Ueber die Kultur von Konjukaten.

(Vorlaufige Mitteilung.)
Von Viktor Czurda.

Die Gattung Spirogyra hat zu vielen physiologischen und
morphologischen Untersuchungen gedient. Diese sind aber
bisher immer nur an einem Material vorgenommen worden, das
vorher unter ganz unbestimmten l.ebensbedingungen gestanden
hat. Die Watten wurde in grofilen Gefiflen (Aquarien) mit
Wasser vom natiirlichen Standort kultiviert. Dagegen ist es bis-
her mnicht gelungen, einen Faden unter bestimmten AufBlenbe-
dingungen sicher zu kultivieren. Mit dem Auffinden einer der-
artigen Kulturmethode wire jederzeit ein gesundes und ge-
eignetes Untersuchungsobjekt gesichert. Vom Referenten wurde
sunachst versucht, verschiedene Vertreter dieser Gattung unter
dem angedeuteten Gesichtspunkt in Dauverkultur zu nehmen.

Es wurden verschiedene Species, Sp. setiformis, Sp. majus-
cula, Sp. Weberi, Sp. varians und andere unbestimmte Species
herangezogen. Ausgegangen wurde von Mineralsalzlésungen,
wic sie Knop (1860), Benecke (1898), Molisch (1895, 1890)
empfehlen. Das fiir die LLésungen verwendete, destillierte Wasser
war nochmals aus Glas in Glas oder aus Platin in Glas (nach
dem Vorgange Molischs, 189s5) destilliert worden. Als Kultur-
gefifle dienten Eprouvetten und Erlenmeyerkolben. Es ge-
langten Fliissigkeitsmengen von 10—200 cm?® zur Anwendung.
Das jeweilige Impfmaterial (4—6 ca 1 cm lange Fadenstiicke)
wurde aus moglichst reinen Watten aus der Natur, wo sie sich
in intensivem Wachstum befanden, genommen. Von den ge-
nannten Losungen erwies sich keine fiir die Dauerkultur als ge-
cignet. Die Faden wuchsen nur unbedeutend, was hauptsichlich
auf Zellverlangerung zuriickzuftihren war. AufBlerdem erfolgte
in wenigen Tagen (dickfadige Species) oder Wochen (diinn-
fadige Species) ein Vergilben der Chloroplasten und eine so in-
tensive Starkespeicherung in Form von Pyrenoid- und Stroma-
stirke, daB die einzelnen Protoplastenteile vollkommen ver-
lagert wurden.

Nach verschiedenen Kombinationen der Kat- und Anionen,
nach verschiedener Variation der Gesamtkonzentration wie der
der einzelnen Komponenten der I.9sung, der Reaktion, der
FForm, in der der Stickstoff geboten wurde (Nitrit, Nitrat,
Ammonium). erwies sich bei den genannten Species, besonders
bei Sp. setiformis, die auf das 10- bis 4o fache verdiinnte
Benecke-Losung als die geeignetste. Darin war die relativ
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intensivste Zellvermehrung und die geringste Starkebildung zu
beobachten. Ebensogut eignet sich Erddekokt (Herstellung
Pringsheim 1921) mit q,05 % Kalziumnitrat.

Die verdiinnte Benecke-Losung ermdglichte unter den
gewahlten Versuchsbedingungen (10 cm® Flussigkeit in Eprou-
vetten) die Stimme von Spirogyra setiformis und Sp. varians
uber ein Jahr durch Uberimpfen fortzufithren. Das bedeutet zu-
nachst einen erfreulichen Fortschritt, da dar:it gezeigt ist, da8
auch diese Alge kultivierbar ist und dafl es nunmehr an einem
kleinen Umstand liegt, daBl sich die Kulturen nicht noch weiter
fortfithren liefen.

Uber den Winter wurden die Kulturen tagsiiber (12
Stunden) kiinstlich beleuchtet. Mikroskopisch zeigten die Faden
saftgriines Aussehen. Mikroskopisch erwiesen sie sich aller-
dings auch unter diesen Bedingungen schon in den ersten
Wochen stirkereicher als es wahrend der Vegetationsperiode in
der Natur der Fall ist. Trotz dreiwochentlicher Uberimpfungen
nahm allmihlich der Stiarkegehalt jedoch auch hier zu, wobei der
Langenzuwachs der {ibertragenen Fadenstiicke stindig kleiner
wurde. SchlieBlich regten die weiteren Uberimpfungen kein
Wachstum mehr an (nach 11 Monaten). Sp. majuscula konnte
nach dem anfianglichen guten Wachstum nicht fortgebracht wer-
den. Die Protoplasten verinderten sich stark und die Fiaden
hefteten sich nach durchschnittlich 4 Wochen am Boden der
GefaBe mittels ,,Rhizoiden“ an (Glas- und Parraffinwande).
IZigene Versuche {iber den Einfluf von ILeuchtgas auf die
- Rhizoidbildung® konnten den von Woycicki (1909) ange-
gebenen Zusammenhang nicht bestatigen.

Da fiir gewisse Experimente feste Nahrboden in Betracht
kommen, wurden auch solche fiir Kulturversuche verwendet.

Sp. setiformis ist hiefiir ungeeignet. Die Starkespeicherung
setzt bald nach der Uberimpfung stark ein, die Zellvermehrung
bleibt ganz unbedeutend. Das mag wohl zum Teil mit der
GroBe der Zellen zusammenhingen.

Sp. varians und Sp. Weberi gehen auf Agar mit anorga-
nischen Salzen (Benecke) gut an. Das Wachstum ist recht in-
tensiv. Die Protoplasten verdndern sich jedoch mit der Zeit
ganz betrachtlich, wohl infolge der starken Starkespeicherung.
Dabei bleiben die vielfach verunsalteten Chloroplasten intensiv
wriin.  Trotz der starken Protoplastenverinderung lassen sich
die Kulturen durch Uberimpfungen lange fortfithren. Bei Sp.
majuscula ist nach anfinglichem leidlichem Wachstum direktes
Absterben oder Rhizoidbildung mit nachfolgendem Absterben —-
wie in den Fliissigkeitskulturen — zu beobachten.

Von den iibrigen Zygnemalen sind Arten von Zygnema
nach den von Pringsheim (1912) angegebenen Methode
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kultivierbar. Einen Stamm, den er mir in liebenswiirdiger Weise
zur Verfiigung gestellt hat, fiihre ich zurzeit in Speciesreinkultur
roch fort. Mougeotlaarten zeigten in Flissigkeitskulturen kein
oder sehr geringes Wachstum. Auf Agar mit anorganischen
Salzen gingen sie aber gut an.

Desmidiaceen wurden von Pringsheim (igiz2, 1918)
zum erstenmal kultiviert. Dafl die von ihm angegebenen Kultur-
bedingungen ein ausgezeichnetes Wachstum ermoglichen, be-
weisen die Kulturen von drei Cosmarium und ein Closterium-
stimme, die sich vom Jahre 1912 bis heute in sehr gutem Zu-
stand fortfithren lieBen. Neben diesen hat er auch Vertreter der
Mesotaenianceen in Kultur genommen und gefunden, daf§ sie sich
verhaltnismaBig leicht kultivieren lassen. Einen Vertreter dieser
Gruppe — Mesotaenium caldafiorum — habe ich abermals in
Kultur genommen. Diese Kulturversuche waren insofern am
erfolgreichsten, als es durch wiederholte Plattengiisse mittels
eines Knop-agars gelungen war, diesen Organismus absolut rein
zu erhalten. Probe auf Reinheit erfolgte mit Fleischbrithe und
anderen vorzliglichen Bakterienndhrsubstraten. Damit sind die
ersten absoluten Reinkulturen eines Vertreters der Konjugaten
gewonnen.

Um das geeignetste Nahrsubstrat, das Ausgangsmaterial
fiir Versuche sichert, zu finden, wurden eine Reihe orientierender
Vorversuche angestellt. Sie ergaben, daB die genannte Art auf
Agar mit anorganischen Salzen (Knop, Benecke u. 4.) recht gut
gedeiht. In den entsprechenden Losungen gedeiht es im allge-
meinen schlechter. Das hiangt wohl mit der ILebensweise diescs
Mesotaeniums als Landbewohner zusammen. Ersetzt man aber
in der Benecke-Nihrlosung das Kalziumnitrat durch Kaliumnitrat
oder setzt man zu der Benecke-Nihrlésung Glukulose, Asparagin,
Glykokoll zu, so wird auch in der Losung das Wachstum wesent-
lich gefordert.

Ahnliches erreicht man mit der Erhéhung des Sauerstoffge-
haltes der Luft (50 %). Da die Verwendung von Agar als Substrat
Unbequemlichkeiten mit sich bringt, wenn verschiedene Nihr-
stoffkombinationen untersucht werden sollen, so wurde asche-
und stirkefreies Filterpapier als Unterlage fiir die Aussaat ver-
sucht. Schmale Streifen davon an die Eprouvettenwand ange-
legt, ermoglichen eine gleichmifige Befeuchtung mit der zu
untersuchenden I.osung. Der hiemit erzielte Kulturerfolg ist
ausgezeichnet. Fiir gewisse Fille empfiehlt es sich, diese Pa-
pierstreifen iiber in die Eprouvette eingefiihrte Glasstreifen zu
ziehen. Die Kontrollversuche mit Agar ohne Néihrsalzzutaten
und mit Filterpapier, das bloB mit destilliertem Wasser be-
feuchtet war, ergaben ein kaum merkliches Wachstum. Waeitere

Versuche zeigten, dafi dieses Ausbleiben des Wachstums nur
13*
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auf das Fehlen einer geeigneten Stickstoffquelle zu setzen ist
und daf die iibrigen notwendigen Stoffe sowohl in Agar als auch
im Filterpapier in solchen Mengen vorhanden sind, daBl sie ein
fast normales Wachstum ermoglichen. Mit diesen beiden Kultur-
methoden kann also nur die Stickstoff- und die Kohlenstoffrage
untersucht werden. Es sollen nun in Kiirze die bisherigen Er-
gebnisse der diesbeziiglichen Versuche genannt werden.

Soweit es sich um anorganische Stickstoffquellen handelr,
sind Nitrat und Ammon etwa gleich gut geeignet. Auch mit
Nitrit wurden sehr gute Erfolge erzielt. [Es ist indessen nicht
geniigend gesichert, ob nicht im Praparat vorhandene geringe
Nitratmengen den Erfolg mit sich brachten. Von organischen
Stickstoffquellen wurden Dbisher eingehend Asparagin, Glykokoll.
Leucin untersucht. Die beiden erstgenannten sind sehr gute
Stickstoffquellen. Das Leucin — (wenigstens das Praparat, das
mir zur Verfiigung stand,) verhinderte jegliches Wachstum. Ob
in diesem Priparat ein Giftstoff vorliegt oder ob die Giftwirkung
auf irgendwelche in der l.osung gebildete Spaltungsprodukte
zuriickzufiihren ist, ist vorderhand nicht entschieden.

NVciterhin wurde die Frage untersucht, welche Stoffe neben
der Kohlensaure als Kohlenstoffquelle in Betracht kommen. Die
Frage erscheint umso berechtigter, als darither sehr wenige Ver-
suche voriiegen und die vorliegenden, auch wenn sie alle ein-
wandfreie Ergebnisse geliefert hitten, keine Verallgemeinerun-
gen auf unsere Art zulassen.

Vor allem erscheint mir die Versuchsanordnung, mit der
bisher gearbeitet wurde (besonders Bokorny), nicht einwandfrei
zu sein. Woeiter bedarf es einer schiarferen Kritik der Versuchs-
ergehnisse, als sic bisher angewendet wurde.

1. Versuche von so grundlegender Bedeutung miissen an
absolut bakterienfreiem Versuchsmaterial vorgenommen werden.
Bei dem normalen gering :n Kohlensduregehalt der L.uft sind die
grinen Pflanzen an und fur sich an die Auswertung von ganz
geringen Mengen von Kohlensdure angepaBit, so daB auch Spuren
von ihr, die von den mit anwesenden Bakterien gebildet werden,
von grofler Bedeutung sind. Bakterielle Trithungen der Ver-
suchsfliissigkeiten konnen keinesfalls als entscheidendes Moment
fiir die Beantwortung der I'rage herangezogen werden, ob ein
vorliegender Versuch in dieser Beziehung ein noch einwandfreies
Ergebnis geliefert hat, wie es Bokorny tut.

2. Als Kriterium dafiir, ob eine gegebene organische Sub-
stanz als Kohlenstoffquelle in Frage kommt, wurde vielfach die
Stiarkebildung angesehen (Bokorny, l.oew). Es ist in Anbe-
tracht der Ergebnisse der Enzymforschung (Sjoberg 1920, 1922)
gar nicht zwingend, daf} alle bis jetzt als verwendbar bezeichne-
ten Stoffe, besonders unter Beriicksichtigung des oben erho-
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benen Iiinwandes, -— als Kohlenstoffquelle in Betracht kommen
miissen. Man wird bei Versuchen, die diese Frage klaren sollen,
unbedingt das Wachstum als Kriterium heranziehen miissen.
Lrfolgt namlich uber lingere Kulturdauer hin Wachstum bei
f.icht- oder Kohlensdureentzug, so ist offenbar dieses Wachstum
nur moglich, wenn der hiezu notwendige Kohlenstoff aus der
dargebotenen Kohlenstoffverbindung entnommen wird. Aber
auch dieses Kriterium wird moglicherweise — gewisse Versuche
sprechen dafiir — noch nicht alle moglichen Kohlenstoffquellen
crfassen lassen. Es scheint ndmlich die Erscheinung vorzuliegen,
daBl gewisse Stoffe eine fiir das Wachstum unzureichende Koh-
lenstoffmenge liefern, aber eine ausreichende Menge zur Erhal-
tung der l.ebensfahigkeit, sodall das Versuchsobjekt nach einem
halben Jahr nach Herausnahme aus dem Versuchsmilieu und
nach darauffolgender Darbietung von Kohlensdure noch in nor-
males Wachstum {ibergehen kann.

3. Die bisher zur Anwendung gelangten Versuchsanordnun-
gen zur Lrzielung eines kohlensiurefreien Raumes sind nicht
gentugend gepriuft worden, ob sie tatcdchlich auch die geringsten
Spuren von Kohlensdure ausschliefen. Die absolute Entfernung
dauert, wie eigene Versuche 7eigcn relativ lange (1—3 Tage!).
Da die Starke ebenfalls nuh wenigen Tagen beobachtet wurde
(Bokorny), so erscheinen di&e Angaben nicht zuverlassig.

Unter Beriicksichtigung der geschilderten Moglichkeiten von
Versuchsfehlern wurden eine Reihe von organischen Stoffen auf
ihre Brauchbarkeit als Kohlenstoffquelle bei Mesotaenium ge-
priift.  Bisher gelangten solche Stoffe zur Priufung, die in der
I.iteratur als geeignete Kohlenstoffquellen bezeichnet wurden.
Natiirlicherweise ist hei den hisher erzielten IZrgebnissen nie zu
vergessen, dafl auch sie keine Verallgemeinerungen zulassen. Es
ist zu erwarten, daf} sich von den streng autotrophen Organismen
alle Uberginge zu den heterotrophen werden finden lassen, daB
auch bei den Griinalgen verschieden stark ausgebildete Auto-
und Heterotrophie vorliegen wird. Die gleich zu nennenden
Stoffe wurden so gepriift, daf Dunkelkulturen und Versuche mit
AusschluB der Kohlensdure mit entsprechenden Kontrollversu-
chen, diec unter normalen Bedingungen gehalten wurden, in der
Mehrzahl angesetzt wurden. Die Stoffe wurden in geeigneter
Menge (Monosaccharide 1 ¢, Disaccharide 2 %, die {ibrigen,
mit Ausnahme der beiden letzten, 0,1 % der Nihrlosung zuge-
setzt. Als Ergebnis wurde der Zustand der Kultur nach 2 Mona-
ten verzeichnet.

Bisher wurden untersucht:

d Glukose, d Fruktose, d Galaktose, d Mannose, d Dulzit,

d Mannit,

ccharose, Laktose,
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Glykokoll, Asparagin, l_eucin,
Kalziumacetat, Kalzimlaktat, Kalziumtartrat,
Fleischextrakt (I.iebig), Trypsingelatine.

Das Ergebnis war folgéndes:

In den Dunkelkulturen und Kulturen mit Kohlensiureaus-
schlufl wurde Wachstum nur in d Glukose und Saccharose, und
zwar in den Dunkelkulturen und kohlensiurefreien Kulturen
vollkommen gleichartig, beobachtet (keimfreie Aussaat der Zellen
in Tropfen einer Aufschwemmung). Die {ibrigen Stoffe ermog-
lichten kein Wachstum. Diese Ergebnisse erheischen noch
einige Nachuntersuchungen, da in d Mannose und d Mannit bei
Impfung mit groflen Zellenmassen entschieden auch ein Wachs-
tum beobachtet wurde, eine Erscheinung, die an anderen Orga-
nismen (Hefen) schon langer bekannt ist. Diese Beobachtung
zeigt iibrigens, daf die in Rede stehende Frage nicht immer
leicht zu beantworten ist. Auffallend war bei den bisherigen
Versuchen noch die Erscheinung, daB in d Galaktose (frisches
Praparat von Merck!) auch in den Kontrollkulturen (kohlen-
saurehaltige L.uft) gar kein, in J.aktose ein sehr gehemmtes
Wachstum trotz Wiederholung der Versuche beobachtet wurde,
als ob hier Giftwirkung (?) vorlige. Ob sich die gleiche Er-
scheinung bei Verwendung anderer Praparate von Galaktose und
Laktose wiederholen wird. muBl noch untersucht werden. Die
Versuchsresultate an diesen beiden Stoffen kénnen also vorder-
hand nicht verwertet werden. Da die Kontrollversuche ohne
Galaktose- und ILaktosezusatz normales Wachstum zeigten, ist
wohl an eine Giftwirkung von seiten des Priaparates zu denken.

Die Ergebnisse zeigen schon im heutigen Umfang eine Reihe
Gegensitze zu den Beobachtungen Bokornys, die wohl nicht alle
auf Kosten der Verschiedenheit des Versuchsobjektes zu setzen
sind, wenn auch Verschiedenheiten im Verhalten natirlich zu
erwarten sind. Einzelheiten werden spiter in einer ausfithr-
lichen Mitteilung veroffentlicht werden.
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Griindung einer Entomologischen Sektion des ,,Lotos®.

Die mannigfachen Schwierigkeiten, die sich bei der Inan-
spruchnahme auswirtiger Zeitschriften als Verbandsorgan dar-
Lieten, legten es dem vor zwei Jahren ins I.eben gerufenen Ento-
mologenbund fiir die Csl. Republik nahe, im Inlande Anschluf
an eine wissenschaftlich redigierte Zeitschrift zu suchen, und
nachdem in Vorverhandlungen sich gezeigt hatte, dafl die Inter-
cssen des Entomologenbundes mit denen des I.otos in vieler Hin-
sicht parallel laufen, wurde bei der am 3. Mai 1. J. in Karlsbad
abgehaltenen Generalversammlung des genannten Bundes der
einhellige BeschluB gefalit, die Zeitschrift, die vom ,,I.otos her-
ausgegeben wird, zum Vereinsorgan zu erwiahlen, und gleich-
zeitig seine Mitglieder zu veranlassen, dem I.otos als Mitglieder
beizutreten, um durch ihre Mitarbeit der Zeitschrift in entomolo-
gischer Hinsicht das entsprechende Geprage zu geben, dadurch das
Interesse an jenem im I.otos bisher nicht gepflegten Zweige der
Zoologie zu heben und dadurch an der Verbreitung naturwissen-
schaftlicher Kenntnisse, die im Programme unseres ,,I.otos seit
jeher gelegen ist, beizutragen.

Die dadurch von selbst sich bildende entomologische Sektion
des l.otos, die den vielen {ibrigen Sektionen nunmehr an die
Seite tritt, hat im Rahmen des Gesamtvereines insoferne einen
ctwas schweren Stand, als ihre Mitgliedschaft sich vielfach, ja
tiberwiegend, nicht aus Berufszoologen zusammensetzt, sondern
aus l.aien, I.iebhabern der Insekten, Ziichtern u. dgl. bestelt,
deren Hauptaugenmerk weniger der wissenschaftlichen Erfor-
schung, als der Aufnahme praktischer Winke beim Sammeln der
Insekten, deren Verbreitung und systematischen Gruppierung
gilt, so daB, soll der Zweck der Véreinszeitschrift als Organ der
Publizistik dieser neuen entomologischen Sektion voll erreicht
werden, der Inhalt der einzelnen Artikel sich ziemlich von den
Lisher im I.otos erschienenen Publikationen wird unterscheiden
missen. —

Mag nun die zusammenfassende, wissenschaftliche Arbeit
der berufenen Faktoren auch fernerhin in den Lotosblattern die
tiberwiegende Dbleiben, so wird es der neuen Sektion wohltun,
wenn sie inmitten dieser Artikel auch ihrerseits ein Platzchen an
der Sonne findet, und diese kleinen Beitrige werden den Mit-
gliedern der entomol. Sektion fiir ihre Arbeitsrichtung willkom-
men sein, ohne den anderen Iesern der Zeitschrift ihren bishe-
rigen gewohnten Lesestoff zu nehmen.

Im Allgemeinen ist auch in der Entomologie das Haupi-
gewicht auf systematische oder biologische Arbeiten zu legen.
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Nebenher sollen aber auch kleine Notizen in jeder Nummer
erscheinen, in welchen die Mitglieder ihre, fiir interessant gehal-
tenen, Beobachtungen, ‘und sei dies auch nur in wenigen Zeilen,
niederlegen, ihre Erfahrungen bei der Aufzucht der Insekten
mitteilen oder neue Methoden des Fangens, Priparierens usw.
von Insekten den iibrigen Mitgliedern zur Kenntnis bringen. —
IEs wird erwartet, daf diese Rubrik durch zahlreiche Einsendun-
gen der Mitglieder belebt wird, weil es nur die Menge des hier
Gebotenen moglich macht, bei den verschiedenen Zweigen der
Entomologie jedem Einzelnen etwas ihn Interessierendes zu
bieten.

Eine standige Rubrik soll den landesfaunistischen Mitteilun-
gen gewidmet sein. — Wir wissen, wie eifrig unsere Cechischen
Sammelkollegen bei der Auffindung neuer oder wenigstens fiir
das l.and oder die Republik neuer Arten und Formen am Werke
sind. Die Beobachtungen im deutschen Teile des Staates sind
nicht weniger zahlreich, und es hat nur bisher an einer Zentrai-
stelle gefehlt, wo der Interessent sich orientieren konnte. In
dieser Rubrik kann eine solche Zentralstelle erstehen, wenn jeder
seine Neufunde gewissenhaft hier zur Kenntnis der Offentlich-
keit bringt.

Wenn, wie beispielsweise fir die Schmetterlinge Béhmens
oder Mahrens, schon bedeutende Vorarbeiten fiir cine l.andes-
fauna bestehen, so ist nicht zu befiirchten, dass Wiederholungen
bereits bekannter Feststellungen eintreten, zumal die Angaben
aus den einzelnen Insektenordnungen vor der redaktionellen Ap-
probation durch berufene Fachminner durchgesehen werden
sollen.

Nur ein Wunsch der Entomologen ist durch die Wahl des
| .otos als Verbandsorgan vorliufig nicht realisierbar, d. i. die
Schaffung eines Dbesonderen Inseratenblattes, wo Ziichter und
Sammler. ihr Material zum Tausch oder Kauf anzubieten in der
l.age wiren. — Dieser nicht unwichtige Wunsch wird der
Sektion so lange zur Diskussion und Beratung vorliegen, bis eine
auch im Rahmen des l.otos, wenigstens in der Zukunft, zweifel-
los mogliche T.0sung gefunden werden wird.

Wir werden die Arbeiten von Mitgliedern des Entomologen-
bundes mit fortlaufenden Nummern bezeichnen, um daraus den
Umfang der geleisteten Arbeit quantitativ erkennen zu konnen,
beginnen aber mit Nr. 4, nachdem 3 Arbeiten bereits in den letz-
ten Jahren in der Frankfurter Entomologischen Zeitschrift zur
Publikation gebracht worden waren.

Einsendungen von Publikationen entomologischen Inhaltes
sind an Dr. Jakob Sterneck, Karlsbad, Villa Akazia, zu richten,
der nach Durchsicht der Manuskripte dieselben der Redaktion
des l.otos zusenden wird.
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