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0 Einleitung

Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war es, fiir die Anlage von
Zooplankton-Kulturen und fir spatere strahlenbiologische Arbeiten die opti-
malen Bedingungen fir Kulturen einzelliger Grinalgen im Laboratorium zu
untersuchen.

Die Arten der Gattung Dunaliella haben sich fir die Bearbeitung wissen-
schafilicher Fragestellungen und als Futterorganismen schon in einigen marin-
biologischen Instituten bewidhrt. Daher wurde fir die Versuche Dunaliella
euchlora LErcHE, 1937 herangezogen.

Es war von vornherein nicht beabsichtigt, sterile Kulturen anzulegen, je-
doch wurde die Zahl der Bakterien in Grenzen gehalten, in denen ein splr-
barer Einflufl auf den Entwicklungsverlauf der Kultur nicht anzunehmen war.

Der Begriff ,Reinkultur® ist in dem von ScHrEBER (1927) defihierten Sinne gebraucht:
LEine Reinkultur’ enthilt konventionell aufler dem kultivierten Organismus nur noch wn-
schiadliche Bakterien, die Bezeichnung ,absolute Reinkultur® schlieft auch Bakterien aus.”

Den Herren Dr. H. J. Aurican, List, und Dr. P. Kornmanw, Helgoland, danke ich fir

wertvolle Literaturhinweise, letzterem auch fiir die Uberlassung des Impfmaterials von Duna-
liella.

Mit diesen Untersuchungen wird an der Biologischen Anstalt Helgoland
eine Tradition wiederaufgenommen, die auf E. ScareiBeEr zuriickgeht, der
bereits in den zwanziger Jahren auf Helgoland marine Diatomeen und eine
Chlorophycee kultivierte.

] Methodik

Das Ansetzen der Nahriosungen erfolgte auf der Grundlage natiirlichen
Seewassers, das der Seewasserleitung der Biologischen Anstalt entnommen
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wurde. Dieses Wasser kommt durch eine Pumpleitung von der NO-Mole aus
der freien See. Grobere Partikel kénnen in den Tiefbehéltern sedimentieren.
Vor Gebrauch wurde dieses Wasser durch eine Seitz-Kldrscheibe Nr. 5 gefiltert.
Bei den ersten Versuchen erhitzten wir anschlielend nur bis 65° C, weil Beden-
ken bestanden, daf es bei stirkerer Erwdrmung zu Ausfdllungen im Seewasser
und dadurch zu unerwinschten Nebenwirkungen kommen koénnte. Diese Be-
denken erwiesen sich jedoch als nicht gerechtfertigt, so dafl spéter nicht nur
gekocht, sondern sogar autoklaviert wurde. Eventuelle Verdanderungen im
Seewasser fanden in einer Richtung bzw. in einem Ausmafe statt, die die
Kulturen nicht unglinstig beeinflufiten.

Es wurde streng darauf geachtet, fiir die Versuchsserien stets nur Seewas-
ser aus einer bestimmten Vorratsflasche zu verwenden, um so einheitliche Be-
schaffenheit zu gewahrleisten.

Als Kulturgefafie dienten Rundkolben von 500 ml Inhalt, mit der angege-
benen Menge gefiillt. Bei einigen Versuchen wurden 700-ml-Scheidetrichter,
12-1-Vollglasaquarien und 55-1-Glasballons verwendet.

Die Kulturen entwickelten sich bei Dauerlicht von ungefahr 2200 Lux und
einer Temperatur von 22 + 2°C. Eine Tageslichtréhre vom Typ Sylvania
F 40 T 12/D, 40 W lieferte das Licht.

Fir Nihrlosungen mit Erdextrakt bereiteten wir ein Dekokt auf folgende
Weise: Die Erde wird mit der zwei- bis dreifachen Wassermenge etwa zwei
Stunden gekocht. In dieser Zeit verdampft ein grofler Teil des Wassers, so daff
man nach Erkalten etwa so viel Filtrat erhalt, wie vorher Erde eingemessen
wurde.

Zur Auszihlung der Kulturdichte erwiesen sich Blutzihlkammern mit
Netzteilung nach Buerker am zweckmifligsten. Von den neun vorhandenen
Gruppenquadraten wurden im allgemeinen zehnmal die fiinf ausgezahlt, die
sich nur mit einer Ecke beriihren, so dafl jeder Punkt der Kurven das Mittel
aus 50 Einzelwerten darstellt.

Die Ergebnisse der Zahlungen wurden statistisch ausgewertet (vgl. LINDER
1953). Dazu waren von vornherein einige Voraussetzungen einzuhalten: 1. die
Versuche wurden mehrfach wiederholt, 2. die Zuteilung der Verfahren erfolgte
zufillig, 3. wurden die Versuche zu Blécken zusammengefaft.

Bei der Auswertung zeigte sich zuerst durch den y%2-Test, ob die Grund-
gesamtheiten dieselbe Streuung s ? hatten. War das der Fall, so erschlof} sich
damit der Weg fir die Anwendung von F- und t-Test. Der F-Test ergab, ob
iiberhaupt signifikante Differenzen zwischen den Gruppenmitteln vorhanden
waren und der t-Test zeigte an, wo diese Differenzen liegen. Die t-Werte sind
in den folgenden Tabellen mitaufgefiihrt.

2 Bisherige Ergebnisse

Die Geschichte der Anlage von Kulturen einzelliger mariner Algen ist
verkniipft mit der Geschichte der Sifiwasseralgenkulturen. Viele wertvolle
Erfahrungen, gewonnen vor allem an Chlorella- und Scenedesmus-Arten, lie-
Ren sich sinnentsprechend iibertragen. PriNgsHEIM (1954) hat einen Grofiteil
dieser Erfahrungen in einer Kulturanleitung zusammengefafit.

MiqueL (1890/93) publizierte zuerst Ergebnisse iiber Diatomeen-Kulturen,
AvrLeN & NreLson (1907) entwickelten darauf aufbauend eine Néhrlosung, mit
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der sie unter anderem bei Ghaetoceras, Biddulphia, Skeletonema und Coscino-
discus gute Erfolge erzielten. Die Rezepte dieser und weiterer Néhrlésungen
sind bei Provasori, McLauvcHLIN & Droor (1957) ibersichtlich und verglei-
chend dargestellt.

Der Losung von MiguEeL dhnlich ist die von HoucaTON GILL (VAN HEURCK
1893/96, 1897), das von RicHTER (1903, 1904) angegebene Medium ist beson-
ders fiir Diatomeen geeignet (MANGERET & CHABERT 1953). Stacno D’ALcon-
TrES, Lamonica, Poriment Contt & Lino (1960) verwenden noch in jungster
Zeit fir ihre Massenkultur eine Mineralsalz-Spurenelemente-Kombination des
gleichen Prinzips.

Ein grofler Schritt vorwirts war die Einfithrung von Erdextrakt als Zu-
satz zum Kulturmedium durch Fey~ (1934) auf der Grundlage der Néhrlésung
von ScurEIBER (1927). Diese ,Erdschreiberlosung® hat sich fir eine Vielzahl
von Algen sehr gut bewihrt und liefert auch jetzt noch die hochsten Popula-
tionsdichten. Sie ist besonders geeignet fir die Anlage von Massenkulturen
{(Wisery & Purpay 1961).

Der Nachteil dieser mit Erdschreiberlosung versetzten Kulturen ist in der
weitgehend unbekannten Zusammensetzung des Erdextraktes begriindet. Viel-
leicht liegt der Grund firr seine besondere Wirksamkeit in dem Gehalt an
komplexen Metallverbindungen, vielleicht im Vitamingehalt. In beiden Rich-
tungen sind eine Reihe von Untersuchungen vorgenommen worden.

Anstelle von Erdextrakt setzte SweeNey (1954) als Chelatbildner Athylen-
diamintetraessigsaure (ADTE) zu, auflerdem Vitamin Bi2. Diese Losung ist fiir
den Dinoflagellaten Gymnodinium splendens und viele andere Einzeller gut
geeignet. Nach Provasort & PintNer (1953) miissen jedoch Zn-, Mn-, Cu-
und Co-Salze zugefiigt werden, um den Verlust an freien Ionen durch ADTE
auszugleichen. Vitamin Biz wird von vielen niederen und héheren Algen ge-
braucht. Von 25 Algen enthielten 23 groflere Mengen Bie. Am starksten ist die
Konzentration nach unseren bisherigen Kenntnissen bei Uaucheria dichotoma
mit 2,8 y pro g Trockenmasse (LunpiN & Ericson 1955). Als Primarquelle
dienen wahrscheinlich epiphytische Bakterien: von 34 isolierten Bakterienarten
konnten 24 Biz produzieren, und zwar erzeugten Bakterien von Bie-armen
Algen wenig Biz, Bakterien von Biz-reichen Algen viel. Das Vitamin wird vor
allem in der Zellwand gespeichert: die einzellige Griinalge Ualonia enthilt in
der Wand 0,2 v Bi2 pro g Trockengewicht, im Protoplasma dagegen weniger
als 0,001 y. Der Bedarf an Vitamin Byz ist bei vielen Arten hoch. Darauf auf-
bauend konnten Hamiton, Hutner & Provasorr (1952) eine biologische Be-
stimmungsmethode mit Hilfe von Chrysomonaden fiir dieses Vitamin vor-
schlagen. Phototrophe Arten verlangen im allgemeinen nur Vitamin Bie, Thia-
min und Biotin (Provasorr 1960). Dunaliella macht eine Ausnahme: sie
braucht kein Biz (ProvasoLr 1956).

Eine weitere Erhohung der Ausbeute ist mit pflanzlichen Wuchshormonen
versucht worden, vor allem an héheren Algen. ALceus konnte durch §-Indolyl-
essigsiure die Zellzahl erhdhen, nicht aber die Zellgrofie (zitiert nach THiMANN
% BerH 1959). Mit Gibberellinsidure konnten BurperT & TUurnsuLL (1960) bei
Chlamydomonas moewusii zunachst die Zellzahl steigern, die Zellgrofie er-
reichte nach etwa neun Tagen die der Zellen im Kontrollversuch. Demgegen-
iiber soll die Biomasse bei Verwendung von Substanzen der Auxingruppe nach
PinevicH & VErRzILIN (1961) trotz Erhohung der Zellzahl abnehmen. Malein-
hydrazid in optimalen Konzentrationen (102 bis 10" mg/l fiir Chlorella pyre-
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noidosa) hat nach Angabe derselben Autoren diese nachteilige Wirkung nicht,
sondern erhoht Photosynthese- und Atmungsaktivitit und die Trodkensub-
stanzspeicherung. Normalerweise sind Chlorophyll- und Stickstoff-Gehalt in
groBeren Zellen geringer (Carnegie ... Publ. 600, 1953).

Bei Chlorella lief sich die Besatzdichte mittels Durchliftung um 50%
steigern, noch etwas mehr bei Zusatz von 5% CO:z zum Luftstrom (Carne-
gie ... Publ. 600, 1953). Das ist fiir die Ausnutzung industrieller Abgase in
Massenkulturen wichtig (Kercuum, Lirvick & ReprieLp 1949, MEerrerT &
StrATMANN 1951, MyERS, PHILLiPS & GranaM 1951, ENEBO & JounssoN 1956,
Foce, SmMitH & MILLER 1959, WISELY & Purpay 1961). Die Besiedlungsdichte
ist nach Untersuchungen von von Denrrer (1950) an Nitzschia palea aus-
schliefflich von der Konzentration der Nahrstoffe abhdngig, wihrend Tempe-
ratur, Lichtintensitat und Zahl der eingeimpften Zellen nur die Geschwindig-
keit bestimmen, mit der der Endzustand erreicht wird. Die erzielbare Zellkon-
zentration ist bei Suflwasseralgen wesentlich héher als bei marinen. Als Bei-
spiel sei angefihrt, daf bei Chlorella in 20 Tagen eine Dichte von 950 - 10°
Zellen/ml (Carnegie ... Publ. 600) erreicht wurde, bei Dunaliella tertiolecta
(Chloroph.) in 28 Tagen 3,1 - 105, bei Isochrysis galbana (Chrysoph.) in 30—35
Tagen 2 - 10% Zellen (WiseLy & Purpay 1961).

Massenkulturen sind aus zwei Grinden angelegt worden: einmal, um
Material zu gewinnen fiir Untersuchungen, die die direkte Nutzung der Algen
fir den Menschen zum Ziele haben, zum anderen, um Futter fiir Zooplankter
zu erhalten. Der Niahrwert von 17 verschiedenen Algenarten fir Austernveli-
ger wurde von WALNE (1956) bestimmt, ahnliche Beobachtungen sind von
Davis & Guitrarp (1958) angestellt worden. Die Wachstumsleistung von
Algen fiir Copepoden soll bei etwa 70%0 liegen (HarvEY 1950).

Fiir Stoffwechsel- und andere Untersuchungen ist es unter Umstidnden
notwendig, von einer absoluten Reinkultur auszugehen. Das Impfmaterial wird
uber Agar-Plattenkulturen und/oder Verwendung von Antibiotika fiir die
Sterilisierung der Kulturen gewonnen {(FELFOLDY & KarLké 1959). In letzterem
Falle mufl mit einer nachteiligen Wirkung auf die Alge beziehungsweise ein-
zelne Zellbestandteile gerechnet werden (Provasors, HuTNER & PiNTNER 1951,
WiLriams 1960). Werden bakterienfreie Algen-Einkulturen verfittert, so kon-
nen sie beim Konsumenten zu Unfruchtbarkeit oder hoher Larvensterblichkeit
fithren. Ein Mischfutter aus zwei Arten wird dagegen gut vertragen (Prova-
soLr, SHiraIsHI & LANCE 1959).

Die Arten der Gattung Dunaliella sind weitgehend euryék. Sie sind nicht
sehr empfindlich gegen pu-Verschiebungen, wie sie in den Kulturen stattfinden
(Bacupiantz 1952), Dunaliella salina vertrigt starke Salzgehaltsschwankun-
gen (MARRE, SERVETTAZ & ALBERGONT 1958).

Zum Auszihlen der Populationsdichten haben sich die tiblichen Blutzihl-
kammern bewahrt. Das Auszahlen ist milhsam, liefert aber zuverldssigere
Werte als die Zelldichtebestimmung durch Messung der Lichtdurchlassigkeit
einer kleinen Kulturmenge, da der Gehalt an Chlorophyll nicht konstant ist,
sondern in groferen Zellen geringer wird (Carnegie ... Publ. 600). Diesen
Nachteil vermeidet der elektronische Partikelzahler von Mavroney, Donovan
& RosinNson (1962).
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3 Eigene Untersuchungen

Fir eine intensive Kultur von Dunaliella war zunichst eine Reihe von
Voraussetzungen zu priffen. Dazu wurden zum Teil qualitative, zum Teil
quantitative Vorversuche angestellt. Die quantitativen Hauptversuche sollten
schlieflich den Wert verschiedener Substanzen fiir eine Erhohung der Popu-
lationsdichte kldren.

31 Vorversuche

Die ersten Kulturen wurden mit den Nahrldsungen von AtLeN & NELsON
(1907) und ScuremBER (1927) angesetzt. Damit erzielten wir unter den gege-
benen Bedingungen (22 + 2° C, 2200 Lux) Konzentrationen von etwa 1,5 - 106
Zellen/ml. Fir eine weitere Steigerung des Ertrages ohne Zusatz von Erd-
extrakt sollte eine Lésung gefunden werden, die bei einfacher Zusammenset-
zung das bestmégliche Ergebnis liefert. Ausgehend von den chemischen Analy-
sen von Seewasser und Meeresorganismen (ViNoGrapov 1953, DieTricH &
KaviLe 1957) wurde ausgerechnet, welche Mengen an Salzen dem Medium zu-
gesetzt werden miissen, um in 1 Liter Kulturflissigkeit 100 g Organismen
Entwicklungsméglichkeit zu geben. Danach fehlt es an Nitrat, Phosphat, Fisen
und Zink {(und fir Diatomeen an Silikat). Es ist zwar unwahrscheinlich, 100 g
Dunaliella in einem Liter Nihrlosung zu erhalten, diese Zahl wurde aber mit
Absicht so hoch angesetzt, um ein Minimum an Nahrstoffen auszuschliefen.
Die hohe Konzentration bringt natiirlich die Gefahr mit sich, auf die Algen
toxisch zu wirken oder stérend in die osmotischen Bezichungen einzugreifen.
Dementsprechend mufite die ndchste Aufgabe darin bestehen, verschiedene
Verdiinnungen der errechneten Losung herzustellen und die optimale Konzen-
tration auszuprobieren. Auf diese Weise wurde eine Ldsung erhalten (im fol-
genden als Niahrlosung G 1 bezeichnet), die bei den spdteren Versuchen zu-
grundegelegt wurde. Sie setzt sich so zusammen:

1 1 Seewasser, filtriert und autoklaviert
0,08 g NaNOs
0,08 g Na2HPO4-12 H20
0,004 g ZnSOs- 6 H20
10 ml FeCls - 6 He0, 1%eige Losung.

Diese Losung bildet ein Praecipitat wie alle bisher bewidhrten Ldsungen
(Provasori, McLauvcHLIN & Droor 1957), das abfiltriert wurde,

Die Wirkung von verdiinntem Seewasser auf die Entwicklung der Kultur
ergab keinen statistisch gesicherten Unterschied (Tab. 1). Daher wurde das
Seewasser fiir alle folgenden Versuche in seiner natiirlichen Konzentration
(82—38%00) verwendet.

Eine Reihe nicht quantitativer Versuche zeigte, dafl die Losung G 1 den
erwiahnten Nahrlésungen von ALLEN & NELsSON und ScHREIBER zum mindesten
ebenbirtig, wenn nicht gar tiberlegen ist. Daraufhin wurden auch quantitative
Versuche angestellt. Das Ergebnis des Vergleichs von Schreiberlésung (ohne
Erdextrakt) und G 1 zeigt die graphische Darstellung der Abb. 1. Auf der
Ordinate ist — wie bei allen weiteren Abbildungen — der Faktor aufgetragen,
um den sich die Kultur im angegebenen Zeitraum vervielfacht hat. Es besta-
tigt sich die alte Erfahrung, dal} eine geringe Néhrstoffkonzentration (in die-
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sem Fall in der Schreiberlosung) eine glinstigere Ausgangsbasis bildet als eine
konzentriertere (G 1) (voN DENFrFER 1950), obwohl die Differenz in diesem Falle
gering ist. Schnell hat die konzentriertere die andere tiberfligelt, nach zwei
Tagen weist sie bereits eine hohere Zelldichte auf. Nach vier Tagen ist die
Wachstumsphase abgeschlossen, die Speicherphase beginnt.

Zusatze organischer Verbindungen wie Harnstoff, Pepton und Natrium-
acetat haben sich nicht bewahrt. Sie erfordern steriles Arbeiten, da sonst die
Bakterienentwicklung enorm ist und die Dunaliella-Kultur zum Zusammen-
bruch bringt.

Ahnliche Schwierigkeiten ergeben sich bei der Anlage von Kulturen in
offenen Gefaflen wie flachen Wannen und Vollglasaquarien, die sehr schnell
verunreinigt werden. Glasballons von ca. 50 | Inhalt haben diesen Nachteil
zwar nicht, dafiir ist aber die Schichtdicke zu groff und die Losung der Frage

s
0.1 2 3. 4 5. 6 Tag

Abb. 1. Wachstum von Dunaliella in Schreiberlosung (weifle Kreise) und Nihrlosung G 1
(schwarze Kreise). Auf der Ordinate ist der Zuwachsfaktor aufgetragen

der zweckmifigsten Beleuchtung schwierig. Die beste Lichtausnutzung erzielt
man durch eine eingetauchte Leuchtrohre. In unseren Versuchen wurden die
Glasballons von auflen mit 2 X 60 W beleuchtet und damit Zelldichten von
0,8 - 106 Zellen/ml erreicht.

Dunaliella ist gut beweglich. Es ist daher keine Vorrichtung notwendig,
die eine Wasserumwilzung in der Kultur bewirkt. Die Versuchskolben wurden
lediglich einmal am Tag vorsichtig geschittelt.

Einige Kulturen setzten wir in Scheidetrichtern an und durchstromten sie
von unten mit PreBluft. Es wurde sowohl ein grofi- als auch ein feinblasiger
Luftstrom eingestellt, um verschiedene Grade der Durchliftung und Umwal-
zung zu erzielen. Die Entwicklung von Dunaliella erwies sich in allen Fallen
als ungiinstiger als in den Kolben mit stehender Néhrlésung.

Der pu-Wert war unmittelbar nach dem Beimpfen der Nahrlosung etwa
der des Seewassers. pu-Werte von 8,0—8,5 sind die optimalen. Wihrend der
ersten Tage verschiebt sich die H-Ionenkonzentration zum alkalischen Bereich
(Abb. 2). Diese Verschiebung findet wihrend der Wachstumsphase statt und
ist wohl begriindet in der COz:-Assimilation durch die Algen. Der pu-Wert
bleibt im weiteren Verlauf bei etwa 9,6. Ein Abfall in der Speicherphase, wie
er von von DENrFFER (1950) fur Nitzschia palea beschrieben wurde, war erst
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spiter festzustellen. Die in der Speicherphase einsetzende Fettbildung ist mit
hoher COq¢-Abspaltung verbunden. So wird z. B. bei der Umwandlung einer
bestimmten Molzahl Hexose in Stearinsiure die doppelte Molzahl CO:z frei
Der Uberschuff an CO:z mufite zu einer Erniedrigung des pun-Wertes fuhren.
Das ist jedoch erst nach ca. 8 Tagen der Fall, woraus zu schlieflen ist, dafl das
COq fiir die Assimilation wieder verbraucht wird. Es stellt sich ein Gleich-
gewicht ein, der pu-Wert bleibt fir einige Zeit fast konstant. Nach etwa acht
Wochen liegt er bei 8. Das weitere Absinken auf etwa 7,8 ist verbunden mit
gelblicher Verfarbung der Zellen. Zum vélligen Zusammenbruch der Kultur
kommt es nur in seltenen Fillen, unter besonders unginstigen Bedingungen
(Verdunkelung, Temperaturabfall, Fremdinfektion).

Erlduterung zu den Tabellen

Tabelle a enthdlt jeweils die Versuchsergebnisse mit Angabe der Zahl der Einzelzdhlungen
und Versuchswiederholungen.

Tabelle b gibt die berechneten Werte von SQ, DQ, »* und F.
Tabelle ¢ gibt die Streuungswerte und t.

Es werden einheitlich folgende Abkiirzungen benutzt:

X 1st der Zuwachsfaktor am Ende des Versuchszeitraumes, das Mittel aus m - N Ein-
zelwerten innerhalb der Gruppe. % ist ein Relativwert, bezogen auf eine Anfangs-
konzentration von 1.

M ist das Mittel aus den ¥ aller Gruppen.

m Anzahl der Zdhlungen pro Versuch.

N Anzahl der Versuche innerhalb der Gruppe.

n Zahl der Freiheitsgrade.

nt Zahl der Freiheitsgrade zwischen den Gruppen.

ng Zahl der Freiheitsgrade innerhalb der Gruppen.

SQ Summe der Quadrate.

DQ Durchschnittsquadrat.

7t aus den Versuchsergebnissen berechneter Wert von 2
7%6.05 theoretischer Wert von »2 fur die Sicherheitsschwelle 0,05.
F

fo’ﬂ‘) sind die entsprechenden Werte von F und t.

t0.05

K Kontrollversuch (Nahrlésung ohne Zusétze).

5% Streuung.

5 mittlere quadratische Abweichung.

+ in der letzten Spalte der Tabelle ¢ bedeutet, dafl die Unterschiede zwischen den

Gruppen signifikant sind,
— dafl sie nicht signifikant sind.

Ist y2 << x%0,05, so kann man annehmen, dafl die Grundgesamtheiten alle dieselbe Streu-
ung o2 haben. Damit ist die Voraussetzung erfullt fir die Anwendung des F- und des t-Tests.

Ist ¥ > Fo05, so bestehen zwischen den Durchschnittswerten der Gruppen gesicherte Un-
terschiede. Zwischen welchen Gruppen diese liegen zeigt der t-Test. Der Unterschied ist
signifikant, wenn t > tg05. Ergeben sich 3 > y% .05 oder F << Fy 5, so fallt Tabelle ¢ sinn-
gemaf weg.

Fiir die Berechnung der einzelnen Groflen sel auf Linper (1958) verwiesen.

Die Mengenangaben der zugesetzten Substanzen beziehen sich stets auf 1 Liter Kultur-
fliissigkeit.
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Tabelle 1

Unterschiede in der Wirkung von natiirlichem und verdimntem Seewasser
auf die Kultur von Dunaliella

la
Gruppe
1 2 Ry
80 %siges
Seewasser Seewasser
X 68,0 66,2 67,1
m 25 25
N 5 5
m - N 125 125
1b
Streuung n SQ DO
zwischen den Gruppen 1 1803,70 1803,70
innerhalb der Gruppen 8 225,06 28,13
insgesamt 9 2028,76 225,42
72 = 1,59
n = i
7fo.05 = 3,84
lc
Gruppen 5% s t
1 und 2 28,133 5,304 0,536 —
n = §
to.op = 2,306
Py
R
50 e T
85
80
0 1 2 3 4 5617 8 9 n 5. 20, 23, Tag

Abb. 2. Verdnderung des py-Wertes in Dunaliella-Kulturen

32 Hauptversuche

Ausgehend von der angegebenen Nihrlosung als Grundlage ergibt sich
die Frage, durch welche Zusétze die Zelldichte in der Kultur erhéht werden
kann. Ein bewiéhrtes Mittel ist Erdextrakt. Aus den im Abschnitt 2 genannten
Griinden sollten Substanzen gefunden werden, die mindestens den gleichen
Effekt auf die Produktionsfreudigkeit der Algen erzielen.

321 Einfiufl von Vitamin Be

Wie bereits erlautert, ist das Vitamin Bie fir eine grofle Zahl mariner
Organismen von Bedeutung. Dunaliella schien nach den Untersuchungen von
Provasov1 (1956) eine Ausnahme zu machen.
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Das Ergebnis unserer Versuche geht aus Abb. 3 und Tab. 2 hervor. Da-
nach ist Vitamin B2 ohne jeden Einfluf auf die Entwicklung der Kultur. Die
um ein geringes hohere Populationsdichte bei Zusatz von 2 y Bie/l ist stati-
stisch nicht zu sichern. Dieses Resultat wurde durch mehrere Versuchswieder-
holungen bestatigt. ,

Man vergleiche mit dieser Anspruchslosigkeit hinsichtlich des Bi2-Gehaltes
z. B. das Massenauftreten von Gonyaulax vor der amerikanischen Kiste, das
vom Vorhandensein von Bz weitgehend abhingig ist und sich verheerend
auswirken kann, indem ganze Fischschwirme vergiftet werden. Angefihrt
seien auch Gymnodinium splendens (SweENEY 1954), Monochrysis lutheri,
Prymnesium parvum und Syracosphaera elongata (Droop 1955) als Beispiele
fir Bz bendtigende Organismen.

322 Einflufl von $-Indolylessigsaure

Zusatz von p-Indolylessigsdure (IES) hat einen deutlich wahrnehmbaren
Effekt. Optimal ist eine Konzentration von 2 v/l (Abb. 3, 3, Tab. 2). Die wirk-
same Menge liegt damit bedeutend niedriger als bei Gibberellinsdure (vgl.
323). BENTLEY (1959) gibt fiir Skeletonema costatum in synthetischem Kultur-

Tabelle 2
Einfluf von Vitamin Bj2 und f-Indolylessigsdure auf die Kultur von Dunaliella
2a
Gruppen
1 2 3 4 5
X 1yBiz 27Biz 2y IES 4y IES M
% 36,99 32,76 42,66 60,81 41,67 42,98
m 25 25 25 25 25
N 8 3 4 4 4
m-*N 200 75 100 100 100
2b
Streuung n SQ DQ
zwischen den Gruppen 4 1879,31 469,83
innerbalb der Gruppen 18 2194,80 121,93
insgesamt 22 4074,11 185,22
2= 550 F = 38
n = 4 ny == 4
72005 = 9,49 ng = 18
Foos = 2,98
2¢
Gruppen s 5 t
1 und 2 100,92 10,05 0.622 —_
I und 3 102,33 10,12 0,915 —
1 und 4 180,23 13,43 2,897 +
1 und 5 88,05 9,38 0,814 —
2 und 3 63,69 7,98 1,626 —
4 und 3 178,30 18,35 2,027 —
n = 22
to,05 = 2,074
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Abb. 3. Einflufl von Vitamin B12 und IES aufl Dunalielle. Zihlung am 10. Tag
1: Kontrolle, 2: 1 y Bio/l, 3: 1 y 1ES/

medium als ginstigsten Wert 0,1—0,01 y/1 an. Kettenlidnge und Zellzahl dieser
Diatomee werden vergroflert. Ji-Fane & Ying-Fane (1959) erhielten bei
Dunaliella salina kein positives Ergebnis bei Zusatz von IES. Ihre Resultate
sind jedoch nicht statistisch gesichert.

323 Einflufl von Gibberellinsdure

Die Gibberellinsdure As (Merck) wurde, ausgehend von den Erfahrungen
bei hoheren Pflanzen, zunichst in geringeren Konzentrationen verwendet (100
bis 500 v/1). Es zeigte sich, dafl groflere Mengen nicht nur unschidlich, sondern
sogar forderlich waren. Das Ergebnis von 3 quantitativen Gruppenversuchen
(22 Einzelversuchen) ist folgendes: .

Wahrend der Wachstumsphase tbt die Gibberellinsdure einen deutlich
positiven Einflufl aus. Die Zelldichte wiachst mit der Konzentration des Wuchs-
stoffes. Nach acht Tagen ist die Wachstumsphase abgeschlossen. Gleichzeitig
holen die Kulturen mit geringerer Gibberellinsduremenge und die Kontroll-
versuche auf. Am 11. Tag wird zum erstenmal die bisher streng gibberellin-
mengenbedingte Reihenfolge durchbrochen und von nun an ist kein Gibberel-
lineinflu mehr zu erkennen (Abb. 4). Die Unterschiede in der Zellkonzentra-
tion am 7. Tag sind — mit Ausnahme des Wertes fiir 100 v/l — gesichert
(Tab. 3).

Deutlich wird vor allem, daf} die Algen wesentlich héhere Gaben an Gib-
berellinsdure vertragen und fordern als phanerogame Kulturpflanzen. Die
bisher als am empfindlichsten bekannte Testpflanze ist eine japanische Trich-
terwinde (Pharbitis nil), die bereits auf Mengen von 0,0005 vy Gibberellinsaure
reagiert (Knapp 1962a, 1962b). Provasorr (1958) gibt Ulva 0,1—1 mg/l.

Die Konzentration erreicht fiir Dunaliella optimale Werte bei 4 mg/l
(Abb. 5, Tab. 4). Zu abweichenden Ergebnissen kamen Ji-Fanc & Yine-Fane
(1959) bei Dunaliella salina. In ihrer, leider nur chinesisch abgefafiten, Ver-
offentlichung geben sie Werte von ca. 0,6 mg/l als besonders glnstig an. Die
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Tabelle 8
Einflufl verschiedener Mengen Gibberellinsdure auf die Kultur von Dunaliella
3a
Gruppen
1 4
K 0,1 mg 0,5 mg 1 mg b8y
X 15,60 18,45 24,96 35,42 23,61
m 25 25 25 25
N 4 4 4 4
m-N 100 100 100 100
3b
Streuung n SQ DO
zwischen den Gruppen 3 928,36 309,45
innerhalb der Gruppen 12 78,57 6,55
insgesamt 15 1006,93 67,12
2= 2,87 F = 4724
n =3 ng = 3
220,05 — 7,82 ng = 12
Foos = 349
3c
Gruppen s? s t
1 und 2 3,918 1,980 2,036 —
1 und 3 4,943 2,223 5,952 +
1 und 4 5,517 2,349 11,933 +
2 und 3 7,578 2,753 3,343 +
2 und 4 8,152 2,855 8,405 +
3 und 4 9,177 3,029 4,883 +
n =15
to,o5 = 2,131
100
8
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Abb. 4. EinfluB von Gibberellinsiure auf die Entwicklung der Kulturen. Weifles Dreieck:
Kontrolle, schwarzes Dreieck: 100 #/1, weifler Kreis: 500 y/1, schwarzer Kreis: 1 mg/l
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abgebildeten Kurven der Konzentrationen liegen unregelmiflig und lassen
keinen eindeutigen Schlufl zu.

Worauf beruht die Wirkung der Gibberellinsaure? Ist die Substanz nach
acht Tagen verbraucht oder beschriankt sich ihre Einwirkmoglichkeit auf
die Wachstumsphase? Zur Kldrung dieser Frage diente folgender Versuch:
vier Kulturkolben mit Nihrlosung und 2 mg/l Gibberellinsdure wurden be-
impft. Nach 8 Tagen erhielten zwei der Kulturen eine weitere Gabe von 2 mg/1
Gibberellinsiure. Nach weiteren 5 Tagen wurde die Zelldichte wiederum be-
stimmt. Die zweite Gibberellingabe ist ohne forderlichen Einfluff. Daraus ist
zu schlieflen, dafl sich die Wirkung auf die Zeit der Wachstumsphase be-
schrankt,
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Abb. 5. Wirkung verschiedener Gibberellinsdurekonzentrationen auf die Dunaliella-Kulturen.
Zzhlung am 8. Tag. 1: Kontrolle, 2: 1 mg/l, 8: 2 mg/l, 4: 3 mg/l, 5: 4 mg/l, 6: 5 mg/l

Tabelle 4
Einflul héherer Gibberellinsiuremengen auf die Kultur von Dunaliella
4a
Gruppen
1 2 3 4 5 6 M
K 2 mg 4 mg 6 mg 8 mg 10 mg
X 30,78 30,55 81,27 77,04 51,33 37,67 51,44
m 25 25 25 25 25 25
N 4 4 4 4 4 4
m-N 100 100 100 100 100 100
4b
Streuung n SQ DQ
zwischen den Gruppen 5 10392,16 2078,43
innerhalb der Gruppen 18 567,42 31,52
insgesamt 23 10959,58 476,46
y2 = 12,95 F = 65,94
n = 5 n = 5
720,01 = 15,09 ng = 18
Foo5 = 2,77
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4c
Gruppen s% ] t
1 und 2 9,31 3,051 0,107 —
*1 und 3 46,75 6,837 10,444 -+
1 und 4 8,96 2,993 21,858 -+
1 und 5 20,13 4,487 6,477 +
1 und 6 40,76 6,384 1,526 —
2 und 3 40,39 6,355 11,287 +
3 und 4 40,04 6,328 0,944 e
4 und 5 13,42 3,663 9,926 -+
5 und 6 45,22 6,725 2,873 +
n = 23
toos = 2,069

324 Einfluf von Maleinhydrazid

Als letzter Wudhsstoff wurde den Kulturen Maleinhydrazid zugesetzt. Die
Deutung der Ergebnisse erwies sich als schwieriger als vorauszusehen war. Es
ergab sich in keinem Fall fiir einen der Konzentrationswerte eine statistische
Sicherung gegeniiber der Kontrolle. Auffallend war jedoch, dafl die Zugabe
von 50 v/l eine Steigerung der Zellzahl des dfteren vermuten lieR. Aus diesem
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Abb, 6. Einfluf von Maleinhydrazid auf die Kulturen. Weifles Dreieck: Kontrolle, weifles
Redhteck: 5 /1, schwarzes Dreieck: 25 9/1, schwarzer Kreis: 50 y/1, weiler Kreis: 100 p/1

Grunde wurde die angegebene Menge bei der Zusammenstellung der endgiil-
tigen Nahrlosung zugesetzt. Auf alle Félle ist der Schluf zu ziehen, dafl das
Maleinhydrazid, wenn iiberhaupt, so doch nur einen duflerst geringen Einflufl
ausiibt.

Es sei an dieser Stelle ausdriicklich darauf hingewiesen, daf} stets nur die
Zellzahl ermittelt wurde, nicht aber die Biomasse. Eine Erh6hung der Zell-
zahl muf} nicht unbedingt auch eine Erh6hung der Masse bedeuten. Die Unter-
suchung des Massenzuwachses mufl weiteren Versuchsreihen vorbehalten blei-
ben.
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325 Vitaminkombination und praecipitatfreie Nahrldésung

Nach dem negativen Ergebnis der Versuche mit Vitamin Bj2 wurde die
Einwirkung mehrerer Vitamine gleichzeitig untersucht. In Frage kamen die
wasserloslichen Vitamine, denn nur sie konnen im Buchenerdextrakt enthalten
sein. Verschiedene Kombinationen wurden zusammengestellt und den Kulturen
zugesetzt. Das zunichst rein qualitative Ergebnis war, dafl folgende Vitamine
die Entwicklung der Algen positiv beeinflussen:

Thiamin
Nicotinsdureamid
Ca-D-pantothenat
Riboflavin
Folsdure
Ascorbinsdure

Insbesondere scheint das Riboflavin wichtig zu sein.

Schon eingangs wurde erwédhnt, dafl das verwendete Kulturmedium wie
fast alle in der Literatur aufgefithrten Nahrlosungen Praecipitate bildet, die
aus mehreren Griinden unerwiinscht sind. Einmal ist nicht kontrollierbar, wel-
che Substanzmengen in der Losung verbleiben, zum anderen mufl noch einmal
filtriert werden, da sich Dunaliella gern an flockigen Niederschldgen festsetzt.
Dadurch entstechen Verklumpungen, die eine quantitative Auswertung sehr
erschweren oder gar unméglich machen. Die Niederschldge enthalten Eisen und
Phosphat. Mit Hilfe von Chelatbildnern wurde versucht, einen stabilen Eisen-
komplex herzustellen. Die Athylendiamintetraessigsdure hat sich fiir diesen
Zweck nicht bewihrt. Ein besseres Ergebnis lieferte Natriumcitrat in Verbin-
dung mit einer geringeren Menge Eisensulfat. Das Eisensulfat hat gegeniiber
dem FEisenchlorid den Vorteil, daf} es leichter abzuwiegen ist. Die beste Losung
ist aber die Verwendung von Na-B-glyzerophosphat als Phosphorquelle.

Um rationell arbeiten zu konnen, werden die Nahrsalze (aufler Eisensul-
fat) in konzentrierten Lésungen vorritig gehalten.

Néhrlésung G 2

Seewasser 1 1

NaNO; 0,25 ml 82  Yige Losung (A80  mg)
Na-p-glyzerophosphat 0,25 ml 22 %ige Losung (255  mg)
ZnSOs - 7 H20 0,25 ml 1,5 °hige Losung (£ 3,8 mg)
FeSOs- 7 H:0 0,25 ml 1 %%ige Losung (4 2,5 mg)
Thiaminiumdichlorid 2 ml 0,025%ige Lésung (4 0,5 mg)
Nicotinsdureamid 2 ml 04 %ige Losung (/A 8 mg)
Ca-D-pantothenat 2 ml 0,125%ige Losung (/\ 2,5 mg)
Riboflavin 2 ml 0,04 %%ige Losung (A 0,8 mg)
Folsaure 2 ml 0,006%ige Losung (A 0,12 mg)
Ascorbinsdure 2  ml 1,25 %ige Losung (A25  mg)
B-Indolylessigsdure 0,05 ml 0,004%ige Losung (A 2 v)
Gibberellinsiure (As) 10 ml 0,04 %ige Losung (A 4  mg)
Maleinhydrazid 0,15 ml 0,033%ige Losung (A 50 v)

27 Meeresuntersuchungen Bd. VIII. H. 4
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326 Vitaminkombination und Spurenelemente

Mit der Nahrlosung G 2 durchgefithrte Versuche zeigen, dafl zwar die
Ergebnisse besser waren als bei Verwendung von G 1, aber doch bei weitem
nicht die mittels Zusatz von Buchenerdextrakt erzielten Zelldichten erreichten.

Die Vermutung lag nahe, daff der Mangel an Spurenelementen der Grund
fir diesen Unterschied ist. Es wurde eine Losung angesetzt, die in 1 ml fol-

gende Salze enthilt:

3
0,3
0,2
0,4
0,2
0,05

mg H3BOs

mg CuClk: - 2 H0
mg MnCle - 4 H20
mg CoCle - 6 H20
mg Na:MoO4 - 2 H20
mg NaF

0,005 mg NaJOs
1 ml wird zu 1 Liter Kulturfliissigkeit zugesetzt.

Tabelle 5

Vergleich der Wirkung von Erdextrakt und Vitamin-Spurenelemente-Kombination

Gruppen: 1: Kontrolle

9: Kontrolle, Zusatz von Spurenelementen am 5. Versuchstag

=~ G

: Buchenerdextrakt (10 mi/l Kultur)
: vitaminhaltige Nahrl6sung

5. vitaminhaltige Nihrlosung, Zusatz von Spurenelementen am 5. Versuchstag
5a
Gruppen
i 2 3 4 5 XM
X 5,82 16,55 95,57 7,16 26,50 30,32
m 25 25 25 25 25
N 4 4 8 2 4
m-N 100 100 200 50 100
5b
Streuung n SQ DQ
zwischen den Gruppen 4 38 351,06 9 587,77
innerhalb der Gruppen 17 1207,38 71,02
insgesamt 21 39 558,44 188391
72 = 5324 F = 135,00
n = 4 n = 4
70,05 = 945! ng = 17
Foos = 2,97
5¢
Gruppen s? s t
1 und 2 0,488 0,699 21,71 +
1 und 4 0,315 0,561 2,76 +
2 und 4 0,483 0,695 15,60 +
2 und 5 5,327 2,308 6,09 +
3 und 5 120,432 10,974 10,28 +
n = 21
to.os = 2,08
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Abb. 7. Vergleich der Wirkung von Buchenerdextrakt, Vitaminen und Spurenclementen auf
die Kulturen. Zusatz der Spurenelemente nach dem 5. Tag. Weifles Dreieck: Kontrolle, weifles
Rechteck: Vitamin-Kombination, schwarzer Kreis: Erdextrakt, weifler Kreis: Kontrolle mit
Zusatz von Spurenelementen, schwarzes Dreieck: Vitamin-Kombination mit Zusatz
von Spurenelementen

Aus Abb. 7 sind die Ergebnisse des Versuches zu erkennen: von den drei
Gruppen Kontrolle-Vitaminzusatz-Buchenerdextrakt hat der Erdextrakt die
anderen weit Uberfliigelt. Nach dem 5. Versuchstag wird einem Teil der Kon-
troll- und der Vitaminversuche die Spurenelemente-Lésung zugesetzt. Sofort
erhoht sich in diesen Kulturen die Zellzahl betrachtlich. Selbst die Kontrolle
mit Spurenelementen {iberholt die nur vitaminhaltige Nahrlgsung. Das bedeu-
tet, daB die Spurenelemente fur Dunaliella f6rderlicher sind als die Vitamine.
Der Buchenerde am nichsten kommt in der Wirkung die Kombination von
Vitaminen und Spurenelementen.

Tabelle 6

Vergleich der Wirkung von Erdextrakt und Vitamin-Spurenelemente-Kombination
bei gleichzeitigem Start

Gruppen: 1: Extrakt von Buchenerde, 10 ml/1
2: Vitamin-Spurenelemente-Kombination
3: Vitamin-Spurenelemente-Kombination, am 7. Tag nochmaliger Zusatz von

Spurenelementen
6a
Gruppen

1 2 3 X)L
X 48,40 40,96 39,24 42,87
m 25 25 25
N 8 4 4
m- N 200 100 100
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6b
Streuung o SQ DQ
zwischen den Gruppen 2 311,96 155,98
innerhalb der Gruppen 13 214,68 16,51
insgesamt 15 526,64 35,09
gt = 351 F = 945
n = 13 ny = 2
o5 = 599 ng = 13
Fo05 = 3,81
6¢
Gruppen §% s t
1 und 2 20,49 4,53 2,68 +
1 und 8 18,54 4,31 3,48 +
2 und 8 6,51 2,55 0,95 —
n = 15
to,o5 = 2,13
50 8
40+
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Abb. 8. Vergleich der Wirkung von Erdextrakt, Vitaminen und Spurenelementen bei gleich-

zeitigem Start. Schwarzer Kreis: Erdextrakt, weifler Kreis: Vitamine und Spurenclemente,

schwarzes Dreieck: nochmaliger Zusatz von Spurenelementen zur Vitamin-Spurenelemente-
Kombination nach dem 7. Tag

Ein nichster Versuch sollte kldren, ob die Vitamin-Spurenelemente-Kom-
bination mit dem FErdextrakt bei gleichzeitigem Start konkurrieren kann
(Abb. 8). Wihrend der ersten drei Tage geht die Vermehrung in der syntheti-
schen Losung etwas schneller vor sich als in dem erdextrakthaltigen Medium.
Vom 4.Tag an kehren sich die Verhiltnisse um. Erneuter Zusatz von Spuren-
elementen bewirkt keine Verschiebung zugunsten des kiinstlichen Mediums,
ein Zeichen dafir, daf die Spurenelemente noch in ausreichender Menge vor-
handen sind. Am 11.Tag ist die Differenz zwischen den Nahrlésungen gering,
der Unterschied ist aber signifikant (Tab. 6). Das synthetische Medium lafit
sich durch Veranderungen in der Konzentration einzelner Bestandteile in seiner
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Tabelle 7

Vergleich verschiedener Vitamin-Spurenelemente-Kombinationen

Gruppen: 1: Vitamine und Spurenelemente
2: Vitamine und halbe Menge Spurenelemente
3: Vitamine und halbe Menge Spurenelemente und 2 y/1 B2
4: Vitamine und Spurenelemente, jedoch nur die halbe Menge B, Cu und F

Ta
Gruppen
i 2 3 4 XM
X 115,82 111.44 121,82 114,77 115,84
m 25 25 25 25
N 4 4 4 4
m-N 100 100 100 100
7b
Streuung n SQ DQ
zwischen den Gruppen 3 226,12 75,37
innerhalb der Gruppen 12 416,55 34,71
insgesamt 15 642,67 42,64
2= 994 F= 217
n = 12 ng = 3
72001 = 11,85 nz = 12
Foos = 3,49
-3
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Abb. 9. Wirkung von Vitamin-Spurenelemente-Kombinationen in verschiedenen Konzentra-

tionen. 1: Vitamine und Spurenclemente, 2: Vitamine und halbe Menge Spurenelemente,

8: Vitamine und halbe Menge Spurenelemente und 2 y/1 Big, 4: Vitamine und Spuren-
elemente, jedoch nur die halbe Menge an B, Cu und F

Wirksamkeit nicht verbessern (Abb. 9, Tab. 7). Die Menge der Spurencle-
mente insgesamt oder nur die Zugabe von Bor, Kupfer und Fluor wurde auf
die Halfte herabgesetzt. Auch ein Zusatz von Vitamin By vermochte keinen
besseren Effekt zu erzielen. Immerhin lassen sich Zelldichten erreichen, die
denen von erdextrakthaltiger Nahrlosung entsprechen. Nach 20 Tagen sind es
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z. B. beim letzten Versuch (Abb. 9) etwa 2-10° Zellen/ml. Zwar steigt die
Zellzahl noch weiter an, aber so langsam, dafl der Zuwachs in keinem Ver-
héltnis zum Zeit- und Energieaufwand steht. Kulturen, die speziell fiir die
rationelle Gewinnung von Algensubstanz betrieben werden, sollten also unter
den angegebenen Bedingungen nicht dlter als 14—20 Tage werden.

Zusammenfassung

Nach einer Darstellung der bisherigen Ergebnisse bei der Kultur einzelli-
ger mariner Grinalgen wird der Einflufl verschiedener Substanzen auf die
Produktionsleistung von Dunaliella untersucht. $-Indolylessigsdure und Gib-
berellinsdure in optimalen Konzentrationen steigern den Ertrag, Vitamin B2
und Maleinhydrazid haben keinen nachweisbaren Effekt. Fiir das Gedeihen
der Kulturen ist in erster Linie das Vorhandensein von Spurenelementen wich-
tig. Das vorgeschlagene Rezept fiir eine praezipitatfreie Nahrlosung enthdlt
auler den iiblichen Nihrsalzen 6 Vitamine, 3 Wuchsstoffe und 7 Spurenele-
mente. Damit lassen sich Zelldichten erreichen, die den unter Verwendung von
Erdextrakt erzielten entsprechen.

Summary

The influence of various substances on the productive capacity of Duna-
liella is examined following a description of results obtained so far in cultu-
ring unicellular marine green algae. Optimum concentrations of indol-3-acetic
acid and gibberellic acid increase the yield, vitamin By and maleic acid
hydrazide failed to give evidence of any effect. If cultures are to grow well, it
is, above all, important, that trace elements be present. The prescription pro-
posed for a culture medium free from precipitation comprises, apart from the
usual nutritive salts, 6 vitamins, 3 growth substances and 7 trace elements.
The cellular growth dimensions thus obtained correspond to those resulting
from employment of soil extract.
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