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Uber den Einflué von Wuchsstoffen auf Flechtenbildner

Von Alfons Zehnder, dipl. rer. nat. ETH

(Aus dem Institut fiir spezielle Botanik der Eidgendossischen Technischen Hochschule

in Ziirich)

' Inhaltsiibersicht

A. Einleitung und Prcblemstellung
B. Methodik .

1

Die Beschaffung des Ve1suchsmater1als ;
. Die Kulturbedingungen

a) Die Nihrmedien . .

b) Die verwendeten Vitamine . .

¢) Die Beimpfung der Kulturkolben .

d) Die Umweltbedingungen

Die Auswertung der Versuche

a) Die Charakterisierung der Kulturen
b) Die Aneurinbestimmung .

c) Die statistische Bearbeitung

C. Das Versuchsmaterial .

1

Ubersicht .
2. Beschreibung der emzelnen ObJekte

D. Velsuche mit Flechtenthalli .

2,

Qualitativer Nachweis von Aneunn in Flechtenlageln . .
Quantitative Bestimmung des Aneuring in zehn Flechtenarten .

E. Versuche mit Flechtenalgen

1

3.

Der EinfluB von Vitaminen auf dm Lntwwkluncr von 1* lechtenalwen

. Die  Wachstumsforderung von ancurin-heterotr ophen Pilzen durch
}'Iechtenalrrcn .

Der Einflufl von 4Heteloaux1n auf das Wachstum von I*iechtenal“en

F. Versuche mit Flechtenpilzen

5

Der Einfluf verschiedener bubstmte auf ddf’: Wachqtum von I‘Iechtezl-
pilzen .

. Der EinfluB synthemcher V1tam1ne mf dle }:,ntwwklunfr von Flechten—

pilzen .
Die Wirkung del honstltuenten des Aneurms auf dle Entwwkluno‘ von
Placodiomyces sazicolae .

. Der Ancurinbedarf von Placodwmyces 9axzcolae ;
. Das Wachstum von Placodiomyces sazicolae auf aneurinfreiem bubstlat
. Die Forderung des Wachstums aneurin-heter otrOphe1 Pilze durch Flech-

tenpilze

. Quantitative Bcstlmmuncr des Anbunns in einigen Flechtenpllzen
. Der EinfluB von Heteroauxin auf das Wachstum von drei Flechtenpilzen

Seite
202
204
204
204
204
207
210
210
213
213
213
214
215
215
217
235
235
237
241
241

242
244
245

245



Geo"enuberstellung der Flechtenbildner; Fragen de1 kiinstlichen Flechten- ey

synthese . . . . 261
1. Der Einflu} von I‘lechtenalgen auf das Wachstum der Flechtenpﬂze .91
2. Aneurin-autotrophe Alge und aneurin-heterotropher Pilz als Flechten-

bildner bei Placodium saxicola . . . . 261

8. Wuchsform der I‘lechtenpllze in der naturhchen Fiechte und in Rom-
kultur . . . . e e e ., 262
4. Ascosporenbﬁdung von re1nkult1v1erten Flechtenpﬂzen 5 5 & % 0w @ o089
5. Versuch der kiinstlichen Synthese von Placodium saxicola . . . . . 263
H. Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . ... .o, 2%
I. Literaturverzeichnis . . . . . . . . R S

A. Einleitung und Problemstellung

Uber die Bedeutung von Wuchsstoffen (Vitaminen, Wirkstoffen) im
Pflanzenreich besteht eine umfangreiche Literatur. Sie zeigt, daB} die
Pflanzen ebenso notwendig Vitamine brauchen wie der tierische und
menschliche Korper. Im allgemeinen vermogen die griinen Pflanzen die
notwendigen Vitamine selber aufzubauen; sie sind vitamin-autotroph.
Das schliefit nicht aus, daf3 einzelne Organe hoherer griiner Pflanzen
vitamin-heterotroph sind, wie anscheinend die Wurzeln (Schopfer,
1941). Ferner kann auch bei vitamin-autotrophen Pflanzen durch eine
zusitzliche Vitaminzufuhr gelegentlich das Wachstum stimuliert werden,
so bei Buscherbsen, Buschbohnen u.a. (Hoffmann-La Roche,
1940, Sehmo tkin und Mitarbeiter, 1944, Sand oz, 1945; cf. dage-
gen Gisiger, 1944). '

Unter den saprophytischen und parasitischen Pflanzen finden sich
sowohl vitamin-autotrophe als vitamin-heterotrophe Arten. Letztere bil-
den keine einheitliche systematische Gruppe; sie ziehen sich quer durch
das ganze System hindurch. Nicht miteinander verwandte Pilze konnen
sich zum Beispiel dem Vitamin B, (Aneurin) gegeniiber gleich, nahe ver-
wandte aber verschieden verhalten. So sind Ustilago avenae (Pers.) Jen-
sen, U. bromivora Fisch. de Waldh. und U. hordei (Pers.) Kellerm. et
Swingle aneurin-autotroph, U. scabiosae (Sow) Wint. und U. wviolacet
(Pers.) Fuck dagegen aneurin-heterotroph (Schopfer und Blumer,
1940).

Die Vitaminheterotrophie scheint nach den bisherigen Untersuchun-
gen am hiufigsten gegeniiber den Wuchsstoffen des Vitamin-B-Kom-
plexes aufzutreten. Am besten untersucht ist in dieser Hinsicht das Vit-
amin B,. Manche Pilze, wie oben angefiihrte, haben die Fihigkeit, es ot
synthetisieren, verloren und miissen es von auBen beziehen. Bei parasiti
schen Pilzen kommt dabei als Wuchsstofflieferant in erster Linie dic
Wirtspflanze in Betracht. So wird Tilletia tritici (Bjerk.) Winter das
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Aneurin aus den befallenen Wéizenpfla.nzen beziehen (D éfa g o, 1940).
Experimentelle Untersuchungen bei eigentlichen natiirlichen Symbiosen
scheinen freilich noch nicht zu bestehen.

Leonian (1936) untersuchte vier Griinalgen — Chlorella viscosa,
Coccomyza simplex, Oocystis Naegelii und Scenedesmus flavescens —
und stellte bei allen die Synthese von Wuchsstoffen fiir Phytophthora
cactorum (Cohn et Lebert) Schroet. fest. In den SchluBfolgerungen weist
der Autor auf die Bedeutung der-Flechtenalgen fiir die Vitaminversor-
gung der Flechtenpilze hin: “It is probable that the lichen fungi utilize
not only carbohydrates furnished by the algae, but growth substances as
well, and that their compatibility and the subsequent associations may
not be controlled so much by the nature of carbohydrates as by the
nature, the quantity and the availability of the growth- and reproduc-
tion-inducing substances” (S. 859). Quispel (1942) untersuchte die
Pilze, die sich in den griinen Algenanfliigen an den Baumstimmen finden
und eine gewisse Ahnlichkeit mit Flechtenpilzen besitzen, da sie in
lockerer Symbiose mit den aerophilen Algen leben. Ihre Reinkultur ge-
lingt nach Quispel bedeutend leichter als die der eigentlichen Flech-
tenpilze. Sie entwickeln sich nicht ohne Aneurin, das sie in der Natur
von ihrem Algenpartner erhalten.

Nach Tobler (1944) keimen die Ascosporen aus Xanthoria parie-
tina nur bei Gegenwart von Aneurin oder Thiazol. Diese Versuchsergeb-
nisse sind jedoch aus folgenden Griinden mit Vorsicht aufzunehmen:
1. Das Aneurin wurde in relativ sehr hoher Konzentration angewandt
(optimale Verdiinnung 1 : 500 000; eine Konzentration von 1 :1 000 000
wirkte nur schwach). 2. Als Substrat fiir die Sporenkeimung diente
jeweils ein Tropfen Wasseragar. Aus der Arbeit geht nicht hervor, ob
der Agar, der selbst schon Wuchsstoffe enthiilt, vor der Verwendung
gewaschen wurde. 3. Auch Thiazol wirkte in der Konzentration von
1:500 000 optimal. Werden Aneurin und Thiazol in dquimolaren Dosen
verwendet, so entspricht einer Aneurinkonzentration von 1 :500 000
aber eine Thiazolkonzentration von 1 :1190 000. Eine Thiazolkonzen-
tration von 1 :1 000 000 miiBte also gleich wirken wie cine Aneurin-
konzentration von 1 : 500 000.

Die vorliegende Arbeit will einen Beitrag zum Problem des Vitamin-
haushaltes der Flechten und ihrer Komponenten leisten. Ich stellte mir
folgende grundlegende Versuchsfragen:

1. Besitzen Vitamine einen Einfluff auf Wachstum und Entwicklung
von Flechtenalgen und Flechtenpilzen ?

2. Bauen Flechtenbildner das Vitamin B, eventuell selber auf ?
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B. Methodik

1. Bie Beschaffung des Versuchsmaterials
a) Das Sammeln der Flechten

Die Flechten, deren Komponenten in Reinkultur gezogen wurden,
stammten meist aus dem Gebiet des Siggentales nordlich von Baden
(Kanton Aargau). Ich sammelte dort die Thalli'zu verschiedenen Jahres-
zeiten. Die Feststellung von Thomas (1939), daB auch in den Herbst-
monaten keimfidhige Ascosporen aus den Fruchtkorpern geschleudert
werden, konnte dabei bestiitigt werden. Unmittelbar nach Regenfillen
wurden keine Flechten gesammelt, da aus den durchniften Apothecien
meist alle reifen Sporen weggeschleudert sind, bevor sie im Laborato-
rium untersucht werden kénnen.

b) Die Isolierung der Flechtenbildner

Reinkulturen von Flechtenpilzen zog ich ausnahmslos aus Asco-
sporen heran. Dabei kam die bei Thomas (1939) niher beschriebene
Petrischalenmethode oder die Mikromanipulatormethode zur Anwen-
dung, bei der die geschleuderten Sporen in hiingenden Tropfen aufge-
fangen und dann mit dem Mikromanipulator in Reagenzgliser mit Malz-
agar libertragen wurden. Simtliche Flechtenalgen wurden mit Hilfe des
Mikromanipulators aus den Flechtenthalli isoliert. Die Methode ist bei
Jaag (1929) beschrieben. Alle Flechtenalgen, mit denen ich experimen-
tierte, lagen in Klonen vor, waren also aus einer einzigen Zelle hervor-
gegangen.

2. Die Kulturbedingungen
a) Die Néhrmedien

_ Thomas (1939) suchte, wie schon andere Autoren, vergeblich ein
Substrat, auf dem Flechtenpilze eine wenigstens annihernd so schnelle
Entwicklung zeigten wie andere parasitische oder saprophytische Pilze.
Seine Versuche mit einem Dutzend verschiedener Nidhrsubstrate ergaben:

1. In flissigem Milieu keimen die Ascosporen der Flechtenpilze,
wachsen aber nicht zu Thalli aus.

2. Die Pilze verhalten sich nahezu indifferent gegeniiber den unter-
suchten festen Nihrboden; sie zeigen tiberall das gleich iangsame
Wachstum. '

3. Die Aziditdt des Substrates ibt nur geringen Einfluf} auf die Ent-
wicklung aus; am giinstigsten erweisen sich immerhin schwach
saure Boden (pH 5—6).

Es besteht wenig Aussicht, durch Vitaminbeigaben Flechtenpilze zu
schnellem Wachstum zu bringen; denn die von T h o m a s verwendeten
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Nihrboden enthielten, wenigstens zum Teil, Vitamine in geniigender
Menge (zum Beispiel Hefeagar, Pflaumenagar u.a.). Ich verzichtete
daher auf das wenig Erfolg versprechende Suchen nach weiteren Nihr-
medien und brauchte fiir die Weiterziichtung der Flechtenbildner und fiir
meine Versuche Substrate von folgender Zusammensetzung:

1. Malzagar: Malzextrakt (Wander, Bern) 2 %, Agar-Agar 1,7 %,
destilliertes Wasser. '
Knop-Glukoseagar: Ca(NO,), 0,1 %, KNO, 0,025 %, KH,PO,
0,025 %, MgS0, 0,025 %, FeCl, Spur, destilliertes Wasser. Ein
Teil dieser Losung wurde mit zwei Teilen destilliertem Wasser
verdiinnt und dieser « Knop- % -Losung » 2 % Glukose und
1,7 % Agar-Agar beigefiigt. ‘

3. Hefeagar: XK nop-Glukoseagar mit 0,5 % Trockenhefe (Faex

siccum Ph. H.). .

4. Algenagar: K n o p - Glukoseagar mit 0,5 % Trockensubstanz von
Griinalgen. Die Algen gewann ich von der Rinde beschatteter
Baumstdmme, an denen ich den Algenbelag sorgfiltig wegkratzte
und bei 60° C wihrend sechs Stunden trocknete.,

Asparaginagar: K n o p - Glukoseagar mit 0,1 % Asparagin.

« Phycomyces-Néhrldsung » (nach Schopfer): MgS0, 0,05 %,
K,HPO, 0,15 %, Asparagin 0,2 %, Glukose 2 %. (Schopfer
beniitzt 0,1 % Asparagin, wihrend ich immer 0,2 % anwandte.)

Lo

= o

Bei Vitaminversuchen mufl der Herstellung der Bioden besondere
Aufmerksamkeit geschenkt werden: Die Substrate miissen vollig vitamin-
frei sein, eine Forderung, die zwar selbstverstdndlich, oft aber schwer zu
verwirklichen ist. Fiir die Wuchsstoffversuche mit Flechtenaigen und
Flechtenpilzen wurde Knop - Glukoseagar oder Asparaginagar ver-
wendet. Bei der Durchfiihrung des Aneurintestes mit Phycomyces Bla-
kesleeanus wurde die « Phycomyces-Nihrlosung » gebraucht. Die Salze
sowie die Glukose waren immer von der Qualitit « puriss. » oder « pro
&IléllySi ».

Gewohnlicher Agar enthiilt Spuren von Wuchsstoffen (Schopfer
und Blumer, 1938, Janke, 1939). Um sie zu entfernen, wurden
je zirka 120 ¢ des in Fiiden vorliegenden Agars in eine 5-1-Flasche
geceben. Die Flaschenoffnung wurde mit Stramin iiberbunden, durch
welchen ein (lasrohr bis fast auf den Boden der Flasche fiihrte. Mit
einem Gummischlauch wurde das Glasrohr an die Wasserleitung an-
geschlossen. Wihrend zehn Tagen stromte ununterbrochen Wasser
durch den Agar. Damit die aufquellenden und in die Hohe steigenden
Fiden den Stramin nicht verklebten, wurde die Flasche umgelegt.
Nach zehn Tagen goB ich das Leitungswasser ab, und wiihrend drei Tagen
wurde destilliertes Wasser zum Agar gegeben, das insgesamt etwa zehnmal
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erneuert wurde. Wenn der Agar in diesem stark gequollenen Zustand
verwendet wurde, erstarrten die Niahrboden nicht vollstindig. Einwand-
frei feste Substrate erhielt ich aber, wenn der gewaschene Agar vor seiner
Verwendung im Trockenschrank bei etwa 40° C vollig getrocknet wurde.

Alle Gefifle, die mit den Nihrboden fiir Vitaminversuche in Beriih-
rung kamen, wurden vor ihrer Verwendung wenigstens 2 Stunden in ein
Bichromat-Schwefelsdure-Bad gelegt. Darauf wurden sie dreimal mit Lei-
tungswasser und zuletzt zweimal mit destilliertem Wasser gespiilt und
staubfrei getrocknet. Fiir die Herstellung der Wattebdusche zum Ver-
schlieBen der Kulturkolben brauchte ich gereinigte Watte, wobei ich fiir
jeden Versuch neue Biusche herstellte. Die Nihrboden wurden an drei
aufeinanderfolgenden Tagen im Dampftopf je 1 Stunde auf 94° C erhitzt
und so sterilisiert.

Asparaginagarbdden, die mit diesen VorsichtsmaBnahmen her-
gestellt worden waren, wurden in einem Probeversuch mit folgenden vit-
amin-heterotrophen Pilzen gepriift: _
heterotroph in bezug auf :

Cercosporella herpotrichoides Fron. Pyrimidin
Rhodotorula rubre (Lodder) Demme Pyrimidin
Mucor Ramannianus Moller Thiazol
Ustilago violacea (Pers.) Fuck Pyrimidin und Thiazol
Polystictus versicolor (1..) Fr. Pyrimidin und Thiazol
Phycomyces Blakesleeanus Bgff. Pyrimidin und Thiazol
Ustilago scabiosae (Sow) Winter Vitamin B,
Valsa pini Alb. et Schwein Vitamin B, und Biotin

Jeder Pilz wurde in je drei Kolben mit gewaschenem Agar (Sub-
strat 1), unbehandeltem Agar (Substrat 2) und unbehandeltem Agar mit
Aneurinzusatz (Substrat 3) geimpft.

Nach vier Wochen zeigte Phycomyces Blakesleeanus auf dem Sub-
strat 1 kein Wachstum, wihrend auf Substrat 3 ein dichtes Myzel alle
Versuchskolben erfiillte. Auf Substrat 2 hatte sich der Pilz schwach ent-
wickelt. Valse pini wies auf allen drei Substraten eine geringe Entwicklung
auf. Nachdem zu Substrat 3 noch einige Tropfen einer sterilen wisseri-
gen Biotinlosung gegeben worden waren, setzte ein intensiveres Wachs-
tum des Pilzes ein, das sich in der Bildung von weiiem Luftmyzel
fuberte. Die iibrigen sechs Pilze wiesen auf allen drei Nahrboden ein meb-
bares Wachstum auf. Durchwegs war aber die Entwicklung auf dem Sub-
strat 1 sehr schwach, auf Substrat 2 etwas stirker, wihrend sich auf dem
Substrat 3 ein tippiger Thallus entwickelt hatte. Ob das geringe, aber
immerhin deutliche Wachstum auf dem Boden 1 auf ein rudimentires
Aneurin-Synthesevermégen dieser Pilze oder auf Aneurinspuren auch im
cereinigten Agar oder im Impfmaterial zuriickzufiihren ist, wurde nicht
niiher untersucht, Die Literatur gibt iiber diese Frage bisher nicht
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erschopfend Auskunft (ef.-Fries, 1938). Fiir meine Zwecke war es
unmittedpar von Wichtigkeit, dafl alle Pilze Entwicklungsunterschiede
auf aneurinhaltigem und aneurinfreiem Boden zeigten.

b) Die verwendeten Vifamine
ae) lhre Herkunft und Wirkung

Alle synthetischen Wuchsstoffe, die zur Anwendung kamen, wurden
von der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. in Basel zur Ver-
fligung gestellt. Filir das grofizligige Entgegenkommen sei an dieser
Stelle der beste Dank ausgesprochen. Da keinerlei Anhaltspunkte da
waren, welche Vitamine von Einflufi auf Flechtenbildner sein konnten,
bezog ich in die ersten orientierenden Versuche eine grofie Zahl von Vit-
aminen ein, die in Tabelle 1 zusammengestellt sind.

Tabelle 1
Die Vitamine und ihre Losungsmittel
N Bezeichnungen Losungsmittel
Vitamin Bi, Aneurin, Thiamin . . . . . . . . Wasser
Vitamin B., Lactoflavin . . . s w8 8w 5 Wasser
Vitamin Bes, Adermin, Pyudoxm e e e e Wasser
Nicotylamid, PP- l*aktor Nicotinsidureamid . . . . Wasser
Pantothensaures Na, Filtratfaktor . . . . . . . Wasser
Mesoinosit, Bios I . . . . . . . . . . . . . Wasser
Vitamin C, l-Ascorbinsdure . . . . . . . . . Wasser
Vitamin D, Caleiferol . . . . . . . . . . . Alkohol, 01
Vitamin E, dl-a-Tocopherol . . . ... . . . . | Alkohol, Ol
Vitamin-E-Acetat, dl-o- Tooopherolacetat s & 1 3 Alkohol, Ol
Vitamin H, Biotin . . . . Wasser
2-Methyl-naphthochinon (mlt Vltamm K erkunfr» : Alkohol, 01
Provitamin A, p-Carotin . . . Coe e Alkohol, O1
2-Methyl-4-amino-5-amino- methylp}umzdm 5§ Wasser
4-Methyl-5-oxyithyl-thiazol . . . . . . . . . Wasser
Heteroauxin . . . . . . . . . . . . . . . Alkohol

Der Tabeile seien einige Erliuterungen beigefiigt, wobei freilich auf
die Bedeutung und Wirkung der Wuchsstoffe nicht im einzelnen einge-
gangen werden soll.

Die Notwendigkeit der Wuchsstoffe des B-Komplexres (Vitamine B,,
B,, B;, Nicotylamid. Pantothensdure, Mesoinosit) und des Biotins (Vit-
amin I) fiir die Entwicklung vieler Mikroorganismen ist heute bekannt.
Das Vitamin B, spielt in den bisherigen Arbeiten iiber die Vitaminfrage
bej Mikroorganismen die Hauptrolle. Da es als Wirkungsgruppe eines
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Fermentes, der Decarboxylase, an einer zentralen Stelle im JXohlehydrat-
stoffwechsel steht, ist es wohl unentbehrlich fiir den grofiten #leil der
Lebewesen tiberhaupt. Sein Molekiil setzt sich aus zwei Komponenten zu-
sammen, dem 2-Methyl-4-amino-5-amino-methyl-pyrimidin und dem 4-Me-
thyl-b-oxyiithyl-thiazol (in dieser Arbeit als «Pyrimidin», resp. «Thiazol»
bezeichnet). Schopfer und seine Mitarbeiter (Schopfer und
Blumer, 1940 u. a. a. 0.) stellten fest, dall manche aneurin-heterotro-
phen Organismen nur in bezug auf die eine der beiden Komponenten
heterotroph sind, wihrend sie die andere selber aufzubaucn vermogen.
Diese Frage sollte auch bei Flechtenbildnern untersucht werden, und
darum dehnte ich die Versuche auch auf die Konstituenten des Vitamins
B, aus.

Vom Vitamin C waren zwar bisher nur vereinzelt Einwirkungen auf
Mikroorganismen bekannt: Es soll das Wachstum obligater Anaerobionten
begiinstigen (Jank e, 1939). Speisepilze enthalten den Stoff, wenn auch
nur in geringer Menge (2—7,5 mg pro 100 g Trockensubstanz). Da das
Vitamin als Redoxkorper wesentlich an der Zellatmung beteiligt ist —
es wirkt als Wasserstoffiibertriger —, ist eine Wachstumsbeeinflussung
von Flechtenbildnern nicht zum vorneherein ausgeschlossen.

Natiirliches Vorkommen und physiologische Funktionen weisen das
Vitamin D, dem Tierreiche zu. Iis begiinstigt die Kalzifikation der Kno-
chen und reguliert das Ca- und Phosphatase-Gleichgewicht im Blute.
Immerhin ist denkbar, dafd seine Forderung der Ca- und Phosphorsiure-
resorption auch im Pflanzenreich zur Auswirkung kommen kann. Zudem
enthalten manche Pilze sowie die Renntierflechte (Janke, 1939) Pro-
vitamin D,. Diese Tatsache bewog mich, auch das Caleiferol in die Unter-
suchungen einzubeziehen.

Das Vitamin E scheint seine Hauptrolle auch im animalischen Leben
zu spielen, doch stellten Schopferund Blumer (1939) einec Wachs-
tumshemmung von Melandrium album (Miller) Garcke durch den Stoff
fest. Das Vitamin E stand als freies dl-Tocopherol und als Tocopherol-
azetat zur Verfiigung. Das freie Vitamin ist oxydations- und lichtemp-
findlich, withrend das Azetat wesentlich widerstandsfihiger ist. Vorbe-
dingung fiir die Auslésung der spezifischen Vitamin-E-Wirkung scheint
allerdings die Abspaltung der Azetylgruppe zu sein {briefliche Mitteilung
des wissenschaftlichen Dienstes der Firma Hoffmann-La Roche).
Ob Flechtenpilze die zur Abspaltung nétigen Fermente liefern, ist unbe-
kannt. In den Versuchen wurden daher sowohl das freie Vitamin E als
das Azetat verwendet. ' '

Das natiirliche Vitamin K ist nur schwer zuginglich. Strukturche-
misch steht ihm das 2-Methyl-naphthochinon nahe, das bei Warmbliitern
eine dem Vitamin K vollig analoge Wirkung aufweist. Der Wuchsstoft
spielt beim Tier eine Rolle bei der Erhaltung der normalen Koagulations-
fihigkeit des Blutes. Bei der Versorgung des menschlichen Korpers mit
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diesem Wirkstoffe scheinen die Colibakterien des Darmes eine Rolle zu
spielen. Ob Vitamin K von diesen und anderen Mikroorganismen selber
bendtigt wird, scheint unbekannt zu sein. In einige Versuche bezog ich
das 2-Methyl-naphthochinon ein.

Eine Einwirkung des p-Carotins auf pflanzliche Organismen ist bis-
her nicht bekannt.

Wihrend die eigentlichen Vitamine in den Stoffwechsel der Orga-
nismen eingreifen, beeinflussen Stoffe hormonartiger Natur letztlich die
Formbildung der Pflanzen (Schopfer, 1939). So iibt Heteroauzrin auf
das Streckungswachstum hoherer Pflanzen eine starke Wirkung aus.
Défago (1940) stellte einen hemmenden EinfluB auf die Entwicklung
von Mikroorganismen fest. -

bbj lhre Dosierung und Zugabe zu den Nihrboden

Die Vitamine wurden den Nihrbdden in so grofer Menge beigege-
ben, daB eine allfdllige Wirkung sicher festzustellen gewesen wire, Das
Vitamin D, das bei Warmbliitern in sehr kleinen Dosen wirksam ist,
sowie das Biotin, wurden in einer Konzentration von 10—*, alle anderen
Wuchsstoffe in einer solchen von 10—° angewandt. Fiir die Wachstums-
versuche stellte ich folgende Stammlésungen der Vitamine her:

1. Aneurinldsung: 10 mg Vitamin ‘Bl, gelost in 100 cm® destillierten
Wassers.

2. Heteroauzinldsung: 10 mg Heteroauxin, geldost in 100 em?® abso-
luten Alkohols, -

3. Vitaminldsung a: Je 10 mg der Vitamine B,, B., B;, Nicotylamid,
Pantothensiure, Mesoinosit, Vitamin C und 1 em® einer Biotin-
losung der Konzentration 10—* gelost in 100 cm’® destillierten
Wassers.

4. Vitaminlosung b: Je 10 mg der Vitamine E, Tocopherolazetat,
2-Methyl-naphtho-chinon, f-Carotin und 1 em® einer Vitamin-D,-
Losung der Konzentration 10—, gelost in 100 cm® absoluten
Alkohols.

Von diesen Losungen wurden vor der Sterilisation jeweils je 0,8 cm®
in die Versuchskolben pipettiert, die je 80 ecm® Nihrsubstrat enthielten.
Die Kontrollkolben erhielten eine entsprechende Dosis destilliertes
Wasser, bzw. absoluten Alkohol als Zusatz zum Nihrboden. Bei der
Sterilisation verdampfte der Alkohol. Dabei fielen die alkoholloslichen
Wuchsstoffe in fein verteilter Form aus. Vor dem Erstarren wurden die
Kulturkolben ofters geschiittelt, um eine gleichmifige Verteilung der
ausgefallenen Vitamine in den Substraten zu erzielen.
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c) Die Beimpfung der Kulturkolben

Nach der Sterilisation war die Oberfliche der erstarrten Nahrboden
regelmiBig von Kondenswasser bedeckt. Ich lief die Kolben daher in
einem trockenen Raume stehen, bis die Substratoberfliche trocken war.
Nur dann lieBen sich bei Flechtenpilzen gleichmiBig wachsende Thalli
heranziehen. Noch wichtiger war die Trocknung der Nihrbéden vor der
Beimpfung mit Flechtenalgen; denn nur auf trockenen Substraten ent-
wickeln sich die charakteristischen Kolonieformen.

Als Kulturgefife brauchte ich 400-cm?®*-Erlenmeyerkolben aus Jena-
oder Muranoglas. Jeder Kolben wurde an fiinf Stellen mit der Flechten-
alge, resp. dem Flechtenpilz beimpft, so daB in jedem Gefdl fiinf Parallel-
kulturen heranwuchsen. Der Errechnung der Mittelwerte bei der Aus-
wertung der Versuche lagen zehn Einzelmessungen zugrunde. Bei allen
Vitaminversuchen impfte ich moglichst kleine Myzelteile, bzw. Algen-
klilmpehen, um zu verhindern, daf bei der Impfung Vitaminspuren in
die Versuchskolben iibertragen wurden. Auf die Schwierigkeiten und
VorsichtsmaBnahmen bei der Impfung von Flechtenpilzen weist im iibri-
gen Thomas (1939) hin, dessen Impfmethode auch von mir befolgt
wurde.

d) Die Umweltbedingungen
aa) Die Luftfeuchtigkeit

Bei der langen Dauer der Versuche mit Flechtenbildnern besteht die
Gefahr, dafl die Nidhrboden ungleichmiBig austrocknen; denn es ist
praktisch nicht moglich, alle Wattebdusche genau gleich dicht herzu-
stellen. Auch Zellophanhiitchen, die iiber die Wattebiiusche gebunden
werden, verhindern die allmiihliche Austrocknung der Kolben nach mei-
nen Erfahrungen bei der langen Versuchsdauer nicht. Ich suchte daher
die Austrocknung der Substrate so zu verhindern, daffi die Versuchs-
kolben in moglichst luftfeuchten Riumen aufbewahrt wurden. Trotzdem
trockneten Versuchskolben gelegentlich ungleich stark ein, was sich bei
den betreffenden Versuchen durch den hohen Wert des mittleren Fehlers
zeigte.

bb) Die Temperatur

Flechtenpilze besitzen im allgemeinen bei Temperaturen von 18 bis
24° C ihr Wachstumsoptimum (Thomas, 1939). Fiir Flechtenalgen
liegt es durchschnittlich tiefer. Meine Versuche mit den Pilzen fiihrte ich
bei Temperaturen von 20 bis 24° durch. Die Algenversuche wurden im
Winterhalbjahr in einem nach Norden exponierten Glashause aufbe-
wahrt. Im Sommer erwies sich die Kultur im Freien an einer vollig
beschatteten Hauswand als giinstiger, da im Versuchshaus die Tempe-
ratur an heifen Sommertagen trotz intensiver Liiftung auf iiber 30°
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anstieg und auch in der Nacht oft nicht unter 20° sank. Bei diesen Tem-
peraturen stellen aber alle bisher untersuchten Flechtenalgen ihr Wachs-
tum ein oder gehen gar zugrunde.

cc) Die Belichtung

Uber den Einflufl der Belichtung auf Flechtenpilze bestehen bisher
keine genaueren Untersuchungen, obwohl die Frage im Hinblick auf das
natiirliche Vorkommen vieler Flechten an extrem besonnten Standorten
von Interesse ist. Dabei ist bekannt, daf Griinalgen, also die Wirtspflan-
zen vieler Flechtenpilze, in Reinkultur direktes Sonnenlicht nicht ertra-
gen (Jaag, 1929, 1945). In der Flechte miissen die Gonidien offenbar
durch die Pilzkomponente vor zu starker Belichtung geschiitzt werden.
Ich untersuchte den Einfluf des Lichtes auf die Entwicklung meiner
Flechtenpilze in drei Versuchen, denen folgende Fragen zugrunde lagen:

1. Welchen EinfluB hat kontinuierliches elektrisches Licht auf Flech-
tenpilze ?

2. Welechen EinfluB hat das diffuse Tageslicht auf Flechtenpilze ?

3. Welchen Einfluf hat das direkte Sonnenlicht auf Flechtenpilze ?

1. Versuch: Acht Flechtenpilze wurden auf Malzagar geimpft. Von
jedem Pilz standen vier Kulturkolben zu je [iinf Pilzlagern zur Verfi-
gung. Je zwei Kolben pro Pilz wurden wihrend drei Monaten kontinu-
lerlichem elektrischem Licht ausgesetzt (100-Watt-Osramlampe in 1 m
Entfernung), wihrend die iibrigen Kolben unter sonst gleichen Bedin-
gungen vollig dunkel aufbewahrt wurden. Die Pilze wuchsen in den be-
lichteten Kolben durchschnittlich wenig schneller als in den verdun-
kelten Gefifen. Die Unterschiede waren aber prozentual nur gering, und
es ist nicht ausgeschlossen, dafl der kleine Wachstumsunterschied auf
eine bloBe Strahlungswirmewirkung der drei Monate dauernden Belich-
tung zuriickzufiihren ist.

2. Versuch: Die Versuchsanlage war analog wie bei Versuch 1. An
die Stelle der kiinstlichen Belichtung trat jedoch das diffuse Tageslicht.
Der Versuch ergab, daB dieses auf die Entwicklung von Flechtenpilzen
praktisch keinen Einflufy ausiibt.

3. Versuch: Hier zeigte sich, daf direktes Sonnenlicht das Wachs-
tum von Flechtenpilzen stark hemmt und in manchen Fillen fast ganz
unterdriickt (Abbildungen 1 @ und 1b). Wie schon bei Versuch 1 stellt
sich analog hier die Frage, ob die Wachstumshemmung nicht zum Teil
auf eine Wiarmewirkung der direkt auftreffenden Sonnenstrahlen zurtick-
zufiihren sei. Denn obwohl der Versuch im Winter begonnen wurde,
konnten doch die direkten Strahlen die Pilzthalli erwirmen. Durch
kiinstliche Kiihlung lieB sich diese Strahlungswirmewirkung nicht ganz
ausschalten, und neben anderen Faktoren ist vielleicht sie fiir die Wachs-
tumshemmung verantwortlich.
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Abbildung 1 a-

Der EinfluB des direkten
Sonnenlichtes auf das
Flichenwachstum der

Flechtenpilze Physciomy-
ces pulverulentae (10),

Placodiomyces saxicolae

(11, 14) und Lecanoromy-

ces subfuscae (27). a =

verdunkelte, & — belich-
tete Kulturen. Abszisse:

Versuchsdauer. Ordinaten:

Thallusfléiche

Abbildung 1b

Der Einflufl des direkten
Sonnenlichtes auf das

- Flichenwachstum der

Flechtenpilze Xanthorio-
myces parietinae (5), Ce-
loplacomyces aurantiacat
(15), Lecideomyces para-
semae (25) und Graphido-
myces scriptae (26). a =
verdunkelte, b — belich-
tete Kulturen, Abszisse:
Versuchsdauer. Ordinaten:

Thallusfléiche



Der mikroskopische Vergleich der besonnten Pilzlager mit den in
Dunkelheit gezogenen ergab geringe Unterschiede in der Ausbildung
der Hyphen: die belichteten waren durchschnittlich etwas schlanker; sie
wiesen weniger Anschwellungen auf als die dunkel gehaltenen.

3. Die Auswertung der Versuche
a) Die Charakterisierung der Kulturen

Die einwandfreieste Auswertungsmethode bei Wachstumsversuchen
besteht in der Bestimmung des Trockengewichtes der gebildeten Pilz-
thalli. Diese Methode 146t sich ohne griofiere Schwierigkeiten anwenden,
wenn die Versuchsobjekte in fliissigem Medium gezogen werden und in
kiirzerer Zeit zuverlissig meBbare Trockensubstanzmengen bilden. Beide
Voraussetzungen treffen fiir Flechtenbildner nicht zu: Flechienpilze
wachsen, wie schon erwihnt, in N#dhrlosungen schlecht oder gar nicht.
So miissen sie auf festen Substraten gezogen werden. Vom Agar oder
anderen -Unterlagen lassen sich aber die Thalli nur schwer sauber ab-
losen, und zudem ist ihr Wachstum so langsam, daf oft nach mehreren
Monaten noch keine einwandfrei wigbaren Mengen gebildet sind. So
wurde das Flichenwachstum der Pilze als entscheidendes Kriterium der
Auswertung der Versuche zugrunde gelegt. Doch muf man sich klar sein,
daf die Messung des Flichenwachstums allein gelegentlich zu Trug-
schliissen fithren kann, indem bei gleicher Fliichenentwicklung zweier
Pilze doch die Myzelmengen verschieden sein konnen, wenn Lager ver-
schieden dicht und iippig entwickelt sind. Es ist daher notig, auch dem
gesamten Habitus der Thalli ein genaueres Augenmerk zu schenken,
wenn sich Unterschiede zeigen. Flechienalgen entwickeln sich zwar
meist auch in N#hrlosungen. Das Wachstum ist aber so langsam, daB
sich in niitzlicher Frist keine zuverliissigen Wigungen durchfiihren las-
sen. So griff ich auch hier zur Flichenmessung der auf festen Nihrboden
gebildeten Kolonien.

Waren die Pilzthalli, bzw. die Algenkolonien rund, so wurde der
Durchmesser gemessen und daraus die Fliiche nach der Formel F= % d*«
berechnet. Hatten die Kulturen ovale oder unregelmifige Umgrenzun-
gen, wurde der Kreisflichenberechnung das arithmetische Mittel aus dem
groBten und kleinsten Durchmesser zugrunde gelegt.

Die Zahlenangaben bei den Farben der Kulturen beziehen sich auf
die Nummern im « Code des couleurs » von-Klincksieck et Va-
lette (1908).

b) Die Aneurinbestimmung

Der qualitative Nachweis von Aneurin in beliebigen Substanzen ist
leicht so zu fiihren, daB man die Substanz einem vitaminfreien Nédhr-
hoden beifiigt, darauf einen aneurin-heterotrophen Pilz impft und sein
Wachstum mit der Entwicklung auf dem Kontrollsubstrat vergleicht.
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Fiir die quantitative Aneurinbestimmung beniitzte ich den Phyco-
myces-Test in seiner Mikroform nach Schopfer und Jung (1938),
Das Vorgehen sei an einem Beispiel erldutert:

Es sollte der Aneuringehalt der Flechte Placodium sazicola be-
stimmt werden. Einige Thalli wurden im Thermostaten bei 90° wihrend
6 Stunden getrocknet und dann zu einem feinen Pulver zerrieben. In
jo fiinf Reagenzgliser, von denen jedes 3 cm® Nihrlosung nach Schop-
f er enthielt, wurden nun 5, 10, 20, 40 und 80 mg Trockensubstanz gege-
ben und sterilisiert. Darauf wurden die Reagenzglidser mit einer Sporen-
suspension von Phycomyces Blakesleeanus Bgff. beimpft. Die Vergleichs-
reihe enthielt an Stelle der Flechtensubstanz als Zusatz zur Nédhrlosung
eine genau bekannte Menge Aneurin. Diese Standardreibhe wurde fiir
jeden Versuch neu hergestellt. Der Testpilz bildete nun ein Luftmyzel in
den Glidschen, dessen Hohe vom Aneuringehalt der Nidhrlosung abhing.
Die Myzelhohe wurde nach zehn Tagen gemessen, und aus dem Vergleich
der Myzelhohen in den Flechtenglischen und den Glischen der Standard-
reihe konnte auf den Aneuringehalt der Flechte geschlossen werden.

Schopfer und Jung (1938) beniitzten den Test in dieser Form
fiir die Bestimmung des Aneuringehaltes der Leber, des Blutes, des Her-
zens und anderer Organe bei gesunden und avitaminotischen Ratten.
Auch Hurnti (1944) ging im Prinzip gleich vor, wandte aber den Test
in seiner Normalform (Bestimmung des Trockengewichtes von Phyco-
my/ces) an.

Ohne auf die Einzelheiten einzugehen, sei darauf hingewiesen, dab
die Methode nur dann reproduzierbare Resultate liefert, wenn Aneurin in
so kleinen Mengen vorliegt, daBl es den begrenzenden Wachstumsfaktor
fiir den Testpilz darstellt. Wenn Aneurin in geniigender Dosis oder im
UberschuB vorhanden ist (d. h. mehr als 0,016 y pro em?®), entwickelt sich
Phycomyces optimal, Die Hohe des Uberschusses beeinfluBt die Entwick-
lung nicht; daher kann bei optimalem Wachstum des Testpilzes nicht
auf die Aneurinmenge geschlossen werden. Ebenso werden die Resultate
falsch, wenn Stickstoff in suboptimaler Menge oder nur in schwer assi-
milierbarer Form in der N#hrlosung vorliegt; denn dann wird er neben
dem Aneurin zum begrenzenden Wachstumsfaktor.

c) Die statistische Bearbeitung

Die Mittelwerte und der mittlere Fehler in den Versuchsreihen wul-
den nach den Tabellen von Z 6 11er (1925) bestimmt:

Ty oz |
Mittlerer Fehler: m = I/_Za_
nmn-—1)

a = Abweichung der Einzelmessungen vom Mittelwert.
n — Zahl der Einzelmessungen
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Die Variationskurven bei der Bestimmung des Algenmaterials beru-
hen auf der Messung von je 200 Zellen, fiir die das arithmetische Mittel
und die Streuung nach den Formeln von Johannsen (1926) berech-
net wurden:

Mittelwert: Mzz s

a

m

— 2|

Streuung: o=t I/ 2 &,
n

wobei a = Klassenwerte
P = Frequenz der einzelnen Klassenwerte
n = Gesamtzahl der Individuen
D = Abweichung vom Mittelwert
bedeuten.

C. Das Versuchsmaterial
1. Ubersicht

Als Versuchsobjekte brauchte ich die Komponenten der in Tabelle 2
aufgefiihrten Flechten. In der Bezeichnung der rein kultivierten Flechten-
pilze folgte ich Thomas (1939), der auf einen Vorschlag von Herrn
Professor E. G & um a nn seine Pilze nach der Flechte benannte, aus der
sie isoliert worden waren: Dem Gattungsnamen der Flechte wurde die
Endung -myces angefiigt, wiihrend der Artname in den Genitiv gesetzt
wurde. Der Pilz der Flechte Xanthoria parietina wird so zu Xanthorio-
myces parietinae usw.

Uber die Algengattung Cystococcus Naegeli existiert keine neuere
Monographie, was die Bestimmung meiner Arten erschwerte. So gelang
mir an Hand der verstreuten Literatur in keinem Fall eine eindeutige
Identifizierung meiner Klone mit schon beschriebenen Arten. Ich be-
zeichnete daher meine Formen einfach mit dem Gattungsnamen Cysto-
coccus und dem Namen der Flechte, aus der sie isoliert wurden und
fiigte dieser Bezeichnung eine Nummer an. Uber Coccomyza Schmidle
verfaBBte Jaag (1933) eine Monographie, die der Bestimmung meiner
drei Klone zugrunde gelegt wurde. Deren zwei konnten denn auch mit
schon bekannten Arten identifiziert werden, wihrend der dritte Klon
offenbar eine bisher nicht beschriebene Form darstellt. Ein Chlorella-
Beijerinck-Klon konnte ebenfalls nicht eindeutig bestimmt werden. Da es
iiberdies unsicher ist, ob es sich um die Gonidie der Flechte Lecidea para-
sema handelt, bezeichne ich die Alge einfach mit « Chlorella Nr. 2500 ».

Tabelle 2
Ubersicht iiber die Versuchsobjekte

Physcia pulverulenta Schreb. Flechte Nr. 10
Pilz: Physciomyces pulverulentae Nr. 10
Alge: Nicht isoliert.
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Xanthoria parietina (L.) Th. Fries Flechte Nr.5
Pilz: Xanthoriomyces parietinae Nr.5
Alge: Cystococcus Xanthoriae parietinae Nr. 500

Xanthoria parietina (L.) Th. Fries Flechte Nr. 17

Pilz: Nicht isoliert

Alge: Cystococcus Xanthoriae parietinae Nr. 1700
Xanthoria parieting (L.) Th. Fries Flechte Nr. 18

Pilz: Nicht isoliert. . :

Alge: Cystococcus Xanthoriae parietinae Nr. 1800

Xanthoria parietine (L.) Th.Fries Flechte Nr.19
Pilz: Nicht isoliert
Alge: Cystococcus Xanthoriae parietinae Nr. 1900

Placodium sazicola Poll. TFlechte Nr. 11
Pilz: Placodiomyces sazicolae Nr. 11
Alge: Cystococcus Placodii saxicolae Nr. 1100

Placodium saxicola Poll. Flechte Nr. 14
Pilz: Placodiomyces saxicolae Nr. 14
Alge: Cystococcus Placodii saxicolae Nr. 1400

Placodium circinatum Pers. Flechte Nr. 16
Pilz: Placodiomyces circinati Nr. 16
Alge: Cystococcus Placodii circinati Nr. 1600

Caloplaca aurantiaca Lightf. Flechte Nr. 15
Pilz: Caloplacomyces aurantiacae Nr. 15
Alge: Cystococcus Caloplacae aurantiacae Nr. 1500

Lecidea parasema Ach. Tlechte Nr. 25
Pilz: Lecideomyces parasemae Nr.25
Alge: Chlorella Nr. 2500

Graphis scripta L. Flechte Nr. 26
Pilz: Graphidomyces scriptae Nr. 26
Alge: Nicht isoliert
Lecanora subfusca L. Flechte Nr. 27
Pilz: Lecanoromyces subfuscae Nr.27
Alge: Nicht isoliert
Solorina saccata L. Flechte Nr. 4
Pilz: Nicht isoliert ;
Alge: Coccomyza ellipsoidea (Solorinae saccatae) Zehnder Nr. 400
Peltigera aphthosa L. Flechte Nr. 6
Pilz: Nicht isoliert
Alge: Coccomyza peltigerae variolosae Jaag Nr. 600
Peltigera canina L. TFlechte Nr.7
Pilz: Nur Keimversuche
Alge: Nicht isoliert

Iemadophila ericetorum 1. Flechte Nr.8
Pilz: Nicht isoliert ,
Alge: Coccomyza icmadophilae Jaag Stamm 4 Nr. 800
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2. Beschreibung der einzelnen Objekte

Physcia pulverulenta Flechte 10. Die Flechte wurde im Dezember
an einem Zwetschgenbaumstamm in Obersiggenthal gesammelt.

Reinkultur des Flechtenpilzes: In 9 von 15 beimpften Reagenzgliis-
chen wuchsen im Verlauf von drei Monaten weifle Kulturen von 3 mm
Durchmesser heran. Auf Malzagar bildet der Pilz verhiltnismiiBig flache
Thalli von mattweifler Farbe (Nr. 153 B) und regelmiifig runder Form.
Im Zentrum der Kulturen treten wiirstchenformige Erhebungen auf, die
unregelmiifig verlaufen, gegen den Rand der Kulturen aber eine radiale
Richtung aufweisen. Der Thallus flacht sich auBen allmihlich gegen das
Substrat ab. Der Pilz zeichnet sich durch sein relativ rasches Wachstum
aus: Myzelstlicklein von 1 mm Durchmesser bilden auf Malzagar im
Verlaufe von sechs Wochen Thalli von 8 bis 10 mm Durchmesser. Die
Hyphen des Pilzes sind hyalin, septiert und 6fters verzweigt. Sie zerfal-
len sehr leicht, wenn sie unter dem Deckglas gedriickt werden. Hiufig
treten Anschwellungen auf, die vielleicht auf Uberernihrung durch den
Malzagarboden zuriickzufiihren sind.

Xanthoria parietina Flechte 5. Ende April sammelte ich zahlreiche
fruchtende Lager der Art an einem NuBbaumstamm.

Reinkultur des Flechienpilzes: Die sorgfiltig gewaschenen Apothe-
cien schleuderten in Petrischalen zahlreiche Sporen. AuBerer Umstinde
wegen konnten aber keine Sporen isoliert werden, und die Fruchtkorper
blieben zehn Tage in der trockenen Laboratoriumsluft liegen. Nach die-
ser Zeit befeuchtete ich die Apothecien wieder, werauf innert 4 Stun-
den eine grofe Menge von Sporen geschleudert wurde. Nach zwei Tagen
wiesen 40 % der auf Malzagar liegenden Sporen Keimschlduche von
Sporenlinge auf (cf. dagegen Werner, 1927, 8. 25: « Avril et début
mai fournissent une projection abondante de spores, ... mais, déja, aucune
ne germe plus »). Keimende Sporen wurden in Reagenzgliiser libertragen.
Nach einem Monat zeigten sich in sechs Rohrchen Pilzthalli von 0,5 mm
Durchmesser und oranger Farbe. Gleichzeitig wurde die Sporenkeimung
in den Petrischalen weiter verfolgt. Zehn Tage nach der Ejakulation
keimten fast 100 % der Sporen. Die Hyphen wiesen drei- bis fiinffache
Sporenléinge auf; sie waren reich septiert und zeigten zum Teil bereits
Verzweigungen. Das Bild stimmte mit den Zeichnungen, die Werner
(1927) gibt, iiberein. Auf Malzagar besitzen die Pilzkulturen die Farbe
Orange 137. Sie gleichen kleinen, reich gegliederten Bergen. Die einzel-
nen Thalli sind im allgemeinen isodiametrisch, zeigen aber nicht die
gleichmiiBig runde Form von Physciomyces pulveruleniae. Der Durch-
messer von sechswochigen Kulturen betrdgt 3 bis 4 mm.

Reinkultur der Flechtenalge: Nur in zwei von 25 beimpften Rohr-
then wuchsen im Verlaufe von acht Wochen Algenkolonien von gleichem
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Aussehen heran. Der Habitus der Kolonien zeigte, daf es sich um einen
Vertreter der Gattung Cystococcus handelte.

Auffallend ist bei diesem Klon die hohe Temperaturempfindlichkeit:
Kolonien, die sich lingere Zeit auf iiber 20° erwirmen, verfirben sich

30—
Abbildung 2

201 Cystococcus Xanthorice

parietinae Nt. 500.
Variationskurve des Zell-

101 durchmessers auf Knop-
Glukoseagar
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regelmifig weil und gehen zugrunde, wihrend Cystococcus-Klone aus
anderen Flechten bei gleichen Temperaturen noch normal griin bleiben.
Auch Thomas (1939) gibt fiir Cystococcus aus Xanthoria parietina

10

Abbildung 3
Cystococcus Xanthoriae parietinae Nr.500. Zellformen, Auto-
sporenbildung, Zoosporen. K n o p - Glukoseagar

ein niedriges Temperaturoptimum (12 bis 15°) an. Die Farbe von 7 Mo-
nate alten Kolonien aus Kn o p - Glukoseagar ist dunkelgriin (305), ihr
Durchmesser erreicht 7 bis 8 mm, die Oberfliche ist matt und kdornig,
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‘der Rand der Kolonien unregelmifig gelappt; ihre Hohe betrigt 5 bis
6 mm. Der mittlere Durchmesser der Einzelzellen betrigt 12,1 + 4,66 u
bei einer Variationsbreite von 4,2 bis 22,5 u. Die Vermehrung der Zellen
erfolgt durch Autosporen und Zoosporen. Die Gestalt der letzteren ist
ziemlich variabel: Neben schlanken treten auch mehr rundliche Formen
auf (Abbildung 3). Ihre Bildung kann gefordert werden, wenn man die
Algenaufschwemmung auf dem Objekttriger eintrocknen 1dBt und nach
zirka 1 bis 2 Stunden wieder benetzt.

Xanthoria parietina, Flechten 17, 18, 19. Herr Dr. P. . Gre-
ter iibersandte mir Mitte Oktober 1945 drei Thalli der Flechte von ver-
schiedenen Substraten aus Engelberg.

Reinkultur der Flechtenalgen: Von allen drei Lagern isolierte ich
nur die Alge, und zwar iibertrug ich je zwolf Zellen in Reagenzgliiser auf
Malzagar. Schon nach drei Wochen zeigten sich in einem grofien Teil
der Rohrechen makroskopische Algenkolonien, die bald durch ihren
flichenhaften Wuchs auffielen. Es handelte sich um Cysfococcus-Algen.
Die Klone, die aus der gleichen Flechte stammten, stimmten véllig mitein-
ander tiberein. Dagegen zeigten sich zwischen den Klonen, die von verschie-
denen Flechten stammten, geringe Unterschiede: Die Kolonien aus der
Flechte 17 waren kreisrund und dunkelgriin gefirbt; der Durchmesser be-
trug nach acht Wochen 6 mm. Die Kolonien aus der Flechte 18 stimmten in
Form und Farbe mit denen aus der Flechte 17 tiberein, dagegen war ihr
Wachstum langsamer. Die Kolonien aus der Flechte 19 unterschieden sich
schon durch Form und Farbe von den beiden andern Stimmen: Sie waren
hellgriin, flacher ausgebreitet und wiesen am Rande kleine Lappen auf, die
bei den andern Formen fehlten. Die Glidschen mit diesen Kulturen blie-
ben im Friihjahr eine Zeitlang unbeachtet im Versuchshaus. Dabei stieg
die Temperatur offenbar so hoch, dal sich sdmtliche Kolonien weif3
firbten und zugrunde gingen, wiihrend die Cystococcus-Klone aus an-
dern Flechten keinen Schaden nahmen. Alle drei Stimme waren gegen
hohe Temperaturen noch empfindlicher als Klon 500. Es scheint, die
groBe Empfindlichkeit gegen hohe Temperaturen sei ein gemeinsames
Merkmal aller Cystococcus-Klone aus der Flechte Xanthoria parietina.

Placodium sazicola, Flechte 11. Der Thallus stammte von einem
Nagelfluhblock auf dem Homberg im Siggental; er wurde Mitte Juli
gesammelt.

Reinkultur des Flechtenpilzes: 20 % der auf Malzagar geschleu-
derten Sporen zeigten nach zwei Tagen Keimschliuche von etwa dop-
pelter Sporenliinge. In fiinf Glischen wuchsen gekeimte Sporen in fiint
Monaten zu tiefschwarzen Thalli von 3 bis 10 mm Durchmesser heran.
Da Placodiomyces sazicolae bisher nie isoliert und untersucht worden
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war, sollten die Temperaturanspriiche abgeklirt werden. Die Resultate
des Versuches sind in Abbildung 4 dargestellt.

Die Farbe der Kulturen blieb bei allen Temperaturen gleich samt-
schwarz; in der Wuchsform zeigten sich kaum Unterschiede. Die Wachs-
tumskurve fiigt sich in die Kurven ein, die Thom a s (1939) von seinen
Flechtenpilzen gibt. Die Hyphen des Pilzes haben einen Durchmesser von
2 bis 3 u. Sie zeigen spirliche Septierung. Hiufig sind sie verzweigt und
weisen tropfchenartige Einschliisse auf. Eine Einzelhyphe ist fast hyalin;
sobald aber viele iibereinandergeschichtet vorliegen, tritt die schwarze
Fiarbung zutage. Wird der Pilz auf giinstigem Substrat, etwa auf Malz-
agar, gezogen und In feuchter Atmosphire gehalten, so treten an den
Kolonien auffillige stachelartige Auswiiche von 1 bis 2 mm Linge auf,
die radial aus dem halbkugeligen Thallus herauswachsen. Auf nihrstoff-

Abbildung 4
Einfluf der Temperatur auf das
Wachstum von Placodiomyces saxico-
lae, Nrn. 11' und 14. Abszisse: Tempe-
ratur, Ordinaten: Thallusdurchmesser.
Versuchsdauer 150 Tage

armem Substrat zeigt der Pilz einen ausgesprochen flichenhaften Wuehs.
Die Wachstumsgeschwindigkeit ist fiir einen Flechtenpilz ziemlich grof;
sie wird unter meinen Objekten nur noch durch die von Physciomyces
pulverulentae iibertroffen. Sechs Wochen alte Kulturen auf Malzagar
besitzen Durchmesser von 4 bis 5 mm..

Reinkultur der Flechtenalge: Im Verlaufe eines Monates wuchsen
aus Einzelzellen sechs Klone von je 0,5 mm Durchmesser heran, die sich
als identisch erwiesen. In K n o p - Glukoselosung wichst die Alge gut.
Nach zehn Wochen sind die beimpften Losungen griin verfirbt. Wib-
rend aber bei den Coccomyza-Klonen die Verfirbung fiir das unbewaff
nete Auge homogen ist, lassen sich bei Cystococcus 1100 schon makro-
skopisch kleine, eben noch erkennbare Kliimpehen unterscheiden, welche
in der Nihrlosung schweben oder auf dem Kolbenboden liegen. Der
Durchmesser der einzelnen Kliimpchen iibersteigt 0,2 mm nicht. Auf
Knop - Glukoseagar haben die Kolonien eine pustelige Oberfliche.
Ihr Umrif ist rundlich; am Rande treten kleine unregelmiBige Lappen
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auf. Anfiénglich ist die Form der Kolonien mehr oder weniger halb-
kugelig, spéter ist das Wachstum flacher. Bei ilteren Kulturen (7 Mo-
nate) ist der Rand leicht aufgewdlbt; die Farbe ist gelbgriin (207). Nach
zwei Monaten besitzen die Kulturen Durchmesser von 4 bis 10 mm, dann
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Abbildung 5
Cystococcus Placodii saxicolae
Nr. 1100. Variationskurve der 201~
Zelldurchmesser auf Knop-

Glukoseagar
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verlangsamt sich das Wachstum und kommt praktisch bei einem Kolo-
niedurchmesser von 10 bis 12 mm zum Stillstand.

Die Einzelzellen sind kugelige, typische Cystococcus-Algen. 1hr mitt-
lerer Durchmesser betrigt 10,2 4= 3,48 u bei einer Variationsbreite von

Abbildung 6
Cystococeus Placodii
saxicolae Nr. 1100,
Zellformen, Auto-
sporenbildung, Zoo-
sporen, Knop -
Glukoseagar

4 bis 20 4 (Abbildung 5). Die Vermehrung erfolgt durch Autosporen und
Loosporen. Teh zihlte in einer Mutterzellmembran bis zirka 60 Auto-
sporen; ihre Zahl scheint aber in #lteren Kolonien im allgemeinen kleiner
Zu sein. So fanden sich in 12 Monate alten Kulturen selten mehr als acht
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in einer Mutterzelle. In jiingeren Kolonien treten Zoosporen in grofer
Zahl auf. Sie scheinen gegen Wirme recht empfindlich zu sein, ver-
schwinden sie doch unter dem Mikroskop schon bald, wenn mit kiinst-
licher Beleuchtung gearbeitet wird. Die Form der Zoosporen erweist sich
als ziemlich einheitlich eiformig.

Placodium sazicola, Flechte 14. Ich sammelte die Flechte im Okto-
ber 1945 auf einem Nagelfluhblock unweit des Fundortes von Flechte 11.

Reinkultur des Flechtenpilzes: In vier Reagenzglidschen entwickel-
ten sich aus Ascosporen Pilzlager von gleicher Beschaffenheit wie bel
Flechte Nr. 11. Temperaturanspriiche (Abbildung 4), Wachstumsgeschwin-
digkeit und die anderen Eigenschaften stimmen praktisch mit denen des
Pilzes Nr. 11 iiberein. '

501
40—
Jor- Abbildung 7
Cystococcus Placodii sazicolae
Nr. 1400, Variationskurve der Zell-
20— durchmesser auf K n o p - Glukose-
agar
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Reinkultur der Flechtenalge: Die Klone, die aus Zellen dieser Flechte
heranwuchsen, zeigten sofort deutliche Unterschiede gegeniiber Kion 1100.
In Knop-Glukoselosung bildet die Alge zahlreiche frischgriine
Kliimpehen, deren Durchmesser im Maximum 1 bis 1,5 mm erreicht. Sie
schweben in der Losung oder setzen sich auf den Boden des Kultur-
gefiBes, ohne aber zu haften; denn bei geringstem Schiitteln werden sie
aufgewirbelt. Auf K n o p - Glukoseagar haben die Kolonien eine kor
nige Oberfliche. Thr Umrif ist ziemlich unregelmiBig, gelegentlich sten
formig. Die Kolonien sind relativ hoch; bei einem Durchmesser voi
durchschnittlich 8 mm nach 7 Monaten erreicht die Hohe 6 bis 7 mn.
Die Farbe verschiebt sich dihnlich wie bei Klon 1100 im Laufe der Zeit
von Hellgriin gegen Gelb und erreicht schlieBlich den Ton Nr.207. Doch
bleibt bei Klon 1400 meist ein schmaler Rand der Kulturen hellgriin (276);
eine Erscheinung, die ich bei Klon 1100 nie beobachten konnte.

Die kugeligen Einzelzellen haben einen mittleren Durchmesser vo
9,4 + 2,60 w« bei einer Variationsbreite von 3,3 bis 16,7 w. Die Vermelr
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rung erfolgt durch Autosporen und Zoosporen. Gewohnlich werden in
einer Mutterzelle nicht viele Autosporen gebildet; nur selten zihlte ich
deren mehr als acht. Die Zoosporen fallen durch ihre GroBe auf: Die
Linge (ohne GeiBeln) kommt dem Durchmesser einer ausgewachsenen
Zelle fast gleich. Die meisten Zoosporen sind schlank. Im Querschnitt
ist ihr Korper stark abgeplattet; die stindige Drehung um die Lings-
achse bei der Vorwirtsbewegung ist daher bei diesen Formen sehr schon
zu sehen. Daneben treten aber auch mehr rundliche Formen auf. Die Bil-
dung von Zoosporen ldfit sich bei diesem Klon besonders stark durch
ein- bis zweistliindige Austrocknung des Algenmaterials auf dem Objekt-
triger fordern. Nach der Wiederbefeuchtung treten die Zoosporen in
verwirrender Fiille auf.

10 AL

Abbildung 8
Cystococcus Placodii saxicolae Nr. 1400. Ausgewachsene
Zellen, Autosporenbildung, Zoosporen, K n o p - Glukoseagar

Placodium circinatum, Flechte 16. Die Flechte wurde am gleichen
Nagelfluhblock wie Placodium saxicola Nr.14 gesammelt.

Reinkultur des Flechtenpilzes: Innert fiinf Stunden schleuderten
Apothecien reichlich Sporen. Doch entwickelte sich nur in einem Rea-
genzglidschen auf Malzagar in zwei Monaten ein weier Pilzthallus von
Imm Durchmesser. Der Pilz stellte das Wachstum bald darauf ein. Die
Beigabe seiner natiirlichen Algenkomponente zum Nihrboden loste auch
keine Weiterentwicklung aus.

Reinkultur der Flechtenalge: Es entwickelten sich insgesamt elf
Klone, die unter sich identisech waren. In Kn o p - Glukoselosung
wichst die Alge nur langsam. Sie bildet kleine, von blofem Auge eben
noch sichtbare Kliimpchen, die in der Fliissigkeit schweben. Am Boden
und an der Wand des GefiBes haften die Algenkliimpehen nicht. Auf
festem Nihrboden erinnern junge Kolonien in ihrem Habitus entfernt an
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10 u
Abbildung 9
Cystococcus Placodii circinati Nr. 1600. Ausgewachsene
Zellen, Autosporenbildung, Klumpen von jungen Zellen, Zoo-
sporen. K n o p - Glukoseagar

Coccomyza-Kolonien: Die Oberfliche ist glatt. Wihrend aber die glatte

Oberfliche der Coccomyzxa-Kolonien glinzt, ist die der Kolonien der

Alge 1600 matt. Die Farbe der Kulturen ist zuerst sehr dunkelgriin, wird
40
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Abbildung 10

Cystococeus Placodii circinati Nr.1600. Variationskurve der
Zelldurchmesser auf Kn o p - Glukoseagar

aber allmihlich hell und erreicht schlieBlich den Ton 181. In der Mitte
sind manche Kolonien fast weiB gefirbt. Ihr Durchmesser betrigt nach
7 Monaten 9 bis 10 mm.

Unter dem Mikroskop ist die Zugehorigkeit zur Gattung Cystococcis
ohne weiteres zu erkennen: kugelige Zellen mit sternférmigem Chroma-
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tophor und deutlich sichtbarem Pyrenoid. Als mittleren Zelldurchmesser
bestimmte ich 14,3 44,29 u bei einer Variationsbreite von 5 bis 27 u.
Die Vermehrung erfolgt auch hier durch Autosporen und Zoosporen. Die
Zahl der Autosporen innerhalb einer Mutterzellmembran kann sehr grof3
werden (iiber 60). Gelegentlich konnte ich auch Zellen feststellen, in
deren Innerem sich wenige Autosporen befanden, die selber schon wieder
Tochterzellen beherbergten. Auffallend ist an diesem Klon die Zusam-
menballung vieler Einzelzellen zu Zellklumpen. Die Zoosporen scheinen
seltener aufzutreten als etwa bei Klon 1100. Vor allem gelang es mir
nicht, durch voriibergehende Austrocknung eines Algenkliimpchens Zoo-
sporen in beliebig groBer Zahl zu bekommen. Nicht selten traten sie
jedoch in Kulturkolben auf, die einige Tage in der Kéilte (0 bis 5°) ge-
standen waren. Sie zeigten fast runde Form und waren bedeutend kleiner
als ausgewachsene Zellen. -

Caloplaca aurantiaca, Flechte 15. Die Flechte stammte von einem
Molassesandstein auf dem Homberg im Siggental.

30—
Abbildung 11
B Cystococcus Caloplacae
20 aurantiacae Nr.1500.
Variationskurve der Zell-
ol durchmesser auf Knop -
Glukoseagar
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Reinkultur des Flechtenpilzes: In einigen Reagenzglischen wuchsen
gelblich-weiBe Thalli von ziemlich flacher Form heran. Auf allen Néhi-
boden zeigt dieser Pilz gleichmiBig runde Form und samtartige Thallus-
oberfliiche. Der Durchmesser der Kulturen auf Malzagar erreicht nach
sechs Wochen jeweils etwa 3 mm. Die Farbe entspricht dem Ton 153 C.
Die Hyphen des Pilzes sind reich septiert, verzweigt und hyalin. An-
schwellungen treten hiiufig auf. |

Reinkultur der Flechtenalge: Es gelang die Heranzucht von drei
Klonen, die unter sich vollig identisch waren. In Knop - Glukoselosung
bildet die Alge kleine Kliimpchen, die einen Durchmesser von 3 mm
erreichen konnen. Sie schweben zum Teil in der Losung, zum Teil sitzen
sie am Boden der Kolben und kleben auch etwa am Glasboden fest. Beim
Schiitteln 16sen sie sich in feinen Fetzechen los. Auf dem mit Agar ver-
festigten Milieu zeigen die Kolonien hohe Wuchsform; oft tbertrifft die
Kolonieh$he den Durchmesser. Die Oberfliiche ist kornig und von matt-
griimer Farbe. Sieben Monate alte Kulturen erreichen den Farbton 304;
ihr Durchmesser betriigt 6 bis 7 mm.
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Als Mittelwert fiir den Zelldurchmesser bestimmte ich 12,5 &= 4,94
(Variationsbreite 4,2 bis 25 w). Die Vermehrung erfolgt durch Auto-
sporen und Zoosporen. Die Zahl der ersteren in einer Mutterzellmembran
kann groBl werden: ich zihlte bis 60 Stiick. Freigewordene Autosporen
bleiben oft in Klumpen zusammengeballt.

Lecidea parasema, Flechte 25. Der Thallus stammt von einer Esche
aus dem Nuechtal (Gemeinde Obersiggenthal).

Isolierung des Flechtenpilzes: Zirka 2 % der geschleuderten Sporen
zeigten nach einem Tag Keimschliuche von ungefihr Sporenlinge. Ge-
keimte Sporen wurden in Reagenzgliser iibertragen. In vier Rohrchen
wuchsen im Verlaufe eines Monats Kulturen von 1 mm Durchmesser
heran. Die Thalli dieses Pilzes zeigen eine hohe Wuchsform: Die Hohe

Abbildung 12
Cystococcus Caloplacae aurantiacae Nr. 1500. Ausgewachsene
Zellen, Autosporenbildung, Klumpen von jungen Zellen, Zoo-
sporen. K n o p - Glukoseagar

eines Lagers kommt oft seinem Durchmesser gleich. Der Grundrif ist
unregelmifig breitlappig. Die Farbe der Lager auf Malzagar ist von
zartem Rosa (071). Auffallend ist die fast regelmiiBig auftretende graue
bis braune Verfirbung des Thalluszentrums. Die Wachstumsgesechwin-
digkeit ist gering: 6 Wochen alte Kulturen besitzen erst einen Durch-
messer von 2 bis 3 mm. Die Hyphen sind verzweigt, hyalin und sehr
spirlich septiert. Ihr Durchmesser betrigt etwa 2,5 u. Anschwellungen
scheinen bei diesem Pilz weniger aufzutreten als bei den anderen unter
suchten Arten.

Isolierung der Flechtenalge: Nur in einem Reagenzglischen ent-
wickelte sich ein Klon. Ob es sich dabei wirklich um die Gonidie vop
Lecidea parasema handelte, konnte nicht sicher entschieden werden. In
K nop - Glukoselosung wiichst die Alge gut. Sie verfirbt die Nihr
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losung bald homogen griin. Auf dem Boden des Versuchskolbens bildet
sich ein griiner Satz, der schleimig verfilzt scheint: Beim Schiitteln lost er
sich in langen Schlieren los, welche erst bei stirkerem Schiitteln voll-
stindig zerfallen. Alte Kulturen verfirben sich hellgriin und schlieBlich
gelb. Die Kolonien auf festem Nidhrboden sehen habituell wie Coccomyxa-
Kolonien aus: Die Oberfliche glinzt olig, die Farbe ist gleichmiiBig saft-
eriin und erreicht zuletzt den Ton 276. Der Koloniedurchmesser erreicht
nach sieben Monaten 6 bis 10 mm. Die mikroskopische Untersuchung
ergab, dafl die Alge 2500 zum Formenkreis von Chlorella Beijerinck
gehort. Die Zellen sind rund, hiufiger leicht oval. lhre mittlere Linge
betrigt 5,2 4= 1,00 u, die Variationsbreite erstreckt sich von 3,3 bis 8,0 u.

nr

Abbildung 13
Chlorella Nr. 2500 40
Variationskurve der Zell-
linge auf Knop - Glu-
koseagar Job
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Ein Pyrenoid konnte nicht festgestellt werden. Die Vermehrung
erfolgt durch Autosporen, von denen ich bis etwa 16 Stiick in einer
Mutterzellmembran feststellte. Eine sichere Bestimmung der Art gelang
mir nicht.

Graphis scripta, Flechte 26. Ich sammelte die Flechte im Mirz
1946 an einem Hagebuchenstamm. '

Reinkultur des Flechtenpilzes: Die ausgeschleuderten Sporen zeigten
vereinzelt schon nach einem Tag Keimschliuche. In vier Reagenzglisern
wuchsen innert einem Monat Pilzthalli von 2 mm Durchmesser heran.
Auch bei diesem Pilz wachsen die Lager hoch und gleichen steil anstei-
genden, reich gegliederten Bergen. Der GrundriB ist isodiametrisch und
weist wenig vorspringende Lappen auf. Die Oberfliche zeigt kleine,

227



pustelige Erhebungen. Die Thalli sind braunrot (113), hdufig tritt aber
ein weilliches Luftmyzel auf und iiberdeckt dann die eigentliche Thallus-
farbe. Der Durchmesser sechswochiger Lager auf Malzagar betrigt 4 bis
6 mm. Die Hyphen sind verzweigt, spirlich septiert und hiufig bauchig
aufgetrieben. Unter dem Mikroskop erscheinen sie leicht gelblich.

Lecanora subfusca, Flechte 27. Die Flechte wurde unweit des Stand-
ortes der Flechte 26 an einem Eschenstamm gesammelt. -

Reinkultur des Flechtenpilzes: Einen Tag nach der Ausschleuderung
wiesen manche Sporen bereits Keimschlduche von Sporenliinge auf. Nach

Abbildung 14
Chlorella Nr.2500. Ausgewachsene Zellen, Autosporenbildung,
Zellaggregat. Kn o p - Glukoseagar

einem Monat waren in vier Reagenzglischen rosarote Kulturen von 1 bis
2 mm Durchmesser herangewachsen. Die Lager weisen auf Malzagar eine
kegelformige Gestalt auf. Der UmriB zeigt breite Lappen, die Oberfliche
ist samtartig, Im Zentrum scheint der Thallus aufzuspringen. Die Farbe
ist blaBrosa (116). Das Wachstum ist vor allem am Anfang langsam.
Sechs Wochen alte Kulturen besitzen einen Durchmesser von durch-
schnittlich 3 mm. Die Hyphen sind verzweigt und selten septiert.

Bei einem Wachstumsversuch wurde ein Kolben mit fiinf Lecanoro-
myces subfuscae-Kulturen durch ein Penicillium infiziert. Penicillium
entwickelte sich in unmittelbarer Néihe des Flechtenpilzes viel schlechter
als in den iibrigen Teilen des Kolbens. Bei wiederholten kiinstlichen
Infektionen trat das Phinomen immer wieder auf (Abbildung 15). Es
handelt sich moglicherweise um eine antibiotische Wirkung eines vom
Flechtenpilz gebildeten Stoffes. Gegeniiber Flechtenalgen konnte ich
keine solche Wirkung feststellen.
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Solorina saccata, Flechte 4. Die Flechte stammt von einem Block
locheriger Nagelfluh am Siggenberg, wo sie im April 1945 gesammelt
wurde.

Reinkultur der Flechtenalge: Innert vier Wochen wuchsen auf Malz-
agar Kolonien von 0,5 mm Durchmesser heran, wiihrend auf Erdagar
nach acht Wochen die ersten Kolonien makroskopisch feststellbar waren.
Alle Klone waren untereinander identisch. In Kn o p - Glukoselosung
entwickelt sich die Alge gut: Die ganze Lisung firbt sich zuerst hell-
griin, spéter tritt eine gelb-griine Verfirbung ein. Der Boden der Kultur-
kolben ist mit einer Algenschicht bedeckt, die am Glas kleben bleibt,
wenn die Kolben geneigt werden. Beim Schiitteln 16st sie sich in Schlie-
ren los. Auf verfestigtem Substrat erreichen die Kolonien bei einer Tem-
peratur von 18 bis 24° nach drei Monaten cinen Durchmesser von 6 bis

Abbildung 15
Antibiotische Wirkung
von Lecanoromyces sub-
fuscae auf Penicillium
spec. Zirka 24 nat. GrioBe

9 mm. Die Oberfliche ist glatt und olig glinzend. Die Farbe ist in der
Mitte der Kolonien hellgriin und wird gegen den Rand dunkler. Der Um-
1B ist gleichmiBig rund, die Form flach gewdlbt. Alle Kolonien zeigen
ein einheitliches, homogenes Aussehen. Abweichend gefirbte Partien,
von kleinen Tochterkolonien herriihrend, konnte ich bei dieser Alge bis-
her nicht feststellen. Nach achtmonatigem Waehstum sind alle Kolonien
mattgelb, besitzen aber teilweise einen lebhaft griinen Rand. Der Durch-
messer betrigt 10 bis 15 mm. SchlieBlich verschwindet auch der griine
Rand, und die nun einheitlich gelbe Farbe (166—167) veriindert sich
nicht weiter. Unter dem Mikroskop sieht das Algenmaterial — im Gegen-
Satz zu vielen anderen Coccomyza-Arten — iiberraschend homoegen aus.
Die Zellen haben eine ovale, gelegentlich eiformige oder auch fast kuge-
lige Gestalt. Langgestreckte Zellen treten nur ganz vereinzelt auf. Auf-
fallend ist die hiufige Zweiteilung des Chromatophors, ein Zustand, der
die beginnende Autosporenbildung andeutet (Abbildung 16).
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Coccomyza ellipsoidea (Solorinae saccatae) Zehnder Nr. 400,
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Coccomyza ellipsoidea (Solorinae saccatae) Zehnder Nr. 400, Variationskurven von
Linge (A) und Linge : Breite (B) der Zellen auf K n o p - Glukoseagar
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- Die biometrische Bearbeitung der Zellen ergab eine mittlere Linge
von 6,9 1= 1,08 w bei einer Variationsbreite von 3,7 bis 10,0 . Das Ver-
hiltnis von Linge zu Breite der Zellen betrigt 1,7 -+ 0,29 bei einer
Variationsbreite von 1,0 bis 2,4.

Beim Vergleich meiner Alge mit den vier bisher von Chodat
(1918) und J a a g (1933) aus Solorina saccate beschriebenen Algen fiillt
die Ahnlichkeit mit Coccomyza ovalis (Solorinae saccatae) Jaag auf:
Die mittlere Linge der Zellen stimmt praktisch iiberein, und beide Klone
weisen viele rundliche Zellen auf. Bei genauerer Analyse zeigen sich aber
Unterschiede, die mich veranlassen, meine Form als distinkte Art auf-
zufassen: Bei Coccomyxa ovalis geht die Variationsbreite des Linge-
Breite-Verhiltnisses der Zellen von 1,0 bis 1,8; die letztere Zahl ist also
Extremwert. Die entsprechende Kurve meiner Alge erreicht aber bei die-
sem Wert gerade ihr Maximum. Verschieden ist auch das Aussehen der
Kolonien der beiden Algen: C.ovalis-Kolonien auf K n o p - Glukose-
agar bekommen nach einiger Zeit ein-« geflecktes Aussehen, woran die
Kolonien dieses Klons immer auf den ersten Blick kenntlich sind »
(Jaag, 1933, S. 106). Bei meiner Alge tritt zwar regelmiBig eine Ver-
fairbung ein, aber das Aussehen bleibt immer homogen; Fleckenbildung
konnte ich gerade bei dieser Alge nicht feststellen. Da mein Klon auch
mit keiner anderen Art identifiziert werden kann, fasse ich die Alge als
neue Art auf und bezeichne sie als

Coccomyzxa ellipsoidea ( Solorinae saccatae) Zehnder,

Diagnose: Cellulae ellipsoideae, nonnumquam rotundae, chromato-
phoro parietali sine pyrenoide, in substrato artificiali Agar Knopii %
cum glveosi 2 % 6,9 41,08 u longae (3,7—10,0 u), longitudo pro latitu-
dine 1,7 40,29 (1,0—2,4). Coloniae in substratum supradictum insitae
forma rotunda. primo colore viridi; postea paulatim e medio in partes
extremas aequabiliter flavescentes.

Peltigera aphthose, Flechte 6. Die Flechte stammt aus einem Lir-
chenwald zwischen Grichen und der Hannigalp im Kanton Wallis.

Reinkultur des Flechtenpilzes: Weder W erner (1927) noch Tho -
mas (1939) war es gelungen, aus Pelfigera-Ascosporen Pilzthalli heran-
zuziehen. Versuchsweise lieB ich Sporen in hingenden Wassertropfen mit
Aneurinzusatz keimen, doch stellten sie das Wachstuin trotzdem schon
bald ein, wie das auch von T h om as angegeben wird.

Reinkultur der Flechtenalge: Pelligera aphthosa besitzt Griinalgen
aus der Gattung Coccomyza als Gonidien. In drei beimpften Reagenz-
glischen entwickelten sich identische Kolonien. In K n o p - Glukose-
bsung wiichst die Alge gut. Drei Monate nach der Impfung findet sich
auf dem Boden der Kulturkolben ein griiner Algenbelag, der sich beim
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Schiittein der Gefdlle in Schlieren loslost und die ganze Nahrlosung
homogen griin fiarbt. Auf K n o p - Glukoseagar erreichen die Kolonien
dieser Alge drei Monate nach der Impfung erst einen Durchmesser von
2 bis 4 mm; verglichen mit meinen iibrigen Coccomyza-Klonen ist das
Wachstum also langsam. Die Kolonien sind dunkelgriin, glinzen o6lartig
und haben fast halbkugelige Form. Acht Monate alte Kulturen besitzen
Durchmesser von 6 bis 8 mm. Die Farbe ist jetzt etwas heller, aber immer
noch dunkelgriin. Nur das Zentrum besonders groBer Kolonien zeigt eine
leicht hellgriine Verfirbung. Die Farbe dndert sich spiiter nicht wesent-
lich und entspricht dem Ton 305. In einzelnen Kulturen finden sich heller
gefiirbte Sektoren der Farbe 161.

—_

5 1L

Abbildung 18
Coccomyxa Peltigerae variolosae Jaag (ex Peltigera aph-
thosa) Nr. 600. Zellformen auf K n o p - Glukoseagar

Unter dem Mikroskop fallen die Zellen dieses Klones sofort dureh
ihre groBe Variabilitit auf. Neben ovalen und eiformigen finden sich
schlanke, langgeatreckte Formen. Nicht selten ist Autosporenbildung zt
beobachten, wobei vier oder mehr Zellen in einer schlemngen Masse bei
sammen heO"en. Die biometrische Bearbeitung ergab eine mittlere Zel-
linge von 7,1 +1,42 u und ein mittleres Linge-Breite-Verhéltnis vol
3,1 £ 0,71. Die Variationsbreite erstreckte sich von 3,5 bis 11,5 u, resp
von 1,8 bis 5,3. Meine Alge stimmt in allen Merkmalen so weitgehend
mit Coccomy;m Peltigerae variolosae Jaag tiberein, daf ich sie zu dleaf?f
Art stelle, obwohl sie aus einer anderen Flechtenalt isoliert wurde al
die Spemes vonJaag.
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Abbildung 19
Coccomyzxa Peltigerae variolosae Jaag (ex Peltigera aph-
thosa) Nr. 600. Variationskurven von Linge (A) und Linge:
Breite (B) der Zellen auf K n o p - Glukoseagar

Peltigera canina, Flechte 7. Sowenig wie Werner (1927) und
Thomas (1939) ge}ancr es mir, aus Ascosporen Pilzlager heranzuziehen.
Die Sporen keimten ZWar, stellten ihr Wachstum aber schon nach kurzer

‘Z;It ein. Aneurinzusatz zu den Medien beeinfluBte die Keimung in keiner
eise,

Iemadophila ericetorum, Flechte 8. Der Thallus stammte aus einem
Lirchenwald in der Niihe von Grichen (Kanton Wallis).
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Reinkultur der Flechtenalge: In drei beimpften Reagenzglidschen
wuchsen identische Klone heran. In K n o p - Glukoselosung wichst die
Form gut. Sie verfirbt die Losung dunkler griin als der Klon 400. Auf
K n o p - Glukoseagar erreichen die Kolonien nach drei Monaten Durch-
messer von 4 bis 5 mm. Die Farbe ist fast schwarzgriin. Auffallend ist
die Hiufigkeit von kleinen Tochterkolonien, die in Form von hellgriinen
Punkten besonders aus den Randpartien der Mutterkolonie ausbrechen.
Diese bekommt dadurch unregelmidBige Umrisse. Nach sieben Monaten
sind die Kolonien lebhaft hellgriin. Heller gefirbte Sektoren ziehen sich
von den zentralen Teilen bis an den Rand der Kulturen. Der Durchmesser
der Kolonien betrdgt 10 bis 12 mm; .ihre endgiiltige Farbe entspricht
dem Ton 301.

Abbildung 20
Coccomyxa icmadophilae Jaag Stamm 4. Nr. 800. Zellformen
auf K n o p - Glukoseagar

Viele Zellen dieser Form weisen einen zweigeteilten Chromatophor
auf. Seltener ist er mehrteilig. Die mittlere Linge der Zellen bestimmie
ich zu 6,7 + 1,92 w bei einer Variationsbreite von 2,6 bis 11 u. Das Ver
hiltnis Linge : Breite der Zellen betrigt 2,2 4= 0,50 bei einer Variations
breite von 1,2 bis 3,6. Jaag (1933) beachrelbt unter dem Namen Cocco-
myxra zcmadoplzzlae Jaag drei Algenstimme aus verschiedenen Thalli
der Flechte Icmadophila ericetorum. Seine Beschreibung stimmt auf
meine Form so gut, daB ich den Klon in diese Art einreihen mdchte,
wobei ich wegen der abweichenden mittleren Zellinge meine Alge als
Coccomyxa icmadophilae Jaag Stamm 4 den drei Stimmen Jaag?
anschliefe.
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‘ Abbildung 21
Coccomyza icmadophilae Jaag Stamm 4. Nr.800. Variations-
kurven von Linge (A) und Lénge : Breite (B) der Zellen auf
K n o p - Glukoseagar '

D. Versuche mit Flechtenthalli

1. Qualitativer Nachweis von Aneurin in Flechtenlagern

Ein erster Versuch sollte zeigen, ob Flechten in der Natur Aneurin
énthalten. Als Objekte dienten folgende Arten: Xanthoria parietina
(Substrat: Eternitwand einer Scheune), Peltigera canina (Substrat: Dog-
ger-Kalkstein) und Solorina saccate (Substrat: Nagelfluhblock).

Die Thalli der drei Flechten wurden vorerst in Zimmerluft einige
Tage vorgetrocknet und dann wihrend 6 Stunden bei einer Temperatur
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von 60° im Trockenschrank belassen. Die trockenen Lager wurden in
einem Morser zu feinem Pulver zerrieben und dann in Wasser aufge-
schwemmt (5 em® destilliertes Wasser pro Gramm Trockensubstanz),
wobei das Wasser 24 Stunden iiber dem Pulver stehen blieb. Darauf
wurde abfiltriert. Die Kulturgefifie — 150-cm®-Erlenmeyerkolben —
wurden mit je 10 cm® dreifach konzentrierter K n o p - Glukoseldsung
versehen und erhielten folgende Zusitze:

5 Kolben je 20,00 cm® Flechtenfiltrat

5 » » 4,00 cm?® » + 16,00 cm® destilliertes Wasser
5 » » 0,80 cm? > -+ 19,20 em?® > o
5 » » 0,16 cm® » + 19,84 ¢m? » »
5 » » 0,00 em? » -+ 20,00 cm?® » »

Je drei Kolben erhielten als Zusatz 20 cm® einer wibBrigen Aneurin-
losung, deren Gehalt so war, daf die Vitaminkonzentration in den Kol-
ben 10— 10—, 10—® und 10— betrug. Die Kolben wurden mit den Zu-
siitzen sterilisiert und dann mit je einem Myzelstiicklein des aneurin-
heterotrophen Pilzes Cercosporella herpotrichoides Fron. beimpft.

Tabelle 3
Wachstum von Cercosporella herpotrichoides Fron, bei Zusatz von Flechtenfiltra-
ten, resp. von Aneurin, zur Nédhrlosung. Die Zahlen geben das Trockengewicht des
gebildeten Myzels an. Versuchsdauer 25 Tage

Filtratmenge

Zusitze 0,00 cm?® 0,16 cm? 0,80 ¢m? 4,00 cm? 20,00 cm®

mg | & | mg| 4+ [mg| £ | mg | & | mg| &

Xanthoria parietina 3 01| 20 | 1,2 | 51 | 6,0 | 164 | 7,4 | 248 | 38
Peltigera canina 3 | 01|28 |30 60 | 211656 6,6 219 40
Solorina saccata . 3 01|27 22|56 | 23]|104 11,0200 42

Aneurinkonzentration
0 | 10— | 10-s | 10— 10—
Aneurin . . . . 3 | 01 ‘ 20 ‘ 2.1 l 52 2,4’ 48‘ 3,0 53[ 6,1

Wiihrend die Entwicklung des Pilzes in den Kontrollkolben duberst
schwaeh war, bildete sich in den Kolben mit Flechtenfiltrat reichlich
Myzel (Tabelle 3). Da Cercosporella sich ohne Aneurin nicht oder n!
sehr schwach entwickelt, muB in den Flechtenfiltraten das Vitamin B,
enthalten sein. Uber die Hohe des Aneuringehaltes gibt der Versuch aber
keinen AufschluB. Wohl gibt Défago (1940) den Aneurinbedarf fir
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die optimale Entwicklung von Cercosporella an. Aus meinem Versuch
kann aber nur der Schlufl gezogen werden, daf 0,16 ecm® Filtrat von allen
drei Flechten in 30 cm® Nihrlosung den Aneurinbedarf von Cercosporella
herpotrichoides noch nicht zu decken vermag. Denn verglichen mit der
Entwicklung des Parasiten in den Kolben mit synthetischem Vitamin B,
bleibt die Entwicklung zuriick. 4 ecm® Filtrat enthalten bereits so viel
Aneurin, dab es nicht als begrenzender Wachstumsfaktor in Erscheinung
tritt. Aufler dem Wuchsstoff wird noch eine groBere Menge von Nihr-
stoffen mit dem Filtrat in die Kolben gebracht; darvaus erklirt sich das
starke Wachstum des Pilzes. :

2. Quantitative Bestimmung des Aneurins in 10 Flechtenarten

Als Versuchsobjekte konnten nur Flechten in Frage kommen, deren
Thallus sich einwandfrei von der Unterlage loslosen ldafit. Damit fielen
endolithische und endocorticale Krustenflechten weg, und die Untersu-
chung beschrinkte sich auf zehn Blatt- und Strauchflechten (Tabelle 4).

Tabelle 4
Flechten, deren Aneuringehalt bestimmt wurde

Flechtenart Substrat
- Xanthoria parietina (L.) Th.Fr.. . . Eternit
Peltigera canina L. . . . . . . . . Walderde
Cetraria islandica L. . . . . . . . Heideerde
Cladonia rangiferina L. . . . . . . Heideerde
Cladonia silvatica L. . . . . . . . Heideerde
Parmelia cetrarioides Del. . . . . . Fichtenstamm
Parmelia furfuracea (L.) Ach.. . . . Fichtenstamm
Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm.. . . Buchenstamm
Usnea longissima Ach. . . . . . . Fichtenstamm
Placodium saxicola Poll. . . . . . . Sandstein

Von jeder Flechte wurden viele benachbarte Thalli gesammelt und
wsammen verarbeitet, um von jeder Flechtenart einen Durchschnitts-
wert fiir den Aneuringehalt zu bekommen. Ferner wurden, soweit das
miglich war, die verschiedenen Arten moglichst nahe beieinander, auf
gleichem oder doch #dhnlichem Substrat, geerntet. So fand ich Cetraria
slandica, Cladonia rangiferina und C. silvatica in unmittelbarer Nach-
barschaft, zum Teil waren die Thalli sogar ineinander verflochten. Analog
war es hei Parmelia cetrarioides, P. furfuracea und Usnea longissima.
Auf diese Weise sollte eine Verfiilschung des Resultates durch verschie-
(enen Wuchsstoffgehalt des Substrates der einzelnen Arten moglichst
asgeschaltet werden. Denn es ist denkbar, dal aus der natiirlichen Un-
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terlage der Flechten Aneurin in die Thalli hinein diffundiert. Stammen
verschiedene Flechten aber vom gleichen Standort, so wird ein derartiger
Einfluf} sich auf alle Arten gleich auswirken, sofern sie sich nicht ver-
schieden gegeniiber der Diffusion von Losungen iiberhaupt verhalten.
Nach der Trocknung und Pulverisierung der Thalli wurden von jeder
Flechte in je drei Reagenzglischen 5, 10, 20, 40 und 80 mg Trockensub-
stanz gegeben. So standen pro Flechte insgesamt 15 Rohrehen zur Ver-
fiigung. Die Vergleichsreihe erhielt an Stelle des Flechtenpulvers Aneurin,
dessen Konzentration in neun Stufen von 0,00075 y pro em?® bis auf 0,1
pro cm® anstieg. Zwanzig Tage nach der Impfung wurde die Myzelhihe

100 |-‘
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0 0,75 hs 30 625 125 2% 50 100

Abbildung 22
Phycomyces Blakesleeanus Bgff., Standardkurve. Abszisse:
Aneuringehalt der Néhrlosung in my pro cmd Ordinaten:
Hohe des Luftmyzels von Phycomyces in mm

des Testpilzes gemessen. Die Resultate sind in TabelleE) und in den
Abbildungen 22 bis 25 dargestellt.

Aus Abbildung 22 geht hervor, daf der Testpilz bei einem Aneurir-
gehalt der Nihrlosung von 0,018 y pro em® optimales Wachstum zeigt.
Eine Uberdosierung des V1tamms hat keinen weiteren Einfluf auf die
Entwicklung.

Aus dem Vergleich der Werte der Tabelle 5 mit denen, die der A
bildung 22 zugrunde lagen, konnte auf den Aneuringehalt der einzelne?
Flechten geschlossen werden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 6 2
sammengestellt. |
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Takelle 5
Hohe des Luftmyzels von Phycomyces Blakesleeanus Bgtf. bei Zusatz von Flechten-
Trockensubstanz zur Nahrlosung. — UM = Untergetauchtes Myzel

Trockensnbstanz in mg
Flechtenart b 10 20 40 &0
mm + mm + mm - mm +- mm -
Xanthoria parieting 31 1 82 4 {120 | — [ 120 — | 100 3
Peltigera canina 10 2 32 2 47 4 1120 — | 120 | —
Cetraria islandica 65 6 97 6 | 117 3 [120 | — | 120 | —
Cladonia rangiferina 23 4 48 5 7 5 | 112 | 4 | 107 2
Cladonia silvatica 25 2 82 6 83 9 92| 7| —|—
Parmelia cetrarioides | 30 2 57 4 | 109 5) 38 3 0| —
Parmelia furfuracea 86 8 |110 8 94 4 | UM | — 0| —
Lobaria pulmonaria 45 3 |[106 7 | 112 2 [120 ] — [ 101 3
Usnea longissima 105 | 7 [120 | — | 120 — | 120 | — | 120 | —
Placodium saxicola 33 2 b7 4 | 102 8 1120 — | 120 | —
fgg [~ Xanthoria parietin - N
Abbildung 23
Wachstum von Phycomyces APlacodium saxicola
Blokesleeanus Bgff, bei Zusatz 601 L
von Flechten zur Nihrlosung. -
Abszisse: Flechten-Trockensub- P
stanz, Ordinaten: Myzelhohe des
Testpilzes 0 ' ' ‘ —
0 5 10 20 40 myg 80

120
mm

Abbildung 24
Wachstum von Phycomy-
Ces Blakesleeanus Bgff.
bei Zusatz von Flechten
ur Nahrlésung, Abszisse:

Flechten-Trockensub-
stanz. Ordinaten: Myzel-

60

hohe des Testpilzes




Der Aneuringehalt von zwei Flechtenarten, die am gleichen Or
gesammelt werden, kann sehr verschieden sein. So ist Cetraria islandica
doppelt so reich an Vitamin B, als Cladonia rangiferina; Parmelia furfu-
raceq enthilt dreimal mehr Aneurin als die daneben wachsende P. cetro-

Usnea longissim,
120(— i O D e
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- e
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Abbildung 25
Wachstum von Phycomy-
ces Blakesleeanus Bgff.
bei Zusatz von Flechten

zur Nihrlosung. Abszisse:
- Flechten-Trockensub-
stanz. Ordinaten: Myzel-
hohe des Testpilzes

60

rioides. Noch aneurinreicher ist Usnea longissima, die an gleichen Stand-
orten vorkommt. Der Kurvenverlauf bei Parmelia cetrarioides und P. fur-
furacea (Abbildung 25) verdient besondere Beachtung: Bei hohem Flech-
tenzusatz wird der Testpilz im Wachstum gehemmt und stellt bei 80,

Tabelle 6
Der Aneuringehalt einiger Flechten. Die Zahlen geben den Aneuringehalt in y pro g
Trockensubstanz an. Die Bestimmung erfolgte in der 1.Kolonne auf Grund de
Reagenzglischen mit 5 mg Trockensubstanz, in der 2. und 3. Kolonne analog auf
Grund von 10, bzw, 20 mg Trockensubstanz '

Flechtenart Srockensulting Durchschnitt aus
5 mg l 10mg | 20 mg allen Kulturen
Xanthoria parietina . . | 3,77 | 342 | — 3,60+ 0,11
Peltigera canina . . . . | 1,06 | 1,46 | 1,16 1,23+ 0,12
Cetraria islandica . . . — 4,75 1 4,21 4,48+ 0,18
Cladonia rangiferina . 2,55 | 2,13 | 1,61 2,104 0,27
Cladonia silvatica . . . | 2,60 | 846 | — 3,03 40,29
Parmelia cetrarioides . . | 2,78 | 2,32 | 2,3 2,48 + 0,15
Parmelia furfuracea . . | 717 | 787 | — 7,52 40,20
Lobaria pulmonaria = . . | 4,12 | 431 | — 4,22 40,06
Usnea longissima. . . . | 922 | — - 9,22 + (0,38
Placodium saxicola . . . | 3,27 | 2,62 | 2,18 2,66 + 0,32

resp. 40 mg Zusatz die Entwicklung ein. Diese Erscheinung kann dureh
die Annahme eines Hemmstoffes in den betreffenden Flechten erklil
werden. Dieser unbekannte Stoff ist in 5 und 10 mg Flechtensubstal’
noch nicht so reichlich enthalten, daf er in unserem Versuch spiirbar 2
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Auswirkung kommt. Der Bestimmung des Aneuringehaltes wurden bei
diesen Flechten nur die Werte zugrunde gelegt, die sich bei der Auswer-
tung der Rohrchen mit medngem Flechtengehalt ergaben. Die Resultate
der Tabelle 6 machen eine Storung des Versuchsergebnisses durch den
Hemmstoff nicht wahrscheinlich: Bei beiden Flechten stimmen die Werte
fir den Aneuringehalt, die auf Grund verschiedener Flechtenmengen
errechnet wurden, gut iiberein.

E. Versuche mit Flechtenalgen

1. Der EinfluB von Vitaminen auf die Entwicklung von Flechtenalgen

Ich stellte mir folgende Versuchsfrage: Besitzen Vitamine, die dem
Nihrboden beigegeben werden, einen Einflull auf die Entwicklung von
Flechtenalgen ? Dabei sollte sowohl der EinfluBl auf die Einzelzellen als
auf die Kolonien untersucht werden.

Die Kulturkolben — mit K n o p - Glukoseagar — wurden in vier
Serien geteilt, die folgende Zusitze erhielten:

Serie 1: 1 cm?® destilliertes Wasser und 1 cm® absoluten Alkohol
Serie 2: 1 em® Aneurinlosung und 1 em® absoluten Alkohol
Serie 3: 1 cm® Vitaminlosung a und 1 em® Vitaminlosung b
Serie 4: 1 cm?® destilliertes Wasser und 1 em® Heteroauxinlosung

Pro Serie und Algenklon wurden je zwei Kolben an je fiinf Stellen
beimpft, so daB fiir die Auswertung zehn Parallelkulturen vorlagen. Die
Kolben wurden bei einer Temperatur von 18° in diffusem Tageslicht auf-
bewahrt und nach fiinf Monaten ausgewertet.

Tabelle 7
Flichenwachstum von Flechtenalgen — Kolonien auf wuchsstoffhaltigen Substraten.
Die Zahlen geben die Koloniefliche in mm?2 an. Versuchsdauer 150 Tage

Klon Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4
Cystococcus 1400 82 * 8,1 88 + 4,7 72+ 4,2 15+1,2
» 500 53+ 38 48 +38 45+ 3.6 440,
» 1600 48+13 50 + 2,1 49+ 186 4401
» 1100 64 £ 2, 0 67 +2,1 69 + 1,8 30 £ 0,7
» 1500 67 +2,1 7+2.8 67 +27 95 + 1,1
Coccomyaxra 400 10 £ 02 18 + 0,6 8+ 0,1 5+ 0.2
» 600 30+13 30+ 14 21 + 0,5 20112
» 800 61+ 3,0 53 + 3,2 60 + 2.4 31104
Chlorella 2500 8+ 22 92+ 1,8 9+2.1 60 £ 1.2

In der Ausbildung der Einzelzellen konnten keinerlei Unterschiede
zwischen den Kulturen auf den verschiedenen Substraten festgestellt
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werden: Form, Farbe, Grofie und Vermehrungsweise erschienen unter
dem Mikroskop auf allen Ndhrboden gleich.

Die Flichenentwicklung der Kolonien gibt Tabelle 7 wieder. Sie
zeigt, daB keines der Vitamine der Serien 2 und 3 einen Einflufl auf die
Flachenentwicklung der einzelnen Klone ausiibt. Dagegen werden die
meisten Algen durch Heteroauxin in ihrem Wachstum gehemmt. Da die
Einzelzellen auf den Heteroauxinboden gleiche Ausbildung zeigen wie in
den Kontrollkolben, verlangsamt dieser Wuchsstoff vielleicht einfach
den Fortpflanzungsrhythmus der Zellen. Im Grad der Hemmung zeigen
sich zwischen den einzelnen Klonen Unterschiede: Cystococcus wird am
starksten beeinfluBt. Besonders empfindlich sind die Klone 500 (C. Xan-
thoriae parietinae) und 1600 (C. Placodii circinati). Die drei Coccomyza-
Klone zeigen verschiedenes Verhalten: Bei Nr. 400 ist die Flichenent-
wicklung iiberall gering, und ich mochte hier iiber den Grad der Hem-
mung durch Heteroauxin keine Schliisse ziehen. Nr. 600 wird durch den
Wuechsstoff wenig beeinflufit, wihrend Klon 800 deutlich gehemmt wird.
Chlorella Nr. 2500 wird in ihrer Entwicklung durch Heteroauxin offenbar
gar nicht beeinflufft. In Form und Farbe bestehen zwischen den ver-
schiedenen Kolonien der gleichen Klone nur ganz geringfiigige Unter-
schiede. |

Das Versuchsergebnis sei kurz zusammengefafit: Die verwendeten
synthetischen Vitamine iiben keinen EinfluB auf die Entwicklung von
Flechtenalgen aus. Heteroauxin in relativ hoher Konzentration hemmt
das Wachstum mancher Flechtenalgen.

2. Die Wachstumsforderung von ancurin-heterotrophen Pilzen durch
Flechtenalgen

Ein Versuch sollte zeigen, ob Flechtenalgen das Vitamin B, selber
aufbauen konnen. Die neun Algenklone wurden auf vitaminfreien
K nop - Glukoseagar geimpft. Nach fiinf Monaten hatten sich in den
Kolben je 5 Kolonien von durchschnittlich 10 mm Durchmesser gebildet.
Nun wurde der Agar in den Kolben aufgeweicht und leicht geschiittelt,
um eine gleichmiBige Verteilung des eventuell gebildeten Aneurins zu
erreichen. Dabei zerfielen die Algenkolonien. Nach dem Wiedererstarren
wurden die Kolben mit zwei aneurin-heterotrophen Pilzen beimpft, und
zwar je drei Kolben pro Alge mit Cercosporella herpotrichoides Fron. (j
ein Myzelstiicklein in die Kolbenmitte geimpft) und drei Kolben mit
Phycomyces Blakesleeanus Bgff. (je 1 cm® einer Sporensuspension in
einer fiinfprozentigen Asparaginlosung. Asparagin als Stickstoffquelle ist
notig, da der Testpilz den Nitratstickstoff des K n o p - Glukosesubstra-
tes nur schwer assimiliert). Nach drei Wochen ergab sich folgendes
Resultat: '
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Tabelle 8
Flichenwachstum von Cercosporella herpotrichoides Fron, auf Substraten mit
Flechtenalgen. Die Zahlen geben die Thallusfliche des Pilzes in em? an.
Versuchsdauer 21 Tage,

a) Cercosporella herpotrichoides

Algenklon Nr. Kontrolle | Kgnifptle mit 1400 500 1600
Thallusfliche 3,14 - 20,0 22,9 21,2 18,9
Mittl. Fehler 0,1 0,7 0,3 1,0 0,5

Algenklon Nr. 1100 1500 400 600 800 2500
Thallusfliche 010 | 212 99,0 21,2 93,7 91,2
Mittl. Fehler 0,2 1,0 0,4 08 0,0 0,5

In den Kontrollkolben zeigte der Pilz ein zwar schwaches, aber
deutlich meBbares Wachstum. Trotzdem war die Wachstumsforderung
des Pilzes in den Kolben mit den Algenkolonien eindeutig festzustellen.
Dabei war die Entwicklung des PParasiten auf allen Algen im wesent-
lichen gleich. Die Wachstumsforderung wurde auch in Kontrollkolben
erzielt, die einen Zusatz von Vitamin B; erhielten.

Abbildung 26
Wachstum von Phycomyces Blakesleeanus Bgff. auf Nihrbéden, auf
denen vorher Flechtenalgen gewachsen waren. 1 — Kontrolle, 2 —=

Kontrolle mit Aneurinzusatz, 3 — Cystococcus Nr.1400, 4 — Cocco-
myxa Nr.800. Zirka /5 nat. Grobe.

b) Phycomyces Blakesleeanus

Das Wachstum dieses Pilzes auf Agarbdden laBt sich nicht ohne
weiteres zahlenmiiBig festhalten, da sich kein scharf begrenzter flichen-
firmiger Thallus bildet und die Trockengewichtsbestimmung langwierige
Prozeduren erfordert (Entfernung aller Agarreste bei vollstindiger Er-
haltung des Myzels). Qualitativ lieB sich aber das Resultat des Versuches
sehr klar festhalten (Abbildung 26).
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In den Kontrollkolben erhoben sich nur ganz vereinzelte Hyphen
liber das Substrat, wihrend in den Kolben mit synthetischem Vitamin B,
der Pilz ein iippiges Luftmyzel bildete. Gleich reich war die Entwick-
lung in allen Algenkolben. Auch hier zeigten sich keine Unterschiede,
die auf verschiedenen Aneuringehalt der Algen schliefen lieBen. In allen
Kolben war das Bild so, wie die Beispiele der Abbildung 26 zeigen.

Bei einem weiteren Versuch wurde die Anlage so geidndert, dab
Cercosporella herpotrichoides direkt auf lebende Algenkolonien geimpft
wurde. Jeder Kulturkolben enthielt hier nur eine Algenkolonie.

Der Pilz wuchs in Kontroll- und Algenkolben gleichzeitig an; nach
zehn Tagen zeigten sich kaum Unterschiede, nach zwanzig Tagen war

3

Abbildung 27
Flichenwachstum von Cercosporella herpotrichoides Fron. auf Néhrboden
mit Algenkolonien, 1 — Kontrolle, 2 — Cystococcus Nr. 1400, 3 = Coccomyza
Nr. 800. Zirka 14 nat. Grofe,

ein deutliches Uberwiegen des Pilzwachstums in den Algenkolben wahr-
zunehmen. In den Kontrollkolben schien der Parasit das Wachstum ein-
zustellen, wihrend er sich in den Algenkolben iippig weiter entwickelte
und nach dreiBig Tagen fast den ganzen Nidhrboden mit seinem grau-
schwarzen Myzel bedeckte (Abbildung 27). Auch hier zeigte der Pilz aul
allen Algenklonen das gleiche Verhalten.

Die Wachstumsforderung der aneurin-heterotrophen Pilze durch di¢
Flechtenalgen zeigt, daf} diese das Vitamin B, selber aufbauen.

3. Der EinfluB von Heteroauxin auf das Wachstum von Flechtenalgen

Es hatte sich gezeigt, daP Heteroauxin in hoher Konzentration d.aﬁ
Wachstum der meisten Flechtenalgen hemmt. Ein Versuch mit verschie-
denen Konzentrationen des Stoffes sollte niheren Aufschluf iiber das
Verhalten der Algen geben. Als Versuchsobjekte withlte ich fiinf Klon
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Abbildung 28 zeigt, daB niedrige Wuchsstoffkonzentrationen das
Algenwachstum wenig beeinflussen, dal aber hohere Konzentrationen
eine zunehmend hemmende Wirkung ausiiben. Klon 1500 scheint durch
niedrige Dosen im Wachstum leicht gefordert zu werden, erweist sich
aber hoheren Konzentrationen gegeniiber als die empfindlichste der un-
tersuchten Algen. Die Betrachtung unter dem Mikroskop zeigt keine
Unterschiede in der Ausbildung der Einzelzelien: Mittlerer Durchmesser,
Farbe der Zellen, Zahl und GroBe der Autosporen usw. sind auf den
heteroauxinreichsten Substraten gleich wie auf den Kontrollboden.
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F. Versuche mit Flechtenpilzen

1. Der EinfluB verschiedener Substrate auf das Wachstum von
Flechtenpilzen

Thomas (1939) stellte fest, dal Flechtenpilze sich gegeniiber den
von ihm verwendeten Substraten sozusagen indifferent erwiesen. Da es
fiir seine Untersuchungen nicht von Belang war, gibt er fiir das Wachs-
tum seiner Pilze auf den verschiedenen Biden keine Zahlen. Seine Ver-
suche geben naturgemiif auch keinen AufschluB iiber einen eventuellen
EinfluB von Vitaminen auf die Entwicklung, da alle seine Nidhrbidden
mehr oder weniger groBe Vitaminmengen aus natiirlichen Quellen —
Agar, Pflaumenextrakt, Hefe usw. — enthielten.

Ich lieB daher sieben meiner Pilze wihrend 150 Tagen auf verschie-
denen Nihrboden wachsen und verglich die Entwicklung der Pilze mit-
tinander. Es kamen folgende Substrate zur Verwendung:

Substrat @: Hefeagar mit einem Zusatz von 0,1 % Asparagiln
Substrat b: Algenagar mit einem Zusatz von 0,1 % Asparagin
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Substrat ¢ Asparaginagar, mit gewaschenem Agar hergestellt

Substrat d: Asparaginagar, mit ungewaschenem Agar hergestellt

Substrat e Kno p- Glukoseagar, mit gewaschenem Agar hergestellt

Substrat f: Asparaginagar, Kolben mit roher statt mit gereinigter
Watte geschlossen.

Die beimpften Kolben wurden in dunklem Raume bei einer Tempe-
ratur von 18 bis 24° aufbewahrt. Viermal wihrend der ganzen Versuchs-
dauer wurde der Durchmesser aller Pilzthalli gemessen.

Physciomyces pulverulentae (Abbildung 29) wichst unter allen Pil-
zen am schnellsten. Gegeniiber den Substraten @, ¢, d und f verhilt er
sich indifferent. Deutlich beschleunigt ist dagegen seine Entwicklung
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Abbildung 29

Flichenwachstum von Physciomyces pulverulentae auf den
Substraten a, b, c, d, e, f. Abszisse: Versuchsdauer. Ordinaten:
Thallusflédche

auf Algenagar (b), withrend ihm der Boden e weniger zusagt. Die
Knickung der Kurve e deutet auf einen Stoffmangel des Pilzes hin. 0b
das fehlende Asparagin oder ein fehlendes Vitamin die Knickung verur
sacht, kann aus dem Versuch nicht entnommen werden. Der Habitus der
Kulturen ist auf allen Nidhrboden gleich.

Placodiomyces sazicolae (Abbildung 30) wichst zuerst auf allen
Niéhrboden gleich schnell. Erst nach 80 Tagen zeigen sich die erstel
Unterschiede, die sich im weiteren Verlauf des Versuches deutlicher aus
prigen: Auf K no p-Glukoseagar (e) verlangsamt der Pilz sein Wachs
tum und stellt es nach 115 Tagen praktisch ein. Ebenso verlangsamt sich
die Entwicklung nach 115 Tagen auf den Substraten ¢, d, | etwas, Wﬁh“
rend auf dem Algenagar (b) das Wachstum unvermindert anhélt. Alllf'
fallend ist die geringe Flichenentwicklung auf dem Hefeagar (@). D¢
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Knickung der Kurve e
Stoff im Substrat hin.

deutet auf den Mangel an einem notwendigen
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Abbildung 30

Flichenwachstum von Placodiomyces sarxicolae Stamm 14 auf
den Substraten a, b, ¢, d, e, f. Abszisse: Versuchsdauer.

Ordinaten: Thallusfldche

Caloplacomyces aurantiacae (Abbildung 31) zeigt auf allen Sub-
straten das gleiche Kurvenbild, wobei allerdings die Schnelligkeit der
Entwicklung verschieden ist. Doch zeigt keine der Wachstumskurven
eine Knickung, die auf das Fehlen eines notwendigen Stoffes hinweisen
wiirde. Der Habitus des Pilzes ist iiberall gleich.
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Abbildung 31

Fliichenwachstum von Caloplacomyces aurantiacae auf den
Substraten @, b, ¢, d, e. Abszisse: Versuchsdauer. Ordinaten:

Thallusflidche
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Xanthoriomyces parietinae (Abbildung 32) zeigt auf Hefeagar (q
ein deutlich beschleunigtes Wachstum. Auch auf Algenagar ist die Ent-
wicklung gut, verlangsamt sich aber nach 115 Tagen merklich. Auf den
Nihrboden ¢, d, e kommt die Entwicklung fast zum Stillstand. Es ist

a

100 —
m
Abbildung 32
Flichenwachstum von
Xanthoriomyces parie-
b tinae auf den Substra-
ten a, b, c, d, e, f.
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dauer. Ordinaten:
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e
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nicht ausgeschlossen, daff diese Tatsache auf den Mangel an einem not-
wendigen Wuchsstoff zuriickzufiihren ist. Im Habitus bestehen keine
Unterschiede auf den verschiedenen Substraten.
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Abbildung 33
c Flachenwachstum von
e Lecideomyces parase-
-‘3 mae auf den Substra-
e ten a, b, c, d, e
& Abszisse: Versuchs-
dauer. Ordinaten:
Thallusfliche
0= | _
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Lecideomyces parasemae (Abbildung 33) wichst in diesem Versuch
von allen Pilzen am langsamsten, und die Entwicklungsunterschiede sind
gering. Deutlich zeigt der Pilz nur eine Bevorzugung des Algensubstrates
(b). Das Aussehen der Kulturen ist iiberall gleich.
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Graphidomyces scriptae (Abbildung 34) zeigt fast Ubereinstimmung
aller Wachstumskurven. Auch der Habitus der Kulturen ist auf allen
Nihrboden gleich.
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Abbildung 34
Flichenwachstum von
Graphidomyces scrip-
tae auf den Substraten gp|_
" a, b, c,d, e [
Abszisse: Versuchs-

dauer. Ordinaten:
Thallusfliche
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Lecanoromyces subfuscae (Abbildung 35) besitzt auf Algenagar
das schnellste Wachstum. Die iibrigen Kurven weichen bei Versuchsende
nur wenig voneinander ab. Im Habitus zeigen die Kulturen keine Unter-
schiede. ’ ‘
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Abbildung 35
Flichenwachstum von
Lecanoromyces sub-
fuscae auf den Sub- 50—
straten a, b, c, d, e.
Abszisse: Versuchs-

dauer. Ordinaten:

Thallusfliche
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Vergleicht man die Wachstumskurven aller Pilze miteinander, so
ergibt sich im ganzen eine Bevorzugung des Algen- und Hefeagars:
Vier Pilze entwickeln sich auf Algenagar, die drei iibrigen auf Hefe-
dgar am besten, wenn die Thallusfliche bei Versuchsende als Kriterium
beniitzt wird. Ob diese Bevorzugung auf der Lieferung von Wuchsstoffen
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an die Pilze begriindet ist, kann allerdings aus dem Versuch nicht ent-
nommen werden. Einzig die Knickung einzelner Kurven bei Physciomy-
ces pulverulentae, Placodiomyces sazicolae und Xanthoriomyces parie-
tinae 1ift einen Einfluff von Wuchsstoffen vermuten. '

2. Der EinfluBl synthetischer Vitamine auf die Entwicklung von
Flechtenpilzen v

Es sollte der Einflufl aller zur Verfiigung stehenden Vitamine auf
meine Flechtenpilze untersucht werden. Als Nihrboden wurden je 80 em’
K nop- Glukoseagar in die Versuchskolben gegeben. Dazu wurden
Wuchsstoffe nach folgendem Schema gefiigt: '

Serie 1: 0,8 ecm® destilliertes Wasser und 0,8 e¢m® absoluter Alkohol
Serie 2: 0,8 em® Aneurinlosung und 0,8 em® absoluter Alkohol
Serie 3: 0,8 em® Vitaminlosung ¢ und 0,8 em® Vitaminlosung b
Serie 4: 0,8 cm® destilliertes Wasser und 0,8 cm® Heteroauxinlosung

Die mit den Pilzen beimpften Kolben wurden wihrend sechs Mona-
ten bei einer Temperatur von 22 bis 24° im Dunkeln gehalten.

Physciomyces pulverulentae fiel auch hier durch sein relativ rasches
Wachstum auf den Substraten 1, 2 und 3 auf. Nach zwel Monaten hatten
sich weiflie Kulturen von 5 bis 6 mm Durchmesser und 3 bis 4 mm Hohe
entwickelt, die auf allen drei Nihrboden gleich aussahen. Nach weiteren
zwei Monaten betrugen die Durchmesser der Lager 10 bis 12 mm. In allen
Kolben stellte ich eine gelbliche Verfiarbung des Agars fest, die bis zum
Versuchsende nach sechs Monaten noch zunahm. Die Thalli hatten nach
dieser Zeit 12 bis 16 mm Durchmesser. Das Heteroauxin wirkte auf
Physciomyces pulverulentae giftig: Er stellte in den Kolben der Serie4
jedes Wachstum ein. Die geimpften Myzelstiicklein verfirbten sich grau
braun und veridnderten sich dann nicht weiter.

Lecideomyces parasemae wuchs auffallend ungleichmiifig. Auf Sub-
strat 1 wiesen die Kulturen nach zwei Monaten schwarzbraune Farbe auf.
Ihr Durchmesser betrug 3 bis 4 mm und nahm im Verlauf von zwei wel-
teren Monaten um zirka 2 mm zu. Genau gleich verhielt sich der Pilz auf
dem Aneurinsubstrat (2). Die Entwicklung auf dem Nihrboden 3 blieb
wihrend der ganzen Versuchsdauer sehr ungleich: Neben Lagern, die in
ihrer Wachstumsgeschwindigkeit und ihrem Habitus mit den Thalli auf
den Substraten 1 und 2 iibereinstimmten, stellten andere ihre Entwick-
lung vollig ein. Das Wachstum auf den Heteroauxinboden war selr
schwach, wurde aber nicht vollig unterdriickt. Die Farbe des Pilzes wal
hier rostbraun. |

Graphidomyces scriptae entwickelte Thalli von unregelmiBiger Ge-
stalt. In Form und Wachstumsintensitiit wichen die Thalli auf den ver
schiedenen Substraten kaum voneinander ab; nur auf Nihrboden4
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(Heteroauxin) wuchs der Pilz etwas langsamer. Nach vier Monaten besal
er auf den Boden 2 und 3 einen leichten Wachstumsvorsprung gegeniiber
den Lagern in den Kontrollkolben. |

Die tiefschwarzen Kulturen von Placodiomyces saxicolae erreichten
nach zwei Monaten einen Durchmesser von 5 bis 8 mm. Auf dem Aneurin-
(2) und dem Vitaminsubstrat (3) zeigte sich um die aufgewdibte zentrale
Partie der Thalli eine flache Randzone, die bei den {ibrizen Kulturen
fehlte. Nach zwel weiteren Monaten war das Bild noch deutlicher: Auf
den Nidhrboden 1 und 4 hatte der Pilz sein Wachstum oftenbar vollig
eingestellt, wihrend auf den beiden aneurinhaltigen Boden die flache
Randpartie in genau gleicher Weise radial weiter wuchs.

Daraus ging klar eine Wachstumsforderung von Placodiomyces saxi-
colae durch das Vitamin B, hervor. Die iibrigen Vitamine, die neben dem

Abbildung 36
Der Einfluf von Vitaminen auf die Entwicklung von Placodiomyces saxicolue
Stamm 14. V.1l n.r.: Nihrboden 1, 2, 3, 4. Zusammensetzung del Nihrboden
' vgl. Text, Zirka 14 nat. Grofie

Aneurin in Nihrboden 3 enthalten waren, vermochten die Entwicklung
nicht weiter zu fordern als das Aneurin allein.

Die Thalli von Lecanoromyces subjuscae hesafien nach zwei Mona-
ten iiberall den gleichen Durchmesser von etwa 2 mm. Die Farbe war auf
den Substraten 1 bis 3 graubraun, auf Substrat 4 rotbraun. Nach vier
Monaten waren die Kulturen auf den vitaminhaltigen Nidhrboden 2 und 3
wenig grofler als auf den {librigen Substraten, und bei Versuchsabschlufy
waren die Unterschiede noch etwas ausgepriigter. Aber auch in den Vit-
aminkolben war das Wachstum so langsam, daB auf eine weitere Unter-
suchung der Erscheinung verzichtet wurde. Der Pilz verfiarbte das Sub-
strat iiberall schwach ariingelb.

Bei Xanthoriomyces parietinae liefien sich nach zwei Monaten keine
Entwicklungsunterschiede feststellen. Das Wachstum war sehr langsam,
der Dmchmessel der Lager durchschnittlich 2 mm. Nach vier Monaten
schienen die Kulturen auf dem Aneurinsubstrat etwas weiter fortge-
schritten als auf den andern Nihrboden, und nach sechs Monaten waren
die Unterschiede recht deutlich. Die Lager waren aber im gesamten so
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klein, daf auch hier auf eine weitere Untersuchung verzichtet wurde.
Erst nach Abschluf meiner Versuche stief ich auf die Arbeit von Tob-
ler (1944), der eine Forderung der Sporenkeimung von Xanthoriomyces
parietinae durch Aneurin feststellte.

Caloplacomyces aurantiacae wuchs im Vergleich zu andern Flech-
tenpilzen stark flichenhaft. Die Farbe der Thalli war mattweifs. Der Pilz
zeigte keinerlei Entwicklungsunterschiede auf den verschiedenen Nihr-
boden.

Placodiomyces circinati war auch in diesem Versuch auf keinem
Nihrboden zu einem meBbaren Wachstum zu bringen.

3. Die Wirkung der Konstituenten des Aneurins auf die Entwicklung von
Placodiomyces saxicolae

Placodiomyces sazicolae gehort zu der Gruppe der aneurin-hetero-
trophen Pilze, die auch bei einer Darbietung der beiden Bausteine des
Aneurinmolekiils (Pyrimidin und Thiazol) optimale Entwicklung zeigen:
Der Pilz wurde auf dem gewohnten K n o p - Glukoseagar wihrend 200
Tagen gezogen. Die erste Kolbenserie erhielt als Zusatz je 1 em® destil-
liertes Wasser (Kontrolle), die zweite Serie Pyrimidin, die dritte Thiazol,
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Abbildung 37
Der EinfluB des Aneurins (Bi)
und seiner Konstituenten Thia-
100 zol (T) und Pyrimidin (P) auf
die Entwicklung von Placodio-
T myces saxicolae Stamm 14. K =
Kontrolle. Abszisse: Versuchs-
"? dauer. Ordinaten: Thallusfliche
0 k ' | J
30 120 Tage 200

die vierte Pyrimidin und Thiazol und die letzte Reihe Aneurin, alle Stoffe
in je 1 cm® Wasser pro Kolben gelost. Die Aneurinkonzentration in den
Nihrboden betrug 1 : 10%; die iibrigen Stoffe kamen in dquimolaren Men-
gen zur Anwendung (Molekulargewichte: Aneurin = 337, Pyrimidin=
138, Thiazol = 143).

Nach der Impfung setzte in allen Kolben gleichzeitig das Wachstum
ein, und nach 30 Tagen waren praktisch keine Unterschiede in de_r
Flichenentwicklung festzustellen. Der Durchmesser der Kulturen varl
ierte von 5 bis 8 mm. Dagegen fielen die Thalli in den Kontrollkolben
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durch ihr tiefer schwarzes Aussehen auf. Sie waren flach iiber den Nihr-
boden ausgebreitet. Ahnlich flach wuchsen die Kulturen auf den Pyri-
midin- und Thiazolsubstraten. In den P-+T- und den Aneurinkolben
zeigte der Pilz eine hochgewdlbte Form und graue Farbe. Nach 120
Tagen waren auch in der Fldchenentwicklung deutliche Unterschiede
festzustellen: In den P+T- und Aneurinkolben wiesen die Thalli um eine
hochgewdlbte Zentralpartie eine flach ausgebreitete Zone auf, die in den
folgenden Monaten weiter radial wuchs. Auf den andern Substraten
zeigten sich flache Lager ohne Randzone. In den Kontroll- und Pyrimi-
dinkolben stellte der Pilz nach 120 Tagen sein Wachstum vollstindig
ein; in den Thiazolkolben wies er bis am 200. Versuchstag noch einen
ganz geringen Flédchenzuwachs auf, der aber mit der kriftigen Entwick-
lung auf den P-+T- und Aneurinsubstraten nicht Schritt hielt.

0,016 ycmii
3”‘3 B o 0,008 pcm
. //’/ 0,0043)00_7"3
/’/,"’
/I
200+ p
/7,
0,002 pom ’
V. . 0,001 chm's
0,000 pem’
100 7
//
7
0 ! | !
0 100 200 Tage 300
Abbildung 38

Die Flichenentwicklung von Placodiomyces sazicolae
Stamm 14 bei steigendem Aneuringehalt des Substrates.
Abszisse: Versuchsdauer, Ordinaten: Thallusflidche

4. Der Aneurinbedarf von Placodiomyces saxicolae

Der vorige Abschnitt gibt zwar Aufschluf iiber die Art der Aneurin-
Heterotrophie des Pilzes, sagt aber nichts aus iiber die fiir eine optimale
Entwicklung notige Aneurinmenge. Der Pilz wurde daher in einem wei-
teren Versuch auf Nihrboden (K n o p - Glukoseagar) mit steigendem
Aﬂeuringeha,.lt- geimpft. Die geringste Vitaminkonzentration betrug
0,001 y pro em?, die hochste 1 y pro em®.

Den zeitlichen Verlauf des Flichenwachstums bei Stamm 14 stellt
Abbildung 38 dar.
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In den Kontrollkolben wuchs der Pilz anfinglich nicht schlechter
als auf den aneurinhaltigen Nidhrbdden; nach 50 Tagen war kaum ein
Unterschied festzustellen. Erst nach 160 Tagen stellten die Kontroll-
kulturen ihr Wachstum vollig ein. Auch auf den Substraten mit einer
Aneurinkonzentration von 0,001 y pro ¢m® horte die Entwicklung auf,
Spiétere Messungen ergaben eine Verkleinerung der Thallusflichen, die
auf die allméhliche Austrocknung der Nidhrboden zuriickzufiihren war,
0,002 y Aneurin pro cm® bewirkten ein geringes Weiterwachsen des Pil-
zes, der hier erst nach 215 Tagen seine Entwicklung einstellte. Wesent-
lich anders verhielten sich die Kulturen auf den Substraten mit 0,004 y
Aneurin pro cm®. Der Pilz wuchs in fast unverminderter Intensitét hbis
zum Abschlufl des Versuches nach 270 Tagen weiter. Eine weitere Erho-
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Abbildung 39
Die Fliichenentwicklung von Placodiomyces saxicolae Stamm
11 bei steigendem Aneuringehalt des Substrates. Abszisse:
Versuchsdauer, Ordinaten: Thallusfliche

hung der Vitamindosis bewirkte dagegen keine weitere Entwicklungs-
steigerung, hemmte aber das Wachstum auch nicht.

Placodiomyces sazicolae Stamm 11 scheint etwas mehr Vitamin By
fiir seine optimale Entwicklung zu verlangen: Bei 0,004 y Aneurin pro
em® verlangsamte sich das Wachstum nach 160 Tagen gegeniiber den
Kulturen auf vitaminreicheren Substraten deutlich (Abbildung 39).

Im Habitus zeigten die beiden Stimme des Pilzes hier so wenig Wit
bei anderen Versuchen Unterschiede. Die Thalli bildeten sich besonders
auf den vitamindirmsten Substraten sehr flach aus: auf den aneurin-
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reicheren Boden wiesen sie lippigere Entwicklung auf. Gesamthaft ergibt
sich, daBB Placodiomyces saxicolae bei einer Versuchsdauer von 270
Tagen 0,004 bis 0,008 y Vitamin B, pro ¢m® Nihrboden bendtigt. Ein
Vergleich mit dem Aneurinbedarf anderer vitamin-heterotropher Pilze
ist schwer wegen der grundlegend verschiedenen Versuchsdauer. Miil -
ler (1941) stellte fest, daB die optimale Aneurindosis fiir Mucor Raman-
nianus bei einer Versuchsdauer von 13 Tagen 0,03 y, bei 19 Tagen 0,05 »
und bei 26 Tagen 0,08 y pro em® Nihrlosung betriigt. Die optimale
Aneurinmenge erhoht sich also mit der Versuchsdauer. Verglichen mit
den Werten von Mucor Ramannianus, ist der Vitamin-B,-Bedarf von
Placodiomyces sazicolae duberst gering, ja er liegt in einer anderen
Grofienordnung. Das hiingt sicher vor allem mit dem von Natur aus lang-
samen Wachstum des Flechtenpilzes zusammen. '

5. Das Wachstum von Placodiomyces saxicolae auf aneurinfreiem
Substrat

Placodiomyces sazicolae hatte in allen bisherigen Versuchen auch
auf aneurinfreiem Nidhrboden wiithrend einer gewissen Zeit ein deutliches
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Die Flichenentwicklung
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colae Stamm 14 auf aneu- 50 -
rinfreiem Substrat. Ab-
szisse: Versuchsdauer. Or-
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Wachstum gezeigt: Erst nach 100 bis 150 Tagen kam die Entwicklung
auf dem vitaminfreien Substrat jeweils zum Stehen. Drei Griinde kon-
hen ein solches Verhalten bewirken:
1. Das Substrat enthilt trotz der VorsichtsmaBnahmen Aneurinspu-
ren, welche ein beschrinktes Wachstum erlauben.
2. Bei der Impfung werden mit dem Impfmaterial Aneurinspuren in

die Versuchskolben gebracht.
3. Der Pilz kann selber in geringem MaBe Vitamin B, aufbauen, wel-

ches eine beschrinkte Entwicklung gestattet.
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Um diese Fragen der Losung niherzubringen, wurde folgender
Versuch angelegt: Der Pilz wurde von gewohniichem Malzagar auf
aneurinfreien- K n o p - Glukoseagar geimpft (1. Serie). Nach zwei Mo-
naten wurden von den inzwischen gewachsenen Kulturen der Seriel
moglichst kleine Myzelstiicklein in frische Kolben mit dem gleichen
aneurinfreien Nihrboden iibertragen (2. Serie). Analog wurden nach wei-
teren zwei Monaten, ausgehend von Serie 2, eine dritte und schlieBlich
eine vierte Reihe angelegt. Von Zeit zu Zeit wurden alle Thalli gemessen.
Die Resultate sind in den Abbildungen 40 und 41 dargestellt.

Die Wachstumskurven der Serien 1 und 2 weisen bei beiden Stim-
men nach einer Versuchsdauer von 100 bis 150 Tagen eine deutliche
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Abbildung 41
- Die Fldchenentwicklung
4-Seérie " von Placodiomyces sai-
colae Stamm 11 auf aneu-
50 rinfreiem Substrat. Ab-
szisse: Versuchsdauer, Or-
dinaten: Thallusfliche
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Knickung auf: Das Wachstum wird stark verlangsamt oder eingestellt
In den Kolben der Serie 3 wichst der Stamm 14 etwas intensiver als in
den Kolben der zwei ersten Serien. Bei Stamm 11 ist das Wachstun
dagegen deutlich verlangsamt. In Serie 4 verlduft die Kurve vol
Stamm 14 zwischen dem 50. und 150. Versuchstag kaum flacher als in
den Reihen 1 bis 3; jene von Stamm 11 steigt im gleichen Zeitraum etwas
flacher an. Aus dem Verlauf des ganzen Versuches ziehen wir folgende
Schliisse:

1. Das Wachstum des Pilzes auf aneurinfreien Nahrboden ist nicht
auf Vitaminspuren zuriickzufiihren, welche bei der Impifung mit
dem Impfmaterial in die Versuchskolben iibertragen werden. Wire
das der Fall, so miite der Verlauf der Wachstumskurven vl
Serie zu Serle wesentlich flacher werden, da die Uberimpfung
die Kolben der Serien 2, 3 und 4 ja von vitaminfreien Substrate!
aus erfolgt.
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2. Das Wachstum ist entweder (@) auf eine beschrinkte Aneurin-
synthese durch den Pilz oder (b) auf Aneurinspuren zuriickzufiih-
ren, die im N&ihrboden trotz der peinlichen Vorsichtsmafregeln
zuriickgeblieben sind.

a) Aneurinsynthese durch den Pilz 2 Gegen diese Hypothese spricht
scheinbar der Umstand, daBl der Pilz nach einer gewissen Zeit auf aneu-
rinfreien Substraten seine Entwicklung vollig einstellt (vgl. Abbildun-
gen 38 und 39). Der Einwand ist aber nicht stichhaltig, denn es ist mog-
lich, daf der Pilz die Aneurinsynthese nur durchfiihren kann, wenn ein
anderer Stoff, zum Beispiel Glukose oder Asparagin, in relativ hoher
Konzentration zur Verfiigung steht. Sobald der Pilz einen gewissen Teil
dieses Stoffes aufgebraucht hat, ist die weitere Aneurinsynthese nicht
mehr moglich. Um die Frage abzuklidren, miiite der Pilz auf aneurinfreien
Substraten mit wachsenden Ni#hrstoffkonzentrationen gezogen werden.
Solche Versuche wurden bisher nicht angelegt. '

b) Aneurinspuren im Ndhrboden 2 Der Verlauf der Wachstumskur-
ven auf aneurinfreiem Nihrboden legt diesen Schluf nahe: Sobald die
Aneurinspuren aufgebraucht sind, hort die Entwicklung auf. Die hypo-
thetischen Aneurinspuren miissen aber sehr klein sein, denn sonst wiirde
eine kiinstliche Zufuhr von 0,001 y Vitamin B, pro cm® Substrat keine so
deutliche Wachstumssteigerung hervorrufen, wie aus den Abbildungen 38
und 39 hervorgeht. Ob in Wirklichkeit der Fall ¢ oder b oder gar eine
weitere, unbekannte Moglichkeit verwirklicht ist, kann vorldufig nicht
entschieden werden. Die mikrobiologischen Tests fiir das Vitamin B, sind
nicht so empfindlich, daB die hier in Frage stehenden Aneurinspuren im
Substrat nachgewiesen werden konnten.

6. Die Forderung des Wachstums aneurin-heterotropher Pilze
durch Flechtenpilze

Die Wachstumsversuche zeigten, daB meine Flechtenpilze — Placo-
diomyces saxicolae ausgenommen — durch kein Vitamin in ihrer Ent-
wicklung beeinfluft werden. Diese Tatsache 1iBt sich so erkliren, daf
die Pilze die betreffenden Vitamine entweder nicht brauchen oder sie
selber aufbauen konnen. Einige Wuchsstoffe, zum Beispiel das Vitamin
B, nehmen bei elementaren Lebensvorgiingen eine so zentrale Stellung
ein, daB ihre Entbehrlichkeit fiir Flechtenpilze unwahrscheinlich ist. Ein
Versuch sollte zeigen, ob die Flechtenpilze das Vitamin B, tatsidchlich
selber aufbauen.

Auf aneurinfreiem K n o p - Glukoseagar wuchsen wihrend zirka
sechs Monaten meine Flechtenpilze heran. Nach dieser Zeit wurden die
Néhrboden — wie beim entsprechenden Versuch mit Flechtenalgen —
wfgeweicht und leicht geschiittelt, um eine gleichmiifige Verteilung des
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eventuell gebildeten Vitamines B, zu erzielen. Auf die wieder erstarrten
Substrate wurde nun Cercosporella herpotrichoides Fron. geimpft. Der
Parasit begann in allen Kolben zu wachsen, entwickelte sich aber sehr
ungleich. Die im Verlaufe von drei Wochen gebildeten Thallusfléichen
sind aus Abbildung 42 ersichtlich.

In den Kontrollkolben (K) bildete der Testpilz einen sehr diinnen
Thallus, dessen duBere Rinder sich allmihlich im Substrat verloren. In
den Kolben von Physciomyces pulverulentae (Nr. 10) bildete der Parasit
dagegen einen lippigen grauschwarzen Thallus, der fast den ganzen

Abbildung 42
Die Flichenentwicklung von Cercosporella herpotrichoides Fron. auf
Niithrboden, auf denen vorher verschiedene Ilechtenpilze (Nrn. 10, 14
usw., vgl, Text) gewachsen waren. Zirka 14 nat. Grofe

Nihrboden iiberdeckte. Placodiomyces saxicolae (Nr. 14) hatte sich auf
den aneurinfreien Substraten schwach entwickelt. Cercosporella wuchs
auf dem Nihrboden zwar an, breitete sich aber nicht weiter aus und
zeigte schlieBlich ein geringeres Wachstum als in den Kontrollkolben.
Is schien, als hiitte vorher der Flechtenpilz noch geringste Aneurin-
spuren des Substrates aufgebraucht, so daB sich Cercosporella nicht e
mal so weit entwickeln konnte wie in den Kontrollkolben. Sicher ergal
der Versuch, dal Placodiomyces saricolae kein Aneurin in melbarer
Dosis bildet. Caloplacomyces aurantiacae (Nr.15) forderte den Testpilz
zwar klar, aber nur schwach in seinem Wachstum; offenbar hatte dieser
Flechtenpilz nur wenig Vitamin B, gebildet. Xantlzorzomb/(es parietind®
(Nr. o) bewirkte eine {ippige Entwicklung von Cercosporella. Lecide’
myces parasemae (Nr.25) und Lecanoromyces subjuscae (Nr. 27) brach-

Lo
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ten den Parasiten zu noch reicherer Entwicklung, wihrend sein Thallus
in den Kolben mit Graphidomyces scriptae (Nr. 26) kleinere Fliche, aber
dafiir-eine sehr dichte Ausbildung zeigte.

Das Versuchsergebnis sei folgendermaBen zusammengefafit: Alle
untersuchten Flechtenpilze — mit Ausnahme von Placodiomyces saxi-
colge — fordern die Entwicklung des aneurin-heterotrophen Parasiten
Cercosporella herpotrichoides Fron. auf aneurinfreiem N#hrboden. Das
beweist, daf} diese Flechtenpilze selber das Vitamin B, aufbauen.

7. Quantitative Bestimmung des Aneurins in einigen Flechtenpilzen

Die Frage bei diesem Versuch lautete: Wieviel Vitamin B, enthalten
Thalli von Flechtenpilzen, die auf vitaminfreiem N#ihrboden gewachsen
sind ?

Ich liefl die Flechtenpilze wihrend sechs Monaten auf aneurinfreiem
Kno p - Glukoseagar wachsen, 1oste dann die Thalli vom Substrat los,
trocknete sie zuerst wihrend fiinf Tagen bei Zimmertemperatur und
dann wihrend sechs Stunden bei 65° im Thermostaten. Die trockenen
Lager wurden zu feinem Pulver zerrieben. Bei der Bestimmung des
Aneuringehaltes ging ich genau gleich vor wie beim entsprechenden Ver-
such mit Flechtenthalli. Da von einigen Pilzen nur sehr wenig Trocken-
substanz vorlag, konnte nicht von allen Objekten gleich viel Substanz in
die Reagenzgldschen gegeben werden; auch war es oft nicht moglich,
mehr als insgesamt fiinf Parallelrohrehen von einem Pilz anzulegen.

Der Versuch ergab, daB die untersuchten Flechtenpilze recht aneurin-
arm sind. Die groBte Wuchsstoffmenge, bezogen auf das Trockengewicht
des Pilzes, enthielt Lecanoromyces subfuscae (Nr.27): 2,5y Vitamin B,
pro Gramm Trockensubstanz. In allen anderen Flechtenpilzen wurden
geringere Vitaminmengen nachgewiesen: Caloplacomyces aurantiacae
enthielt 0,4 y, Physciomyces pulverulentee 0.2 y und Lecideomyces para-
semae 0,1 y Aneurin pro Gramm Trockensubstanz. Der Vitamingehalt der
andern Flechtenpilze war noch geringer; qualitativ konnte der Stoff zwar
einwandfrei festgestellt werden, doch lieBen sich die geringen Konzentra-
tionen quantitativ nicht mehr einwandfrei erfassen. Es ist zu beachten,
daf durch den Versuch nicht alles von den Pilzen gebildete Vitamin
erfalit wurde: Ein Teil des Wuchsstoffes diffundierte aus den Pilzthalli
in die Nihrboden. Qualitativ konnte dieses Aneurin nachgewiesen wer-
den: Nach der Entfernung der Flechtenpilze entwickelte sich auf ihren
Néhrboden ein aneurin-heterotropher Pilz sehr gut.

8. Der EinfluB von Heteroauxin auf das Wachstum von drei Flechten-
-pilzen

In einem ersten Versuch verhielten sich die Flechtenpilze gegeniiber
lem Wuchsstotf Heteroauxin uneinheitlich: Die Flichenentwicklung von
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Graphidomyces scriptae, Lecanoromyces subfuscae, Xanthoriomyces po-
rietinae und Caloplacomyces aurantiacae wurde nur unwesentlich beein-
fluft. Dagegen stellten Physciomyces pulverulentae und Lecideomyces
parasemae ihr Wachstum ein. Der Wachstumsstillstand von Placodio-
myces saricolae im gleichen Versuch lie keine Schliisse zu, da dieser
Pilz aneurin-heterotroph ist und das Substrat aneurinfrei war; so mubfte
schon wegen des Mangels an Vitamin B, die Entwicklung aufhoren.

Ein weiterer Versuch sollte nun die Wirkung verschiedener Hetero-
auxin-Konzentrationen auf drei Flechtenpilze aufzeigen. Als Objekie
wihlte ich: 1. Physciomyces pulverulentae, der durch den Wuchsstoff
vergiftet worden war, 2. Placodiomyces saxicolae, dessen Verhalten noch
ungeklirt war, und 3. Caloplacomyces aurantiacae, der gegeniiber dem
Wuchsstoff indifferent war.

150
2

mm Piacadlbmyces saxicolae

1001
Physmnmyces pulverulentae

50+ ,
1 T~
Calap/acomyces auranhacae
0 ! ] | ! | 1 [ ]
0 05 2 8 32 ycm" 128

Abbildung 43
Die Flichenentwicklung von 3 Flechtenpilzen bei steigendem
Heteroauxingehalt des Substrates. Abszisse: Heteroauxinge-
halt des Substrates. Ordinaten: Thallusfliche, Versuchsdauer:
150 Tage

Abbildung 43 gibt die Flichenentwicklung der Pilzthalli wieder
Der Nihrboden enthielt auBer dem Heteroauxin einen Zusatz des Vit
amines B,.

Placodzomyces sazicolae verhielt bmh dem Wuchsstoff gegeniiber
bis zu einer Konzentration von 4 y pro em?® indifferent. Bei weiterer Er
hohung der Konzentration trat eine Wachstumshemmung ein, und 327
Heteroauxin pro em® Nihrboden unterdriickten das Wachstum des Pilzé!
vollig. Physciomyces pulverulentae lieB sich durch niedrige Konzentrd
tionen ebenfalls nicht beeinflussen. Er stellte das Wachstum aber bl
einer Dosis von 16 y pro ecm® Substrat ganz ein. Caloplacomyces aurt®
tiacae lief sich iiberhaupt nicht beeinflussen: GroBe, Form und Farlt
der Kulturen wiesen auch bei den hichsten Wuchsstoffkonzentrationt!
keinerlei Unterschiede gegeniiber den Kontrollkulturen auf.
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G. Gegeniiberstellung der Flechtenbildner; Fragen der kiinstlichen
Flechtensynthese

1. Der EinfluB von Flechtenalgen auf das Wachstum der Flechtenpilze

Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener Nihrboden auf
das Wachstum von Flechtenpilzen hatte sich ergeben, daf} einige Pilze
den Algenagar den andern Substraten vorzogen. Anderseits ist bekannt,
daB die Spezifitit der Flechtenalgen sehr grol ist, indem zwei Thalli
der gleichen Flechtenart verschiedene Gonidien enthalten kénnen. Daher
lag die Frage nahe, ob gewisse Flechtenalgen vielleicht ganz spezifische
Stoffe produzieren, welche die Entwicklung des mit ihnen symbiotischen
Pilzes fordern. Ich lief meine neun Algenklone wihrend drei Monaten
auf vitaminfreiem K n o p- Glukoseagar wachsen,” weichte dann die
Nihrboden auf, schiittelte leicht und lie wieder erstarren. Die Algen-
kolonien waren nun zerfallen und erfiillten den ganzen Nihrboden gleich-
milig. Nun wurden die Kolben mit den Flechtenpilzen beimpft, und zwar
wurde jeder Pilz zu jeder Alge gebracht. Die Flichenentwicklung wurde
nach 200 Tagen gemessen.

Das Wachstum des gleichen Pilzes variierte auf den verschiedenen
Algenboden stark. Die Entwicklungsunterschiede fiihre ich zum Teil
nicht auf den EinfluBf der Algen zuriick, sondern auf verschieden starke
Austrocknung der Nihrbdden: Es gelang mir bei diesem Versuche nicht,
die Austrocknung in befriedigender Weise zu verhindern. Immerhin las-
sen sich folgende Schliisse aus dem Versuch ziehen:

1. Die Flechtenpilze werden durch die Algen, mit denen sie in natiir-
licher Flechtensymbiose leben, nicht spemﬁsch in der Entwicklung
gefordert.

2. Eine geringe Wachstumsférderung durch Flechtenalgen im allge-
meinen ist bei manchen Flechtenpilzen festzustellen, so entwickelt
sich insbesondere Placodiomyces saxicolae in den Kontrollkolben
weniger gut als in den Algenkolben. Dieses Ergebnis war zu er-
warten, nachdem die Aneurin-Heterotrophie dieses Pilzes bekannt
war.

2. Aneurin-autotrophe Alge und aneurin-heterotropher Pilz als Flechten-
bildner bei Placodium saxicola

In der Flechte Placodium sazicola ist der Pilz auf die Zufuhr des
Vitamins B, angewiesen, wenn er sich optimal entwickeln soll. Ander-
seits haut die Alge d1eser Flechte das Aneurin selber auf.-Es stellt sich
nn die Frage: Bezieht der Pilz in der Natur das notwendige Vitamin B,
aus seiner Alge oder aus seiner Umgebung ? Placodium sazicola ist in
der Wahl der Substrate nicht wihlerisch: Die Flechte kommt in erster
Linie auf Steinen aller Art, auch auf Kunststeinen, Zementmauern usw.
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vor. Sie wurde aber auch schon auf Blei, Eisen, Kupfer, Knochen gefun-
den (Richard, 1883). Wire die Flechte auf Aneurinzufuhr aus dem
Substrat angewiesen, so wire dieses gleichgiiltice Verhalten gegeniiber
der Unterlage schwer zu erkliren. Es ist daher anzunehmen, in der natiir-
lichen Flechtensymbiose beziehe der Pilz Placodiomyces saxicolae das
notwendige Vitamin B, aus seiner Wirtspflanze, der Cystococcus-Alge.
Diese Annahme wurde bei einem kiinstlichen Syntheseversuch der
Flechte Placodium saxicola aus ihren Komponenten beriicksichtigt: Der
Versuch sollte auf aneurinfreiem Substrat vorgenommen werden, um dem
Pilz die Moglichkeit zu nehmen, das Vitamin aus der Unterlage zu be-
ziehen; er sollte also gezwungen werden, seine Alge als Wuchsstoffliefe-
ranten zu beniitzen.

Vor dem Ansatz des Versuches wurden noch zwei Einzelfragen ge-
kldrt, die in den nichsten Abschnitten besprochen werden.

3. Wuchsform der Flechtenpilze in der natiirlichen Flechte und
in Reinkultur

Die Krusten- und Blattflechten zeigen an ihren natiirlichen Stand-
orten eine flach ausgebreitete Wuchsform. Da fiir die Formgestaltung in
erster Linie die Pilzkomponente verantwortlich ist, weist also der Flech-
tenpilz in der Natur einen flachen Thallus auf. Werden Flechtenpilze in
Reinkultur auf nihrstoffreichen Substraten, etwa Malzagar, gezogen, so
bildet sich eine andere Thallusform: An die Stelle der flachen Ausbrei-
tung iiber das Substrat tritt ein hoher Wuchs. Die Hohe des Lagers kamn
dabei seinen Durchmesser sogar iibertreffen. Ich stellte mir daher die
Frage: Unter welchen Bedingungen nimmt der Flechtenpilz in Reinkultur
dhnlich flache Wuchsform an wie in der natiirlichen Flechte ?

a) Der Einfluf der Substratfeuchligkeit. Der Pilz Physciomyces pul-
verulentae wurde in Kolben geimpft, welche nur 30 em® Malzagar
enthielten. Nach dem Anwachsen des Pilzes wurden die GefiaBe in
einen trockenen Raum gestellt, so daB die Nihrboden im Verlaufe
von drei bis vier Monaten vollstindig austrockneten. Der Pilz
zeigte anfinglich — solange das Substrat feucht war — seine ge-
wohnte hohe Wuchsform. Je mehr der Nihrboden austrocknete, um
so flacher wurde der Wuchs. Nach 270 Tagen hatten die Thalli
Durchmesser von 30 bis 40 mm und bedeckten in ganz diinner
Schicht das Substrat.

b) Der Einflup der Ernihrung. In allen Versuchen fiel auf, dab auf
nihrstoffarmen Boden die Flechtenpilze viel flacher wuchsen als
auf nihrstoffreichen Substraten.

Aus @) und b) geht hervor, daB Flechtenpilze in Reinkultur dhnliche
Wuchsform annehmen wie in der natiirlichen Flechtensymbiose, wenl
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das Substrat trocken und n#hrstoffarm ist. Flechtensyntheseversuche
miissen daher auf nihrstoffarmen und nicht zu feuchten Unterlagen
durchgetiihrt werden, wenn sie Aussicht auf Erfolg haben sollen. Tho -
mas (1939) stellte die gleiche Forderung auf, zu der er aber nicht wie
ich durch morphologische Betrachtungen, sondern aus biologischen Griin-
den gelangt war: Werden Syntheseversuche auf « gilinstigen » Substraten
ausgefiihrt, so vereinigen sich die Symbionten nicht zur Flechte, weil sie
dann alle notigen Nihrstoffe in ausreichender Menge im Ndhrboden vor-
finden und so nicht zur Eingehung der Symbiose gezwungen sind.

4. Ascosporenbildung von reinkultivierten Flechtenpilzen

Bisher gelang es in keinem Falle, Flechtenpilze in Reinkultur zur
Bildung von Apothecien und Ascosporen zu bringen. In der Natur beob-
achtet man, daf manche Flechten an stark belichteten Standorten besser
fruchten als an schattigen Stellen. Das 148t vermuten, starke Belichtung
konnte auch Flechtenpilze in Reinkultur zur Bildung von Ascosporen
zwingen. Ieh impfte zur Priifung dieser Frage alle zur Verfligung ste-
henden Flechtenpilze auf Malzagar. Die Hilfte der Kolben exponierte
ich direktem Sonnenlicht, die iibrigen Kolben wurden dunkel gestellt.
Die direkte Belichtung hemmte die Entwicklung der Pilze, Fruchtkorper-
bildung konnte ich nirgends feststellen. Es sei darauf hingewiesen, daB
manche parasitischen Pilze auf kiinstlichen Nihrboden auch keine Haupt-
fruchtformen bilden. Die Flechtenpilze — parasitische Pilze auf Algen —
gehoren offenbar auch zu dieser Gruppe.

5. Versuch der kiinstlichen Synthese von Placodium saxicola

Das Ziel des Versuches war die kiinstliche Synthese der Flechte
Placodium sazxicola aus ihren Komponenten. Als Substrat brachte ich in
die Versuchskolben je 30 cm® aneurinfreien K no p - Glukoseagar. Die
Kno p - Losung wurde dabei auf !/,, verdiinnt und anstatt 2 % wurde
nur 0,1 % Glukose gebraucht. Auf die sterilen Substrate wurden nun die
Komponenten der Flechte zum Teil iibereinander, zum Teil unmittelbar
nebeneinander geimpft. Zuerst wurden die Kolben leicht beschattet;
nachdem die beiden Flechtenbildner. angewachsen waren, wurden die
Abschirmungen entfernt, und die Kolben waren nun der direkten Be-
lichtung durch die Morgensonne ausgesetzt.

Zuerst zeigte der Pilz in allen Kolben ein intensiveres Wachstum als
die Alge. Nach drei Monaten wuchsen beide Komponenten etwa gleich
schnell. Die anfiinglich relativ schnelle Entwicklung verlangsamte sich
immer mehr. Nach sechs Monaten — die Kolben waren seit lingerer Zeit
ausgetrocknet — gof ich in jedes GefdB 10 em® steriles, destilliertes
Wasser, das die Substrate wieder fiir einige Zeit feucht hielt. Nach neun
und zwolf Monaten wurde die Befeuchtung wiederholt.
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Makroskopisch zeigte der Versuch schlieBlich folgendes Resultat:
Pilz und Alge bildeten iiberall eine graue, flache Kruste von zirka 10 mm
Durchmesser. Sie sah in keinem Falle so aus, daB man in ihr einen Thal-
lus der natiirlichen Flechte Placodium sazicola erkannt hitte. Apothecien
hatten sich nirgends gebildet. Die Unterseite der meisten Lager war
schwarz, wies also die Farbe des Flechtenpilzes auf. In einigen Kolben
fanden sich aber Thalli, die eine teilweise weille Unterseite besalen, wie
die Flechte Placodiuwm saxicola.

Unter dem Mikroskop fanden sich neben frischgriinen Algenzellen
viele abgestorbene Zellen von hyalinem Aussehen; einzig die Zellwand
schien intakt geblieben zu sein. Die Pilzhyphen durchzogen die Algen-

Abbildung 44
Kiinstlicher Syntheseversuch von Placodium saxicola, Um-
schlingung von Algenzellen durch Pilzhyphen (a), Appresso-
rienbildung (b), Bildung eines Haustoriums (c) (?)

lager nach allen Seiten. Vereinzelt fanden sich soleche, welche Algen-
zellen umschlangen, und selten konnten auch deutliche Appressorien
nachgewiesen werden (Abbildung 44). Gesamthaft brachte auch dieser
Syntheseversuch aber keine besseren Ergebnisse als die entsprechenden
Versuche von Thom as (1939) und anderen Autoren.

H. Zusammenfassung

1. Aus einem Thallus der Flechte Solorina saccata wurde eine bisher
nicht bekannte Coccomyza-Art isoliert und unter dem Namen
Coccomyxa ellipsoidea (Solorinae saccatae) Zehnder beschrieben.

2. Einige Cystococcus-Algen aus verschiedenen Flechten wurden nd
her beschrieben.
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3. In den Thalli von zehn Flechtenarten wurde das Vitamin B, nach-
gewiesen.

4 Synthetische Vitamine beeinflussen dle Entwicklung von Flechten-

algen nicht.

Flechtenalgen bauen das Vitamin B, selber auf.

Heteroauxin hemmt in relativ hoher Konzentration die Entwick-

lung von Flechtenalgen.

7. Das Vitamin B, fordert das Wachstum des Flechtenpilzes Placodio-
myces saxicoloe. Das Vitamin B, kann ersetzt werden durch seine
Konstituenten Pyrimidin und Thiazol. Pyrimidin oder Thiazol allein
fordern das Wachstum des Pilzes nicht. Die optimale Aneurindosis
fiir den Pilz bei einer Versuchsdauer von 270 Tagen betragt 0,004
bis 0,008 y pro em® Nihrboden.

8. Alle ubugen untersuchten Flechtenpilze sind aneurin-autotroph.

9. Heteroauxin in relativ hoher Konzentration hemmt die Entwick-
lung mancher Flechtenpilze.

10. Keines der anderen gepriiften Vitamine fordert die Entwicklung
der Flechtenpilze.

11. Flechtenalgen iiben keinen spemflschen wachstumsfordernden Ein-
flufl auf ihre symbiotischen Pilze aus.

12. 'Flechtenpilze nehmen in Reinkultur eine dhnlich flache Wuechs-
form wie in der natiirlichen Flechte an, wenn sie auf trockenem
Substrat gezogen werden oder wenn das Substrat ndhrstoffarm ist.

13. Aus 7. und 8. ergibt sich: Es gibt aneurin-autotrophe und aneurin-
heterotrophe Flechtenpilze. Die letzteren beziehen in der natiirli-
chen Flechtensymbiose das Vitamin B, von ihrem aneurin-auto-
trophen Algenpartner. '

14. Ein kiinstlicher Syntheseversuch der Flechte Placodium saxicola
brachte keine besseren Resultate als die Versuche anderer Autoren.

v o

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fiir spezielle Botanik der
ETH in Ziirich ausgefiihrt. Herr Professor Dr. Ernst Gdumann
iiberlie mir in groBziigiger Weise einen Arbeitsplatz und alle notwen-
digen Arbeits-Hilfsmittel. Besonderen Dank schulde ich Herrn Professor
Dr.Otto Jaag, der die Arbeit anregte und mir jederzeit seine reiche
Erfahrung zur Verfiigung stellte.

Ziirich, den 8. Mirz 1949.
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