Uber die Eigenfluoreszenz lebender,
absterbender und toter Florideenzellen

Von Christian Wimmer und Karl Héfler.
Mit 3 Textabbildungen
(Vorgelegt in der Sitzung am 17. Dezember 1953)

Im Rahmen umfangreicher Untersuchungen iiber Eigenfluores-
zenz an lebenden Pflanzen wurden 1933 auch lebende Florideen
untersucht, die H6 f1er kurz vorher aus Griechenland mitgebracht
hatte'. Die damals gepriiften Rotalgen gehorten drei Familien der
Ordnung der Ceramiales an; es waren folgende Gattungen und
Arten: Delesseriaceae: Nitophyllum punctatum (Stackh.) Grev. —-
Rhodomelaceae: Polysiphonia sertularioides (Grat.) J. Ag., Poly-
siphonia sp., Heterosiphonia Mont. sp. — Ceramiaceae: Griffithsia
Schousboei Mont., Griffithsia Ag., zwei sp., Callithamnion Lyngb.,
zwei sp., Antithamnion cruciatum (Ag.) Naeg.

Die an diesem Material gemachten Beobachtungen liefen den
Wunsch entstehen, noch weitere Fluoreszenzstudien an frischen
Algen durchzufiihren. Zu solchen ist es aber vor dem Kriege nicht
mehr gekommen. Erst im Médrz 1953 erhielten wir durch die Post
aus Neapel Material von dntithamnion cruciatum, das im UV-Licht
untersucht werden konnte. Die alten Protokolle wurden hervor-
geholt, und so entstand diese kleine Arbeit. Zu Ende August 1953
sammelte dann noch H 6 f1 e r in Helgoland einige Arten, die frisch

1 Die Algen waren von H 6 fler auf der Reise der Wiener Universitit
gesammelt worden:

Am 17. April 1933 bei Nauplia an der Ostkiiste des Peloponnes (Hafen-
stadt vor Mykene) am Felsenufer siidlich vom Hafen.

Am 18. April 1933 in Santorin (Vulkaninsel zwischen dem Peloponnes
und Kreta), Felsenufer und Grotte noérdlich vom Hafen.

Am 20. April 1933 bei Katakolon an der Westseite des Peloponnes,
Innenseite der Hafenmauer.

Die Algen wurden in groBen Standglisern auf dem Verdeck des
Schiffes schattig gehalten, regelmiBig mit neuem Seewasser versorgt und
am 25./26. April 1933 von Split in einem offenem Wagen des direkten Zuges
bei kithler Witterung, vor jeder Erwirmung geschiitzt, nach Wien gebracht
und weiter im Pflanzenphysiologischen Institut sorgsam gehalten.

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. Kl., Abt, I, 162, Bd., 7. und 8. Heft. 41
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im Hamburger Institut fiir Allgemeine Botanik gepriift wurden
(vgl. Hofler u. Diivel 1954).

Unsere Beobachtungen wurden 1933 mit dem Reichertschen
Fluoreszenzmikroskop Kam F nach H. Haitinger (vgl 1938,
S.15), 1953 mit der modernen Reichertschen Lux-UV-Apparatur
vorgenommen, welche raschesten Wechsel zwischen Beobachtung
im weiBlen Licht und im ultravioletten Licht bei jeder VergroBe-
rung zuldBt. In keinem Fall wurden fluorochromierte Priparate
untersucht, sondern ausschlieflich nur die Eigen-(Primér-)fluores-
zenz beobachtet.

I. Beobachtungen.

Nitophyllum punctatum:

Zart rosa gefirbte Thalluslappen wurden untersucht. Die
lebenden Zellen waren, entsprechend dem schwachen Farbton, im
UV-Licht schwach aufleuchtend matt ziegelrot, die toten
Zellen aber grell hellchromgelb. Bei starkem Ab-
blenden erschienen die lebenden Zellen ganz dunkel, fast schwarz,
wihrend die toten noch immer hellgelb leuchteten.

Um die Verdinderungen der Primérfluoreszenz wihrend des
Absterbens von Nitophyllum-Zellen beobachten zu konnen, wurde
ein zart rosa gefirbter Thalluslappen zunichst in Meerwasser
untersucht. Er zeigte zwischen matt ziegelroten, lebenden Zellen
einige wenige tote, grell hellchromgelb aufleuchtende Zellen. Nun
wurde der Thalluslappen rasch mit destilliertem Wasser abgespiilt
und in destilliertem Wasser weiter untersucht. Bereits nach
24 Sekunden zeigten sich viele gelbe Zellen. Nun wurde im ultra-
violetten Licht eine groBe Gruppe matt ziegelrot fluoreszierender,
also noch lebender Zellen durch 26 Minuten dauernd beobachtet,
bis alle Zellen gelb fluoreszierten, also tot waren.

Nach 2'20”: Die Zellen blassen aus, die Farbe éndert sich rasch. Die Zellen
der Thallusspitze sind noch unveridndert (grofere Resistenz der jungen
Zellen). Die bereits bei Versuchsbeginn gelben Zellen, die absterbenden
Zellen und die lebenden Zellen sind noch scharf unterschieden.

Nach weiteren 1'50”: Die Zellen sind noch blasser geworden, jetzt hell-
briunlich, die urspriinglich gelben leuchten noch immer heraus. Im weiBen
Licht ist kein Unterschied zu sehen.

Nach weiteren 3"40”: Jetzt sind die beobachteten Zellen nur mehr licht-
braun.

Nach weiteren 50’: Das Ausbleichen erfolgt nun rascher. An einer Stelle
sind schon stetige Abstufungen zwischenHellbraun und Gelb zu erkennen.
Die Zellen nahe der Thallusspitze sehen noch immer fast wie lebende aus.

Nach weiteren 2’ 20”: Viele Zellen sind schon recht blaf aber noch briun-
lich statt gelb. Der Unterschied im Farbton zwischen den absterbenden
Zellen und den noch lebenden Zellen ist jetzt sebr groB.
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Nach weiteren 2'50”: Der Farbenunterschied ist noch immer vorhanden.
Bei starker VergroBerung erkennt man in den absterbenden Zellen noch
immer die Rhodoplasten.

Nach weiteren 2'10”: Bei schwacher VergréBerung scheinen die abster-
benden Zellen jetzt auch schon gelb, gegen die Thallusspitzen hin dunkel-
gelb. Einige iiberlebende Zellen sehen noch wie urspriinglich aus, erst bei
starkfer Vergroflerung erkennt man Verdnderungen, kleine gelbleuchtende
Tropfen.

Nach weiteren 9°40”: Nun sind alle Zellen gelb, also tot. In den wihrend
der Beobachtung abgestorbenen Zellen sind die Rhodoplasten noch als
leichte Schattierungen zu erkennen, zum Unterschied von den schon bei
Versuchsbeginn toten, gelbleuchtenden Zellen. Der gelbe Farbton ist aber
jetzt bei beiden Zellen gleich. Einige Zellen sind aber noch immer dunkel
— nach mehr als 26 Minuten.

Die grell hellchromgelbe Primirfluoreszenz der toten Zellen
ist bei dieser Rotalge besonders gut von der matt ziegelroten
Fluoreszenz der lebenden Zellen zu unterscheiden. Dort ist die
Fluoreszenz so stark, daf sie auch im auffallenden Tageslicht er-
kennbar ist. Molisch (1897, S.39) hat bei seinen Gefrierver-
suchen die Verfirbung von Nitophyllwn als ein sicheres Zeichen
des Todes beniitzt. Fror die Alge bei — 5° C ein, so wurde sie orange-
rot, woraus folgt, dal der Tod schon im gefrorenen Zustand und
nicht erst beim Auftauen erfolgt. Hofler (1931) sagt von ihr:
»Die Alge ist im Leben rot bis braunlichrot, wird beim Tode matt
ziegelrot und beginnt zu fluoreszieren, spiter bleichen die Thalli
langsam aus.“ ,.Die Verfarbung im Tode beruht bekanntlich dar-
auf, daf der rote Farbstoff aus den Chromatophoren in den Zell-
saft tibertritt. Im Leben ist der Phykoerythrinfarbstoff auf die
Chromatophoren lokalisiert, und die Alge erscheint makroskopisch
klar durchscheinend rot. Nach dem Tode tritt er in den Zellsaft,
die wisserige Losung fluoresziert, und die Algen erscheinen triib
orange oder ziegelrot.” Unsere Beobachtungen im Fluoreszenz-
mikroskop haben diese Befunde bestitigt. In den lebenden Zellen
von Nitophyllum sind die matt ziegelrot fluoreszierenden Rhodo-
plasten auf optisch leerem Grund bei starker Abblendung nur noch
schwach wahrzunehmen, in den toten Zellen entsteht zunichst
diffus eine grell hellchromgelbe Primérfluoreszenz, die auch bei
starker Abblendung sehr deutlich bleibt.

Antithamnion cruciatum:

Das Material 1933 enthielt einige Blasenzellen, das Material
1953 viele Blasenzellen und zahlreiche Tetrasporangien in allen
Entwicklungsstadien. Abb. 1 zeigt einen Zweig des Algenrischens,
der einige Blasenzellen und ein Tetrasporangium trégt, Abb.2
Blasenzellen und Tetrasporangien verschiedenen Alters. Blasen-

41%
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zellen wurden erstmals von Naegeli (1861) bei dntithamnion
als ,,abortierte Sporangien* besprochen. Ausfiihrlich behandelt
sind sie in einer Arbeit Biebls (1939, S.455) und weiter bei
SchiffnerundBiebl (1944, S. 99). Die Blasenzellen enthalten
vorwiegend eiweiBartige Stoffe, wie von Nestler bereits 1900
erwihnt. Sie zeigen nach Biebl starke Empfindlichkeit gegen
Hypotonie (sogar Platzen in Siiiwasser), aber hohe Hypertonie-

Blasenzellen

Tetrasporangium

Abb. 1. Antithamnion cruciatum.

resistenz. Erwadhnenswert ist, dafi von einigen Autoren Jod- bzw.
Bromanreicherung in den Blasenzellen angegeben wird. Die Tetra-
sporangien der Gattung dntithamnion konnen tetraedrisch, kreuz-
formig oder zonenformig geteilt sein.

Nach unseren Protokollen von 1933 erscheinen im UV-Licht
die Rhodoplasten in den lebenden Zellen mennigrot; an toten
Zellen leuchtet der gesamte Inhalt hellchromgelb. Die
Blasenzellen sind optisch leer, ihre Membran leuchtet zart
himmelblau.

Am 1953 untersuchten Neapeler Material wurden die Rasen
sorgfiltig zerteilt und die verzweigten Einzelzellen untersucht. An
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ihrem Grund lagen oft Anhdufungen von Tetrasporangien und an
den opponiert oder einseitig gefiederten Astchen hdufig die art-
typischen Blasenzellen. Beide waren fast in allen Entwicklungs-
stufen vorhanden. Der Zellinhalt zeigte anfangs nur in einigen
Hauptfadenzellen Degenerationserscheinungen, nach einigen Tagen
verbreiteten sich diese vom Hauptfaden in die Astchen und distal
fortschreitend in diesen weiter, bis endlich nur mehr wenige Zellen
der Spitzen der Endfiederchen unverindert aussahen. Erfahrungs-
gemif zeigen ja bei Rotalgen oft die jlingsten Zellen die hochste
Resistenz gegen verschiedene schidliche Einfliilsse (Child 1916,

Abb. 2. Oben Blasenzellen verschiedenen Alters, unten Tetrasporangien
verschiedenen Alters.

Kylin 1927, Biebl 1937 a, 1939 b). Noch resistenter waren aber
die Tetrasporen in den reifen Tetrasporangien, die manchmal noch
vollig unverdndert aussahen, wenn sogar die jiingsten Zellen am
gleichen Astchen bereits Anzeichen von Degeneration zeigten.
Hingegen degenerierten die Blasenzellen rascher.

Im weiBen Licht erschienen bei schwacher Vergroéflerung an-
fangs die Inhalte aller Zellen rosa, spiter orangebraun, endlich
olivgriin, am dunkelsten die reifen Tetrasporen. Nur die Blasenzellen
waren anfangs kornig und farblos, voll entwickelte waren klar,
sehr stark lichtbrechend und farblos, gelblich oder auch griinlich.
Die Zellwiinde aller Zellen waren ungefirbt oder etwas gelblich. Bei
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starker Vergroferung erkannte man, daB die Rhodoplasten an-
fangs allein rosa gefirbt waren, daf aber mit fortschreitender
Degeneration der Farbstoff andere Zellinhalte firbt, dafl ferner
die Zellwinde der Tetrasporangien, auch jiingerer und &lterer
Hauptfadenzellen, zweischichtig sind.

Im UV-Licht zeigten schon bei der ersten Untersuchung des
noch ziemlich frischen Materials die im Tageslicht einheitlich rosa
erscheinenden Zellen ein ungemein farbenpriichtiges Bild: Die
intakt aussehenden Zellen lieBen auf optisch fast leerem Grund
die mennigroten Rhodoplasten erkennen. Die Inhalte anderer
Zellen leuchteten zur Ginze graugelb bis grell hellchromgelb mit

Abb. 3. Zerfallserscheinungen im Zellinhalt eines erwachsenen
Tetrasporangiums und alter IFadenzellen.

verblassenden Schatten der Rhodoplasten. In ganz vereinzelten
Zellen leuchteten die Inhalte schwach tintenblau oder waren
optisch leer. Der Inhalt junger Tetrasporen war menniggelb, heran-
reifender orangerot und ausgereifter grell feuerrot (Resistenzunter-
schied!). Der Inhalt junger Blasenzellen erschien gelblichgrau,
dlterer optisch leer oder tintenblau. Ebensolche Farbe zeigten auch
Zellen einiger Hauptfiden. (Die Chromatophoren einiger lebender
Diatomeen leuchteten blutrot.) Die Zellwidnde waren meist optisch
leer, nur die Winde abgestorbener Zellen ohne Inhalt zart korn-
blumenblau. Interessant waren die Zellwinde reifer Tetrasporan-
gien und ganz alter Hauptfadenzellen: die innere Zell-
wandlamelle leuchtete mehr oder weniger stark grau-
gelb,diediuBerewar dunkel Beim Absterben wurde das
Leuchten der Innenlamelle stirker, und auch die AuBenlamelle
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begann in gleicher, Farbe aber schwicher zu leuchten. — Kylin
(1937) sagt: ,,In den Zellwénden der Rhodophyceen (s. I. Bangiales
und Florideae) sind im allgemeinen zwei verschiedene Schichten
gut erkennbar, von denen die innere aus Zellulose, die duBere aus
Pektinverbindungen besteht.“® Nach Biinning (1935) hebt sich
bei Callithamnion roseum ,,innerhalb der Zellwand deutlich eine
innere Lamelle ab, deren Dicke etwa ein Viertel bis ein Drittel der
gesamten Wanddicke betrdgt, und diese Lamelle zeichnet sich
durch intensive Firbbarkeit mit Methylenblau (0,01 %ige Losung)
aus, wihrend der iibrige Teil der Zellwand fast ungeféirbt bleibt*.
Dies spricht wohl fiir erhohten Pektingehalt der inneren Zellwand-
lamelle. Biinnin g beobachtete auch, daf§ kurze Zeit nach dem
Zelltod, wenn der Farbstoff aus den Chromatophoren austritt, auch
die duBere, sonst nicht farbbare Lamelle mit Methylenblau firb-
bar wird.

Ob bei Adntithamnion eine gelbe zarte dullere Begrenzung
dieser Zellen nur auf Reflexwirkung der grell hellgelb leuchtenden
Zellinhalte toter Zellen beruhte oder auf dem Selbstleuchten einer
sehr zarten dulleren Membranschicht (Kutikula), konnte nicht ent-
schieden werden. Mit fortschreitendem Absterben nahm die Zahl
der Zellen mit leuchtendem Inhalt stark zu. Endlich strahlten die
Inhalte fast aller Zellen in grellem Hellgelb; nur die reifen Tetra-
sporen leuchteten noch immer grell feuerrot, die jungen jetzt auch
hellgelb. Zuletzt verblaBte das Leuchten, d. h. es leuchteten in den
Fadenzellen nicht mehr die ganzen Inhalte, sondern nur noch eigen-
timlich geformte Reste; vielleicht handelt es sich um die Inhalte
geschrumpfter Vakuolen (Abb. 3). Auch das Feuerrot der Tetra-
sporen wich einem leuchtendem Hellgelb, worin zuerst noch feuer-
rote Wolkungen zu erkennen waren, die aber immer mehr ver-
schwanden.

Von den 1933 gepriiften Florideen aus Griechenland seien
noch folgende genannt:

Polysiphonia sertularioides: In den lebenden Zellen erscheinen
im Fluoreszenzmikroskop die Chromatophoren mennigrot auf
dunklem, optisch leerem Grund.

Polysiphonia sp.: Die lebenden Zellen fluoreszieren mennigrot,
die toten hell chromgelb.

* Bei Furcellaria fastigiata sind nach Kylin (1943) die Zellwinde
aus Zellulose und einem mit Agar-Agar nahe verwandten Membranschleim
aufgebaut. ,,Beide Substanzen sind miteinander gemischt, Zellulose jedoch
hauptsdchlich in den inneren, der Membranschleim hauptsichlich in den
duBeren Teilen der Zellwidnde.“
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Heterosiphonia sp. (aus Nauplia): Die Plastiden sind in in-
takten Zellen mennigrot, alles andere ist farblos. Bei verletzten
Fdden ist der Zellinhalt blau, auch wenn die mennigroten Chro-
matophoren noch erhalten sind; anscheinend ist das Blau auf die
Vakuolen beschrinkt. Die Erscheinung bleibt an frischem,
reicherem Material zu untersuchen.

Griffithsia Schousboei und zwei weitere Griffithsia sp.: Die
lebenden Zellen sind im UV-Licht matt orangerot (etwa wie tote
Zellen im WeiBllicht), die toten Zellen grell hellgelb. Der Unter-
schied ist hier besonders auffillig.

Callithamnion sp. (aus Katakolon): Bei schwacher Vergrofie-
rung erscheinen lebende Zellen mattrot, tote Zellen gelb, in leeren
ist die Zellwandung himmelblau. Bei mittlerer Vergroferung er-
kennt man in den lebenden, mattroten Zellen die bldulich grauen
Kerne, bei starker erkennt man die mennigroten Chromatophoren.
In den grell hellchromgelb aufleuchtenden toten Zellen sieht man
im Inneren einen helleren Sack (den geschrumpften Protoplasten
oder den Tonoplasten mit seinem Inhalt?).

Bei der Braunalge Ectocarpus olympiccus aus Katakolon (det. Pro-
fessor V. Schiffner) leuchten im Fluoreszenzlicht die Chromatophoren — wie
bei anderen Phaeophyten — alle dunkelblutrot, also ganz so wie bei
Diatomeen oder bei Griinalgen. Ein kleiner Rotalgenkeimling, der am
Ectocarpus aufsall, war abgestorben und leuchtete hell chromgelb.

Aus der Klasse der Bangiales fand sich in einem Material ein
einzelner Faden von Bangia ceramicola (Lyngb.) Chauv. mit stern-
formigen Chromatophoren. Er zeigt im UV-Licht ebenfalls mennig-
rote Fluoreszenz der lebenden und grell hellchromgelbe Fluores-
zenz der toten Zellen.

Im Sommer 1953 ergab sich die Gelegenheit, frisches Helgo-
Iinder Rotalgenmaterial im Hamburger Institut fiir Allgemeine
Botanik fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen. Die Befunde
werden im einzelnen an anderen Orten beschrieben (H6fler u.
Diivel 1954). Unsere Grundbeobachtung konnte an 5 weiteren
Arten — den Florideen Delesseria alata (Huds.) Lamour (= Mem-
branoptera alata Kylin), Delesseria sanguinea Lamour (= Hydro-
lapathum sanguineum [L.] Stackh.), Ceramium rubrum (Huds.)
Ag. und den Bangieen Bangia atropurpurea und Porphyra winbili-
calis (L.) Kiitz. f. laciniata (Lighlf.) J. Ag. — bestiitigt werden.
Zellen mit lebenden Rhodoplasten fluoreszieren matt mennigrot,
tote Zellen grellgelb.

Bei vielen Arten hat sich also gezeigt, daf} lebende und tote
Zellen im weien Licht schwer zu unterscheiden sind, absterbende
wohl iiberhaupt nicht zu erkennen sind, dal aber die Eigenfluores-
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zenz aullerordentlich verschieden ist. Es 1dft sich daher an den
untersuchten Arten im UV-Licht auf einen Blick er-
kennen, ob ihre Zellen lebend sind, ob sie abzu-
sterben beginnen, ob sie tot sind.

I1. Besprechung.
a) Zur Literatur.

Seit langer Zeit ist bekannt, daB die wiBrigen Losungen von
Phykoerythrin und Phykocyan im auffallenden kurzwelligen bzw.
UV-Licht lebhaft fluoreszieren. Nach Kylin erscheint reine
Phykoerythrinlosung im durchfallenden Licht bei geringer Kon-
zentration karminrot mit leicht violettem Ton, bei hoherer spielt
die Farbe nach Orange. Die Losung von Florideen-Phykoeyan (aus
Ceramiwm rubrum) zeigt eine stark dunkel karminrote Fluoreszenz
und ist im durchfallenden Licht indigoblau, bei starker Konzen-
tration violett bis rotviolett.

Die Plastiden der Rhodophyten enthalten bekanntlich sowie
die der griinen Pflanzen die alkoholloslichen Farbstoffe Chloro-
phyll a (vielleicht auch Chlorophyll d), Karotin und Xanthophyll
und dazu die wasserloslichen Farbstoffe Phykoerythrin und Phyko-
cyan. Die EiweiBnatur dieser beiden hat Molisch (1894, 1895)
nachgewiesen; er hat auch beide zum Kristallisieren gebracht.
Reine Losungen beider Pigmente wurden zuerst von Kylin
(1910) hergestellt, der uns auch in seiner ,,Anatomie der Rhodo-
phyceen® (1937) die beste zusammenfassende Darstellung unter
Beriicksichtigung der gesamten Literatur bis 1935 gegeben hat.
Er hat die beiden chemisch verwandten Farbstoffe als Phyko-
chromoproteide zusammengefafit. Seit Lemberg (1929) zu dem
Ergebnis kam, dafl die prosthetischen Gruppen den Gallenfarb-
stoffen nahestehen, sind die Chromoproteide auch als Phyko-
erythrobilin und Phykocyanobilin und beide zusammen als
Phykobiline bezeichnet worden.

Auf Xylins Anregung hat sich The Svedberg (1928
bis 1932) eingehend mit der Bestimmung des Molekulargewichtes
beider Proteide beschiftigt. Er hat im Upsalienser Laboratorium
seine Methoden der Ultrazentrifugierung (Sedimentationsgleich-
gewicht und Sedimentationsgeschwindigkeit) zur Anwendung
gebracht. Er erhilt fiir das Phykoerythrin der Florideen als wahr-
scheinlichen Wert ein Molekulargewicht von 208.000 + 8000. Die
Angaben beziehen sich auf wiBrige Losungen von Phykoerythrin,
das mit Ammoniumsulfat gereinigt worden war. Svedberg
glaubt annehmen zu diirfen, daB das natiirliche Phykoerythrin in
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bezug auf das Molekulargewicht wahrscheinlich mit dem gereinigten
Produkt iibereinstimmt. An einem Originalpriparat Kylins, wel-
ches 17 Jahre lang in kristallisierter Form unter gesittigter Losung
von (NH,),S0, aufbewahrt worden war, zeigten 67% der Mole-
kiile noch das Molekulargewicht 208.000, 33 % ein kleineres (wahr-
scheinlich ein Sechstel oder ein Achtel). Bei Ceramium rubrum war
das Molekulargewicht von Phykoerythrin zu 207.700, das des
gleichzeitig anwesenden Phykocyans zuniichst zu 106.000 + 5000
bestimmt worden. Nach spiterer Bestimmung (1932) wire aber
auch das Molekulargewicht des Phykocyans 209.000 bei mittlerem
pg-Bereich, wihrend die Molekiile bei extremerem py zerfallen und
im Ubergangsbereich das halbe Molekulargewicht vom normalen
zeigen. Von Mittelmeeralgen hat Svedberg in Neapel Bornetia
secundiflora (J. Ag.) Thur., Griffithsia furcellate J. Ag. und Seb-
denia monardinia (Mont.) Berth. untersucht, welche trotz ihrer
wesentlich anderen Lichtabsorption (Gaetano 1926) doch bei
UV-Bestrahlung Licht von gleicher Wellenlinge zeigten; es diirfte
sich blof um Intensitéits-, nicht um qualitative Unterschiede gegen-
itber den Chromoproteiden von Ceramium handeln. — Der IEP
liegt nach Tis elius’ Bestimmungen fiir Phykoerythrin bei py 4,3,
fiir Phykocyan bei py4,5.

Dem Gedanken Svedbergs, dall die Phykochromoproteide
im wesentlichen Polymere des Ei-Albumins vom Molekulargewicht
34.500 darstellen, hitte wohl auch zur Zeit der Sve dber gschen
Arbeiten kein Botaniker zugestimmt; auch bleibt die wesentliche
Eigenschaft der Strahlenabsorption bei dieser Vorstellung unbe-
riicksichtigt. Lembergs Ergebnis, wonach die prosthetischen
Gruppen der Phykochromoproteide den Gallenfarbstoffen, und
zwar dem Biliverdin, nahestehen, hat in der Literatur recht
allgemein Eingang gefunden. Es ist dies eine Tetrapyrrolver-
bindung mit offenem Ring, die sich vom Hi#moglobin nur durch
den Mangel des Eisenatoms sowie dadurch unterscheidet, dafi die
a-CH-Briicke zwischen den Pyrrolringen I und II fehlt. Die Pyrrol-
ringe bilden daher nicht wie beim Chlorophyll einen Ring, sondern
nur eine Iette. Nach E gle (1953) erbrachten ,,die Strukturauf-
kldrung des Mesobiliviolins und Mesobilierythrins, der prostheti-
schen Gruppen des Phykocyans und Phykoerythrins, durch L e m-
berg und Mitarbeiter sowie die Ergebnisse von W. Siedel
(1944) den Beweis, daf} diese Verbindungen dem Protoporphyrin 9
in struktureller Beziehung sehr nahestehen, so daB sie sich wahr-
scheinlich auch in ihrer Genese von diesem ableiten lassen.

Die Verteilung der Absorptionsbidnder im Spektrum
der wibBrigen Losung der Phykobiline ist von zahlreichen For-
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schern studiert worden. Man stellt die Losung aus den Meeres-
algen so her, daf§ man frisches Material mit destilliertem H,O iiber-
gieBt und bei Zimmertemperatur oder 35—40° C stehen I:#Bt, bis
sich der Farbstoff aus der abgestorbenen Algenmasse herauslost.
Kylin setzt nach einem Tag etwas Toluol zu, um Fiulnis zu
vermeiden. Nach einigen Tagen wird der Extrakt abfiltriert, mit
kristallisiertem Ammoniumsulfat (10—12 g auf 100 cm?®) versetzt
und iiber Nacht stehengelassen. Der entstehende Niederschlag
besteht hauptsichlich aus Phykoerythrinkristallen. Nach einigem
Umbkristallisieren mit (NH,),SO, erh&dlt man reines Phykoerythrin.
Wird der iibrigbleibende Extrakt neuerlich mit Ammonsulfat ver-
setzt, so fallen beide Proteide aus. Nach fraktioniertem Umkristal-
lisieren wird auch reines Florideen-Phykocyan gewonnen.

Die Absorptionsspektra zeigen fiir das Phykoerythrin aus
Ceranium rubrum drei Bander im Griin und Blau mit Maxima bei
A 569—565 pp, A 541—537 wu und A 498—492 wu. Bei Poly-
siphonia und Rhodomela gibt es eine Modifikation, die schwicher
fluoresziert, aber &hnliche Absorptionsbidnder zeigt. Doch werden
die Rhodomelaceen, wenn sie in SiiBwasser absterben, makro-
skopisch gesehen, nicht orangegelb wie die iibrigen Florideen.
Andere Modifikationen mit nur zwei Absorptionsbindern (Band 3
und 1 entsprechend) finden sich bei Neapler Material von Sebdenia
monardinia. Daf die wiBrigen Ausziige aus verschiedenen Neapler
Rotalgen am Tageslicht ganz verschiedene Firbung haben, hat
schon Gaetano gezeigt; doch sollen sie, wic erwahnt, ein Fluo-
reszenzlicht von etwa gleicher Wellenlinge geben. Die roten
(Meeres-) Cyanophyceen enthalten nach Boresch (1921) eine be-
sondere Phykoerythrinmodifikation, die nur ein Band im Griin mit
dem Maximum um A 550 po zeigt. —

DaB die Chromoproteide bei der Absorptionderphoto-
synthetisch wirksamen Strahlen die wichtigste Rolle
spielen, steht heute wohl aufler Zweifel (Montfort, Seybold,
Seybold u. Egle, Seybold uu Weissweiler). Kylin
hielt noch 1937 fiir wahrscheinlich, daf das Phykoerythrin nur
einen optischen Sensibilator darstellt, und er glaubte die Moglich-
keit, daB es in derselben Weise wie Chlorophyll assimilierend
wirkt, ausschliefen zu konnen. Dagegen gelangen Haxo und
Blinks (1950), denen wir die eingehendste und methodisch
exakteste Untersuchung iiber Absorption und Assimilation von
Meeresalgen im sichtbaren Spektrum verdanken, zu dem Ergebnis,
daB der Gehalt an wasserldslichen Phykoproteiden die photo-
synthetische Leistung bestimmt. Fiir Rotalgen, die nur Phyko-
erythrin, kein Phykocyan enthalten (Delesseria, Schizymenia,
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Porphyrella) tillt die Kurve der Assimilation und Lichtabsorption
im mittleren Teil des sichtbaren Spektrums zusammen, und beide
Kurven zeigen iibereinstimmende Gipfelpunkte bei 495, 540, 565 puc.
Vgl. die Diagramme bei Haxo und Blinks S. 411—417. Das
Chlorophyll — das ja in den Rotalgenplastiden oft recht reichlich
vorhanden ist (Seybold u. Egle 1938) — wird dagegen iiber-
raschenderweise fiir die O-Produktion nur wenig ausgeniitzt. Die
photosynthetische Leistung der genannten Rotalgen bleibt bei
440 ppe und bei 675 wu minimal, wo doch das Chlorophyll am
starksten absorbiert und daher die Absorptionskurve der intakten
Thalli relative Maxima zeigt.

Haxo und Blinks berithren die Frage, ob die Strahlen-
absorption von Extrakten der Absorption im intakten Algenthallus
entsprechen miisse. ,,It must be admitted, in the case of the fat-
soluble pigments, that the relative absorption by chlorophylls and
carotinoids found in extracts may bear little relation to that ob-
taining in the cell: thus, this uncertainty prevails in appraising the
role of carotinoids in photosynthesis. Fortunately, the absorption
characteristic of the phycobilins are much the some in aqueous
extracts and in the living thallus and a more divect comparison
seems permissible. On the other hand, quantitative extraction and
estimation of the water-soluble pigments are not as feasible.*

b) Diskussion.

Hier miissen nun unsere Befunde eintreten. Die Fluoreszenz
des Phykoerythrins bzw. der Rhodoplasten innerhalb der Zelle
war wohl vor unseren Versuchen von 1933 noch nicht beobachtet
worden. Denn Kylin, Lemberg und Svedberg haben nicht
mit dem Fluoreszenzmikroskop gearbeitet. Auch aus neuerer Zeit
sind uns mikroskopische Befunde zur Frage nicht hekannt.

Das Uberraschende an unserer ersten Beobachtung war ja
nicht so sehr die Tatsache, daBl der beim Zelltode in den Zellsaft
austretende Phykoerithrinfarbstoff im UV-Mikroskop dieselbe grell-
gelbe Fluoreszenz aufweist, die makroskopisch von wiBrigen Aus-
ziigen so wohlbekannt ist, als vielmehr die Tatsache, dafl der
Farbstoff innerhalb der lebenden, intakten
Plastiden der Rotalgen, mikroskopisch be-
trachtet, noch nicht gelb fluoresziert.

Man konnte an verschiedene Ursachen denken. Das gleich-
zeitig vorhandene Chlorophyll konnte die Eigenfluoreszenz des
Phykoerythrins iiberstrahlen. Gegen diesen einfachen Erklarungs-
versuch spricht aber schon, daff das Algenrot, wenn es in den Zell-
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saft tibertritt und dabei noch vielfach verdiinnt wird, doch so in-
tensiv in chromgelber Farbe leuchtet, daf es die Rotfluoreszenz
der chlorophyllhaltigen, im WeiBllicht griinen Plastidenreste weit
iiberstrahlt. — Es lieBe sich ferner an Fluoreszenzléschung durch
hohe Konzentration denken, aber fiir eine solche Annahme spricht
wohl nichts.

Am wahrscheinlichsten ist, daB der Phykoerythrin-
farbstoff erst in dem Moment seine gelbe Fluo-
reszenz annimmt, woerinwidflrige Losung tritt.
Dafiir sprechen auch neue Beobachtungen an Helgolinder Rot-
algen vom Sommer 1953. In Siilwasser gebracht, sterben die Thalli
von Delesseria sanguinea, D. alata und Bangic atropurpurea —
dank ihrer geringeren Hypotonieempfindlichkeit (Biebl 1937) —
viel langsamer ab als z. B. Nitophyllum punctatum, dessen
Nekroseablauf in H,O im Tageslichtmikroskop schon friiher in
Neapel ausfiihrlich studiert wurde (H6 fler 1931). Bei den Deles-
serien und bei Bangie schwellen im SiiBwasser die roten Plastiden
erst stark auf und bleiben dabei noch rot im UV-Licht. Im Verlauf
der Nekrose tritt dann die gelbe Fluoreszenz zuerst in den
Plastiden auf (vgl. Hofler und Diivel 1954). Der Wechsel der
Fluoreszenzfarbe erfolgt also schon innerhalb der Plastiden und
vollzieht sich wohl in dem Augenblick, wo hier bei der Nekrose
durch Entmischung wéfirige Phase frei wird. Wenn dann die
Plastiden platzen, teilt sich die grellgelbe Fluoreszenz dem ganzen,
von wilbriger Losung erfiillten Zellsaftraum mit.

Der in den intakten Plastiden enthaltene Farbstoff zeigt die
gelbe Fluoreszenz noch nicht. Daraus folgt aber wohl, daf3 er in
physikalisch-chemischer Hinsicht anders beschaffen ist als der aus-
getretene bzw. extrahierte Farbstoff. Nur auf diesen beziehen sich
aber alle bisherigen chemischen Untersuchungen.

Wir wissen heute nicht, wie das Phykoerythrin natiirlicher-
weise im Stroma der Rotalgenplastiden gebunden ist. Die Beob-
achtungen vieler Forscher haben (Kylin 1937, S.14) ,zur Auf-
fassung geleitet, daf sich die Chromatophoren der Florideen fast
im fliissigen Aggregatzustand befinden (Kiister 1904, 1951,
S. 863f, Liebald 1913, Hofler 1931, 1937, Bieb1 1936 f.).
Der an dntithamnion cruciatum gefiithrte Nachweis vital rever-
sibler osmotischer Volumsschwankungen der Plastiden (Hofler
1931, S.61) konnte zur Vorstellung AnlaB geben, daf wiBrige
Phase schon in den intakten Plastiden vorhanden wire und daB
in ihr die wasserlgslichen Pigmente gelost wiren. Die beschrie-
benen Beobachtungen widerlegen eine solche Vorstellung, denn
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beim Ubergang von der natiirlichen Bindung im Plastidenstroma
zum wassergelosten Zustand tritt ja die Gelbfluoreszenz erst auf.
Welcher Art die mit diesem Ubergang verbundenen physiko-
chemischen Verdnderungen des Phykoerythrinfarbstoffes sind,
bleibt aufzukliren.

Unsere Auffassung wird gestiitzt durch jiingste orientierende
Versuche vom Dezember 1953. Delesseric alate aus Helgoland
stand im Wiener Institut noch in gutem Zustand zur Verfiigung,
Lebende, intakte Zellen waren im UV-Licht mennigrot, im SiiB-
wasser stellte sich, wie am frisch gesammelten Material, von der
Schnittfliche fortschreitend, grellgelbe Fluoreszenz ein. Wurden
solche Thallusstiicke in konzentrierten Methylalkohol iibertragen.
so ging mit der Nekrose eine rasche Welle von Gelbfirbung durch
die Thalli. Gleich nachher kehrte die rote Farbe zuriick. In abge-
schnittenen bandformigen Thalluslappen nahm der gelbe, nach
innen fortschreitende, einige Zellen breite Streifen die Form einer
steilen Hyperbel an. Nachher 1ost sich das Chlorophyll raseh mit
leuchtend blutroter Fluoreszenz im umgebenden Alkohol. Die Farbe
kontrastiert gegen die matt mennigrote Farbe des Thallus, in
welchem das Phykoerythrin zuriickgeblieben ist. Bringt man die
Thalluslappen direkt in konzentriertes Methanol, so bleiben die
Zellen mennigrot, wenn das Chlorophyll blutrot herausgelost wor-
den ist. Das Phykoerythrin, in Alkohol unldslich, bleibt also auch
in toten Zellen rot, wo es nicht ins wiBrige Medium {ibertritt.
Werden in Alkohol getdtete Thallusteile nachtriglich in Wasser
iiberfiihrt, so firben sie sich nicht mehr gelb. Vermutlich ist das
Phykoerythrin als Proteid durch die Alkoholwirkung denaturiert
worden und so nicht mehr zur Umwandlung in den wasserloslich
gelb fluoreszierenden Zustand fihig.

Es ist also die Gelbverfirbung im UV-Licht eine Todesreak-
tion, verbleibende Rotfirbung der Thalli aber keine allgemein
giiltige Lebensreaktion.

Von Interesse ist in diesem Zusammenhang endlich die Fest-
stellung Biebls (1952) iiber die Absorption verschiedener Meeres-
algen im ultravioletten Strahlenbereich. Bie bl fand, daB3 die Ab-
sorptionskurven der beiden von ihm untersuchten Florideen
Phycodris und Polyneura im weichen Ultraviolett, d. i. im Wellen-
lingenbereich von 380—290 uu, ein breites Absorptionsminimum
zeigen, wihrend Griin- und Braunalgen (und ebenso Porphyra) im
gleichen Bereich sogar verstidrkt absorbieren. Es wire zu unter-
suchen, ob sich nicht intakte Thalli und wiBrige Losung ver-
schieden verhalten, d. h. ob das wassergeliste, gelb fluoreszierende
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Phykoerythrin nicht stirker absorbiert als das native. — Im kurz-
welligen, harten UV (290—200 uw) verlaufen nach Biebl die
Absorptionskurven der Griin- und Rotalgen flach und annihernd
parallel ohne spezifische Unterschiede.

Anmerkung bei der Korrektur:

Aus einer Arbeit von R. W. van Norman, C. S. French and
FergusD. H MacDowall (1948), die uns erst jetzt zuginglich wurde,
geht hervor, daff die Fluoreszenzspektra von intakten Rotalgen und ihren
Extrakten sehr verschieden sind. Wihrend die Fluoreszenz des Phycoery-
thrinextraktes ein Maximum um 575 mx (und die des Chlorophyllextraktes
eines um 707 mg) hat, ist dieses Phycoerythrinmaximum bei intakten Rot-
algen nur schwach ausgebildet. “It must therefore be concluded that the
fluorescence spectrum of the phycoerythrin and of the chlorophyll is widely
different in the intact algae from its shape in extracts, or that other pig-
ments not present in either the water or the methyl alcohol extracts are
causing some of the fluorescence of the intact material.” — Unsere mikro-
skopischen Befunde sprechen — beziiglich des Phycoerythring — fiir die
erstere Alternative.
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