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Versuche iiber die Wachstumsférderung von Cladophora-
und Rhizoclonium-Kulturen durch Bakterienstoffe

Von E. A. Thomas

Meinem Lehrer, Herrn Prof. Dr. Ernst Géaumann,

mit Verehrung und Dankbarkeit zum 70. Geburtstag gewidmet

Eingegangen am 1.0Oktober 1963

Einleitung

Verschiedentlich haben wir erwihnt, dass Cladophora glomerata und teil-
weise auch Rhizoclonium hieroglyphicum sich in den Monaten Mai bis Juli
an den Ufern einiger Schweizer Seen plotzlich in riesigen Massen entfalten
(Thomas, 1956/57, 1960a und b), wobei die genannten Algen in der
jahreszeitlich ablaufenden Stufenfolge der Uferalgengesellschaften eine
besonders auffillige Erscheinung darstellen (1961a, ¢ und d, 1962b). Ahn-
liche Wucherungen dieser griinen Fadenalgen beobachtete ich in dster-
reichischen Seen und vielen anderen europiischen Seen und Fliissen sowie
im Lake Mendota (Wisconsin) und anderen amerikanischen Gewissern.
Offensichtlich gehoren die Cladophoraceen zu jenen Uferalgen, die im
Stisswasser quantitativ am meisten in Erscheinung treten. Dies ist mit ein
Grund, warum ich mich seit einigen Jahren mit der Kultivierung solcher
Algen befasse.

Obschon in der Natur iippig wachsend, stellen Cladophora und Rhizo-
cloniwm der Kultivierung erhebliche Schwierigkeiten in den Weg, worauf
schon W. Heering (Pascher, 1921, Heft 7, S. 14) hinwies, gestiitzt auf
Untersuchungen von Brand (1898, 1899, 1901, 1908/09). So traten in
unseren bakterienfreien Reinkulturen Ermiidungserscheinungen auf; spe-
ziell in den Wintermonaten erfolgte bei iiblicherweise giinstigen Nihr-
béden oder Néhrlosungen trotz kiinstlicher Beleuchtung kein oder fast
kein Wachstum. Deshalb liess ich einerseits einen Doktoranden, Herrn
J.Schiirmann, im Rahmen seiner Dissertationsarbeit auf chemischem
Wege priifen, ob im Wasser des Ziirichsees geloste organische Stoffe nach-
weisbar seien, die das Wachstum von Cladophoraceen beeinflussen ; diese
Arbeit steht jetzt vor dem Abschluss. Anderseits versuchte unser Mitar-
beiter Herr R.Cramer, an unseren Reinkulturen von Cladophora
glomerata und Rhizoclonium hieroglyphicum das Wachstum auf Agar durch
die Zugabe von Bakterien zu stimulieren, was erfreulicherweise gelang:
ihm verdanke ich auch die Durchfithrung der meisten dieser Arbeit zu-
grunde liegenden Laboratoriumsarbeiten.
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Eine von uns aus dem Pfiffikersee isolierte absolute Reinkultur von
Chlamydomonas hat ebenfalls die Eigenschaft, das Wachstum der genann-
ten Algen zu foérdern. Die Cladophoraceen scheinen somit #hnlichen Ge-
setzmissigkeiten zu folgen wie andere Algengruppen (cf. Lefévre, 1952,
1958; Ruschmann, 1956; Saunders, 1957). Im Anschluss an Keim-
zahlbestimmungen im Ziirichseewasser und im Abwasser der Kliranlage
von Uster isolierten wir deshalb vorldufig weitere 37 Bakterienstdmme,
um auf etwas breiterer Basis die Wirksamkeit von Bakterientitigkeit auf
das Wachstum von Cladophoraceen beurteilen zu kénnen. Wir beab-
sichtigen, die limnologische Bedeutung dieser Erscheinungen in einem
weiteren Rahmen zu studieren. Die folgenden Ausfithrungen berichten
iiber unsere’ ersten systematischen Versuche nach vorangehenden Vor-
versuchen. "

Herrn Prof. Dr. A. Grumbach, Institut fiir Medizinische Mikrobiolo-
gie an der Universitét Ziirich, danke ich herzlich fiir die Bestimmung eines
das Wachstum von Cladophoraceen fordernden Bakteriums, ferner Herrn
Prof. Dr. A. Hasler, Direktor des hydrobiologischen Laboratoriums der
Universitat Madison (Wisconsin), und seiner Assistentin, Miss Mary

Flach, fir die Zusendung von lebenden Cladophoraceen aus dem Lake
- Mendota.

Den Organen des Schweizerischen Nationalfonds fiir wissenschaftliche
Forschung sowie der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung an der Uni-
versitit Ziirich verdanke ich die Forderung dieser Arbeiten sehr.

1. Verwendete bakterienfreie Algenreinkulturen

In einer fritheren Arbeit berichteten wir, auf welche Weise wir von
Cladophora und Rhizoclonium Reinkulturen herstellten (Thomas, 1961b
und 1962a). Wir verfiigten fiir Cladophora glomerata aus dem Ziirichsee
iitber die Klone 1 bis 5 und fiir Rhizoclontum iiber die Klone 1 bis 4. Es
gelang, alle diese Klone bakterienfrei zu kultivieren. In einer Periode des
Zeit- und Personalmangels gingen indessen die Klone R, und R, ein, und
die Klone Cl,, Cl, und Cl, erlitten sekundire Infektionen, ebenso R,. Wir
versuchen gegenwirtig, aus diesen Klonen Reinkulturen zuriickzugewin-
nen.

Sodann gelang es, von Cladophoraceen aus dem Lake Mendota (Wis-
consin USA) zwei bakterienfreie Klone zu isolieren sowie drei weitere, pilz-
und algenfreie, aber noch nicht bakterienfreie Klone. Dank der Freund-
lichkeit von Herrn Prof. Dr. A. Hasler war es mir moglich, den Bewuchs
der Ufersteine dieses Sees im September 1962 an Ort und Stelle zu besich-
tigen.
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Fiir die nachstehenden Versuche verwendeten wir die beiden Klone
Cladophora Cly und Rhizoclonium R,, die sich seit der Isolierung als bak-
terienfrei erwiesen hatten. Zwar vermutet C. van den Hoek in seiner
tiefgreifenden Arbeit iiber die europiischen Cladophora-Arten (1963) auf
Grund unserer Zeichnungen, es konnte sich beim Klon R; um eine Clado-
phora-Art handeln. Unsere Rhizoclonium-Klone stammen aber von Zii-
richseealgen, die dusserst selten verzweigt sind; falls die Gattung Rhizo-
clonium aufrechterhalten wird, teilen wir diesen Klon nach wie vor letz-
terer Gattung zu (cf. Tafeln 1-8). Wir hoffen, spéter mehr iiber die Unter-
schiede zwischen den beiden Gattungen aussagen zu koénnen, und beab-
sichtigen, dabei vorzugehen im Sinne von Brand (1899, S. 220): «Ich
sehe es daher als eine Hauptaufgabe der Neuzeit an, nicht nur'neue Algen-
formen zu entdecken, sondern auch die Bedeutung der schon genannten
genauer kennenzulernen.»

2. Herkunft und erste Charakterisierung der gepriften Bakterienstimme

Das erste fiir unsere Versuche mit Cladophora und Rhizoclonium iso-
lierte Bakterium bezeichneten wir mit S;. Es stammt aus dem Ziirichsee
und bildet auf Difco-Plate-Count-Agar rote, kornige, matte Kolonien.
Herr Prof. Grumbach hatte die Freundlichkeit, die charakteristischen
Eigenschaften dieser stibchenférmigen Keime zu ermitteln:

KCN — Adonit e
OF-Néhrboden Difco blau Salicin s
Indol — Dulcit —
Beweglichkeit -+ Inosit i
Urea + (verzogert) Saccharose e
Mannit —- Trehalose —
Lactose — Maltose —
KNO, — Rhamnose —
Simmons-Citrat —- Arabinose —
Simmons-Glucose — Xylose —
Glucose - Oxydase .
Voges Proskauer — Gelatine —
Methylrot —— Katalase -+

Auf Grund dieser Eigenschaften handelt es sich nach Mitteilung von
Herrn Prof. Grumbach um ein Corynebacterium rubrum ; optimale Farb-
stoff bildung trat auf Kartoffeln auf.

Weitere 37 fiir Versuche mit Cladophora und Rhizoclonium isolierte
Bakterienstdmme bezeichneten wir mit S, bis S,4. Sie sind im folgenden in
ihrem Wachstum auf Difco-Plate-Count-Agar kurz charakterisiert, wobei
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auch ihre Fédhigkeit, Gelatine zu verfliissigen, mit «Gelatine positiv bzw.
negativy vermerkt ist. Ferner ist der Fundort angegeben.

 Ubersicht iiber die Stamme S, bis S,g:

1. Zirichsee, Oberfliche; rot, kornig, matt; Gelatine negativ.

. Zirichsee, aus Rhizoclonium-Rohkultur, Dampfschiffsteg Thalwil;

weiss, halbmatt; Gelatine negativ.

. Ziirichsee an Cladophora, Bootshaus Jachtklub; hellgelb bis zitronen-

gelb, glanzend ; Gelatine negativ.

Ziirichsee an Cladophora, Bootshaus Jachtklub; braunorange, matt;
Gelatine negativ.

. Ziirichsee, Oberfliche; gelb bis gelbbraun, lackartig glinzend; Gela-

tine negativ.

6. Ziirichsee, Oberfliche; gelb bis orange, matt; Gelatine negativ.

10.

11.

12,

13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Ziirichsee, Oberfliche; weiss bis graugelblich, glinzend; Gelatine
positiv. '

. Kldranlage Uster; orange, glinzend; Gelatine positiv.

Zirichsee, Oberfliche ; zinnoberrot, matt, runzelig; Gelatine negativ.
Lake Mendota (Wisconsin), auf Cladophoraceen; hellbraun, matt,
warzig, farbt Agarsubstrat gelbbrdunlich; Gelatine negativ.
Kliranlage Uster; hellgelb bis hellorange, matt, runzelig; Gelatine
positiv.

Kldranlage Uster; braunorange bis rostbraun, glinzend; Gelatine
positiv.

Kldranlage Uster; weiss bis braunlich, glinzend; Gelatine positiv.
Klidranlage Uster; orangerot, lackartig glinzend ; Gelatine negativ.
Zirichsee, Ufer bei Eisbedeckung, Stéfa; blauviolett bis schwarz,
runzelig, glinzend ; Gelatine negativ.

Kldranlage Uster; zitronengelb, lackartig matt, durchsichtig; Gela-
tine positiv.

Ziirichsee, 120 m Tiefe im freien Wasser ; zartrosa, firbt Agar gelblich ;
Gelatine negativ.

Ziirichsee, 120 m Tiefe; weissbraunlich, lackartig, glanzend ; Gelatine
negativ.

Ziirichsee, 120 m Tiefe; weiss, halbmatt, farbt Agar schwach rotlich;
Gelatine negativ.

Ziirichsee, 120 m Tiefe; rotlich, briunlich bis fast farblos werdend,
matt, runzelig; Gelatine positiv.

Ziirichsee, 120 m Tiefe; weiss, farbt Agar braun, glinzend; Gelatine
negativ.
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22. Ziirichsee, Oberfliche ; orange, glinzend ; Gelatine negativ.

23. Zirichsee, 120 m Tiefe; orange bis orangebriunlich, lackartig; Gela-
tine negativ.

24. Klédranlage Uster; braun, firbt Agar schwarzbraun; Gelatine positiv.

25. Kliranlage Uster; weiss, rot werdend, firbt Agar dunkelviolett ; Gela-
tine positiv.

26. Kldranlage Uster; weiss, runzelig, matt; Gelatine negativ.

27. Kldranlage Uster; weissgelblich, rot werdend, matt; Gelatine positiv.

28, Kliranlage Uster; hellrot, matt; Gelatine negativ.

29. Klaranlage Uster; weissgrau, leicht runzelig; Gelatine negativ.

30. Kliranlage Uster; weiss, glinzend ; Gelatine negativ.

31. Klidranlage Uster; braunrot, lackartig glinzend, firbt Agar hellbraun ;
Gelatine positiv.

32. Kléranlage Uster; weiss, durchsichtig; Gelatine negativ.

33. Kldranlage Uster; gelb bis ockerfarbig, lackartig glinzend, durch-
sichtig; Gelatine positiv.

34. Klaranlage Uster; weiss, schwach rotlich, lackartig glinzend; Gela-
tine positiv.

35. Klaranlage Uster; gelblich, runzelig, halbmatt ; Gelatine positiv.

36. Kldranlage Uster; gelborange, lackartig glinzend; Gelatine positiv.

37. Klaranlage Uster; gelb, rostfarbig werdend, glinzend ; Gelatine positiv.

38. Klaranlage Uster; gelb-ocker, lackartig glinzend ; Gelatine negativ.

3. Binfluss von Bakterium S, auf das Wachstum von Cladophora Cl
und Rhizoclonium R, auf Agarndihrboden

Fir die Herstellung des Nihrbodens liessen wir 10 g Agar in kaltem
Ziirichsee-Oberflichenwasser quellen, wechselten das Wasser zweimal,
gaben als Zusdtze 200 mg KNO,, 50 mg MgSO0, -7 H,0, 20 mg Ferrosulfat,
100 mg Na,HPO,-2 H,0 und fiillten mit Ziirichseewasser auf einen Liter
auf. Nach dem Sterilisieren gossen wir in 24 Petrischalen je 16 ml des
fliissigen Agars und liessen die sterilen Platten vorerst vier Tage stehen;
die Schichtdicke des Agars betrug etwa 2,6 mm.

Am 6. Mai 1963 verteilten wir auf sechs Platten je zwei Tropfen einer
Aufschlimmung von Bakterium S, in steriler physiologischer Kochsalz-
l6sung; die gleiche Menge gaben wir bei weiteren sechs Platten in der
Weise zu, dass wir die Agarschicht mit sterilem Spaten zur Halfte hoben,
so dass sich die Bakterien nachher iiber die halbe Fliche verteilt zwischen
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Glas und Agar befanden, wihrend hier die Agaroberﬂééhe bakterienfrei
blieb.

Am 8. Mai beimpften wir nun mit dem Algenstamm Cl; bzw. dem Stamm
R, je sechs bakterienfreie Platten mit je zwei etwa 5 mm langen Impf-
stiicken. Ebenso legten wir auf je sechs mit Bakterium S, unterschichteten
sowie auf je sechs mit Bakterienflecken versehenen Agaroberflichen je
zwel etwa 5 mm lange Impfstiicke. Bei allen Impfalgen handelt es sich
um in Zirichseewasser gezogene Reinkulturen. Die beimpften Platten
lagen wihrend der Versuchsdauer bei Zimmertemperatur am Tageslicht
eines Nordfensters, Agarschicht gegen oben.

Bei den in Beriithrung mit Bakterium S, auf der Agaroberfliche liegen-
den Impfstiicken von R; beobachteten wir bei Lupenvergrosserung nach
drei Tagen die ersten winzigen Auswiichse, nach fiinf Tagen bei allen
zwolf dieser Impfstiicke. Auch bei einigen Impfstiicken von Cl;, die mit
Bakterien in Beriihrung waren, entstanden nach drei Tagen die ersten Aus-
- wiichse, wihrend die letzten dieser zwolf Impfstiicke erst nach sechs
Tagen auswuchsen.

Auf jenen Platten, bei denen sich Bakterium S, lediglich unter dem Agar
(also zwischen Agarschicht und Glas) befand, begann das Auswachsen der
Impfstiicke mit einiger Verzogerung ; sowohl bei R; als auch bei Cl; traten
die ersten Auswiichse nach vier Tagen auf, wéhrend die letzten Impfstiicke
dieser beiden Zwdolferserien erst nach acht Tagen mit dem Wachstum be-
gannen.

Die aus dem fliissigen Medium auf ganz bakterienfreie Platten iiber-
tragenen Impfstiicke von R; und Cl; zeigten wiihrend des ganzen Ver-
suches nicht das geringste Wachstum, sondern starben gegen das Ver-
suchsende ab. Cladophora (Tafeln 1 und 2) verhielt sich in dieser Beziehung
gleich wie Rhizoclonium (Tafeln 3 und 4).

In Abbildung 1 ist der Zuwachs der mittleren Gesamtfadenlinge je
eines Thallus von Cl; und R, im Verlaufe der ersten 14 Tage nach der Be-
impfung aufgezeichnet. Wihrend die aus Losung auf Agar iibertragenen
Impfstiicke ohne Bakterien nicht das geringste Wachstum zeigten, wuch-
sen jene Impfstiicke am besten aus, die direkt mit dem Bakterium S, in
Beriihrung standen. War das Algenimpfstiick durch eine Agarschicht vom
Bakterium S, getrennt, so vermochte es dennoch auszuwachsen, wenn
auch mit etwas gedimpfter Geschwindigkeit. Der vom Bakterium S, aus-
geschiedene wachstumsfordernde Stoff vermag somit durch den Agar hin-
durchzudiffundieren und auch dann seine Wirksamkeit zu entfalten. Diese
Erkenntnis ist insofern von Bedeutung, als es jetzt bereits gelingt, die
Wirksamkeit des Bakterienstoffes auszuniitzen, ohne auf bakterienfreie
Algenreinkulturen zu verzichten.
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Abbildung 1

Mittlere Zunahme der Fadenlénge der Klone Cl; und R, auf Mineralsalzagar; ausgezogene
Linie bei Beriihrung der Algen mit Bakterium 8,, gestrichelte Linie in bakterienfreier Rein-
kultur, jedoch nur durch eine 2,6 mm dicke Agarschicht von Bakterium S, getrennt

In einem weiteren Versuch brachten wir in die Mitte einer Algenagar-
platte eine Aufschlimmung von Bakterienstamm S; und legten auf die
Agaroberfliche in verschiedenen Abstinden Impfstiicke von Cladophora
Cl;. Bei sechs parallel angelegten Platten bestimmten wir nach sechs
Wochen den gesamten Zuwachs an Algenfiden in Millimetern, wie aus
folgender Zusammenstellung hervorgeht:

Abstand vom Bakterienfleck mm 4 8 16 30
Mittlerer Zuwachs mm 6,9 1,6 0,2 0

Die horizontale Ausbreitung des wachstumsférdernden Bakterienstoffes
ist somit in dhnlicher Weise moglich wie die Ausbreitung von der Agar-
unterseite zur Agaroberseite.
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4. Priifung von 38 Stimmen von Wasserbakterien auf die Fihigkeit,
das Wachstum von Cladophora und Rhizoclonium zu fordern

Die in diesem Versuch verwendeten Impfkulturen von Cladophora und
Rhizocloniwm sind in sterilem Ziirichseewasser gewachsen ; zum Zuschnei-
den gleich grosser Impfstiicke brachten wir sie voriibergehend auf eine
sterile Agarfliache.

Zur Verwendung gelangte im folgenden Versuch derselbe Algennihr-
boden, wie unter Abschnitt 3 genannt. Auf dem in Petrischalen gegossenen
Algenagar beimpften wir in der Mitte der Oberfliche knapp 4 cm? mit
Platindse mit je einem Stamm der Bakterien S, bis S;¢. Drei Tage spéter
beimpften wir je zwei Platten mit Cladophora Cl; und mit Rhizoclonium R,
in der Weise, dass ein Impfstiick in der Mitte auf dem Bakterienfleck lag,
ein zweites Impfstiick in 0,5 cm Entfernung und ein drittes in 2-3 cm Ent-
fernung vom Bakterienfleck. Die Platten blieben an einem Nordfenster bei
diffusem Licht und Zimmertemperatur; der Versuch dauerte vom 5. Au-
gust bis 2. September 1963.

In Tabelle 1 ist das gesamte Wachstum der Impfstiicke in Millimetern
als Mittelwert von je zwei Proben angegeben. Die Bakterienstdmme 2, 34,
10, 19, 20, 1 und 6 spornten in diesem Versuch sowohl Cladophora als auch
Rhizoclonium deutlich zum Wachstum an. Die Bakterienstdimme 16, 30,
12, 11, 13, 18 und 27 vermochten den Cladophora-Klon nur ganz schwach
zum Wachstum anzuregen, wihrend Rhizoclonium eine grossere Forde-
rung erfuhr. Die Bakterienstimme 7, 23, 15, 31, 21 und 25 veranlassten die
Cladophora-Impfstiicke nicht zum Auswachsen, schienen aber doch deren
Absterben zu verhindern ; bei Rhizoclonium verursachten sie noch ein er-
kennbares Auswachsen.

Einen eigenartigen Einfluss iibten die Bakterienstimme 3, 4, 32 und 9
aus ; wenn sich die Bakterienkoloniein 0,5 cm Entfernung vom Cladophora-
Impfstiick befand, erfolgte eine Forderung, wihrend das Impfstiick bei
Beriihrung mit den Bakterien abstarb. Ahnlich verhielt sich Rhizoclonium,
wobei allerdings bei Berithrung der Bakterien teilweise noch Wachstum
erfolgt. Bei keinem der iibrigen Bakterienstimme beobachteten wirirgend-
einen Einfluss auf Cladophora ; diese aus sterilem Seewasser auf den Algen-
agar iibertragenen Impfstiicke starben ab. Auf das Wachstum des Rhizo-
clonium-Klons hatte eine grossere Zahl der Bakterienstimme einen gewis-
sen KEinfluss; nur die Bakterienstdamme 5, 8, 14 und 17 liessen auch diese
Impfstiicke absterben. '

Uber den Einfluss der Bakterienstoffe der Stimme Sgs Bau My, B0 B B
S19, Sg9, Sg3 und S, geben die Tafeln 5 und 6 Auskunft, sowohl hinsicht-
lich der Beeinflussung von Cladophora als auch von Rhizoclonium.
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Tabelle 1

Wachstum auf Algenagar in Millimetern

Abstand vom Bakterienfleck cm
Bakterienstamm
S84 Cladophora Cl; Rhizoclonium R,
0 0,5 2-3 0 0,5 2-3
P) 16 6,5 1 14 5 4
34 9,5 1,5 0 6,5 + 0
10 8,56 5 2 11 6 4
19 8,5 5,56 0 9,5 2,5 1,5
20 8,5 3 0 11,5 3 +
1 7,5 4 0 9,5 9 6
5 1 + 8 3 5
16 2 1 0 6,5 2 +
30 2 1 0 5,5 2 0
12 1 1,5 0 4,5 4 3,5
11 1 1,5 0 4,6 1,56 0
13 1 1 0 8,5 2 -+
18 1 + 0 4 2 e
27 1 + 0 1,5 1 i
7 + + 0 6 5,5 e
23 ¥ 0 0 4,5 2.5 3
15 + 0 0 4 3.5 +
31 + 0 0 3 1,5 0
21 -+ 0 0 1,5 1 -+
25 + 0 0 1,5 1 o
3 0 2,5 1,5 2.5 4,5 1
4 0 2 + 2 2,5 0
32 0 1 0 -+ 1,5 0
9 0 + 0 0 1,5 1,5
26 0 0 0 3 1,5 -+
29 0 0 0 2,5 1 1
22 0 0 0 2 1,5 -+
28 0 0 0 2 1,5 0
33 0 0 0 2 1 0
35 0 0 0 1.5 + 0
38 0 0 0 1.5 + 0
36 0 0 0 1 + 0
24 0 0 0 1 0 0
37 0 0 0 1 0 0
5 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
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Tafel 1

Cladophora-Klon Cl;, Impfstiicke aus Losung auf Mineralsalzagar iibertragen, nach fiinf-

wochiger Versuchsdauer. Oberste Reihe in absoluter Reinkultur; iibrige Kolonien durch

Agarschicht von Bakterium S, getrennt, das sich zwischen Agar und Glas ausbreitet ; weisse
Pfeile deuten auf dusseren Rand der Bakterienausbreitung. Natiirliche Grosse



n Cl; auf dem Agar. Natiirliche Grosse




Tafel 3

Rhizoclontum-Klon R,, Impfstiicke aus Losung auf Mineralsalzagar iibertragen, nach fiinf-

wichiger Versuchsdauer. Oberste Reihe in absoluter Reinkultur; iibrige Kolonien durch

Agarschicht von Bakterium S, getrennt, das sich zwischen Agar und Glas ausbreitet ; weisse
Pfeile deuten auf dusseren Rand der Bakterienausbreitung. Natiirliche Grosse



Tafel 4

Wie Tafel 3, jedoch Bakterium S; mit Rhizoclonium-Klon R, auf dem Agar.
Natiirliche Grosse



Cladophora (Cly) und Rhizoclonium (R,) auf Algenagar; mittleres Impfstiick in Berithrung

mit Bakterien (S, S;g, Ssss Sazs Siss Sags Sig). Unteres Impfstiick jedes Agarplattenaus-

schnittes in der Regel mit geringerem Wachstum; geringstes Wachstum beim obersten

Impfstiick, das von den Bakterien am weitesten entfernt ist. Versuchsdauer vier Wochen.
Natiirliche Grosse




Tafel 6

Wie Tafel 5, aber mit den Bakterien 8,,, S;, 8;. Unteres (bzw. rechts liegendes) Impfstiick

jedes Agarplattenausschnittes mit geringerem Wachstum; geringstes Wachstum beim

obersten (bzw. links liegenden) Impfstiick, das von den Bakterien am weitesten entfernt ist.
Versuchsdauer vier Wochen, Natiirliche Grosse



Cladophora Clg, 17. August bis 11. September 1963, links in synthetischem, rechts in natiir-

lichem Ziirichseewasser gewachsen ; oberste zwei Ausschnitte aus bakterienfreier Reinkul-

tur, darunter beimpft mit den Bakterienstdmmen S;, S;, Sy9 bzw. Sy, ; tiberall ein Drittel der
pro Erlenmeyer-Kolben gewachsenen Gesamtmenge in natiirlicher Gro




Tafel 8

vizoclontum R4, im iibrigen wie Tafel 7




Von den gepriiften 38 verschiedenen Wasserbakterien stimulierte somit
etwa ein Fiinftel das Wachstum von Cladophora sehr auffillig, wihrend
etwa zwei Fiinftel in dieser Hinsicht wirkungslos blieben. Das Wachstum
von Rhizoclonium wird durch eine grossere Anzahl von Wasserbakterien
beeinflusst als jenes von Cladophora. Diese Ergebnisse beziehen sich vor-
ldufig nur auf das Wachstum auf Algenagar.

Die Herkunft der das Wachstum der Cladophoraceen am meisten for-
dernden Bakterienstiimme ist verschiedenartig: Im Ziirichsee leben solche
Bakterien planktisch im Oberflichenwasser (S; und S;), andere im Tiefen-
wasser (S;4 und S,y in 120 m Tiefe), wieder andere an Rhizoclonsum (S,);
wirksame Stimme kommen aber auch an Cladophora vor (S;, im Lake

Mendota) oder im Abwasser einer Gemeinde (S,, in der Kliranlage von
Uster).

9. Binfluss von vier Bakterienstimmen auf das Wachstum von
Cladophora Cly und Rhizoclonium R,
wn synthetischem und natiirlichem Ziirichseewasser

Da die beiden Cladophoraceen sowohl in der Natur als auch unter den
Bedingungen der Reinkulturen in Ziirichseewasser verhdltnismissig gut
wachsen, versuchten wir, ein synthetisches Ziirichseewasser herzustellen,
um die Lebensanspriiche der beiden Cladophoraceen weiter aufzudecken.
Als Grundlosung stellten wir in folgender Weise ein hartes Wasser her: Zu
22 Liter entiontem Leitungswasser gaben wir 20 g CaCO,, reinst (purissi-
mum, gefillt, getrocknet) und 4 g Mg(OH),-MgCO;+44 H,0, purissimum
durch Einleiten von Kohlendioxyd sittigten wir diese Aufschlimmung
mit CO,, schiittelten in den nichsten Tagen den Bodensatz hie und da auf
und liessen dann in geschlossener Flasche im Dunkel stehen. Nach dem
Dekantieren hatte das Wasser eine Karbonathiirte von 44° franz. H.

Erst unmittelbar vor dem Sterilisieren mischten wir 250 ml von diesem
kalkreichen Wasser mit 750 ml entiontem Leitungswasser und gaben fol-
gende Stoffmengen zu:

1 mg KCI = 0,525 mg/l K+ und 0,475 mg/l Cl-

100 mg MgSO,-7 H,0 = 10,1 mg/l Mg+t und 40 mg/l SO,~~
0,2 mg FeSO,-7 H,O = 0,02 mg/l Fet+

1,45 mg NaH,PO,-2 H,O = 0,9 mg/1 PO,~—~

28,5 mg NaNO,; = 20,8 mg/l NO,~

Auf diese Weise entstand ein Wasser mit einer Karbonathérte von 11°
franz. H oder nach dem Sterilisieren von 10,75° franz. H, einer Gesamt-
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hirte von 12,5 bis 13° franz. H und einem pH-Wert von 8,4; es entsprach
also in dieser Hinsicht dem Ziirichseewasser im Sommer. Da aber das
Ziirichseewasser im Sommer an der Oberfliche fast keine Phosphate und
Nitrate enthéalt, fiigten wir auch zum natiirlichen Ziirichseewasser die an-
gegebenen Phosphat- und Nitratmengen. Nach dem Sterilisieren enthiel-
ten die beiden Wésser folgende Phosphat- und Nitratmengen :

mg/l PO,~ —~ mg/l NO;~
natiirliches Ziirichseewasser
mit PO,~ = = und NO, -Zusatz 0,9 20,5
synthetisches Ziirichseewasser
mit PO,~ ~ —- und NO,;~-Zusatz 0,85 21,0

Tabelle 2

Wachstum von Cladophora Cl; und Rhizoclonium R, in synthetischem und natiirlichem
Zirichseewasser mit Phosphat- und Nitratzusatz; Mittel aus drei Parallelversuchen
0 = kein Wachstum, 5 = maximales Wachstum, gemiss Tafeln 7 und 8

Bakterienzusatz Cladophora Cl; Rhizoclonium Ry
(Stamm)
synthetisch natiirlich synthetisch natiirlich
kein Zusatz 0 11 0 2%
Sy 1% 2% 1% 2%
S, 14 5 11 5
Sae % 3% 1% 4%
Sas 1% 4 2% 4%

Die Ergebnisse dieser Versuche sind aus Tafeln 7 und 8 sowie aus Ta-
belle 2 ersichtlich. Weder Cladophora noch Rhizoclonium zeigten im ste-
rilen synthetischen Ziirichseewasser das geringste Wachstum; die Impf-
stiicke waren noch erkennbar, ohne ausgewachsen zu sein, wihrend im
sterilen Seewasser ein Wachstum erfolgte. Bei Zugabe von Bakterium S,
oder S, oder Sy, oder S;, war im synthetischen Wasser stets ein deutliches
Auswachsen erkennbar, wobei Rhizoclonium inbezug auf die Art der Bak-
terien weniger wéhlerisch war als Cladophora. Die Stimme S; und S, er-
wiesen sich in der Wachstumsférderung beider Algen wie auf Agar als zu-
verldssig. Stamm S, forderte das Wachstum von Cladophora in Losung
deutlicher als auf Agar, und Stamm S,,, auf Agar gegeniiber Cladophora
inaktiv, iibte doch in Losung eine gewisse Wirkung aus.

Beide Cladophoraceen gediehen in der synthetischen Losung ausnahms-
los schlechter als im Seewasser, was vorauszusehen war, weil wir der syn-
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thetischen Losung keine Spurenelemente zugegeben hatten. Immerhin
entfalteten sich alle Thalli gesund griin, ohne Blasenbildungen (Thomas,
1961b), ohne Zellverdickungen oder -verkriippelungen, ohne Zoosporen-
bildungen oder tote Zellen.

Ferner zeigt der Versuch, dass das Ziirichseewasser wachstumfordernde
Substanzen enthilt, die beim Sterilisieren nicht restlos zugrunde gehen.
Anderseits belohnen die beiden Cladophoraceen eine zusétzliche Gabe von
Bakterienstoffen auch im sterilisierten Ziirichseewasser mit besserem
Wachstum. Ohne néher auf die morphologischen Verhiltnisse eintreten
zu wollen, mochten wir hier lediglich auf das teilweise verinderte Wachs-
tum in synthetischem Wasser hinweisen fiir Cladophora zusammen mit
Sgy (Tafel 7) und fiir Rhizoclonium zusammen mit S, (Tafel 8).

6. Zur Isolierung des Cladophoraceen fordernden Bakterienstoffes

Da Cladophora und Rhizoclonium einer Uberfithrung in Reinkultur im-
merhin erhebliche Schwierigkeiten entgegenstellen, legten wir Wert auf
die Befreiung des wachstumférdernden Stoffes von lebenden Bakterien.
Erste Versuche zeigten, dass die Bakterienstimme S, und S, auf Plate-
Count-Agar bis zu einer Temperatur von 50 °C am Leben blieben. Ein
zweieinhalbstiindiger Aufenthalt bei 60° geniigte indessen, um diese
Stdémme auf dem genannten Niéhrboden zum Absterben zu bringen.

Gleichzeitig priifte ich, ob der wachstumférdernde Stoff eine héhere
Temperatur ertrage als die ihn produzierenden Bakterien. Zu diesem
Zweck gaben wir drei Tropfen einer Aufschlimmung von S, bzw. S;, in
sterile Petrischalen und mischten fliissigen Algenagar (45 °C) dazu. Nach
einer Woche hatten sich kleine Bakterienkolonien gebildet, worauf je vier
Platten zu Temperaturen von 20°, 37°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90°, 100°, 120°
gelangten. Nach vierstiindiger Exposition bei den verschiedenen Tempe-
raturen beimpften wir die Platten durch Auflegen von je zwei 1 em langen
Biischeln von Cladophora Cl; aus Fliissigkeitsreinkultur und legten sie an
ein Nordfenster. Bakterienfreie Kontrollplatten blieben bei Zimmertem-
peratur mit ebenfalls je zwei Impfstiicken. Uber die Ergebnisse des Ver-
suches orientiert Tabelle 3.

Schon nach wenigen Tagen waren bei den verschieden behandelten Plat-
ten Unterschiede erkennbar, die nach zehn Tagen deutlich hervortraten.
Reichlich gewachsen waren die Impfstiicke auf den vorher bei nur 50°C -
oder niedrigeren Temperaturen exponierten Platten, wo die zugesetzten
Bakterien noch lebten, aber auch bei 60 und 70 °C, wo die zugesetzten
Bakterien wie bei den hoheren Temperaturen tot waren. Hingegen scheint
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Tabelle 3

Wachstum von Cladophora auf vorher mit Bakterienkolonien durchsetzten Agarplatten,
nach vierstiindiger Exposition der Platten bei der genannten Temperatur, 14 Tage nach
' Beimpfen mit Cl;

Wachstum: 4+ = vorhanden; + + = gut; 0 = abgestorben

Temperatur Bakterienstamm Cladophora Bakterienstamm Cladophora
°C S Cl, S1o Cl,
20 i <p - It o
37 “t " g e ol i
50 + + + g e
60 0 ++ 0 o o
70 0 “+ 0 e
80 0 -1 0 +
90 0 0 0 0

100 0 0 0 0
120 0 0 0 0

bei 80° eine beginnende Zerstorung des wachstumfordernden Stoffes statt-
zufinden, bei 90 und mehr °C sogar eine vollsténdige.

Die Tatsache, dass in einem Temperaturbereich von 60-80 °C zwar die
Whuchsstoff liefernden Bakterien absterben, der Wuchsstoff sich aber noch
nicht zersetzt, wird in unseren weiteren Versuchen erlauben, mit absolu-
ten Reinkulturen Experimente durchzufiihren, bei denen die Cladophora-
ceen nicht unter Wuchsstoffmangel leiden. Auch fiir die Ermittlung der
Art des wirksamen Stoffes ist dieses Charakteristikum ein erster Anhalts-
punkt. Auf Grund seiner Fihigkeit, durch den Agar zu diffundieren, ist
der Wuchsstoff als wasserloslich zu bezeichnen.

Die Stoffe Vitamin B,,, Thioharnstoff, 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure
(2,4 D), 3’Indolessigsidure (IAA), die Droop (1959) teilweise mit Erfolg
verwendete, erwiesen sich in unseren Versuchen als unwirksam. Dass die
Whuchsstoffverhiltnisse unter Umstéinden recht kompliziert liegen kénnen,
legten Provasoliund Pintner (1960) dar. Weitere Untersuchungen iiber
die Wachstumsbedingungen von Cladophoraceen sind im Gange.
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Zusammenfassung

Hélt man Cladophora und Rhizocloniwm in Nihrlosungen in absoluter
Reinkultur und bringt sie auf einen Algenagar mit lediglich Mineralsalz-
zusitzen, so gehen sie zugrunde ; bei Zugabe eines in seiner Beschaffenheit
noch nicht bekannten Bakterienstoffes hingegen zeigen sie auf dem glei-
chen Agarndhrboden gutes Wachstum. Dieser Stoff zersetzt sich bei einer
Temperatur von mehr als 80 °C; er diffundiert durch Agar, ist also wasser-
16slich. Ein das Wachstum von Cladophoraceen begiinstigender Stoff aus
dem Ziirichseewasser ertrigt mindestens teilweise 120 °C. Gibt man zu so
sterilisiertem Wasser den genannten Bakterienstoff, so erfolgt besseres
Wachstum. In einer aus entiontem Wasser aufgebauten mineralischen
Néhrlosung erfolgt kein Cladophoraceenwachstum; gibt man aber vom
Bakterienstoff zu, so wachsen diese Algen verhiltnismissig gut.
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