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Die Erscheinungsweise der Samerstofansscheidung chromophyllhaltiger Zellen
im Licht bei Anwendung der Bacterienmethode,

VON

Th, W. ENGELMANN,

Die bildlichen Darstellungen, deren Verdffentlichung der Haupt-
zweck dieser Arbeit ist, schildern Thatsachen, die im Wesentlichen
nun bereits viele Jahre lang Gemeingut der Wissenschaft sind.
Wenn ich sie trotzdem noch der Oeffentlichkeit vorlege, so geschieht
dies, weil ich aus mannichfachen miindlichen und schriftlichen Aeus-
serungen von Fachgenossen weiss, dass die Erscheinungen um die
es sich handelt, nur wenigen in ihrer ganzen Schonheit aus eigener
Anschauung bekannt sind. Und doch giebt es keine Methode,
welche die fundamentalen biologischen Wahrheiten und Gesetze, die
in jenen Erscheinungen zum sichtbaren Ausdruck kommen, in auch
nur anndhernd vollendeter und dabei so einfacher Weise zu unmit-
telbarer sinnlicher Anschauung zu bringen im Stande wire.

Der Grundversuch der Bacterienmethode, wie er auf unserer Tafel
in verschiedenen Modificationen abgebildet ist und wie ich ihn am
Hten Mai 1881 zum ersten Male vor Augen hatte, giebt in denkbar
einfachster Form, im kleinsten Raume, in der Kiirze eines Augen-
blicks, ein Bild des grossartigen causalen Zusammenhangs zwischen
Sonnenlicht, Pflanzen- und Thierleben. Die Absorption des Lichts
durch die Pflanzenzelle, die Verwandlung der absorbirten strahlen-
den Energie der Sonne in chemisches Arbeitsvermégen, von dem
ein Theil in dem von der Pflanze ausgeathmeten Sauerstoff zu Tage
tritt, dieser Sauerstoff als Quelle und Bedingung der lebendigen
animalen Bewegung und des unterscheidenden Empfindungvermégens
von Organismen, die durch ihre ausgeathmete Kohlensiure der Pflan-
zenzelle wiederum Nahrung zufiihren — dieser grosse kosmisch-
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biologische Cyclus wird hier mit einem Schlage dem Auge vorge-
fihrt. Methodische, zum Theil hochst einfache Abiéinderungen des
Grundversuchs gestatten den ursdchlichen Zusammenhang dieser
Vorgiénge in einer Reihe der verborgensten, keiner anderen Methode
zuginglichen Besonderheiten zu verfolgen und unmittelbar auf das
Herrlichste anschaulich zu machen. Die blosse Beschreibung der
Erscheinungen, auf die ich mich in meinen fritheren Publicationen,
mit nur einer Ausnahme (Sauerstoffausscheidung im Mikrospectrum),
beschrinkte, ist nicht im Stande, eine geniigende Vorstellung von
der Schirfe und Schonheit zu geben, mit welcher die Reactionen
bei richtiger Anstellung der Versuche eintreten. Es moge darum
dicse Liicke nachtriiglich ausgefiillt werden. Ich unterlasse dabei
eine Wiederholung der bei den Versuchen zu beachtenden Vorschrif-
ten und Vorsorgsmaassregeln. Sie sind mit geniigender Ausfiihrlich-
keit in meinen fritheren Mittheilungen beschrieben, auf die bei der
Erklarung der einzelnen Bilder niher verwiesen ist und von denen
deshalb im Anhang ein Verzeichniss folgt. Dasselbe moge zugleich
dem Verlangen derjenigen Fachgenossen entgegenkommen, welche
meine Arbeiten iiber Bacterienmethode und Pflanzenassimilation in
cinem Gesammtabdruck vereinigt zu sehen wiinschten. Ich glaube
mich um so eher auf dies blosse Verzeichniss beschrinken zu sollen,
als wenigstens die wichtigeren und ausfiihrlicheren der betreffenden
Mittheilungen simmtlich in den ,Onderzoekingen, gedaan in het
physiologisch laboratorium der Utrechtsche Hoogeschool (3¢ Reeks,
DL VI—XI. 1881—1889) in deutscher Sprache abgedruckt sind.

Figur 1—4. Der Grundversuch der Bacterienmethode.

(Literat. 1, 2 p. 287—292, 3, 4 p. 318—324, 40 p. 391 —392,
395, 41, 42 p. 24—96, 99, 43 p. 8, 9. 12. 47).

Fig. 1. Stelle aus der Mitte eines Wassertropfens, welcher zahl-
reiche, lebhaft schwirmende, aérobie Bacterien von der Form des
Bact. termo Cohn cnthélt. In der Mitte eine kuglige griine Algen-
spore. Vergrosserung 300 mal. Der Tropfen ist soeben von der
Oberfliche schwach fauligen Wassers geschopft, mit einem Deckglas
bedeckt und seit wenigen Secunden mit Vaselin luftdicht eingekittet.
Die Bacterien sind gleichméssig im Tropfen vertheilt, simmtlich in
lebhafter Bewcgung. Sie kiimmern sich nicht um die griine Zelle,
da sie iberall geniigend Sauerstoff finden.

Legt man das Priparat ins Dunkel so kommen die Bacterien
wegen allméhlichen Verbrauchs des im Tropfen gelésten Sauerstoffs
bald zur Ruhe, ohne dass ein Einfluss der griinen Zelle auf ihre
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Vertheilung und Anordnung bemerkbar wird. Das Bild bleibt also
dasselbe wie in Fig. 1. Bleibt aber das Praeparat dem Licht ausge-
setzt, so entwickelt sich bald der in Fig. 2 abgebildete Zustand, der
sich bei anhaltender, gleichstark bleibender Beleuchtung dann auch
beliebig lange erhilt.

Fig. 2. Die in Fig. 1 abgebildete Stelle zwei Minuten spiter.
Zahlreiche Bacterien driingen sich jetzt in dichtem lebhaftem Ge-
wimmel um dic griine, Sauerstoff spendende Zelle zusammen. Sie
bilden eine Schicht von ctwa der Dicke des Durchmessers der griinen
Zelle und werden nach aussen von eincm breiten, hellen Hof um-
geben, in welchem nur vereinzelte Bacterien schwimmen. Jenseits
der Peripherie des hellen Hofes herrscht vollige Ruhe: die Bacterien
liegen gleichmissig vertheilt, bewegungslos auf dem Boden, oder
schweben in schwach zitternder Molecularbewegung frei im Tropfen,
offenbar weil die Sauerstoffspannung hier iiberall unter dem niedrigsten
Werth liegt, der fiir das Zustandekommen der vitalen Ortsbewegun-
gen der Bacterien erforderlich ist. Ab und zu schierst eine der um
die griine Zelle sich dringenden Bacterien durch den hellen Hof
hinaus zwischen die ruhenden Bacterien und bleibt hier liegen.
Dafiir erwacht von Zeit zu Zeit eines der ruhenden Individuen an
der dusseren Grenze des hellen Hofs und eilt der griinen Zelle zu,
dic auf diesc Weise immer von der gleichen Zahl von Bacterien
umschwirmt bleibt. Das Bild ist ein schones Beispiel beweglichen
Gleichgewichts. Man wird an ein im Dissociationszustand befind-
liches Moleciil erinnert, dessen Zusammensetzung dieselbe bleibt,
weil immer gleichviel Atome ecin-wie ausspringen.

Beschattet man jetzt den Spiegel des Mikroskops plotzlich mit
der Hand so weit, dass cine betriichtliche Verdunkelung des Gesichts-
felds eintritt, griine Zelle und Bacterien aber noch eben kenntlich
bleiben, so hort plétzlich alle fortschreitende Bewegung der Bacterien
auf: das Bild bleibt zundichst ganz dasselbe wie von Fig. 2, nur
ist alle Bewegung vollig crloschen. Allméhlich fangen dann die
Grenzen der beiden concentrischen Zonen an etwas verwaschen zu
werden, weil die im Tropfen schwebenden Bacterien sich langsam
durch Molecularbewegung zerstreuen.

Zicht man jetzt rasch dic Hand weg, so dass mit einem Male
wicder volle Helligkeit herrscht, so erwacht wie mit einem Zauber-
schlage dic Bewegung wieder und ist alsbald das in Fig. 2 darge-
stellte Bild aufs Neue in voller Schirfe da. Ldsst man aber zunéchst
nur ein klein wenig Licht zutreten 1), so entwickelt sich das Bild von

1) Kine Irisblende zwischen Mikroskopspiegel und Object leistet fiir diese Versuche
gute Dienste.
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Fig. 3. In der unmittelbaren Umgebung der griinen Zelle erwacht
eine kleine Zahl von Bacterien, welche durch ihre Bewegungen die
zunidchst nach aussen liegenden unbeweglichen Individuen wegstos-
sen und so einen sehr kleinen hellen Hof ummittelbar um die Zelle
schaffen. Ausserhalb dieses Hofs bleibt Alles in Ruhe.

Bei etwas weiter gehender Steigerung der Lichtstirke erhdlt man
das Bild von

Fig. 4. Es erweitert sich der helle innerste Hof, indem eine grossere
Zahl von Bacterien an seiner Peripherie in die Bewegung einbezogen
wird und sich auf die griine Zelle stiirzt. Der dussere helle Hof
ist inzwischen durch Zerstreuung der Bacterien, mittels Molecular-
bewegung und infolge der von den innen schwirmenden Bacterien
ausgetheilten Stdsse, etwas schmiler und verwaschener begrenzt ge-
worden.

Lasst man endlich volles Licht wie zu Anfang einfallen, so bildet
sich alsbald der in Fig. 2 dargestellte Zustand wieder aus.

Die Thatsachen und Gesetze, welche durch die in Fig. 1—4
illustrirten Versuche anschaulich gemacht werden, sind demnach
die folgenden:

1. Grine Pflanzenzellen kinnen im Lichi Sauerstoff entwickeln.

2. Die Grosse dieser Sauerstoffentwickelung nimmt innerhalb weiter
Grenzen mit der Stirke der Beleuchtung zu.

3. Die Sauerstoffentwickelung beginnt sofort mit Einwirkung des
Lichts und hort bei Verdunklung augenblicklich auf.

4. Die benutzten Bacterien brauchen zu ihren Ortsbewegungen in
jedem Augenblicke freien Sauerstoff.

5. Die Geschwindigkeit ihrer Bewegungen wdichst innerhalb weiler
Grenzen mit der Grisse der herrschenden Sauerstoffspannung.

6. Sinkt die Sauerstoffspannung wunter einen bestimmten Werth,
so horen die Bewegungen vollstindig auf, um bei Wiederwnchsen des
Sauerstoffdrucks, auch wenn dies erst nach vielen Minuten erfolgt,
wieder zu erwachen.

1. Die Richtung der Ortsbewegungen der Bacterien wird durch
die Vertheilung der Sauerstoffspannungen im Tropfen beeinflusst:
Chemotaxis. Die zu Fig. 1—4 benutzten Bacterien schlagen die
Richtung nach den Stellen hochster Sauerstoffspannung ein und
hidufen sich daselbst an.

Die im Vorstehenden beschriebenen Erscheinungen und Bilder
lassen sich in gleich vollkommener Schérfe und Schonheit nur erhalten

bei Verwendung einer moglichst reinen Cultur von Bacterien, welche
die friiher (40, 41, 42, 43 und besonders 47) beschriebenen mor-
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phologischen und physiologischen Eigenschaften besitzen. Doch
geben auch andere gut bewegliche agrobie Formen ganz gute Bilder,
so z. B. Heubacillen (Bac. subtilis), namentlich aus frischen Culturen.

Benutzt man Formen, welche auf sehr niedrige Sauerstoffspannung
abgestimmt sind, wie Vibrio lineola, Spirillum tenue u. dgl., so wird
die Erscheinungsweise eine etwas andere. Da auch diese Formen
chemotaktisch sind und sich dem entsprechend an den Orten anhéufen,
wo die Sauerstoffspannung fiir sie ein Optimum ist, dies Optimum
aber einem sehr niedrigen Sauerstoffdruck entspricht, so hdufen sie
sich nur bei schwacher Beleuchtung unmittelbar um die griinen
Zellen an. Bei stirkerem Licht weichen sie vor der zu hohen Sau-
erstoffspannung zuriick und bilden dann eine, oft dusserst scharf
begrenzte, schmale, der Zelloberfliche parallele Zone, deren Abstand
von der Zelle durch Aenderung der Beleuchtungstirke innerhalb
weiter Grenzen schnell und genau abgestuft werden kann. Ein Bei-
spiel dieser Art zeigt

Fig. 5 (Literat. 6 p. 542, 7, 8 p. 117).

Versuch vom 8 Oktober 1881. Stiick einer Fadenalge (Cladophora)
in einem Wassertropfen, der eine ziemlich reine Cultur von Spirillen
enthélt. Tropfen seit 5 Minuten unter Deckglas, mit Paraffin ein-
geschlossen. Vergrosserung etwa 40 mal.

Fig. ba. Stirkere Beleuchtung (helles diffuses Tageslicht): die
Spirillen bilden eine etwa 0.05 mm. breite, der Zelloberfliche
parallele und etwa 0.2 mm von ihr entfernte Schicht.

Fig. 5b. Schwiichere Beleuchtung, 10 Secunden spiter: die Spi-
rillenzone hat sich der Zelloberfliche bis zur Beriihrung gendhert.

Wenn dic griinen Zellen infolge beginnenden Absterbens weniger
Sauerstoff aushauchen, so tritt das Bild von Fig. bb schon bei
stirkerer Belcuchtung ein. Der Effect ist dann also derselbe, wie
wenn man gleiche, aber lebenskriftige griine Zellen bei starker
Beleuchtung auf Bacterien hohen Sauerstoftbediirfnisses (etwa
der zu Fig. 1—4 benutzten Art) wirken ldsst, oder wie wenn man
den Versuch im hingenden unbedeckten Tropfen in der feuchten
Gaskammer mit Spirillen antstellt und mittelst eines Wasserstoff-
stroms oder der Luftpumpe die Sauerstoffspannung im Tropfen her-
absetzt.

Den néheren Beweis, dass innerhalb der Pflanzenzelle nur die
ChromophyUkirper Quellen des Suuerstoffs im Lichte sind, farbloses
Protoplasma, Zellkern, Zellsaft, Zellmenbrau dabei nicht in Betracht
kommen, liefern Bilder wie

Fig. 6. (Literat. 1,2, 8, 4, 6 p. 538 Anmerkg, 7, 8 p. 111
Anmerk., 15 pag. 5 u. 6, 17 pag. 213—214, 18, 19 pag. 33—34).
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Versuch vom 17 Juni 1881. Spirogyrazelle mit Heubakterien, seit
mehreren Minuten unter Deckglas und Paraffinverschluss. Vergros-
serung 500 mal. Zwischen der Lichtquelle, einer von der Sonne
mittels des Heliostaten beschienenen Mattglasscheibe, und dem
(wie bei allen diesen Versuchen im Dunkelkasten aufgestcllten) Mi-
kroskop ist ein undurchsichtiger Blechschirm aufgestellt. Von zwei
in demselben befindlichen, beliebig verstellbaren kreisrunden Oeffnun-
gen ist mit Hilfe eines an Stelle des Mikroskopspiegels eingesetzten,
total reflectirenden Glasprismas und der Condensorlinse des Abbeschen
Apparats ein scharfes Bild in der Ebenc der Zelle entworfen. Der
eine, obere, Lichtkreis ist auf ein Stiick des Chlorophyllbands der
Zelle eingestellt, der andere auf ecine chlorophyllfreie Zellpartie.
Um das beleuchtete Chlorophyll starke Anhéufung und lebhaftes
Gewimmel von Bacillen; im chlorophyllfreien Lichtkreis keine Spur
von Wirkung.

Fig. 7. (Liter. 1 p. 5, 2 p. 291, 3, 4 p. 324, 16 p. 5 u. 6,
17 p. 213).

Dieselbe Zelle, dieselben Bacterien, dieselbe Versuchsanordnung,
mit dem Unterschied jedoch, dass die eine Lichtoeffnung mit einem
nur fiir rothes Licht (bis etwa A = 0.62 u) durchgiingigen Glas, die
andere durch ein mit, frisch aus Spirogyrazellen bereiteter, alcoholi-
scher Chlorophyllosung gefiilltes planparalleles Greféss bedeckt ist. Die
vom rothen Licht getroffene Strecke des Chlorophyllbands wirkt sehr
stark, trotz der viel geringeren Helligkeit des Roth nicht oder kaum
merklich schwicher als im weissen Licht in Fig. 6 ; die vom griinen
Licht getroffene chlorophyllfreie Partie der Zellen dussert nicht die
geringste Wirkung, trotz grosserer physiologischer Helligkeit. Dies
Bild widerlegt somit gleichzeitig die Pringsheimsche Lichtschirm-
hypothese und die friihere, oft wiederholte Behauptung, als sei der
Verlauf der Assimilationscurve des Chlorophylls im Lichtspectrum
wesentlich identisch mit dem der Helligkeitscurve fiir das Auge.
Es zeigt niher, dass die rothen Strahlen, welche vom Chorophyll am
stiirksten absorbirt werden, auch besonders stark sauerstoffentwickelnd
wirken.

In besonders eleganter Weise wird die ausschliessliche Wirksam-
keit der Chlorophyllkérper anschaulich gemacht durch

Fig. 8. (Literat. 1, 2 p. 289, 290, 3, 4 p. 322).

Dieselbe Spirogyrazelle in missig hellem Gaslicht (Suggscher
Brenner mit Elsters Regulator). Die Bacillen haben sich lings des
Chlorophyllbands auf der Aussenfliche der Zelle zusammengedringt,
ahnlich wie FEisenfeilspine um die Pole eines Magneten. Sie sind
hier theils in Rubhe, theils in lebhafter Bewegung, manche drehen
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sich als ob sie sich durch dic Zcllmembran hindurch in das Chlo-
rophyllband einbohren wollten.

Dies schone Bild ist in der in Fig. 8 erreichten Vollkommenheit
nicht ganz leicht zu erhalten. Es erfordert nicht zu diinne Zellen
mit einfachem, ziemlich steil gewundenem Chlorophyllband, Bacterien
welche die Neigung haben an den Stellen der hochsten Sauerstoff-
spannung sich zu fixiren und ausserdem eine sehr sorgfiltige Wahl
und grosse Constanz der Lichtstirke.

Leicht zu erhalten und ebenfalls sehr demonstrativ sind Bilder
wie dic beiden folgenden.

Fig. 9. .Mesocarpus scalaris, Versuch vom 20 Mai 1881. (Vergr.
500 mal).

Fig. 10. Zygnema cruciatum, Versuch vom 22 Mai 1881. (Vergr.
500 mal).

(Literat. 1 p. 4, 2 p. 289, 290, 3, 4 p. 322).

In beiden Versuchen haben sich unter dem Einfluss des Lichts
die Bacterien (dieselbe Form wie in den Versuchen Fig. 1—4) an
denjenigen Stellen der Zellenoberfliche weitaus am stirksten ange-
hiuft, welche den Chlorophyllmassen im Innern am Néchsten liegen.
Man beachte namentlich noch die linke Zelle in Fig. 10, deren einer
Chlorophyllkérper sich gegen die obere Zellwand angelagert hat.

Die weitere wichtige Thatsache, dass der griine Farbstoff in der
Zelle nicht an sich, sondern nur in Verband mit dem lebendigen
Stroma des Chlorophyllkirpers die Fahigkeit besitzt, im Lichte Sauer-
stoff abzuspalten, demonstrirt

Fig. 11. (Literat. 1 p. 4, 2 p. 290, 3, 4 p. 322, 16 p. 6, 18
19 p. 45—47). Versuch vom 20 Mai 1881.

Isolirte, absterbende Zelle von Mesocarpus scalaris in hellem Ta-
geslicht. Vergrosserung 500 mal. Die Chlorophyllplatte ist, wie ihr
Aussehen bezeugt, in der linken Hilfte der Zelle abgestorben, in
der rechten noch lebendig. Dementsprechend haben sich nur an
der rechten Zellhilfte Bacterien angesammelt. Auch hier dringen sie
sich so nahe wie moglich an das Chlorophyll heran, suchen der
Sauerstoffquelle so nahe wie moglich zu kommen. Die verwendeten
Bacterien gehorten zu derselben stark aérophilen Form, wie die von
Fig. 1—4, 9 und 10.

Dass nicht bloss griine sondern auch andersfarbige Chromophyll-
korper im Licht Sauerstoff aushauchen, wird durch die folgende
Figur veranschaulicht. Es handelt iiber diesen wichtigen Punkt
die Literatur 1 p. 4, 2 p. 289, 3, 4 p. 321, 9—12, 14, 15 p.
206—208, 16 p. 9 u. flg., p. 14 u. flg., 17 p. 216 u. flg., p. 221
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u. flg. 18, 19 p. 34 fig., 87, 38 p. 9—15, 39 p. 193 fig., 62 p.
183, 59, 60, p. 95 u. flg., 61 p. 177 fig.

Fig. 12. Versuch vom 5 Mai 1881. Pinnularia aus Flusswasser.
Vergr. 300 mal. Seit mehreren Minuten in Tropfen mit zahlreichen
aérobien Bacterien unter Deckglas und Paraffinverschluss. Die eine
Hilfte der Zelle beleuchtet, die andere durch Schirm (s. oben bei
Fig. 6) beschattet. Nur um die beleuchtete Hélfte sind die Bacterien
zusammengestromt. An der Grenze von Hell und Dunkel hort die
Anhdufung ziemlich plétzlich auf. Die reducirende Wirkung des
Lichts ist also eine rein ortliche, was iibrigens auch schon die Versuche
Fig. 6 und 7 lehren. Man bemerkt auch hier wieder, dass die Sau-
erstoffentwickelung speciell von den Chromophyllbdndern ausgeht;
das farbstoffreie beleuchtete Ende #dussert keine merkliche Wirkung.

Endlich sei noch durch

Fig. 18 am Beispiel von Haematococcus pluvialis gezeigt, dass
nicht jeder beliebige im Protoplasma lebendiger Pfanzenzellen vertheilte
Farbstoff Chromophyllifunction hat d. h. Sauerstoffabscheidung im
Licht vermittelt, sondern dass es dazu besonderer Organisation be-
darf. Man vergleiche hierzu die Literatur 18, 14, 15, 16, 44,
45 p. 149, 166, Tab. C. 105, Taf. IIT Fig. 105., 46 p. 38—39,
55, Tabl. III. 105., P1. I. Fig. 10b.

Fig. 13 a und b. Versuch vom 18 Februar 1882. Zwei Ruhezu-
stinde von Haematococcus pluvialis mit aérobien Bacterien, seit einer
Viertelstunde unter Deckglas in Paraffin eingekittet, von diftusem
Tageslicht beleuchtet. Vergrosserung 500 mal. Um die obere, gros-
sere, rein roth erscheinende Zelle ¢ haben sich sehr viel weniger
Bacterien angesammelt als um die untere kleinere, an der Peri-
pherie noch deutlich griinliche Zelle . Dass die Zelle a iiberhaupt
noch “etwas Sauerstoff ausscheidet, riihrt davon her, dass sie trotz
des entgegenstehenden Augenscheins doch noch etwas Chlorophyll
enthilt. Das unbewaffnete Auge konnte dies nicht bemerken, aber
bei der Mikrospectralanalyse verrieth sich der griine Farbstoff durch
eine zwar schwache aber doch unzweifelhafte Andeutung des fiir
Chlorophyll charakteristischen Absorptionsbandes zwischen den Fraun-
hoferschen Streifen B und C.
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