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Methodik

Schon G. Kress (1896) stellte als die drei unerlédsslichen Forde-
rungen einer erfolgreichen Bearbeitung der Algen auf :

1. die Reinkultur der in Frage kommenden Organismen, 2. die
direkte Beobachtung und 3. die genaue Kenntnis der Bedingungen,
unter welchen die einzelnen Entwicklungsstadien eintreten, oder der
Uebergang der einen Form in die andere stattfindet. Diesen Forde-
rungen wurde, soweit das zur Verfiigung stehende Algenmaterial dies
erlaubte, in vollem Umfange nachgelebt.

Samtliche in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Algen, von
denen lebendes Material beschafft werden konnte, wurden in absoluten
Reinkulturen untersucht. Leider war dies nicht moglich fiir die
zuerst von ScHMIDLE beschriebene Art Coccomyxa dispar, die als
schleimiger Ueberzug auf Moosen in der Gegend von Heidelberg (im
Jahre 1900) gefunden worden war. Meine simtlichen Versuche, diese
Alge in der Natur wiederzufinden, verliefen erfolglos, bis, als die vor-
liegende Arbeit bereits im Druck war, einer meiner Schiiler, Herr
E. THomas, stud. rer. nat., die interessante Alge in der Nihe von Ziirich
entdeckte. So konnte auch diese Art wenigstens in lebendem und in
gutfixiertem Zustande mit den iibrigen Arten mikroskopisch untersucht
werden, und da sie in reichlicher Menge zur Verfiigung stand, so diirfte
auch dieser Vergleich von Interesse sein, um so mehr als, wie im Nach-
folgenden gezeigt werden soll, dieser Vergleich zu einer Klirung der
Systematik der Gattung beitrug.

Leider war es nicht moglich, irgendwelches Material zu beschaffen
von der von A. Fascuer aufgestellten Art Coccomyza subglobosa.
Solches scheint nach einer schriftlichen Mitteilung von Herrn Prof.
Dr. A. PasceeEr (Prag) weder in lebendem noch in fixiertem Zustande
aufbewahrt worden zu sein. Wir sind daher auf die wenigen Angaben
angewiesen, die der Autor iiber diese Art gegeben hat.

Jede der beschriebenen Kulturen stammt von einer einzigen
Zelle. Solche Zellen wurden isoliert mittels des Mikromanipulators nach
einer Methode, wie ich sie in einer friiheren Arbeit (1929) im einzelnen
beschrieben habe. In sehr feinen sterilisierten Mikropipetten wurden
einzelne Algen im mikroskopischen Feld (im hingenden Tropfen) aus-
gewdhlt und aufgefangen, hierauf durch Ueberfithrung durch eine
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Reihe einzelner Tropfen sterilisierten Wassers von Bakterien und
anderen Unreinigkeiten befreit und sodann in sterilisierte Nihrmedien
ibertragen. Auch die Gewinnung des Gonidienmaterials erfolgte nach
der friither (1929) beschriebenen und fiir die Gattung Parmeliac ange-
wandten Methode, mit dem Unterschiede freilich, dass bei den Cocco-
myzxagonidien die griinen Zellen nicht zuerst von anhaftenden Hyphen
des Flechtenpilzes befreit werden mussten, wie dies bei den Gonidien
der meisten anderen Flechtengattungen der Fall ist. Denn, im Gegen-
satz zu den Flechten mit Cystococcus- und Pleurococcusgonidien, sind
bei den Gattungen Peltigera. Solorina und Icmadophile nur Husserst
selten griine Algenzellen zu beobachten, die mit einem Stiick des
Flechtenpilzes zusammenhingen. Die Gonidien scheinen vielmehr bei
Peltigera und Solorina in hohlkugeligen Behiiltern im Hyphengewebe
mehr oder weniger frei nebeneinander zu liegen, und es ist eine Auf-
gabe fiir sich, die Art und Weise des Austausches von Nihrstoffen
zwischen Alge und Pilz in diesen Flechtenthalli zu untersuchen.
Besondere Sorgfalt war vor der Aussaat der Gonidien der Reini-
gung der Thallusoberfliiche zu widmen, da epiphytische, also nicht zur
Flechtengemeinschaft gehorige Algen, in grosser Zahl dort vegetieren.
Fiir die Kultur der Algen wurde als Nihrmedium allermeist
Knopsche Nihrlosung verwendet von der Zusammensetzung :

HO . . . . . 10000 g
Ca (NOs): . . . 1,0 g
MgSO. . . . . 0,25 g
KOl « « -« & » 025 g
K Hs PO, W e e 0,25 2
FeCls. . . . . Spuren.

Diese Losung wurde auf % verdiinnt und teils fliissig, teils durch
Zusatz von 1,5% Agar-Agar in festem Zustande verwendet. Ent-
sprechend den durchzufiihrenden Versuchen wurde der mineralischen
Stammlosung Glucose oder Pepton in verschiedenem Verhiiltnis und
verschiedener Konzentration beigegeben. Die Sterilisation erfolgte
durch Erhitzung an drei aufeinanderfolgenden Tagen wihrend jeweils
1 Stunde auf 98° C. Sdmtliche Versuche wurden in je 10 parallelen
Reihen durchgefiihrt. Diese Methode erlaubte in weitgehendem Masse,
Zufallsresultate auszuschliessen und eine geniigende Zahl von Einzel-
ergebnissen zu erhalten fiir die Berechnung der Mittelwerte.

Handelte es sich um die Ermittlung der Masse einer unter
bestimmten Bedingungen gewachsenen Alge, so wurde der Inhalt jedes
Versuchskolbens (immer 10 Kolben je Versuch) widhrend 30 Minuten
bei 3000 Touren zentrifugiert (Algen auf festen Nihrboden wurden zu
diesem Zwecke in Wasser aufgeschwemmt). Da die Zentrifugier-
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glischen nach unten verjiingt und zugleich mit einer MeBskala versehen
waren, so konnte auf diese Weise die Menge des frischen Algen-
materials in em?® unmittelbar abgelesen werden. Die so erhaltenen
Werte ergaben aber nicht ein absolutes Mass fiir die Menge der bei den
verschiedenen Klonen auf einem bestimmten Nihrboden entwickelten
Algenmasse, da das Material verschieden dicht ineinanderlag, je nach
dem Grade der Schleimbildung der verschiedenen Arten. Es wurde
deshalb immer gleichzeitig auch das Trockengewicht bestimmt, indem
die Zentrifugierglidschen (vor der Einfiillung bei 103° C getrocknet und
gewogen) mit den Algen wiederum getrocknet und gewogen wurden.
Aus der Gewichtsdifferenz ergab sich sodann ein absolutes Mass fiir
die Menge der gebildeten Algen. Auf festen Nihrbéden wurde zum
Vergleich der Wachstumsintensitidt {iberdies in sdmtlichen 10 Parallel-
kulturen der Durchmesser der Kolonie gemessen und daraus der
Mittelwert und der mittlere Fehler berechnet.

Die Farbe der Kolonien auf festen Nihrbéden wurde mit den
Nummern im Code des couleurs von Klincksieck et Valette (1908)
angegeben.

Die wvariationsstatistische Bearbeitung erfolgte ebenfalls nach ein-
heitlicher Methode. Ein zwischen Objekttriger und Deckglischen ein-
geschlossenes Algenmaterial wurde mittelst des Edingerschen Zeichen-
apparates mit moglichst starker Vergrosserung auf einen Tisch
projiziert; die Konturen wurden mit hartem Bleistift nachgezeichnet
und nachher ausgemessen. Die Variationskurven beruhen auf der
Messung von je 200 Algenzellen. Mittelwert und Streuung wurden
nach den Formeln von Johannsen (1926) berechnet :

2pD?
n

Zpa
Mittelwert: M = "%f; Streuung: 6 = =& \/

a — Klassenwerte,

p = Frequenz der einzelnen Klassenwerte,
n — Gesamtzahl aller Individuen,

D —= Abweichung vom Mittelwert.

Die Grossenverhiltnisse der Zellen eines bestimmten Algen-
materials sind spezifisch fiir bestimmte Ernidhrungsbedingungen. Aus
dieser Tatsache ergibt sich die Frage : Welches Nihrsubstrat soll
gewihlt werden zur Feststellung der Variationskurven ? In meiner
Arbeit (1929) iiber Parmelia- und Cladoniagonidien verwandte ich als
Standardmedium fiir siamtliche biometrischen Messungen % Knop -
2 %0 Glucose. Diesen Nihrboden wiihlte ich, weil er sich fiir sdmtliche
in die Untersuchungen einbezogenen Algen, aber auch fiir die iiber-
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wiegende Mehrzahl anderer Algentypen, wenn nicht als ein optimales,
so doch als ein gut zusagendes Substrat herausgestellt hatte. Er lisst
sich auch leicht, immer und ftberall in genau derselben Zusammen-
setzung herstellen und damit ist fiir jeden Algologen nicht nur die
Moglichkeit gegeben, die Angaben jederzeit nachzupriifen, sondern
auch auf dieser Grundlage weiterzubauen und in objektiver Weise
neue Untersuchungen den friiheren gegeniiberzustellen. Hitte ich z. B.
Knop-Glucose-Pepton verwendet, einen Nihrboden, der vielen Algen
ebenfalls zusagt, so hiitte das schon den Nachteil gehabt, dass die
Herstellung eines durchaus einheitlichen derartigen Substrates in ver-
schiedenen Lindern weniger leicht moglich wire, da Peptone ver-
schiedener Herkunft (Pepton Witte, P. Merk, P. Siegfried) nicht genau
dasselbe sind und daher auch nicht vergleichbare Versuchsresultate
ergeben konnen. Dies zeigt sich immer, wenn Pepton verschiedener
Firmen nebeneinander zur Verwendung gelangt.

Ed. Frey (1932) hielte es fiir richtiger, statt, wie ich es tat, iiir
den Vergleich von Variationskurven Material zu wihlen, das unter
denselben Wachstumsbedingungen sich entwickelt hatte, solches
als Kulturmedium zu wihlen, das fiir jede der zu vergleichenden
Arten oder Rassen die optimalen Erndhrungsbedingungen darstellt.
Ed. Frey driickt das folgendermassen aus (siehe Frey S. 194) :

« Jaac (1929, S. 91) hat versucht, die Spezifizitit in biometrischen
Kurven darzustellen. Er macht selber vorsichtige, einschrinkende
Bemerkungen zu seinen Zusammenstellungen. Man muss sich fragen,
ob man wirklich Messungen von verschiedenen Arten, gewonnen -auf
genau demselben Substrat, verwenden kann, um die Grosse der
spezifischen Distanz festzustellen. Sollte man nicht eher von jeder
Algenart die optimalen Nihrmedien suchen und dann erst diese
optimalen Ergebnisse miteinander vergleichen ? Dasselbe lidsst sich
nicht nur fiir den biometrischen Vergleich, sondern iiberhaupt fiir den
Vergleich von Eigenschaften von Reinkulturen auf gleichen und
verschiedenen Substraten einwenden. Uebertragen wir diese Forderung
auf Experimente mit Bliitenpflanzen, so kommt sie uns wohl etwas
selbstverstindlicher vor.

Wollen wir beispielsweise die spezifischen Unterschiede der
Rassen von Carex ferruginea und Carex sempervirens miteinander
vergleichen, so diirfen wir kaum die Rassen der beiden nahe ver-
wandten Arten auf den gleichen Bdoden ziehen, sondern die Rassen der
C. ferruginea auf einem frischen, kalkhaltigen, die Rassen der C. semper-
virens auf einem saureren Boden. Die Rassen der beiden Arten werden
sich nur in den ihnen zusagenden optimalen Bedingungen in typischer
Weise voneinander differenzieren. »
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Das Beispiel von Carex ferruginea und C. sempervirens hat zweifel-
los auf den ersten Blick etwas Ueberzeugendes. Fiir Mikroorganismen,
wie z. B. die Griinalgen, um die es sich in der vorliegenden Arbeit
handelt, wire aber diese Methode keineswegs zu empfehlen. Denn das
wiirde zu derart komplizierten Dingen fiihren, dass die Angaben
verschiedener Forscher kaum mehr verglichen, noch weniger kon-
trolliert werden konnten. Was heisst zunichst : optimale Nihrmedien ?
Wiire darunter dasjenige zu verstehen, in dem die Alge das rascheste
oder iippigste Wachstum zeigt ? Oder wire das Substrat zu verwenden,
das die schonsten und grossten Zellformen zur Entwicklung bringt;
oder kommt der Nihrboden in Frage, in dem die Algenzellen den in
der Natur beobachteten Formen am niichsten stehen ? Ueber diese
Frage miisste man sich zuniichst einigen. Die Entscheidung wiire gar nicht
leicht. Denn, entschieden wir uns z. B. fiir den Nihrboden, der die
grossten, bestausgebildeten Zellen hervorbringt, so wihlten wir z. B.
fiir unsere Coccomyxra N° 68 eine Fliissigkeit von Knop % -+ 2%
Glucose 4 5% Pepton. Ein Vergleich der verschiedenen systema-
tischen Einheiten in dieser Fliissigkeit liesse sich durchfiihren; aber
die Formen gleichen dann so wenig den in der Natur beobachteten,
dass man dieses Nihrsubstrat doch lieber beiseite lassen wiirde. Ueber-
dies hat eine so rasch wachsende Kultur eine kurze Lebensdauer. Nach
2—3 Monaten hort jede Entwicklung auf; es treten Mast- und Degene-
rationsformen auf und der Chromatophor wird immer mehr reduziert.
Ein Vergleich wire dann schwer. Eine andere Einheit hiitte die
optimalen Entwicklungsbedingungen in Knop * -+ 2% Glucose (d. h.
in bezug auf die gewihlte Eigenschaft : Bildung der grossten Zellen).
Ein Vergleich der beiden kénnte nur dann durchgefiihrt werden, wenn
die Form und Grosse der Zellen fiir eine Art oder Rasse in jedem Niihr-
medium gleich wiren. Dies ist aber nicht der Fall, denn Form und
Grosse hingen, wie oben erwihnt, weitgehend vom Nidhrboden ab.

Wenn man daher dem Einwand, den Ed. Frey — iibrigens mit aller
Vorsicht — erhebt, fiir Untersuchungen an hoheren Pflanzen bei-

stimmen konnte, so kann man es sicher nicht tun fiir niedere Orga-
nismen, da dadurch eine derartige Unsicherheit in die Experimentier-
arbeit und namentlich in die Beschreibung und den Vergleich ver-
schiedener Materialien kiime, dass niemand mehr den Mut hiitte, solche
schon an sich komplizierten Untersuchungen in Angriff zu nehmen.
Mir scheint, dass die eingeschlagene Methode praktisch die
einfachste und zugleich die sicherste ist: Einen Standardndhrboden
zu wihlen, in dem die weitaus grosste Zahl der einzelligen Algen gut
gedeiht, und der iiberall leicht und in genau gleicher Zusammensetzung
hergestellt werden kann. Auf diese Weise allein konnen meiner Ansicht
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nach die Ergebnisse verschiedener Forscher in objektiver Weise mit-
einander verglichen und in der ganzen Erforschung der Algen und
Flechtengonidien die fiir den Fortschritt so notwendige Einheitlichkeit
erzielt werden. Ich wihlte deshalb fiir die biometrische Bearbeitung
sdmtlicher Coccomyzaalgen (sowie auch in den Untersuchungen iiber
Cystococcus usw.) als Standard-Nihrboden Knop ¥ 4+ 2% Glucose.
Auf diese Weise wird es jedem Algologen moglich sein, eine schon
beschriebene Form nach den Grossenverhiltnissen zu bestimmen und
auch noch nicht beschriebene Klone den bekannten anzugliedern. In
vielen Fillen sind {iberdies die Grossen- und Formverhiltnisse in rein
mineralischer Losung (Knop %) angegeben.
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