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Lemnaceen in kontinuierlicher Kultur

Von K. H. Erismann und A. Finger

(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitidt Bern)

Manuskript eingegangen am 7.September 1967

Einleitung

Kontinuierliche Kulturen von Mikroorganismen spiclen eine bedeutende Rolle in
physiologischen und biochemischen Untersuchungen verschiedenster Art. Sie sind ein
ebenso bequemes wie notwendiges Hilfsmittel zur Bereitstellung von Versuchsmaterial
gleichbleibender Qualitidt, konnen aber auch selbst Gegenstand der Untersuchung
sein, so beim Studium des physiologischen szeady state und seiner biochemischen Fliess-
gleichgewichte. Ausserhalb der Grundlagenforschung haben die kontinuierlichen
Kulturen eine wichtige Anwendung in industriellen Verfahren zur Gewinnung
mikrobieller Stoffwechselprodukte gefunden (vgl. Malek, 1966).

Die wesentlichen Merkmale eines zur kontinuierlichen Kultur geeigneten Organis-
mus sind geringe Grosse, planktonische Lebensweise, vegetative Vermehrung und
Unabhéngigkeit der einzelnen Individuen voneinander. Zahlreiche einzellige Mikro-
organismen weisen diese Eigenschaften auf. Die Technik der kontinuierlichen Kultur
erstreckte sich deshalb bis heute ausschliesslich auf Bakterien, einzellige Algen und
Pilze. Eher ungewohnlich, wenn nicht unmoglich, erscheint die Verwendung von
Bliitenpflanzen.

Die Zahl derer, die hierzu in Frage kommen, ist freilich sehr klein. Sie umfasst
einige wenige vom gewohnten Habitus der Bliitenpflanzen stark abweichende Arten,
die simtliche der Familie der Lemnaceen (Wasserlinsen) angehoren, einer meist den
Spadiciflorae (Monocotyledoneae) zugeordneten Gruppe freischwimmender Wasser-
pflanzen (Hillman, 1961; Landolt, 1957). Die bekanntesten unter ihnen sind
Lemna minor L. und Spirodela polyrrhiza L., welche auf unsern Teichen oft massenhaft
vorkommen und hellgriine geschlossene Decken bilden. Diese nur wenige Millimeter
grossen Pflanzen besitzen viele biologisch interessante Eigenschaften. Dazu gehoren
nicht zuletzt diejenigen, die sie fiir experimentelle Zwecke besonders geeignet machen:
Anspruchslosigkeit in bezug auf die Kulturbedingungen, relativ rasche vegetative Ver-

mehrung und geringe Grosse, welche erlaubt, mit ihnen dhnlich umzugehen wie mit
Mikroorganismen.

Auf die besondern Vorziige dieser Pflanzengruppe hat bereits Hansteen (1899)
bei der Darstellung der wohl ersten experimentellen (biochemischen) Arbeit mit einer
Wasserlinse (Lemna minor) nachdriicklich hingewiesen. Seither sind da und dort
Lemnaceen als Versuchsorganismen fiir die verschiedensten Zwecke verwendet worden,
ohne dass die experimentellen Méglichkeiten je voll ausgeniitzt worden wiren.
(Ubersichten iiber die experimentellen Arbeiten mit Lemmnaceen finden sich bei
Landolt, 1957; Kandeler, 1960/61; Hillman, 1961; Erismann, in Vorbe-
reitung.) So hat man unseres Wissens bisher weder kontinuierliche Kulturen im
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mikrobiologischen Sinn zur. Bereitstellung von Versuchsmaterial verwirklicht, noch
hat man Untersuchungen unter steady state-Bedingungen durchgefiihrt.

Unsere Versuche in dieser Richtung zeigten, dass mit relativ bescheidenem Auf-
wand beide Ziele erreicht werden konnen, obwohl die Lemnaceen den eingangs
aufgestellten Anforderungen nicht in allen Teilen geniigen.

So leben die meisten Lemnaceen nicht submers, sondern breiten sich schwimmend
auf der Wasseroberfldche aus, was besondere Anpassungen der Kultur- und Versuchs-
einrichtungen (Erismann und Brunold, 1967) erfordert. Ferner unterscheidet sich
der Mechanismus der vegetativen Vermehrung wesentlich von demjenigen der Mikro-
organismen. Die Tochterpflanzen (Tochterglieder) entstehen in der Reproduktions-
zone des Muttergliedes. Sie wachsen links und rechts in sogenannten Taschen heran
und bleiben mit dem Mutterglied noch mehrere Tage verbunden. In dieser Zeit bilden
sie bereits selber eine neue Generation von Tochtergliedern. Auf diese Weise entstehen
kleine drei- bis mehrgliedrige Kolonien, deren Grosse von den Kulturbedingungen
abhingt. Sie zerfallen in dem Masse in selbstindige Tochterkolonien, wie sich die
ausgereiften Tochterglieder vom Mutterglied 16sen. Dies geschieht mit grosser Regel-
midssigkeit, so dass unter konstanten Verhéltnissen und bei regelméssiger Erneuerung
der Nihrlosung ein exponentielles Wachstum der Population beobachtet werden kann
(Erismann und Wegner, 1967). Unter giinstigen Kulturbedingungen betrigt die
Verdoppelungszeit der Gliederzahl weniger als 30 Stunden fiir Lemna minor Stamm
Nr. 11°02. ‘

Wir beschreiben nun nachfolgend eine Einrichtung zur kontinuierlichen Kultur von
Lemnaceen, wie sie in unserem Labor hauptsdchlich zur Anzucht grosserer Mengen
von Versuchsmaterial unter definierten Kulturbedingungen verwendet wird. Sie
ersetzt die viel umsténdlichere und fiir unsere Arbeiten unzulingliche Anzuchtmethode
in Erlenmeyerkolben.

Beschreibung der Anlage und ihrer Funktion

Das Prinzip der kontinuierlichen Lemnaceen-Kultur (KLK) beruht auf der Eigen-
schaft der meisten Lemna- und Spirodela-Arten, eine zusammenhingende Pflanzen-
decke auf dem Wasserspiegel zu bilden. Werden einzelne Kolonien um wenige Milli-
meter voneinander getrennt, dann nihern sie sich wieder bis zur Berithrung infolge
besonderer Spannungsverhiltnisse in der verformten Fliissigkeitsoberfliche. In einem
runden Gefédss nimmt die Lemnaceen-Decke, wenn sie in Drehung versetzt wird, die
Form einer Kreisfliche an, deren Durchmesser bei exponentiellem Wachstum linear
mit der Zeit zunimmt. Die Grosse dieser Fliche lisst sich nun leicht konstant halten,
wenn man dafiir sorgt, dass nach Uberschreiten eines bestimmten Durchmessers die
an der Peripherie schwimmenden Kolonien in ein zweites Gefiss abgeleitet werden.
Die ausgeschiedene Lemnaceen-Merige entspricht dem Zuwachs der Kultur und kann
von Zeit zu Zeit geerntet werden. In Analogie zum Chemostat oder Turbidistat
bezeichnen wir eine solche die Fldche der Pflanzendecke konstant haltende Einrichtung
als Planistat. :

Das in unserem Labor entwickelte Gerit (Abb. 1) besteht im wesentlichen aus zwei
kreisrunden aneinanderstossenden Kammern 1 und 2 von 45 ¢cm Durchmesser und
8 cm Hohe, mit weissem Boden und durchsichtigen Wiinden aus Plexiglas und einer

6



aufgekitteten Deckplatte aus Glas. Die Kammer 1, im folgenden als Kulturbecken
bezeichnet, enthilt die Ausgangskultur; Kammer 2 ist das Entnahmebecken, welchem
die Pflanzen unter sterilen Bedingungen entnommen werden konnen. Ein 8 cm breiter
Durchgang 3 verbindet beide Becken. Nihrlosung und Gasgemisch treten bei 4
beziehungsweise 5 in das Kulturbecken ein, stromen durch 3 in das Entnahmebecken
und verlassen dieses durch zwei Aussparungen 6 und 7 in der Beckenwand, welche in
die Ablaufkammer 8 hiniiberfithren. Ein etwa.5 ¢cm hohes Uberlaufrohr 9 hélt das
Niveau der Nihrlosung in beiden Becken konstant.

Vor Beginn einer Kultur wird das ganze Gerdt sorgfiltig mit zweiprozelftiger
Javellelauge desinfiziert, dann mit sterilem Wasser reichlich ausgespiilt und mit Néhr-
16sung aufgefiillt. Das Beimpfen geschieht durch den Schlauch 10, der am freien Ende
ein Pyrex-Glasrohr von 30 mm Durchmesser mit Schliffdeckel trégt. Der Schlauch
fithrt iiber einen trichterformigen Ansatz von unten her in das Kulturbecken. Die
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Abbildung 1

Einrichtung zur kontinuierlichen Kultur von Lemnaceen. 1 Kulturbecken; 2 Entnahmebecken;

3 Durchgang; 4, 5 Eintrittstelle von Nihrlésung und Gasgemisch; 6, 7 Durchtritt von Nhrlosung

und Gasgemisch in die Ablaufkammer; 8 Ablaufkammer; 9 Uberlauf; 10 Impfrohr; 11, 12 exzen-

trisch angeordnete Magnetrithrer; 13 Vorrichtung mit Magnetrithrer zur sterilen Entnahme der
Pflanzen; 14 Schlauchklemme; 15 Schieber



Impfkultur wird unter aseptischen Bedingungen in das Impfrohr gebracht. Dieses
wird verschlossen und - indem man es nach unten neigt — moglichst tief unter das
Niveau des Kulturbeckens gehalten. Dadurch schwimmen die Wasserlinsen nach oben
und gelangen an die Oberfliche der Nihrlosung. Die Manipulation kann mehrmals
wiederholt werden.

Nach einigen Tagen bilden die Pflanzen eine zusammenhingende Decke. Diese
wird mit der Ndhrlésung durch den 12 cm langen Stab des exzentrisch angeordneten
Magnetriihrers 11 in eine langsame komplizierte Drehbewegung versetzt. Dabei
werden die Wasserlinsen derart durcheinandergeriihrt, dass alle Kolonien mit gleicher
Wahrscheinlichkeit von Zeit zu Zeit an die Peripherie und wieder zuriick ins Zentrum
gelangen (Abb. 2). So erfolgt eine griindliche Durchmischung sowohl der Nihrlosung
als auch der Lemna-Kolonien innerhalb der sich langsam drehenden Decke.

Sobald nun die Wasserlinsen die ganze Oberfliche des Kulturbeckens bedecken,
werden einzelne Kolonien in das Entnahmebecken gedringt. Die Pflanzendecke wird
gleichsam an der Peripherie geschilt. Eine entgegengesetzt gerichtete Drehbewegung
der Néhrldsung im Entnahmebecken, verursacht durch einen zweiten Magnetriihrer
12, unterstiitzt diesen Vorgang und triigt die abgelosten Kolonien von der Offnung
weg. Auf diese Weise sammelt sich der Zuwachs der Kultur im Entnahmebecken an.

Die aseptische Entnahme geschieht mit einer besondern Vorrichtung im Zentrum
des Beckens 13. Die Vertiefung des Bodens enthilt einen Magnetriihrer iiber einer

Abbildung 2

Bewegung einzelner Lemna-Kolonien in der rotierenden Pflanzendecke, aufgezeichnet nach kine-
matographischen Aufnahmen von je 2% min Dauer. @ @ Spur einer Kolonie von der
Peripherie ins Zentrum, © O vom Zentrum zur Peripherie




speziell gestalteten Abfluss6ffnung. Durch die Drehung wird ein Wirbel erzeugt, der
die Wasserlinsen in die Tiefe saugt. Offnet man den Schlauchquetschhahn 14, dann
fliessen die Pflanzen mit der Néhrlosung aus, ohne dass eine Infektion der Kultur
befiirchtet werden muss. Wihrend der Entnahme wird ein Schieber 15 im Durchgang
zwischen den beiden Becken auf die Hohe des Wasserspiegels gehoben. Dies verhindert
ein massenhaftes Ubertreten der Wasserlinsen ins Entnahmebecken mit der Strémung,
Néhrlosung (Seite 14) und Gasgemisch — gewodhnlich mit 2% CO, angereicherte
Luft — werden der Kultur steril in einem kontinuierlichen Strom zugefithrt (N#hr-
1osung 0,5 1/h, Gasgemisch 50 1/h). Die Temperaturkonstanz ist gewihrleistet durch
die Aufstellung der ganzen Einrichtung in einem temperaturkonstanten Raum. Die
Kultur erhélt Dauerlicht von vier Fluoreszenzrohren, welche iiber den Becken aufge-
héngt sind. Da die optimale Beleuchtungsstirke vom CO,-Angebot abhingt, muss sie
von Fall zu Fall ermittelt werden. Gute Ergebnisse haben wir unter folgenden Bedin-
gungen erhalten: 5000 Lux Beleuchtungsstirke, Begasung mit 29 CO,, modifizierte
Hutner-Néhrlosung «Hg» (Seite 14), Temperatur 28 °C. Die Wachstumsrate
log GZ -log GZ, TR : :
O100 = Py + 100 betrédgt in diesem Fall 3,3, das heisst, die Verdoppe-
lungszeit g ist rund 30 Stunden. (GZ = Gliederzahl, r = Zeit in Stunden, Log-
arithmus zur Basis 2.) Der tidgliche Ertrag erreicht in diesem Fall rund 759% der
Pflanzendecke im Kulturbecken. Dies entspricht derjenigen Menge Wasserlinsen, die
in 60 Erlenmeyerkolben (150 ml mit je 30 ml Néhrlosung) mit der iiblichen Kultur-
technik in einer Woche herangezogen werden kann.

Diskussion

Die mikrobiologische kontinuierliche Kultur (MKK, vgl. hierzu Fencl, 1966) ist
dadurch gekennzeichnet, dass dauernd oder in Intervallen frische Nihrldsung in das
Kulturgefass eintritt und es modifiziert durch den Stoffwechsel der wachsenden Kultur
wieder verlédsst.

Mit dem wegfliessenden Medium wird ein Teil der Zellen aus dem Kulturgefiss
ausgeschwemmt. Die sich vermehrende Population wird dadurch stindig dezimiert.
Unter gewissen Bedingungen stellt sich ein Gleichgewicht ein, bei welchem der Abgang
die Vermehrung kompensiert.

InM - In M,

Da der Zuwachs proportional der spezifischen Wachstumsrate u = P
T o)

F :
ist und der Abgang proportional der Verdiinnungsrate D = 7 gilt die folgende
grundlegende Beziehung fiir das dynamische Gleichgewicht (steady state) des Systems:

dM

(M = Masse der Kultur, ¢t = Zeit, F = Durchflussrate, J = Volumen des Mediums
im Kulturgefiss.)

Daraus folgt u = D, das heisst, die spezifische Wachstumsrate ist gleich der Ver-
diinnungsrate. Dies gilt fiir einen bestimmten Bereich derselben. Die Grenzen werden
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gebildet durch einen untern kritischen Wert D}, bei welchem die Kultur noch gerade
vermehrungsfihig ist, und durch einen obern Wert DY, bei dessen Uberschreiten die
Kultur ausgeschwemmt wird. Ferner ist DY < umar (Mmaxr = hOchstmogliche
Wachstumsrate des betreffenden Organismus fiir das verwendete Medium).

Fir die beschriebene Lemnaceen-Kultur gilt diese Gesetzmaéssigkeit nicht. Der
Ertrag E, das heisst die pro Zeiteinheit aus dem Kulturbecken in das Entnahmegefiss
iibertretende Menge Wasserlinsen, ist weitgehend unabhéngig von der Durchflussrate
des Mediums. Es gilt fiir die KLK:

d M
—— =uM-E =0 2
7 7 )

Da die Beziehung © = D folglich keine Giiltigkeit hat, besitzt die Verdiinnungsrate
D hier nicht die Bedeutung, die ihr in der mathematischen Analyse der MKK zu-

kommt. Es scheint uns dennoch sinnvoll, den Durchfluss des Mediums in Anzahl
Kulturvolumina pro Zeiteinheit (D = 7 ), das heisst als Verdiinnungsrate anzugeben.

Wir behalten deshalb den Ausdruck bei, bezeichnen ihn aber mit D*.

Aus dem Funktionsprinzip der KLK geht ferner hervor, dass im Gegensatz zu den
MKK auch mit Verdiinnungsraten D* > uyq, gearbeitet werden kann, ohne dass
eine grossere Organismenmenge aus dem Kulturbecken geschwemmt wird, als dem
Zuwachs uM entspricht. Die grosstmogliche Verdiinnungsrate D* 4, wird bestimmt
durch die Stromungsverhéltnisse im Kulturgefiss. Es ist diejenige Verdiinnungsrate,
welche die Geschlossenheit der rotierenden Pflanzendecke im Kulturbecken gerade
noch nicht zu zerstoren vermag. In der Regel ist D* gz > tmas.

Der kleinstmogliche Wert fir D* ist gleich zu definieren wie bei der MKK. Da
die Pflanzen allein durch den «Wachstumsdruck » der rotierenden Decke in das an-
grenzende Entnahmegefidss hiniibergeschoben werden, kommt der Stromung des
Mediums wenig Bedeutung zu; die Verdiinnungsrate kann somit in weiten Grenzen
variiert werden.

Weiter definieren wir die optimale Verdiinnungsrate D*,,; als die kleinste Ver-
diinnungsrate, welche bei gegebener Konzentration der Nihrldsung eine spezifische
Wachstumsrate ume, ermoglicht. Sie gewdhrleistet die maximale Ausnitzung der
Nihrlosung. Bei hohern Verdiinnungsraten fliesst ein Teil des Substrates ungeniitzt
ab. Da man besonders fiir die Bereitstellung von Versuchmaterial definierter Qualitdt
den Ertrag im Entnahmebecken bis zum Gebrauch unter denselben Bedingungen
halten moéchte, wie sie im Kulturgefiss herrschen, wird man die Verdiinnungsrate so
hoch ansetzen, dass auch im Entnahmegefidss noch eine fiir p~puq, hinreichende
Substratkonzentration gewéhrleistet ist.

Weiter geht aus der Beziechung (2) hervor, dass £ = uM. Da ferner M = konstant,
ist die in das Entnahmebecken iibertretende Organismenmenge (Ertrag E) direkt
proportional der spezifischen Wachstumsrate u. Diese ist aber abhéngig von der im
Kulturgefdss herrschenden Substratkonzentration S. Anndherungsweise kann diese
Abhingigkeit dargestellt werden durch die Beziehung

S
= ———— 3
“ Mmazx Ks + S : ()
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(Monod, 1942), wobei K die Sittigungskonstante bedeutet, das ist diejenige Sub-
stratkonzentration, bei welcher u = '/, umaz. Setzen wir fiir eine geniigend hohe Ver-
diinnungsrate § = S, so kann die Abhingigkeit der spezifischen Wachstumsrate u
von der aktuellen Substratkonzentration S durch Variieren der Konzentration S, im
einstromenden Medium iiberpriift werden. Dies muss theoretisch seine Giiltigkeit
auch fiir einzelne Néhrlsungskomponenten haben, zum Beispiel fiir die Stickstoff-
quellen und fiir das CO, des Gasgemisches, sofern anstelle der Durchflussrate der
Nahrlosung diejenige der Luft eingesetzt und die Loslichkeit des CO, in der Nihr-
losung beriicksichtigt wird.

Fiir kleinere Verdiinnungsraten werden die Verhiltnisse komplizierter. Um sie
. T . M ;
untersuchen zu konnen, bendtigen wir die Grosse X = 7 welche uns erlaubt, die

Substrataufnahme As = D* (S, - S) mit der Vermehrung des organischen Materials
zu vergleichen. (V' = Volumen des Mediums, M = Masse der Lemnaceen im Kultur-

AX dX
becken.) Der Quotient AS 75 Y gibt ferner an, mit welcher dkonomi-
schen Wirksamkeit das Substrat in organische Substanz umgewandelt wird.
D il X und ilt fiir die kontinuierliche Kultur im
a — und g = ie inuierliche Kultur i
17 iz M = Umaz 5+ 5 » SUL Tur
steady state analog (1) und (2) beziiglich der Verinderung der Substratkonzentration:
ds ‘ ¥{f B
—— = D*(S§,-85) - — = () 4
T (So ) Jumth(‘Ks_’_S) 4)

Innerhalb eines mehr oder weniger breiten optimalen Bereiches der Substratkon-
zentration, wo die maximale spezifische Wachstumsrate erreicht wird, ist die Substrat-

X
aufnahme 4As = upmaz £ A konstant. Hier gilt somit:

X

Kmor—

b
D*

X
D¥(S,—8) = pmaz = und § = §, - ()
Im suboptimalen Bereich ldsst sich die Abhidngigkeit der Substratkonzentration §
von der Verdiinnungsrate D* nicht so einfach berechnen wie bei der MKK (vgl.
hierzu Fencl, 1966), da im allgemeinen fiir die KLK D* = u bezichungsweise

D* = pmpay . (Ks T S) nicht zutrifft.

In Abbildung 3 sind die theoretischen Verhiltnisse im Planistat bei verschiedenen
Verdiinnungsraten D* dargestellt, Den Berechnungen wurden folgende Annahmen
zugrunde gelegt: a) Die Substratkonzentration in der zufliessenden Nihrlosung
So = 1 gl liege noch im optimalen Bereich, das heisst, S = S, rufe noch keine
Wachstumshemmung hervor; b) die Sittigungskonstante K sei 0,01 g/1; ¢) der

okonomische Quotient ¥ =

sei fur alle Substratkonzentrationen gleich.
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& n X ¥
Es sei ferner| umaz 520 konstant = f. Fiir die Verdiinnungsrate D*, welche auf

der Abszisse logarithmisch aufgetragen ist, verwendeten wir den Betrag von f als
Einheit. Fiir S, M, uM und g wurden die Einheiten auf der Ordinate willkiirlich
gewdhlt.

M|

Abbildung 3

Die theoretischen Verhiltnisse in der kontinuierlichen Lemnaceen-Kultur. Dargestellt ist die

Abhingigkeit des Ertrages »M, der Substratkonzentration S und der Verdoppelungszeit g von der

Verdiinnungsrate D*. M = Masse der Pflanzen im Kulturbecken, S, = Substratkonzentration des
einstromenden Mediums, K; = Sittigungskonstante (Michaelis-Menten-Konstante)

Die Darstellung zeigt zwei charakteristische Bereiche. Ein erster erstreckt sich
von der minimalen Verdiinnungsrate D*,in, bei welcher Wachstum noch gerade
moglich ist, bis zu D*,p,, wWo die spezifische Wachstumsrate ihren hochsten Wert
erreicht (# = umaz). Der Zunahme von u entspricht eine Abnahme der Verdoppelungs-
zeit g bis auf einen minimalen Betrag gmin. Das Substrat ist in diesem Bereich Mini-
mumsfaktor und wird fast gidnzlich aufgebraucht. .S steigt deshalb mit zunehmender
Verdiinnungsrate nur sehr langsam auf den Wert S,p:, welcher den maximalen
Ertrag E = pumqeM ermoglicht.

Ein zweiter Bereich reicht von D*,p¢ bis D*pga. Er ist gekennzeichnet durch die
konstante minimale Verdoppelungszeit gmin und den konstanten maximalen Ertrag.
Die Substrataufnahme ist in dieser Phase konstant, infolgedessen steigt S nur noch
als Funktion von D* an und néhert sich asymptotisch dem Wert S,. Die Masse der
Organismen M im Kulturgeféss bleibt iiber beide Bereiche konstant.

12



Es muss betont werden, dass diese theoretischen Erorterungen nur unter zwei
wichtigen Voraussetzungen gelten: a) Gliederzahl, Frischgewicht und Trockenmasse
der Lemnaceen innerhalb der Decke bleiben je Flicheneinheit fiir alle Substratkon-
zentrationen konstant; b) es treten keine Wuchsformen auf, welche den Ubertritt
der Kolonien ins Entnahmebecken hindern. Storend kann sich zum Beispiel das
Auftreten langer Wurzeln in Stickstoff-Mangelkulturen bemerkbar machen. \

Fiir jede verwendete Kulturbedingung stellt sich im Stoffwechsel eines kontinuier-
lich kultivierten Organismus ein physiologischer steady state ein. Abweichungen von
den erwarteten theoretischen Verhéltnissen diirften Ausdruck spezieller physiologi-
scher Zustinde sein; sie sind deshalb von besonderem Interesse. Untersuchungen
dariiber sind im Gang.

Herrn H.L&duffer, Mechaniker, und Herrn R.Strasser, Assistent am Pflanzenphysiologischen
Institut, danken wir fiir die wertvolle Mitarbeit beim Entwurf und der Ausfithrung des Projektes.

Die 16-mm-Filmkamera, die uns zur kinematographischen Untersuchung des Durchmischungs-
prozesses in der rotierenden Lemnaceen-Decke diente und routinemissig zur Registrierung des
Lemnaceen-Wachstums verwendet wird, verdanken wir der Stiftung zur Forderung der wissen-
schaftlichen Forschung an der Universitidt Bern.

Zusammenfassung

1. Es wird eine automatische Einrichtung beschrieben, mit welcher auf der Né&hr-
16sung schwimmende Lemnaceen unter definierten Bedingungen kontinuierlich
kultiviert werden konnen. :

2. Das Prinzip dieser Kulturtechnik besteht darin, die Fldche einer wachsenden
Lemnaceen-Decke konstant zu halten, indem die {iberzdhligen Pflanzen von ihrem
Rande in ein Sammelbecken abgeleitet werden.

3. Die Eigenschaften eines solchen Planistaten werden untersucht und mit denjenigen
der mikrobiologischen kontinuierlichen Kultur verglichen. Der wichtigste Unter-
schied besteht darin, dass die das Kulturgefiss verlassende Lemnaceen-Menge von
der Durchflussrate des Mediums unabhéingig ist. Es kann deshalb eine Produktions-
rate erzielt werden, die der maximalen spezifischen Wachstumsrate entspricht.

4. Die Anlage eignet sich zur Bereitstellung grosser Mengen jederzeit gleichwertigen
Versuchsmaterials. Sie ermoglicht ferner, die bei Mikroorganismen erfolgreich
verwendeten Methoden der physiologischen und biochemischen Untersuchung
unter steady state-Bedingungen auf eine Gruppe von Bliitenpflanzen zu tibertragen.

Summary

An automatic device for continuous culture of duckweeds (Lemna minor) under
controlled conditions is described. On a slowly rotating nutrient medium in a shallow
cylindrical vessel the growing population forms a circular area of increasing diameter.
This area is kept constant by removing fronds from its periphery. The properties of
the so-called “planistat” are discussed and compared with the properties of the
continuous culture of microorganisms. The principal difference is, that in our system
the mass of organisms leaving the culture vessel is independent of the outflow of
medium, Therefore a maximum specific growth rate may be obtained. The apparatus
is designed to produce large amounts of plant material of uniform quality. In principle
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it should enable one to apply the methods of steady state investigations now used only
for microorganisms to a higher plant.

Abkiirzungen ‘
As = Substrataufnahmerate = D (S, - .5) gl
v
D = Verdiinnungsrate = 7 1
E = Ertrag = uM gt!
F = Durchflussrate des Mediums It
g = Verdoppelungszeit t
GZ = Gliederzahl
KLK = kontinuierliche Lemnaceen-Kultur
K = Séttigungskonstante (Michaelis-Menten-Konstante) gl
M = Biomasse (Masse der Organismen im Kulturgefiss) g
MKK = mikrobiologische kontinuierliche Kultur
S = Substratkonzentration des einfliessenden Mediums gl
S = Substratkonzentration in der Kultur gl
t = Zeit in Stunden
|14 = Volumen des Mediums im Kulturgefiss
M
X = Konzentration der Biomasse im Kulturgefdss = 7 gl-!
5 : . dX
Y = Okonomischer Quotient = 75
U = spezifische Wachstumsrate =t
1
0 = Wachstumsrate (nach Monod, 1950) = E = 6%9 i

Die gewdhlten Symbole entsprechen im wesentlichen den Empfehlungen des Zweiten Inter-
nationalen Symposiums iiber kontinuierliche Kulturen in Prag 1962 (Fencl, 1963). Ausnahmen:
As, E, M, GZ, KLK, MKK.

Nihrlosungen
Modifizierte Hutner-Nédhrlosungen (Hutner, 1953) fiir die kontinuierliche Lemnaceen-Kultur
Stammldsungen Néahrlosungskonzentrate
(in g/5 1 Losung) (ml Stammlésung [ 1 Konzentrat)
Hg E-NO, E-NH,
1. Ca(NOy), -4 H,O 790,0 10 25 s
2. NH,CI 356,0 — — 25
3.NH,NO,; 400,0 10 —_— —
4. MgSO0,-7 H,0 1000,0 10 10 10
5.CaCl,-2 H,0 490,0 — — 10
6. KOH 30,2
EDTA (Komplexon II) 52,3 10 10 10
FeCl; 32,3
7. KOH 72,8
EDTA (Komplexon II) 101,0
ZnS0,-7 H,0 66,0 ‘
MnSO, H,0 15,4 10 10 10
CuS0, 5 H,O 3,9
CoS0,4-7 H,0 1,9
8. H;BO, 50,0 10 10 10
9. Na,Mo0,-2 H,O 50,0 10 10 10
10. KH,PO, 617,0 10 10 10
11. Na,HPO, 381,2 10 10 10

Das pH wird gewdhnlich auf 6,0 eingestellt. Verdiinnung des Nihrlésungskonzentrates mit
destilliertem Wasser im Verhdltnis 1:10 bis 1:100 je nach Durchflussrate.
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