Pflanzenphysiologen mit Makrophyten
nach den von LUNDEGARDH [110] ausgearbeiteten Prinzipien der Blatt-
analyse. Danach wird das Wachstum einer Pflanze von der Konzentration
der Nihrstoffe in ihren griinen Teilen bestimmt; der Nihrstoffgehalt des
Bodens oder des fliissigen Mediums spielt in dieser Hinsicht erst eine sekun-
dire Rolle. Auf Algenpopulationen tibertragen wiirde dies heissen, dass
man aus der chemischen Analyse der Zellen einzelner Arten Auskunft iiber
ihre Vermehrungsfihigkeit erhalten konnte. Voraussetzung wiire dabei,
dass sich die Zellen dieser Art in ihrem natiirlichen Zustand von anderen
trennen liessen. Diese Bedingung wird bei wasserbliitebildenden pflanz-
lichen Planktern recht gut erfiillt.

Mit solchen Ideen haben z. B. MACKERETH [111] mit sterionella und
ALKHOLY [2] mit Chlorella gearbeitet, und GERLOFF und SK0OG [57-59]
haben in diesem Sinne die Erndhrungsphysiologie von Microcystis aeruginosa
studiert. Es sind bisher in dieser Weise keine anderen Blaualgen bearbeitet
worden.

In den Kulturen kann der Nihrstoffspiegel im Zellmaterial beliebig ein-
gestellt werden, indem der entsprechende Nihrstoffin seiner Konzentration
im Nihrmedium variiert wird. Bis zu einer gewissen Grenze sind dann das
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Abbildung 14
Schematische Darstellung der von GERLOFF und Sxo00G [57] fiir Microcystis aeruginosa gefun-
denen Beziehungen zwischen Ertrag bzw. Gesamtstickstoffgehalt des Algenmaterials und der
gelost zur Verfiigung gestellten Stickstoffmenge.

Wachstum und die Vermehrung direkt abhingig vom Gehalt der Zellen
an Nihrstoffen. Mit einem bestimmten kritischen Nihrstoftgehalt wird
optimales Wachstum erreicht, was sich bei weiterer Erh6hung der Nihr-
stoffzufuhr nicht mehr weiter steigern lisst. Auch die prozentuale Nihr-
stoffkonzentration in den Zellen geht nicht iiber eine obere Grenze hinaus.
Abb. 14 zeigt diese Verhiltnisse schematisch dargestellt fiir den Fall der
Stickstofferndhrung, wie es von GERLOFF und Sk00G bei Kulturen von
Microcystis aeruginosa gefunden worden ist. Die Darstellung gilt sinngemiiss
auch fiir die Phosphorernihrung,.

Im Prinzip untersuchen GERLOFF und SK00G dann bei Microcystismate-
rial aus Wasserbliiten die Frage, ob der Stickstoffgehalt der Zellen nun iiber
oder unter dem experimentell ermittelten kritischen Wert liegt. Bei diesem
direkten Vergleich miissen sie noch einen Korrekturfaktor beriicksichtigen,
der sich aus technischen Griinden ergibt: die Kulturen sind bakterienfrei,
und es hiufen sich im Laufe der Wachstumsperiode Schleimsubstanzen um
die Microcystiszellen an, die unter natiirlichen Verhiltnissen weitgehend
von Bakterien abgebaut wiirden. Die Autoren konnen mit Vergleichs-
analysen bei natiirlichem und kultiviertem Material eine Beziehung auf-
stellen, die es ermdglicht, je nach Alter der Kulturen die unnatiirlicher-
weise angesammelten Schleimsubstanzen vom Gesamttrockengewicht ab-
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zuziehen. Durch diese Korrektion der Bezugsgrosse veriindert sich dann
auch der Wert fiir den prozentualen Stickstoffgehalt im Zellmaterial. Unter
Beriicksichtigung dieser Korrekturen finden GERLOFF und SK0OG dann bei
verschiedenen Seen im Microcystismaterial einen Stickstoffgehalt, der sehr
nahe am kritischen Wert von 4%, manchmal auch leicht darunter liegt.
Die notigen Korrekturen sind allerdings recht gross (bis 2,8%), und es
bleibt fraglich, ob mit derart korrekturbediirftigen Bezugsgrossen repri-
sentative Schlussfolgerungen erlaubt sind.

GERLOFF und SK00G [59] ziehen denn auch noch zwei weitere Methoden
heran, um sich ein richtiges Urteil iiber die Verfiigbarkeit der Nihrstoffe
in Seen fiir das Wachstum von M. aeruginosa zu bilden: a) die bereits er-
wihnte Kulturmethode mit angereichertem Seewasser und b) Vergleiche
des normalen N/P-Verhiltnisses in Seen mit dem Verhiltnis der minimal
notwendigen N- und P-Konzentrationen in Kulturen.

Wenn man sich nun iiberlegt, mit welchen Methoden die in Abb. 14
schematisch dargestellten Beziehungen gefunden worden sind, so dringen
sich einige kritische Bemerkungen auf:

1. Die Proben werden nach 10- bzw. 14tigigem Wachstum erhoben und
analysiert, in einem Moment also, wo sich die Kulturen im logarithmischen
Teil ihrer Wachstumskurve befinden sollen (die Entwicklungsperiode bei
normaler Nihrstoffzufuhr erstreckt sich unter den gleichen Bedingungen
auf gut 20 Tage). Es fragt sich aber, ob sich tatsichlich alle Kulturen - bei
jeder Stufe von Anfangs-Stickstoffkonzentrationen der Nihrlésung - in
diesem Moment noch in der logarithmischen Phase befinden. Moglich wiire
dies unter der Voraussetzung, dass die Vermehrungsgeschwindigkeit der
Algen direkt proportional zum #usseren Nihrstoffgehalt zu Beginn des
Wachstums bleibt. Diese Annahme widerspricht jedoch den allgemeinbe-
kannten Prinzipien der Kinetik des Wachstums von Mikroorganismen. Da-
nach miisste ja — zumindest innerhalb gewisser Grenzen - die relative
Wachstumsrate von der Substratkonzentration unabhingig sein [118, 119],
[121], [126]. Somit wire die Wachstumsperiode bei geringem Nihrstoff-
gehalt derLosung frither abgeschlossen als bei hoher dusserer Konzentration..
Daraus wiirde wiederum folgen, dass die bei geringer Stickstoffkonzentra-
tion angesetzten Kulturen nach 10 Tagen méglicherweise die Vermehrung
schon eingestellt haben, wihrend diejenigen in stickstoffreichem Milieu
sich noch logarithmisch weiterentwickeln. Nun ist es aber ganz wesentlich,
in welcher Entwicklungsphase die Proben erhoben werden. Nach GERLOFF
und Sk00G [57] nimmt nimlich der Gesamtstickstoffgehalt in den Algen
bei normalen Kulturbedingungen wihrend einer 2otigigen Wachstums-
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periode von 9 auf 4%, des Trockengewichtes ab. Die in Abb. 14 mit Kreuz
markierte Sittigung an Stickstoff im Algenmaterial miisste demnach in
dieser Darstellungsweise bei immer hoheren Abszissenwerten erreicht
werden, je spiter die Probenahme angesetzt wiirde, denn der markierte
Stickstoffwert miisste ja bei Weiterfithrung des Experiments noch weiter
fallen, wenn nicht irgendein anderer Faktor die Entwicklung hier zum
Stillstand bringen wiirde. Die Fig. 4 und § in der Arbeit [57] von GERLOFF
und Sk0oG - die sich auf die Phosphorernihrung von M. aeruginosa be-
zichen, — bestitigen diese Hypothese: bei Probenahme nach 10 Tagen wird
der Sittigungswert (ca. 0,6% P im Trockengewicht) in den Kulturen mit
0,5 mg/l Anfangs-P-Konzentration erreicht, bei Probenahme nach 14 Tagen
(in einem anderen Experiment) aber erst in Ldsiingen mit 0,8 mg/l An-
fangs-P-Konzentration. Die P-Kurve wird also bei Verlingerung der Ver-
suchsdauer flacher. Die von GERLOFF und Sk0OG publizierten Ertrags-
kurven unterstiitzen ebenfalls die Ansicht, dass die als kritisch angesehenen
Werte sich bei verschieden gewihltem Zeitpunkt der Probenahme ver-
dndern. Der in Abb. 14 mit * bezeichnete Punkt in der Ertragskurve wird
in Experimenten mit Phosphor z. B. bei Probenahme nach 10 Tagen in den
Losungen mit anfinglich 0,15 mg/l P erreicht (ca. go mg/l Trockenge-
wicht), nach 14 Tagen aber mit ca. 0,3 mg/l P (220 mg/l Trockengewicht).

Wenn sich auch diese Kardinalpunkte verschieben, so finden GERLOFF
und Sk0oG doch im Schnittpunkt der beiden Kurven bemerkenswert gut
tibereinstimmende kritische Werte fiir den Stickstoff- bzw. Phosphorgehalt
der Algen, was ja schliesslich bei der Beurteilung der Brauchbarkeit dieser
Methode ausschlaggebend ist. Die ermittelten kritischen Werte sind jedoch
in ihrer Bedeutung nicht leicht zu interpretieren. So dringt sich die Ver-
mutung auf, die Verhiltnisse wiirden sich vielleicht vereinfachen und
leichter verstindlich werden, wenn das Algenmaterial erst nach Abschluss
der ganzen Wachstumsperiode geerntet und analysiert wiirde.

2. Die auf der Abszisse (Abb. 14) eingetragene Nihrstoff konzentration
der Nihrlosung ist ein mit der Zeit variabler Wert, dessen Variabilitit
beim Wachstumsversuch mit zunehmender Grosse verhdltnismissig immer
geringer wird: die kleinen Nihrstoffvorlagen diirften von den Algen ganz
ausgeschipft werden konnen, wihrend bei grossen Angeboten noch be-
trichtliche Restmengen verbleiben. Es wire zu untersuchen, ob bei kon-
stant gehaltener Nihrstoffkonzentration im Substrat — mit kontinuier-
lichen Kulturen ~ der pro Zeiteinheit erzielte Algenertrag nicht schon bei
geringerem Angebot eine konstante Grisse erreichen wiirde, als dies sich
in den von GERLOFF und Sk00G beschriebenen Versuchen ermitteln liess.
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3. Die Versuchsanordnung unterscheidet sich grundsitzlich ganz be-
deutend von den naturgegebenen Bedingungen in Seen. Dort befinden sich
die Algen ja nicht in einem abgeschlossenen System. Es lisst sich daher
keine bestimmte Anfangskonzentration an Nihrsalzen fir eine Entwick-
lungsperiode ermitteln. Diese Unstimmigkeit kdnnte im Prinzip umgangen
werden, wenn die experimentellen Daten mittels kontinuierlicher Kultur
bestimmt wiirden. Mit dieser Technik kinnte direkt die Abhiingigkeit der
relativen Wachstumsrate von der Niihrstoff konzentration im Algenmaterial
ermittelt werden. Diese beiden Gréssen lassen sich grundsitzlich auch in
Seen bestimmen, und der Vergleich zwischen kultiviertem und natiirlich
gewachsenem Material wiirde gewiss verlisslicher. -

Diese kritischen Bemerkungen zu den Arbeiten von GERLOFF und SK00G
wollen es verstindlich machen, dass bei den experimentellen Untersuchun-
gen iiber die Stickstoff- und Phosphoranspriiche von 0. rubescens in 6kolo-
gischer Sicht mit viel Skepsis ans Werk gegangen wurde, weil es noch nicht
moglich war, mit automatisch verdiinnten, auf konstanter Organismen-
dichte gehaltenen Kulturen zu arbeiten, mit der Methode also, welche nach
diesen Uberlegungen die einzig richtige wiire. Die im folgenden beschrie-
benen Versuche beriicksichtigen immerhin die unter 1. erwihnten Be-
denken und niitzen im iibrigen die unzweifelhaft wertvollen Ideen von
GERLOFF und SK0OG, die ja teilweise auf LUNDEGARDH zuriickgehen,
nach Moglichkeit aus.

b) Kulturversuche zur Stickstoffernibrung

Bei Wachstumsversuchen in Substraten mit abgestuften Stickstoffkon-
zentrationen impft man vorteilhaft mit Zellen aus Stickstoffmangelkulturen,
damit nicht zu grosse Blindwerte entstehen. Die Anzucht des Impfmaterials
fir die nachfolgend durchgefiihrten Stickstoffexperimente wurde einerseits
mittels Messungen der optischen Dichte der Suspensionen, andererseits
durch chemische Kontrollanalysen in den Nihrlosungen iiberwacht.

Die Medien entsprechen der mit Nr. 17-3 bezeichneten Modifikation
von Lésung Z 8 (Herstellungsweise B, Tab. 17, S. 167), wobei dann aller-
dings die NaNO;-Zusiitze variiert wurden. NaNO; wurde KNO, vorge-
zogen, weil mit letzterem Salz bei geringen Konzentrationen ein Kalium-
effekt mit dem des Stickstoffs interferieren konnte. Fiir die Vorkulturen
wurden zunichst Stickstoff konzentrationen von 0,05 0,01; 0,103 1,0; $,50
und 10,0 mM/] NaNO; angesetzt. Nach der Impfung mit Kultur 65-28
(11 Tage alt) entwickelten sich die einzelnen Serien nach den in Abb. 15
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Abbildung 15
Entwicklung der O.-rubescens-Klonkultur ¢35 in flisssigen Medien mit verschiedenem Nitratge-
halt. Grundsubstrat 17-3 (Tab. 17, S. 139); Zahlenangaben bei den Kurven: mM/1 NaNO,-
Zusatz; Zahlenangaben in Klammern: Restkonzentration im Substrat nach 17tigiger Wachs-
tumsperiode (mM/l); Extinktionsmesswerte korrigiert nach Verfahren S. 97ff.

dargestellten Wachstumskurven. Nach 17 Tagen war die optische Dichte
der einzelnen Serien mehr oder weniger auf konstanten Werten stehenge-
blieben. Substratanalysen ergaben die in Klammern angegebenen Werte:
bei den unteren drei Konzentrationen war kein Nitrat mehr nachzuweisen,
bei den oberen drei waren Reste iibriggeblieben. Die unteren drei Serien
mussten also wirkliche Stickstoffmangelzellen enthalten. Mit Zusitzen
von sterilen NaNO,-Losungen zu den im iibrigen unverinderten Substra-
ten wurde nun gepriift, ob dieses Hungermaterial noch zu normaler Weiter-
entwicklung fihig sei oder ob vielleicht irgendwelche Bakterientoxine von
den Begleitorganismen oder gar Autotoxine von den Algen selbst die Ent-
wicklung hemmen wiirden. Der Verlauf der Wachstumskurven zeigt, wie
keinerlei derartige Sekundirwirkungen nachzuweisen waren: die Ver-
mehrung setzte nach einer ca. 2tigigen Latenzphase wieder ein und ergab
(bei 1,0 und 10,0 mM/! insgesamt zugesetztem Nitrat) wihrend rund 7
Tagen bet logarithmischer Darstellung der Wachstumskurve eine Gerade.
Die Organismendichte am Ende dieser Entwicklung entsprach dann recht
genau derjenigen, die beim entsprechenden Anfangszusatz erreicht worden
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Abbildung 16
Algenproduktion und Gesamtstickstoffgehalt in Losungen mit verschiedenem Nitratgehalt bei
der O.-rubescens-Klonkultur 65. Ernte nach photometrisch kontrolliertem Abschluss des Wachs-
tums.

war. Bemerkenswert bei diesen Kurven ist iibrigens der Verlauf derselben
nach Abschluss des Wachstums: sie halten sich ohne weiteres wihrend
14 Tagen in derselben Hohe. Dies weist daraufhin, dass der gasformige
Stickstoff aus der Luft den Algen tatsichlich nicht verfiigbar gemacht
wird ~ weder durch eigene Stickstoffassimilation noch durch eine solche
der Begleitbakterien. Ausserdem zeigt der horizontale Verlauf der Kurven,
wie die Autolyse bei diesem Material nur zégernd einsetzt und wie die
Begleitbakterien offensichtlich den Abbau der Algenzellen nur sehr lang-
sam in die Wege leiten konnen.

Das Material aus den Vorkulturen mit einem Gesamtgehalt von 1,0 mM/1
Nitrat diente dann zur Impfung einer grésseren Serie von Kulturen mit 20
Nitratgehaltstufen: 0,05 0,15 0,2; 0,45 0,65 0,85 1,05 1,25 1,45 1,65 1,85 2,03

12
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3,05 4,03 6,03 8,05 10,05 15,0; 20,05 30,0 mM/l NaNO;. Wie bei den Vor-
kulturen konnte mittels photometrischer Dichtemessung der Zeitpunkt
bestimmt werden, wo die Kulturen ihr Wachstum abgeschlossen hatten.
18 Tage nach der Impfung war es soweit, dass das Material geerntet und
analysiert werden konnte. Die Ergebnisse der Bestimmungen des Trocken-
gewichtes und des Gesamtstickstoffgehaltes in den gewaschenen Algen-
zellen sind in Abb. 16 graphisch dargestellt fiir die Substrate bis 8 mM]/1
* Nitrat. Die Resultate von Medien mit noch hoheren Stickstoffkonzentra-
tionen liegen denen des Substrats mit 8 mM/I sehr nahe.

Der Verlauf der in Abb. 16 dargestellten Kurven unterscheidet sich
grundlegend von demselben in Abb. 14, wie er von GERLOFF und SK00G
[s7] fiir Microcystis aeruginosa gefunden worden ist, stimmt aber im Prinzip
weitgehend iiberein mit den Verhiltnissen, wie sie neuerdings KAIN und
FoGG (88, 89| fiir sterionella japonica und Isochrysis galbana beschrieben
haben. Es war nicht ausgeschlossen, dass die Begleitbakterien in den 0Os-
cillatoriakulturen fiir diese Unterschiede verantwortlich gemacht werden
mussten — mindestens im Bereich hoherer Nitratkonzentrationen. Zur
Kontrolle wurde daher ein analog angeordnetes Experiment mit dem
bakterienfreien Stamm 51 R durchgefiihrt. Leider war es nicht méglich, den
Verlauf des Wachstums wie bei Klon 65 photometrisch zu iiberwachen.
Die Ernte erfolgte aber nach einer Vegetationsperiode von 18 Tagen wie
im vorangehenden Versuch. Unter den Parallelkulturen machte sich eine
stiirkere Streuung der Trockengewichtsresultate bemerkbar als beim ersten
Versuch, da die Reinkulturen wie gewohnt unregelmissig geballt wuchsen.
Immerhin stimmen die Ergebnisse, wie sie in Abb. 17 dargestellt sind, im
grossen ganzen mit denen von Abb. 16 iiberein. Das Trockengewicht er-
reichte zwar hier ein nicht so hohes Maximum wie vorher, und der Stick-
stoffgehalt, auf das Trockengewicht bezogen, kam nicht iiber 129, hinaus,
wogegen es vorher auf 15% gestiegen war.

Beiden Experimenten waren jedoch folgende grundsitzlichen Ergebnisse
gemeinsam: 1. Die Algenproduktion kam bei 2,0 bis 2,5 mM/l Anfangs-
NO;-Gehalt der Nihrlosung zu den hochsten Werten. In noch héher kon-
zentriertem Medium nahm die Produktion wieder ab. Bei geringerer Kon-
zentration hingegen bestand direkte Proportionalitit zwischen dem produ-
zierten Algentrockengewicht und dem zur Verfiigung gestellten Nitratstick-
stoff. 2. Bei suboptimalen Nitratkonzentrationen kam der Stickstoffgehalt
der Algenzellen nach Einstellen der Vermehrung auf 5 bis 6%, des produzier-
ten Trockengewichtes. Bei iiberoptimalem Stickstoffangebot steigerte sich
der Stickstoffgehalt im ausgewachsenen Algenmaterial rasch auf 12-15%.
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Abbildung 17
Algenproduktion und Gesamtstickstoffgehalt in Lésungen mit verschiedenem Nitratgehalt beim
bakterienfreien Stamm 51 R.

Nach diesen Versuchsergebnissen miisste man den Stickstoffgehalt von
s bis 6% als wachstumsbegrenzend anschauen. Die noch tiefer liegenden
Werte in Abb. 16 und der Nullwert in Abb. 17 sind schlecht gesichert, weil
sie mit sehr wenig Algenmaterial ermittelt worden sind. Die wachstumsbe-
grenzende Stickstoff konzentration von § bis 6% darf nun aber nicht mit
dem von GERLOFF und Sk00G {57] angegebenen «kritischen Stickstoff-
gehalt identifiziert werden. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Algen
mag schon bei hoheren Stickstoffwerten als 5-6% verlangsamt werden, sie
kommt aber wirklich zum Stillstand, wenn dieses Niveau erreicht wird.
Ein direkter Vergleich der fiir Microcystis aeruginosa publizierten Zahlen-
werte mit den hier fiir 0. rubescens ermittelten ist wegen der grundlegend
andersartigen Auswertung - im ersten Fall durch Probenahme wihrend
logarithmischem Wachstum, im zweiten Fall durch Probenahme nach Be-
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endigung des Wachstums — unmdglich, zumal da fiir Microcystis nur bis in
die Grossenordnung von 20 mg/l N in der Nihrlosung Resultate vorliegen,
was fir O. rubescens unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen noch
suboptimal wire.

Jedenfalls sind Stickstoffkonzentrationen zwischen § und 15% des
Trockengewichts bei O. rubescens moglich. Es musste nun interessieren, ob
auch unter natiirlichen Verhiltnissen die Stickstoffwerte in den gleichen
Grenzen zu finden seien, und ob diese bei Stickstoffmangel in Seen einem
entsprechenden unteren Grenzwert von § bis 6%, zustreben. Diese Frage
wird im Abschnitt d dieses Kapitels (S. 182) mit einigen Ergebnissen von
Felduntersuchungen beleuchtet.

¢) Kulturversuche zur Phosphorernibrung

- Die grundsitzlichen Bemerkungen zum vorangehenden Abschnitt
haben auch beim Nihrstoff Phosphor Geltung, und die Laborexperimente
konnten ganz analog angeordnet werden. Im gleichen Substrat wie dort
(2,5 mM/l NaNO,) wurden verschiedene Konzentrationen von K,HPO,
angesetzt und dabei der K-Gehalt mit entsprechenden KCl-Zusitzen kon-
stant gehalten (39 mg/l K). Als Impfmaterial dienten zunichst Phosphor-
mangelkulturen des Klons 65. Nach 17tigigem Wachstum konnte das
Material — nach photometrischer Kontrolle der Wachstumskurven - ge-
erntet und analysiert werden.

Die Untersuchungsergebnisse finden sich zusammengestellt in Abb. 18.
Dem allgemeinen Aspekt nach gleicht dieses Kurvenbild sehr stark den-
jenigen, die GERLOFF und SkooG [57| filr Microcystis aeruginosa gefunden
haben (Abb. 14). Im Bereich unter 0,20 mM/l Anfangsphosphorgehalt der
Nihrlosung nimmt der prozentuale Phosphoranteil im Algentrockenge-
wicht ziemlich gleichmissig von 0,1 bis 0,6% zu, um dann bei weiterer Er-
hohung des Anfangsphosphatgehaltes in der Losung nicht mehr stark an-
zusteigen (bis knapp 0,8% ). Der optimale Ertrag wird aber schon bei ca.
0,33% Phosphorgehalt im Algentrockengewicht erreicht. So konnte diese
Konzentration von 0,33% im Sinne von GERLOFF und SK00G als kritisch
fiir die Phosphorerniihrung angesehen werden. Nun sind aber die hier wie-
dergegebenen Werte nicht bei raschwachsenden Kulturen bestimmt wor-
den. Es diirfte so eigentlich analog wie bei den Versuchen iiber dieStick-
stoffernihrung erwartet werden, dass innerhalb eines gewissen Bereiches
von variierenden Phosphorangeboten bei der Ernte ein bestimmter P-Mini-
malwert in den Zellen erreicht und das Wachstum damit effektiv begrenzt
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Abbildung 18
Algenproduktion und Gesamtphosphorgehalt in Substraten mit verschiedenem Phosphatgehalt
bei O.-rubescens-Klon ¢5. Ernte nach photometrisch kontrolliertem Abschluss des Wachstums.

wiirde. Da jedoch in keinem Abschnitt der Gesamtphosphorkurve ein hori-
zontaler Verlauf festzustellen ist, muss angenommen werden, dass noch
andere Faktoren bei der Begrenzung der Entwicklung mitgewirkt haben.

Auch in einem entsprechenden Experiment mit der Reinkultur 51 R er-
gaben sich grundsitzlich dieselben Verhiltnisse. Zwar entstanden hohere
Streuungen, und das hochste Trockengewicht wurde erst bei 0,15 mM/1
Phosphatangebot erzielt.

Gesamtstickstoffanalysen im Material aus den Phosphorversuchen sollten
dariiber Aufschluss-geben, ob vielleicht die Stickstoff- und Phosphorer-
nihrung irgendwie gekoppelt vor sich gingen, ob die Substrate vielleicht
mit hoheren Nitratkonzentrationen versehen werden sollten. Der Stick-
stoffgehalt blieb aber bei allen Proben aus dem Phosphorversuch mit dem
Stamm 51 R zwischen 8 und 10%, des Trockcngew1chts Hier konnte also
kein Mangel eingetreten sein.-

Wenn auch die Ergebnisse dieser Kulturversuche nicht ganz befrledlgen,
so vermdgen sie doch immerhin grossenordnungsmissig etwas iiber den
Phosphorbedarf von 0. rubescens auszusagen: Gesamtphosphorkonzentra-
tionen zwischen o,I und 0,3% des Trockengewichts diirften danach die
Entwicklung verzogern oder sogar begrenzen. Diese Zahlen diirfen als
Basis fiir Felduntersuchungen herangezogen werden.
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d) Untersuchungen im Ziirichsee und Burgéschisee

Aus friiheren Ziirichsee-Untersuchungen verschiedener Autoren ist be-
kannt, dass die Entwicklung von O. rubescens wihrend der Sommerstagna-
tion in der Tiefe von ca. 10 m innerhalb einer Wasserschicht von geringer
Michtigkeit vor sich geht. Im zeitlichen Ablaufwird diese Sommerentwick-
lung fiir die Jahre 1945-1947 in Abb. 19 dargestellt nach Zahlenangaben
von THOMAS und MARKI [169]. Die Originalwerte der beiden Autoren
(Anzahl Oscillatoriafiden pro ml) wurden graphisch mit Hilfe des Plani-
meters umgerechnet in Anzahl Fiden pro cm? Seeoberfliche, wobeli einer-
seits Zahlen fiir die Wassersiule in den obersten 20 m, andererseits Werte
fiir die Wassersiulen von der Oberfliche bis zum Grund ermittelt wurden.
Die Kurven mit ausgefiillten Punkten zeigen, wie die Entwicklung von
0. rubescens im Epilimnion in den Monaten April bis Mai einsetzt, um dann
wihrend der Sommerstagnation im Juli oder August mehr oder weniger zu
einem vorliufigen Abschluss zu kommen. Selbstverstiindlich ist es nicht
moglich, das Einstellen des Wachstums anhand der erhiltlichen Zahlen
genau zu datieren. Dazu miisste eine viel grossere Anzahl von Parallel-
proben an vielen Stellen des Sees erhoben werden. Doch wird schon so der
perennierende Charakter des Oscillatoriabestandes deutlich sichtbar, und es
muss einleuchten, dass besonders die Wachstumsphase im Sommer fiir er-
nihrungsphysiologisch-autikologische Vergleichsuntersuchungen interes-
sant ist. Wenn nimlich irgendeine chemische Komponente des natiirlichen
Mediums fiir die Einstellung des Wachstums im Spitsommer verantwort-
lich sein sollte, so miisste sich das in der chemischen Zusammensetzung des
Algenmaterials widerspiegeln. Angenommen, der Stickstoff kime als wachs-
tumsbegrenzender Faktor in Frage, so miisste der Gesamtstickstoffgehalt
der Oscillatoriazellen prozentual wihrend der Entwicklungsphase langsam
abnehmen. Im April und Mai - nach der Vollzirkulation - hitten die Algen
ja noch geniigend Stickstoff zur Verfiigung, um diesen Nihrstoff gleichsam
hamstern zu kénnen, wogegen dann spiter bei andauernder Stagnation die
Versorgung immer knapper wiirde und die Algen ihre eigenen Vorrite bis
zu einem bestimmten Mindestgehalt in den Zellen ausschopfen miissten.

Diese Uberlegungen dienten als Arbeitshypothese fiir die Feldunter-
suchungen im Ziirichsee wihrend der Sommermonate des Jahres 1958.
Ungliicklicherweise blieb die Oszillatorienentwicklung ausgerechnet in
diesem Jahr bedeutend hinter dem normalen Ausmass in fritheren Jahren
zuriick, doch bildeten sich immerhin ausgeprigte Maxima in 6 bis 8 m Tiefe.
Bei visuellem Vergleich von Schopfproben aus verschiedenen Tiefen liess



XXIII, 1961 Untersuchungen an der Blaualge Oscillatoria rubescens DC. 183

2r T 1 T 1 T 1%

‘10

5 1945 5
N Terrtpk/ \-\

10 3

Oscill.
V| |

o

_
3

L~
),
(3]
Temperatur beim Oscilfotoria ~Maximum in °C

/
]
o

o

Anzah! Oscillatoria -Fiden pro cmz(O—O x140m) (&=—& xoberste 20 m)

Oscill.
f | | ! o
QT 1 1 T T %°
10 J \
5 1947 ] s/ \ 115
- / Temp \\
10 S X2l
r\n\d 4 / \/
/\/\'
—s5

Oscill.

| | | | I ! | o
Jan. Feb. Mdrz April Mai Juni Juli Aug. Sep. Okt. Nov. Dez.

Abbildung 19
Entwicklung von Oscillatoria rubescens im Ziirichsee in den Jahren 1945 bis 1947 (nach THomas
und MARK! [169] umgerechnet).

sich das jeweilige Oscillatoriamaximum recht gut schon auf dem See lokali-
sieren. Aus der entsprecheden Tiefe wurde dann mittels einer Pumpe soviel
Algenmaterial abgesogen, dass es nach Filtrieren durch zwei ineinander-
gehingte Phytoplanktonnctze und nachtrigliche. mechamsche Reinigung
(S. 117) ein Gesamttrockengewicht von ca. I g ergab.

Die Ergebnisse der Gesamtstickstoffanalysen finden sich zusammenge-
stellt in Tab. 18. Es sind dabei vergleichsweise auch zwei Einzelwerte aus
dem stark eutrophierten Burgischisee sowie Gesamtphosphoranalysen aus
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denselben Proben aufgenommen worden. Beim Stickstoffgehalt zeichnet
sich eine deutliche Abnahme withrend der Untersuchungszeit ab, wogegen
die Phosphorwerte cher in gleicher Grossenordnung bleiben. Der tiefste
erreichte Stickstoffgehalt kommt zwar noch nicht auf das experimentell
ermittelte Minimum von § bis 6%,. Man ist versucht, daraus zu schliessen,
dass der Stickstoff noch nicht vollkommen zum Minimumstoff geworden ist.
Mit solcher Schlussfolgerun0 wiirde man jedoch gewiss schon zu weit
gehen, da hier ja die Konzentration nur gerade auf eine einzige Basis -
das Trockengewicht - bezogen wird. Wie aus den Arbeiten von GER-
LOFF und SK0OG [59] bekannt ist, wiire es aber notwendig, noch andere
Bezugsgrossen wie den Kohlehydratgehalt zum Vergleich zu beniitzen,
wollte man repriisentative Vergleiche ziehen.

Es wurde nun in der vorliegenden vorliufigen Untersuchung dieser Ver-
hiltnisse mit Absicht vermieden, Korrekturfaktoren wie diejenigen von
GERLOFF und SkooG einzufiihren. So wird die Schlussfolgerung aus den
Zahlen in Tab. 18 auf die Feststellung beschrinkt, dass der Stickstoffgehalt
in Prozenten des Trockengewichts sowie das Stickstoff/Phosphorverhiltnis
wihrend der Sommerstagnation deutlich abnehmen, was aussagt, es er-
mangle den O.-rubescens-Zellen offenbar in den untersuchten Fillen eher an
Stickstoff denn an Phosphor.

V. Diskussion der allgemeinen Ergebnisse

Mit den vorliegenden Untersuchungen ist das einleitend umrissene Os-
cillatoriaproblem seiner Losung nur um einen ersten Schritt nihergekom-
men. Es ist zwar gelungen, die Nihrstoffanspriiche dieser Blaualge gualitativ
weitgehend abzukliren oder, mit der Terminologie von KETCHUM [90]
ausgedriickt, ihren absoluten Nihrstoffbedarf kennenzulernen. In quantita-
tiver Hinsicht ist noch sehr wenig Tatsachenmaterial zusammengebracht
worden, womit man die normalen und minimalen Ernihrungsbedingungen
dieses Organismus im direkten Vergleich mit anderen beschreiben kénnte.

Die Schwierigkeit bei der sauberen experimentellen Bearbeitung der in
dieser Arbeit behandelten Fragen liegt vor allem bei der Kultivierung und
Reinziichtung des Algenmaterials. Ohne die Verwendung von Actidion
wire es wohl iiberhaupt nicht moglich gewesen, gute O.-rubescens-Roh-
kulturen herzustellen. Die Einfithrung dieses antibiotischen Stoffes in die
Blaualgenkulturmethoden durch ZEHNDER und HUGHES [188] darf nach
den hier gewonnenen Erfahrungen als ein wirklich bedeutender Fortschritt
angesehen werden.
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Nun fehlt aber immer noch ein entsprechendes hochwirksames Antibio-
tikum, mit dessen Hilfe sich ebenso sicher noch die Bakterien aus den Blau-
algenkulturen eliminieren lassen. Dieser Wirkstoff ist auch im Verlauf der
hier beschriebenen Experimente noch nicht gefunden worden. Immerhin
wird eine Testmethode angewendet, die sich gewiss bei spiteren Experi-
menten mit anderen Antibiotika wieder mit Vorteil einsetzen ldsst. Die
Beurteilung der antibiotischen Wirkung einzelner Stoffe auf Grund der
Hemmung von beweglichen Oscillatoriafiden auf Agaroberflichen ist
dusserst rasch moglich, erfordert keinerlei Eingriffe mit Firbemitteln und
dergleichen und liefert verniinftige Befunde hinsichtlich der Vermehrungs-
fahigkeit der behandelten Algen. Es ist dieser einfachen Methode zu ver-
danken, wenn zur erfolgreichen Reinkultivierung von O. rubescens die ge-
eigneten Antibiotika, unter denen vor allem Aureomycin zu erwihnen ist,
gefunden und in richtiger Dosis eingesetzt werden konnten.

Das Hauptresultat bei der qualitativen Beurteilung der Nihrstoffan-
spriiche des reinkultivierten Stammes 51 R ist einer richtigen Interpretation
in autdkologischer Hinsicht durchaus zuginglich: der Stamm ist als photo-
lithoautotroph (sensu stricto) befunden worden. Das bedeutet, dass er in
seiner Entwicklung ans Licht gebunden ist, lediglich anorganische Wasser-
stoffdonatoren (Wasser) bendtigt und simtliche Komponenten des Bau-
und Betriebsstoffwechsels aus anorganischen, oxydierten Verbindungen zu
synthetisieren vermag. Es ist daraus zu schliessen, dass er beziiglich der
Nihrstoffgrundlage in seinem natiirlichen Vorkommen durchaus nicht an
eutrophierte Gewiisser gebunden ist, sondern auch in oligotrophen leben
konnte. Die Fihigkeit zur Assimilation von Luftstickstoft hat bei den kulti-
vierten Stimmen nicht nachgewiesen werden kénnen, und es ist anzu-
nehmen, dass diese Moglichkeit der Stickstoffversorgung auch im natiir-
lichen Biotop hichstens den Begleitbakterien, nicht aber der Blaualge
selbst, zur Verfiigung steht.

Mit diesen Feststellungen bleibt die Tatsache, dass nach vielen iiberein-
stimmenden Beobachtungen starke Oscillatoriaentwicklungen ein Zeichen
beginnender Eutrophierung darstellen, unbestritten. Die Interpretation
dieser Beobachtung darfaber nun dahin prizisiert werden, dass die Massen-
entfaltung von O. rubescens nicht direkt auf vermehrte Zufuhr von organi-
schen Abfallstoffen zuriickzufiihren ist, sondern dass sie indirekt verstanden
werden muss als Nachspiel der Mineralisationsvorginge, als «Wieder-
inkarnation» der zuvor durch Bakterien und Pilze abgebauten organischen
Substanz, wie es die Phytoplankton-Mehrproduktion in eutrophierten Ge-
wissern ja allgemein darstellt. Damit wird die Oscillatorientfaltung ins
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gleiche Glied gestellt wie die Entwicklung irgendwelcher anderer Phyto-
plankter. Im Hinblick auf die Gewissersanierung heisst das aber, dass nur
mit vermehrter Abwasserreinigung, vor allem bei Verbesserung der sog.
dritten Reinigungsstufe, d. h. der Elimination anorganischer Diingstoffe
aus den mechanisch und biologisch gereinigten Abwissern, eine merkliche
Verminderung der Produktion von Oscillatoria- und anderem Algenmaterial
erwartet werden kann. :

Die Besonderheit dieser «Burgunderblutalge» in ihrer ganzen Erschei-
nungsweise ist also nicht in den ernihrungsphysiologischen Verhiltnissen
zu suchen. Auch wachstumsphysiologisch ist sie kein Ausbund. Sie kann
in Kultur selbst unter giinstigsten Bedingungen nur zu bescheidener Ver-
mehrungsgeschwindigkeit gebracht werden, wenn man damit die relativen
Wachstumsraten anderer Blaualgen in dhnlichem Milieu vergleicht. Diese
Feststellung stimmt mit der allgemein richtigen Beobachtung iiberein, dass
cher langsamwachsende Phytoplankter das Gesamtbild iiber lingere Zeit
beherrschen, dass raschwiichsige aber nur kurzfristig - oft darum kaum
auffallend - in Erscheinung treten. Die auch in neuerer limnologischer
Literatur noch anzutreffende Darstellung von O. rubescens als einem ausge-
prigt kaltstenothermen Organismus (KUHN [102]) muss nach den experi-
mentellen Erfahrungen in dieser Arbeit als unrichtig bezeichnet werden.
Man muss in physiologischem Sinne eher von einem eurythermen Phyto-
plankter sprechen, der zwar in der Natur meist in Zonen tiefer Tempera-
tur — wohin er von anderen okologischen Faktoren gedringt wird - vorzu-
finden ist. Andere Limnologen sind ja der Frage des Temperaturoptimums
schon mit Felduntersuchungen sorgfiltig nachgegangen und sind bei vor-
sichtiger Beurteilung ihrer Beobachtungen zum Schluss gekommen, dass
primir eher dem Lichtfaktor und erst sekundiir dem Temperaturfaktor fiir
die rdumliche Verteilung der O.-rubescens-Population in Seen eine Bedeutung
zukommt. (FINDENEGG [40, 41], THOMAS [165]).

Das Phinomen der Oscillatoriamassenentfaltung im Zusammenhang mit
der Eutrophierung der Gewisser wird nach diesen Erkenntnissen ein ver-
mehrtes Studium zytologischer und reizphysiologischer Eigentiimlich-
keiten dieser Blaualge erfordern, wenn es vollends verstanden werden will.
Der Lichtfaktor in seinem Zusammenhang mit der Pigmentierung, vor
allem auch die Bildung der Gasvakuolen als wirksame Schwebeanpassung
in Abhingigkeit von Umweltfaktoren wie pH-Wert und Redoxpotential
(CANABAEUS [22]), muss eingehender untersucht werden.

Zudem wire noch zu iiberpriifen, ob alarmierende Bezeichnungen wie
«Krankheitszeichen vieler schweizerischer Seen» (KUHN [102]) auf den
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Charakter von O.-rubescens-Entwicklungen zutreffen. Es ist gut moglich,
dass die Anwohner des Lago di Caldonazzo die Vorginge schon vor so
Jahren eher richtig beurteilten, wenn sie beim Aufrahmen von Oscillatoria-
material sagten «il lago si purga» (LARGAIOLLI, 1902 [103]). Pflanzen-
massen, die aufrahmen und mit dem Oberflichenwasser abfliessen kénnen,
stellen nimlich bestimmt fiir den Sauerstoff haushalt eines Sees eine geringe-
re Belastung dar als solche, die rasch absinken. THOMAS [167] schreibt denn
auch, beim Abfliessen des im Ziirichsee an die Oberfliche getretenen Os-
cillatoriamaterials durch die Limmat diirfte in einem giinstigen Herbst etwa
die Hilfte der Burgunderblutalgen erfasst werden. In diesem Sinne wire
die Oscillatoriaentwicklung vergleichbar mit einer biologischen Reinigungs-
anlage — bei jihrlich einmaliger Beschickung (vor der Sommerstacnatlon)
und einmaliger soprozentiger Entleerung (nach der Herbstvollzirkulation).
Genauere statistische Erhebungen iiber Oscillatoriabestand und Abschwem-
mung sind allerdings noch nicht publiziert worden.

Neben kultivierungstechnischen Neuerungen und qualitativen Angaben
iiber die Milieuanspriiche von 0. rubescens bringt die vorliegende Arbeit
auch Resultate einiger quantitativer Untersuchungen iiber wachstumsbe-
grenzende Faktoren. Die in dieser Richtung vorliegenden Ergebnisse
lassen insofern noch keine sehr weitgehenden Schlussfolgerungen zu, als
das Beobachtungsmaterial eigentlich noch um ein Vielfaches vermehrt wer-
den sollte. Es konnen auch keine direkt vergleichbaren Werte aus der Lite-
ratur zur Diskussion herangezogen werden; die hier publizierten Daten
iiber wechselnden Stickstoff- und Phosphorgehalt von Oscillaroriazellen in
Kulturen und in Seen mogen immerhin anregen, dass bei der Diskussion
{iber Minimumstoffe in den Gewissern nicht einseitig ein Hauptaugenmerk
auf den Phosphor gelegt wird, dass die Bestrebungen zur Verbesserung der
Abwasserreinigungsanlagen auch auf den Stickstoff als moglichen wachs-
tumsbegrenzenden Faktor Riicksicht nehmen, vor allem aber, dass die
chemische Analyse des Planktonmaterials zur Beurteilung der Nihrstoff-
verhiltnisse in Seen vermehrt herangezogen wird.

VI. Zusammenfassung

1. Die dkologischen und physiologischen Probleme, welche sich angesichts
der auffallenden Massenvermehrung von 0. rubescens, der sog. Burgun-
derblutalge, in vielen mehr und mehr eutrophierten Gewissern stellen,
werden umrissen.

2. Allgemeine Arbeitsmethoden, die zur experimentellen Bearbeitung dieses
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Problemkreises dienlich sind, z. B. die Kontrolle des Algenwachstums in
Fliissigkeitskulturen durch Messung der optischen Dichte, werden be-
schrieben.

3. Nach einer kurzen Darstellung des heutigen Standes der Blavalgenkultur-
methodik und Hinweisen auf Erfahrungen anderer Autoren mit der
Kultivierung von O. rubescens werden schrittweise Methoden zur Ge-
winnung von Reinkulturen dieser planktischen Blaualge entwickelt.
Vorbereitungskulturen konnen frei von Griinalgen, Pilzen und Protozoen
gehalten werden durch Zusatz von Actidion (50 mg/l) zur fliissigen
Nihrlsung. Eine einfache, mineralische Losung mit Anfangs-pH-Wert
um 8,3, Temperaturen um 20°C und eine Beleuchtungsstirke von rund
1500 Lux werden als giinstig befunden. Es gelingt, auf Agarsubstraten
einzelne O.-rubescens-Fiden zu isolieren und in fliissiger Nihrlosung zur
Entwicklung zu bringen.

Ausgehend von diesen Klonkulturen wird dann versucht, Begleitbakte-
rien mit Bestrahlung durch Ultraviolettlicht auszuschalten, was nur
teilweise gelingt. Waschversuche mit dem Mikromanipulator bringen
keinen Fortschritt.

Schliesslich wird die Methode der Anwendung von Antibiotika mittels
Filterpapierblittchen auf Agarsubstraten eingesetzt. Einige Antibiotika,
insbesondere Aureomyecin, versprechen gute bakterizide Wirkung auf
dieBegleitflora auszuiiben, ohne die Blaualge selbst zu stark zu schiidigen.
Aus einer grossen Anzahl von O.-rubescens-Einzelfiden, die kombinierte
Reinigungsprozesse mit UV-Bestrahlung und verschiedenen Antibiotika
zu durchlaufen haben, geht ein einziger bakterienfreier Stamm hervor
(behandelt mit Polymyxin, Aureomycin und Chloromycetin nach voran-
gehender UV-Bestrahlung). In 22 verschiedenen Testsubstraten kommen
keine Begleitbakterien zur Entwicklung.

4. Die erndhrungsphysiologischen Verhiltnisse werden zunichst qualitativ
beim reinkultivierten O.-rubescens-Stamm untersucht. Danach kann die-
ser Organismus als photolithoautotroph (sensu stricto) bezeichnet werden.
Eine Fihigkeit zur Assimilation von gasfoérmigem Stickstoff kann nicht
nachgewiesen werden.

Es folgen einige quantitative Untersuchungen iiber verschiedene wachs-
tumskontrollierende bzw. -begrenzende chemische Faktoren:

Aus einem Vergleich des Natrium- und Kaliumbedarfes ist ersichtlich,
das hochstens Spuren von Natrium ben6tigt werden, wihrend bei den
hier gewihlten Versuchsbedingungen erst betrichtliche Kaliumkonzen-
trationen (ca. 10 mg/l) ein maximales Wachstum erméglichen.
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Fiir Kalzium wird eine optimale Konzentration von rund 4 mg/l er-
mittelt, was deutlich unter dem Durchschnitt der normalen Konzentra-
tionen in natiirlichen Gewissern liegt.

Fiir die Nihrelemente Stickstoff und Phosphor werden optimale An-
fangskonzentrationen (in der Nihrlosung) von ca. 30 mg/l N (2,0 bis
2,5 mM/INO}) bzw. 3 mg/l P (0,1 mM/1 PO}") bestimmt. Analysen des-
Zellmaterials beziiglich Gesamtstickstoff und -phosphor lassen Konzen
trationen von § bis 6% N bzw. 0,1 bis 0,3%, P im Algen-Trockengewicht
als wachstumbegrenzend erscheinen.

Der Stickstoffgehalt von vergleichweise analysiertem Oscillatoriamaterial
aus dem Ziirichsee nihert sich im Lauf der Sommerstagnation (1958)
langsam der experimentell ermittelten wachstumsbegrenzenden Konzen-
tration, wogegen sich fiir den Phosphorgehalt keine entsprechende Ent-
wicklung nachweisen lisst. Im untersuchten Fall wird daher eher Stick-

_ stoff als Phosphor das Algenwachstum begrenzen.

5. Im Hinblick auf die Gewiissersanierung wird betont, dass nach den hier
gewonnenen ernihrungsphysiologischen Erkenntnissen die Massenent-
wicklung von «Burgunderblutalgen» in eutrophierten Seen sich nur dann
eindimmen lisst, wenn ganz allgemein die Zufuhr von Nihrstoffen -
auch von anorganischen Diingstoffen — vermindert wird.
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