Ueber Geisseln, Reservestoffe, Kerne und Sporenbildung der

Bacterien.
Von
Arthur Meyer.

(Hierzu Tafel XXI.)

Die Geisseln von Bacillus asterosporus.

Wie Migula (1898) nachwies, besitat ,Astasia asterospora® peri-
triche Begeisselung. Dass iech Unrichtiges beziiglich der Geisseln
dieser Species behauptet habe, hat seinen Grund in einer Reihe
von ungiinstigen Zufilligkeiten. Mein damaliger Assistent hatte ge-
rade Ceisselprdparate fiir die Sammlung des Institutes zu fertigen,
und da er sehr zahlreiche Geisselfarbungen gemacht hatte, so tber-
nahm er die Herstellung einer grosseren Reihe von Geisselpriparaten
von Astasia. Da die Préparate alle gleichartig ausfielen, und auch
ein Priparat, welches ich zur Controlle nach L ffier’s Methode ge-
farbt hatte, zuféllig nichts andcres zeigte, so hatte ich keinen Grund,
an der normalen Beschaffenheit der Praparate zu zweifeln.

Die Geisseln von Asiasia lassen sich mit der Tanninmethode gut,
besser aber noch nach Liffler’s Methode farben. Ich wende bei
Geisselfirbungen mit Vortheil das Eintrocknenlassen und Fixiren bei
40459 an, bei Astasia vier Minuten langes Beizen mit Loffler’s
Tinte und Farbung mit Fuchsin, oder auch mit der von mir schon lange
Zeit im Institut benutzten, vortrefflich wirkenden Losung von 1g Sdure-
violett 6B (Griibler) in 75cem Alkohol und 75cem Wasser.

Die geringen Kenntnisse, welche wir {iber die Entwickelungs-
geschichte der Geisseln besitzen, veranlasste mich, nochmals mein
Augenmerk auf diese Frage zu richten. Leider ist die Methode der
Vergleichung zahlreicher gefirbter (teisselpridparate, auf denen sich
immer nur wenige ganz intakte und dabei gut gelagerte, also
einwandfreie Exemplare des gefirbten Spaltpilzes finden, ein recht
unsicheres Mittel zur Ergriindung der Entwickelungsgeschichte der
Geisseln. Die einzigen, auch auf diese Methode gegriindeten brauch-
baren Angaben iiber eine peritriche Spaltpilzform macht Fischer
(1895, 8.103). Was zuerst die Frage nach der Entwickelung der
Geisseln bei der Sporenkeimung anbelangt, so fand Fischer bei
B. subtilis, dass die zuerst in Reagensglisern mit Heuinfus, welche
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mit Sporenmaterial beschickt waren, auftretenden Stdbchen nicht
schwirmten, und dass sich an ihnen keine Geisseln durch die Fér-
bung nachweisen liessen. Ungefihr 8!/4 Stunden nach dem Eintritte
der Keimung konnte Fischer die ersten Geisseln nachweisen, Die
letzteren waren gegeniiber denen #lterer Culturen sehr zart und re-
lativ kurz, aber anscheinend sehr zahlreich (Taf. II Fig. 3). Nach
weiteren 21/, Stunden fand er die Geisseln, wie er sagt (8. 108), schon
so lang und so dick als sie nach weiteren 16 Stunden waren. Auf
Taf. III Fig. 1 bildet Fischer jedoch noch bedeutend lingere und
dickere Geisseln ab. Er spricht sich nicht genau dariiber aus, wie
er seine Beobachtungen auffasst. Ueber die verschiedene Dicke der
Geisseln sagt er Folgendes: ,Im vorigen Kapitel wurde darauf hin-
gewiesen, dass in dlteren Culturen die Geisseln empfindlicher werden
und wibrend der Priparation leichter verquellen, leichter sich ablésen.
So wird sich wohl auch die verschiedene Dicke der Geisseln 6![o—T1/
Stunden nach der Sporenaussaat erkliren.® Mir scheint diese Erkla-
rung nicht ganz zuzutreffen; denn nach der Abbildung der Geisseln
ist doch die Léangendifferenz zwischen den Geisseln jingerer und
alterer Culturen recht erheblich.

Auch bei B. asterosporus habe ich eine ganz #hnliche Beobach-
tung gemacht, wie sie hier fir DB. subtilis vorliegt. Es wurden abge-
kochte Sporen von B. asterosporus in grosser Menge auf Agar aus-
gesit, und wurde nach 9-—10 Stunden, als die ersten Schwirmoidien
auftraten, die Geisselfirbung vorgenommen. So stellte sich heraus,
dass in allen Féllen die Geisseln der ersten Oidien relativ zart und
kurz waren gegeniiber denen #lterer Culturen, deren Schwirmoidien
sich schon oft getheilt hatten, also z. B. gegeniiber den Schwirmoidien
20 Stunden alter Agarculturen. In Fig.1 Taf. XXI (Y Stunden) und
Fig. 2 (20 Stunden) sind zwei Préparate bei gieicher Vergrisserung
dargestellt, Der ganze Eindruck der Farbe und Dichtigkeit war
derart, dass ich nicht glaube, dass die verschiedene Dicke allein durch
das verschiedene Quellungsvermdgen hervorgerufen worden war;
keinesfalls konnten die Langsunterschiede davon herriihren.

Ich halte es danach fiir wahrscheinlich, dass die ersten Nach-
kommlinge der aus der Spore auskriechenden Schwirmoidien relativ
kurze und diinne Geisseln bilden, dass die spidteren Theilprodukte
jedoch mehr und mehr dickere und lingere Geisseln entwickeln. Wie
Fischer bei B. subtilis, habe ich mich bei B. asterosporus und tu-
mescens vergeblich bemiiht, etwas Sicheres iiber die Neubildung von

Geisgeln an den in Theilung begriffenen Schwirmern zu sehen.
Flora 1899, 29
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Bei den zahlreichen Geisselfirbungen, welche in meinem Institute
ausgefiihrt wurden, habe ich auch die Angaben Migula’s im Auge
behalten, dass man an manchen (eisselprdparaten deutlich erkennen
konne, dass die Geisseln aus der Kapsel, der Gallerthiille, ecines
Spaltpilzes entspringen. Seite 57 erklart sich Migula iber diesen Punkt
genauer und bildet in Fig. 1 Taf. II Geisselfirbungen von Bacillus
subtilis ab, welche die Erscheinung illustriren. Auf 8.117 spricht
er nochmals mit Sicherheit aus, dass die Geisseln der Bacterien nicht
von dem in der Membran liegenden Protoplasten, sondern von der
Membran aus ihren Ursprung nehmen, meint allerdings (8. 127), dass
die Membran eine ganz eigenartige Beschaffenheit bessisse. Da die
von mir untersuchten Bacillus-Arten alle eine gut ausgebildete Membran
besitzen, welche gegeniiber den Pilzmembranen bisher keine Beson-
derheit gezeigt haben, da ferner alles das, was wir iber Schwirm-
zellen der Pilze, Algen und Infusorien ete. wissen (siehe hierzu
Toenniges, Sitzungsberichte der Gesellschaft zur Beférderung der
gesammten Naturwissenschaften zu Marburg 1898, 8. 128), dafiir spricht,
dass die Geisseln die Membranen stets durchbrechen, so erscheint die
Ansicht Migula’s von vorne herein recht wenig wahrscheinlich. Es
ist nun ferner nicht schwierig, Priparate zu erhalten, wie sie Migula
fiir Bacillus subtilis abgebildet hat, und zu erkennen, dass diese durch
Verquellung und Verschmelzung der basalen Theile der Geisseln zu
Stande kommen. Ich habe die Erscheinung besonders schén in allen
Stadien bei Prdparaten von Bacillus Zopfii beobachten kénnen. Kin
Exemplar mit einer solchen ,Schleimhiille* habe ich in Fig. 3 Taf. XXI
dargestellt, Auch Priaparate von Bacillus cohaerens A. Meyer u. Gott-
heil (die Species soll spiter genau beschrieben werden), einer Form,
welche einen sehr reichen, zarten und empfindlichen Geisselbehang
besitzt, zeigten die Erscheinung in allen Stadien der Ausbildung.

Ich mochte hier zuletzt noch einige Worte iber die Geisseln
von B.tumescens Zopf sagen, iiber welchen Spaltpilz ich weiter unten
noch mehr zu berichten habe. Wie schon Alfred Koech, von
welchem das zu meiner Untersuchung benutzte Material stammt, in
seiner fiir die damalige Zeit vortrefflichen Untersuchung (1888, S.314)
angibt, bilden sich in der Hangetropfencultur manchmal Schwirmoidien,
welche sich fortschreitend bewegen. In Reagensglasculturen auf
Dextrose enthaltendem Nihragar, welche bei 28° gehalten wurden,
und bei demen ich von drei Minuten auf 100° erhitztem Sporen-
material ausging, fand ich lebhaft schwirmende Kolonien nach 10
bis 18 Stunden in der Nihe des Niveaus des Kondenswassers. Die
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kaum sichtbaren Kolonien wurden mit einer Nadel abgehoben und in
etwas Kondenswasser untersucht. Die sich mit mittlerer Schnellig-
keit bewegenden Schwirmoidien bestehen aus relativ langen Zellen.
Einzellige zweilange Oidien sind hdufig, doch kommen nicht selten
auch Schwirmoidien vor, welche aus zwei noch zusammenhingenden
zweizelligen Stibchen bestehen oder solche, die in der Entwickelung
zu dieser Form begriffen sind (Fig. 48). Sehr eigenartig ist es, dass
ich in Culturen, die in der feuchten Kammer auf Agar ausgefithrt
wurden und bei 28° 18 Stunden gestanden hatten, sehr lebhaft
schwirmende Sporangien beobachten konnte.

Bei der Geisselfirbung stellte es sich heraus, dass der Spaltpilz
an einem einzelligen, zweilangen Schwirmoidium ungefihr 8 bis
30 Geisseln trigt. Ein Schwirmoidium mit wenig CGeisseln ist in
Fig. 4 dargestellt.

Das als Reservestoff auftretende Fett der Bacterien, besonders das
von Bagcillus tumescens.

Kornchen uad Trdpfchen, die in dem Protoplasten lebender Bac-
terien erkannt werden konnen, sind in der Litteratur oft erwihnt,
aber, wenn wir von den Schwefelkdrnchen absehen, ihrer Natur nach
nicht untersucht worden. Wenn Fischer (18976, 8. 14) sagt:
,Binlagerungen anderer Stoffe sind bis jetzt nicht beobachtet, abge-
sehen von glinzenden Fetttropfchen, die zuweilen, besonders in alten
Culturen, auftreten“, so kann dort mit ,Fettirdpfchen® nichts weiter
gemeint sein als ,stark lichtbrechende, rundliche Gebilde®, denn iiber
die chemische Natur dieser Korper war bisher nichts bekannt, Migula
(1897, 8. 89) sagt dariiber: ,Was nun die Kornchen anbetrifft, die
man so hiufig im Zellinhalte alter Bacterien antrifft, wenn die Cul-
turen ein gewisses Alter erreicht haben, so diirfte nur so viel mit
Sicherheit feststehen, dass sie aus einem Eiweisskirper bestehen, der
in vieler Hinsicht dem Chromatin nahe steht.* Und ferner schreibt
er 8. 90: ,Ueber die Bedeutung der Kornchen lassen sich nur sub-
jective Vermuthungen hegen; ich mochte sie als die ersten Anfinge
einer Zellkernbildung betrachten.®

Ich kann jetzt mit Sicherheit aussprechen, dass es sich in den
meisten Fillen des Auftretens zahlreicher Kornchen im Bacterien-
cytoplasma um Tropfchen von Fetten handelt, und dass die ,Vacuolen®,
welche bei angetrockneten und gefirbten Bacterien erkannt werden
konnen, hdufig ,Fettvacuolen® sind, lech habe die Fettnatur der

- Tropfehen oder Kornchen fiir B. tumescens sicher gestellt und mit
20%
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Methylenblausudan auch fiir B. graveolens A. Meyer u. Gottheil, fiir
B. ruminatus A.Meyer u. Gottheil und fiir B. mycoides, von welchen
Species Herr Gottheil spiter eine genaue Beschreibung geben soll,
sowie fir einige andere Species ihre Fettnatur nachgewiesen. Bei
B. asterosporus konnte ich kein Fett finden, habe jedoch den Spalt-
pilz nicht in variirte Culturverhiltnisse gebracht. Die Kornchen,
welche Migula in B. oxalaticus Zopf fand, werden vielleicht auch
Fett sein, jedenfalls wiirde Migula gut thun, zur Kldrung der Frage
die Species noch einmal mit meiner Methode zu priifen.

In den Zellen von B.tumescens sieht man, wie ich weiter unten
genau beschreiben werde, in den verschiedenen Entwickelungszu-
stinden des Pilzes, vorziiglich kurz vor der Sporenbildung, mehr oder
weniger zahlreiche Tropfchen oder Kornchen, wie sie in Fig. 48 Taf. XX1
bei mittlerer, in den Fig. 16—22 bei tiefer Einstellung dargestelit sind.
Da es mir darauf ankam, diese Tropfchen von den Zellkernen sicher
unterscheiden zu lernen, habe ich zuerst das Verhalten derselben
gegen Farbstoffe und einige andere firbende Agentien geprift. Die
starke Contraction, welche die Bacterienzellen durch Alkohol erleiden,
und das theilweise Undeutlichwerden der Protoplastenstruktur, welche
selbst bei mit Formaldehyd gut fixirten Bacterien eintritt, wenn man sie
langsam auf dem Objectiriger antrocknen ldsst, liessen mich von
einer Farbung und Untersuchung trockenen Materials und Alkohol-
materials vollig absehen. Ich habe vielmehr versucht, Methoden zu
finden, durch welche die Bestandteile der Bacterienprotoplasten gut
fixirt und gut gefirbt werden konnten, obhme dass durch Schrumpfung
eine Verkleinerung der an sich schon an der Grenze des mit den
besten Linsen Erkennbaren stehenden Strukturen eintrite.

Als Fixirungsmittel hat sich mir der Formaldehyd am besten
bewdhrt. Ich verwende Formal des Handels (eine 40proc. Losung
von Formaldehyd). Die Farbstoffe wende ich in relativ grosser
Verdiinnung an und lasse sie mehr oder weniger lange auf das fixirte
Material einwirken. .

Die Frage, ob ein Farbstoff die Tropfehen firbt oder nicht, ist
oft recht schwierig zu entscheiden, da die Tropfchen bei hoher Ein-
stellung stark glinzen, bei tiefer, als relativ stark lichtbrechende
Korper, selbstverstdndlich dunkel gefdrbt erscheinen. Man muss die
Blende weit offnen, bei mittlerer Einstellung beobachten und sich
hiiten, das Durchschimmern einer Farbe des gefarbten Cytoplasmas
fir eine Farbung der Tropfchen anzusehen. Auch muss man sehr
sorgfiltig die Concentration der Farbstofflosungen abstimmen, denn
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fairben diese das Cytoplasma zu stark, so werden die Férbungen der
Tropfchen leicht verdeckt, firben sie das Cytoplasma zu wenig, so
tauscht man sich leicht bei tiefer Einstellung iiber die Farbung der
Tropfehen.

Die mit einer Reihe von Fiarbemitteln angestellten Versuche zeigten
zuerst, dass die Tropfchen sich gegen solche Farbstoffe, welche Kerne
und Cytoplasma intensiv zu firben vermdgen, #hnlich verhalten wie
diese Organe der Protoplasten. In den Vordergrund sind in dieser
Beziehung Pikrocarmin (nach Mayer) und Boraxcarmin zu stellen,
Beide Farbstoffe farben die Tropfchen deutlich roth; sie firben aber
auch, wie ich fand, fette Oele. Ebenso farbt Jodjodkalium die
Trépfchen, wie Cytoplasma und Kerne, braun und zwar bei vorsich-
tigem Zusatze von Jodjodkalium frither als das Cytoplasma. Uebrigens
fixirt Jod zugleich, doch recht unvollkommen, so dass die Tropfchen
bald unregelmissig werden,

Einige andere Farbstoffe, welche Cytoplasma und Kerne firben,
lassen dagegen die Tropfchen vollig ungefirbt. Dahin gehort zuerst
das reine Methylenblan. Zur Herstellung der von mir benutzten
Methylenblaulésung wird 1 Vol. einer gesittigten Losung des
Farbstoffes in 95proc. Alkohol mit 40 Vol. destillirtem Wasser gemischt.
Mit dieser Losung firben sich die Tropfen fixirter und lebender Bac-
terienzellen nicht, die Membranen kaum, wohl aber das Cytoplasma,
so dass die farblosen Tropfchen scharf hervortreten. Liasst man die
fixirten Bacterien mit der Farbstofflosung bei gewohunlicher Tempe-
ratur auf dem Objecttriger eintrocknen, und bringt man dann etwas
Canadabalsam und ein Deckglas auf, so kann man die Tropfen als
helle Stellen, ,Vacuolen®, in den angetrockneten Bacterien erkennen.
Aehnliches wie Methylenblau leistet reines Methylviolett. Auch die
zur Kernfirbung von mir benutzte Formolfuchsinlosung verhilt sich
so0, farbt jedoch die Membran oft zu intensiv. Methylgriin (eryst. I
blaul. Friedr. Bayer) farbt die Tropfehen eine Spur, das Cytoplasma
viel weniger als Methylenblau, auch Safranin (extra G. Aktg. f. Anilf:
Berlin) verhilt sich dhnlich wie Methylgriin, firbt jedoch das Cyto-
plasma stirker als letzteres.

Einige Farbstoffe, welche man in der Technik zur Férbung von
Fetten benutzt hat, firben die Tropfchen von B. tumescens sehr in-
tensiv. In erster Linie ist hier das Dimethylamidoazobenzol (wir
wollen den Farbstoff der Kiirze wegen in dieser Arbeit als ,Gelb®
bezeichnen) zu nennen, welches in einer Ldsung von 0,4g auf 100g
95proc. Alkohol benutzt wird. Man mischt einen Tropfen dieser
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Lésung mit einem Tropfen Wasser und fiigt eine Oese voll des Ge-
misches sofort zu den in einem Tropfen Wasser vertheilten, lebenden
Bacterien oder zu fixirtem Materiale. Man kann auch eine Spur der
spiritudsen Losung direct zu den im Wasser liegenden Bacterien
bringen. Die Losung farbt das Cytoplasma nicht; die Tropfchen
werden intensiv gelb gefirbt. Zweitens ist Sudan III (von Griibler
u. Co., Leipzig; Amidoazobenzolazo-p-naphtol) in einer Ldsung von
0,1 in 20cem 95proc. Alkohol in gleicher Weise zu verwenden. Es
farbt Cytoplasma kaum, die Tropfchen stark roth. Alkanninldsung
(Alkannawurzelrinde 1 Th. mit 5 Th. 50proc. Alkohol ausgezogen
und mit einer Spur Essigsdure angesduert) farbt die Tropfchen eben-

“falls sehr gut, scheidet aber beim Firben stérende Tropfchen aus,

wihrend die Ausscheidung der beiden vorhergenannten Farbstoffe
krystallinisch ist. Cyanin firbt das Cytoplasma zu stark.

Andere Farbstoffe, welche ich beziiglich ibrer Wirkung auf B.
tumescens untersuchte, dringen entweder nicht oder schwierig (bei
meiner Methode) in die Stdbchen ein, so =z B. Sprittblau, oder firben
Fett und Plasma kaum (so z. B. Eosin, Saurefuchsin, Coccin) oder
alles gleichmissig schwach, wie z. B. Neutralroth. Délafield’sches
Himatoxylin farbt die relativ dicke Bacteriemembran sehr intensiv
und dringt sehr schwierig ein.

Die Methylenblausudanmethode und die Methylen-
blaugelbmethode zur Nachweisung der Fette. Da das Methylen-
blau den Protoplasten intensiv, das Fett nicht firbt, Sudan sich aber
umgekehrt verbilt, so eignen sich die beiden Farbstoffe zusammen
sehr gut zur Nachweisung des Bacterienfettes. Die Doppelfirbung
macht zugleich noch manche andere Verhiltnisse deutlich sichtbar.
Man bringt zur Ausfihrung der Methylenblausudanfirbung ein Tropf-
chen Formal auf den Objecttriger, setzt eine Oese voll des Bacterien-
materials hinzu, vermischt sorgfaltig und lasst das Formal finf Minuten
einwirken. Hierauf fiigt man einen Tropfen der Methylenblaulésung
hinzu, riithrt um und lasst 10 Minuten stehen; dann setzt man eine
Oese voll einer frisch bereiteten Mischung von einem Tropfen Sudan-
losung und einem Tropfen Wasser hinzu. Es farbt sich jetzt das
Cytoplasma, ev. auch der Zellkern blan, das Fett roth. Im Uebrigen
beobachtet man bei B. tumescens oft eine schwache Rothfirbung der
Membran und io fettfreien Zellen oft etwas heller erscheinende, un-
gefirbte Zellsaftvacuolen. Da sich die Sporenmembran auch hellroth
farbt, konnten ungeiibte Beobachter die gefirbten Sporen ev. mit
Fetttropfen verwcchseln. Statt Sudan kann man Gelb anwenden.
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Fixirt man nicht, und wendet man statt der Sudanlésung die
Gelblosung als Zusatz zu einer mit etwas Wasser verdiinnten, leben-
den Bacterienmasse an, so erhélt man wmeist vorziigliche Bilder, da die
Farbung des Cytoplasmas durch Gelb ganz unterbleibt. Auch hierbei
firben sich die Membranen der reifen Sporen etwas durch den
Fettfarbstoff.

Ebenso wie das Verhalten der Tropfchen gegen Fette farbende
IParbstoffe die Vermuthung nahe legt, dass die Tropfchen Fett seien,
spricht auch das Verhalten der Tropfchen gegen Eisessig und Kali-
lauge fiir diese Ansicht.

Fisessig lost die Tropfchen, wie er manche Fette auch 16st. Legt
man tropfchenhaltige Oidien direct in Eisessig, so verschwinden die
Trépfchen, und das Cytoplasma wird vacuolig-schaumig (Fig.54 Taf. XXI).
Hirtet man die tropfchenhaltigen Stibchen mit Formol, farbt mit
Alkannin das Fett und fiigt dann Eisessig hinzu, so verschwinden die
Tropfchen vollig, und es liegen im rothlich gefirbten Cytoplasma rund-
liche Vacuolen., Wenn man etwas von der Kolonie des Bacillus mit
wepig Fisessig 4 Stunden liegen lésst, dann mit Wasser verdiinnt,
mit Ammeoniak neutralisirt und mit Methylenblau firbt, so liberzeugt
man sich mit Sichecheit, dass alle Tropfchen gelost sind, dafiir aber
Vacuolen vorhanden sind. Es stimmt diese Erfahrung mit der That-
sache, dass Iisessig das aus den Bacterien hergestellte Fett 16st.

Mit Alkohol und Chloroform kann man leider an die Fetttropfen
nicht gelangen, da absoluter Alkohol, Chloroform und viele andere
Losungsmittel der Fette von der Membran des B. tumescens nicht
hindurch gelassen werden, was mit der schleimigen Beschaffenheit
der dusseren Lamellen der dicken Zellmembran zusammenhingen mag.
Streicht man frisches Bacterienmaterial diinn auf cin Deckglas, wirft
man dieses, so lange die Bacterien noch feucht sind, in absoluten
Alkohol und ldsst man es 24 Stunden darin liegen, so findet man
dann das Fett noch in den Bacterien, ebenso, wenn man das aus dem
Alkohol genommene Deckglas 24 Stunden in siedendem Chloroform
erhitzt, dann wieder in Alkohol, schliesslich in Wasser bringt. Die
Tropfen sind dann nur zu unregelmissigen Massen zusammenge-
flossen.

Um einen weiteren Aufschluss iiber die Natur der Tropfchen-
substanz zu erhalten, wurden gréssere Mengen (1g Trockensubstanz)
von Bacterien zur rechten Zeit, d. h. in fettreichem Zustande, ge-
sammelt, erst feucht mit Quarzsand einen Tag zerrieben, dann ge-
trocknet und nochmals mit Quarzsand einen Tag lang im Morser
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zerrieben, um die Bacterienleiber zu 8ffnen, schliesslich im Extractions-
apparat mit Aether erschopft. Das gelbliche, fettartige Extract wurde
mit kaltem Petroleumbenzin behandelt. Es blieb ein weicher, wachs-
artig riechender, gelblicher Riickstand, welcher etwas weniger als die
Hilfte des Extractes betrug und in Chloroform lgslich war. Die
Benzinlésung hinterliess nach dem Verdampfen einen weichen, durch-
scheinenden Riickstand, welcher auf Papier einen Fettflecken gab.
Die ungefihr vier Tropfen des Fettes wurden mit 20 Tropfen Al-
kohol und 10 Tropfen 20proc. Kalilauge am Riickflusskiihler erhitzt.
Nach etwa einer Stunde war die Verseifung vollendet, so dass sich,
nach dem Verdampfen des Alkohols, die Fliissigkeit bei Zusatz von
5cem Wasser kaum triibte. Die Seifenlosung schdumte stark beim
Schiitteln. Nach Zusatz von Schwefelsiure schieden sich relativ reich-
liche Mengen von Fettsduren aus. Nach dem Abfiltriren, Losen in
Aether und Verdampfen des Aethers blieb die Fettsiure als schwach
gelbliche, olige Masse zuriick, in welcher sich reichlich Drusen doppel-
brechender Krystalle ausgeschieden hatten. Es wurde auch der Ver-
such gemacht, Glycerin in der von den Fettsduren abfiltrirten Fliissig-
keit nachzuweisen. Das Filtrat wurde mit etwas Magnesiumcarbonat
eingedampft, der Riickstand mit Aetheralkohol ausgezogen, der Aus-
zug filtrirt und im Reagensglase verdampft. Es blieb eine Spur einer
farblosen Flissigkeit im Reagensglase zuriick, die hdchstens zu einer
Reaction auf Glycerin ausreichen konnte. Da ein Vorversuch gezeigt
hatte, dass man mittelst der Glycereinreaction das aus zwei Tropfen
Olivenol hergestellte Glycerin erkennen konnte, wurde letztere Reaction
angewandt. KEs wurde zu den Spuren des Riickstandes eine gleiche
Menge Phenol und eine gleiche Menge conc. Schwefelsdure hinzuge-
mischt, dann wurde das Gemisch im Paraffinbade auf 120° erhitzt.
Nach dem Erkalten der Schmelze wurde etwas Wasser und sehr wenig
Ammoniak hinzugegeben. Statt der erwarteten rothlichen Farbung
erhielt ich eine gelbliche, die wohl von Verunreinigungen herriihrte,
und welche die rothe Farbe sicher verdecken musste, wenn sie auch
entstanden wire. Wenn nun auch die Glycerinreaction nicht gelang,
so war das Verhalten des mit Petroleumbenzin ausgezogenen Korpers
doch im Allgemeinen -ein solches, dass man denselben als Fett
(vielleicht gemischt mit Lecithin?) ansprechen darf.

Wenn nun die Tropfchen ein Fett sind, so war anzunehmen,
dass sie die Rolle eines Reservestoffes spielen, und in der That
sprechen fiir diese Annahme die folgenden Thatsachen. Bringt man
die Bacterien in gute Erndhrungsbedingungen, so speichern sie nach
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der Keimung mehr und mehr Fett auf und verbrauchen es bei der
Sporenbildung meist vollstandig. Wenn man dextrosehaltigen Nahr-
agar mit abgebriihtem Sporenmaterial impft und die Entwickelung der
Sporen bei 28° vor sich gehen ladsst, so findet man nach neun Stunden
Zelifiden aus mehr oder weniger zahlreichen Stédbchen bestehend,
deren Protoplast sich mit Methylenblausudan nur blau firbt und nur
einige Zellsaftvacuolen, als etwas hellere Stellen, erkennen lisst.
Aber schon nach 12 Stundeu siebt man in vielen Schwirmoidien des
Kondenswassers einzelne oder auch schon zahlreiche Tropfchen, dhn-
lich wie es in Fig. 49 Taf. XXI dargestelit ist. Untersucht man
rahende Oidien von den oberen, trockenen Stellen derselben Cultur,
so sieht man schon eine sehr reichliche Speicherung des Fettes, so
dass bei schwicherer Vergrosserung einzelne Tropfen kaum mehr er-
kannt werden konnen, man aber ‘bei genauer Betrachtung der ge-
firbten Bacterien sieht, dass noch relativ breite, blaue Plasmalamellen
zwischen den grossen, rotheu Fetttropfen liegen. Die Fettspeicherung
schreitet fort bis zur Anlage der Sporen im Sporangium, so dass
zuletzt die blauen Lamellen gegen das rothe Fett ganz zurlicktreten
konnen (Fig. 50 Taf. XXI). Bei der weiteren Ausbildung der Sporen
nimmt auch in gut erndhrten Sporangien die Menge des Fettes mehr
und mehr ab. Bel sehr grossem Reichthum an Fett konnen bis zur
Reife der Sporen noch Reste davon im Cytoplasma liegen bleiben, aber
meist ist das Fett schon vor der Sporenreife verbraucht. In Fig. 51
Taf. XX1 ist das Fett verschwunden, die Membran der Spore noch nicht
vollig fertig gestellt; in Fig. 52 ist die Spore vollendet, das Fett ver-
braucht, blaues Cytoplasma noch zu erkennen.

Es ist leicht verstindlich, dass uuter ungiinstigen Erndhrungs-
bedingungen die Aufspeicherung des Fettes eine verhaltnissmissig
wenig ausgiebige ist. Wenn man abgekochtes Sporenmaterial mit
einem kleinen Tropfchen Nahrlosung oder Néhragar in die feuchte
Kammer bringt und bei 28¢ zur Entwickelung kommen ldsst, so
speichern die Bacterien viel weniger, oft sehr geringe Mengen von
Fett. Man kann auch die Culturen aushungern, wenn man etwas
einer fettreichen Cultur auf nahrstofffreies Agarsubstrat bringt und
bei 28 stehen ldsst; die Stibchen werden dann fettirmer. Zur Er-
zeugung des Fettes braucht B. tumescens keine Kohlenhydrate, denn
missige Mengen Fett bildet der Pilz auch, wenn man abgekochtes
Sporenmaterial in einer lproc. Asparaginlosung wachsen lisst. In den
Sporen selbst ist keine Spur Fett enthalten, denn man sieht kein
Fett aus den Sporen austreten, wenn man Sporen in Methylenblau-
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sudan zerquetscht. Der austretende Protoplast der Spore firbt sich
dabei rein blau (Fig. 55 Taf, XXI).

Nachdem wir gesehen haben, dass die Bacterien Fett als Reserve-
stoffe speichern, ist es fiir uns nicht ohne Interesse, dass auch aus
den Tuberkelbacterien eine Fettsiuren enthaltende Substanz erhalten
wurde. Schon 1891 fand Hammerschlag, dass Tubekelbacterien
sehr viel Trockensubstanz an Aether abgeben. Spater haben sich
Klebs, Unna, de Schweinitz und Dorset, R.Koch, Aron-
son, Ruppel mit den durch Alkohol und Aether extrahirbaren
Substanzen der Tuberkelculturen beschéiftigt. de Schweinitz und
Dorset (1896) erhielten 37 9, ,Fett“. In 3,59 des Fettes fanden
sie 0,009 flichtige Fettsduren; die Hauptmenge der Sduren war fest,

und drei constante Fractionen derselben schmolzen bei 439 85° und

102° C. Koch (1897) sagt, dass er mittelst Alkohols und mittelst
Aethers direct je eine ,Fettsiure“ aus den Bacterien ausgezogen habe,
Aronson gibt an, dass sein mittelst Aetheralkohols extrahirtes Fett aus
179/, freier Fettsiure und 83°, von Fettsdureestern eines in Wasser
unloslichen Alkohols bestanden habe, welcher von Cholesterin ver-
schieden gewesen sei. Aronson nennt deshalb den KEster ein
Wachs.

Zuletzt hat Ruppel (1898) eine kurze Angabe iiber das ,Fett*
des Tuberkelspaltpilzes gemacht. Er sagt: ,Nach meinen Beobach-
tungen sind es drei Kategorien fettdhnlicher Substanzen, zu welchen
man durch successive Extraction mit kaltem Alkohol, heissem Alkohol
und schliesslich mit Aether gelangte. Kalter Alkohol extrahirt etwa
89/, vom Gesammtgewichte der Bacillensubstanz und nimmt wéhrend
der Extraction eine intensive Rothfarbung an. — Das Alkoholextract
zeigt nach dem Verdunsten des Alkols eine schmierige Consistenz und
enthdlt eine nicht unerhebliche Menge freier Fettsduren. Hat man
durch die ibliche Methode, d. h. durch Behandlung der schmierigen
Masse mit Sodalosung und Aether, die freien Fettsduren entfernt, so
erhilt man nach dem Verdunsten des Aethers eine Fettmasse, deren
Schmelzpunkt zwischen 55 und 609 liegt. Diese Fettmasse ldsst sich
leicht verseifen und liefert hierbei neben freien Fettsiuren einen in
Aether l6slichen Koérper, welchen Aronson mit Recht als - einen
hoheren Alkohol bezeichnet hat,

,Heisser Alkohol extrahirt aus den mit Alkohol in der Kilte er-
schopften Bacillen weitere Wachsmassen, welche sich beim Erkalten
des Losungsmittels als vollig farblose Korper abscheiden. — Die
Masse beginnt sich bei 65° zu verflissigen, ohne, selbst beim Er-
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hitzen auf 200°, ein vdllig klares Ausséhen zu erlangen. Diese durch
heissen Alkohol extrahirten Verbindungen sind nur sehr schwierig zu
verseifen, scheinen aber auch aus Fettsiureestern héherer Alkohole
zu bestehen,

,Das Aetherextract schliesslich liefert wiederum Substanzen, deren
Schmelzpunkt bei 65—70° liegt, und welche beim Erhitzen schon
durch den Geruch ihren dem Bienenwachs #hnlichen Charakter zu
erkennen geben. Die Menge der durch Aether und Alkohol ex-
trahirten Bestandtheile betrug 8—269, des Trockengewichts der
Bacterien.“

Durch die Freundlichkeit des Herrn Dr. Ruppel erhielt ich
eine kleine Menge des durch Aether extrahirten, farblosen ,Fettes,
dessen oberflichliche Priifung mir zeigen sollte, wie weit es von dem
von mir erhaltenen Fette abweiche. Tuberkelbacterienfett 1oste sich
in Chloroform nicht véllig, wahrscheinlich enthielt es noch Reste der
zerriebenen Zellieiber, deren Vorhandensein wohl auch die Farbbarkeit
verschiedener mikroskopischer Partikelchen mit Farbstoffen und so auch
die leichte Féarbbarkeit des Fettes theilweise bedingten. Das mit
Chloroform gereinigte Fett 16ste sich etwas triibe in Petroleumbenzin
und verhielt sich bei der Verseifung so, wie es nach Aronson’s
Angaben zu erwarten war. Glycerin konnte ich mit Sicherheit nicht
nachweisen, erhielt jedoch anscheinend eine schwache, undeutliche
Akroleinreaction. Herr Dr. Ruppel hatte die Freundlichkeit, 10g
des durch Alkohol und Aether extrabirten Fettes auf Glycerin zu
verarbeiten und mit diesem die Glycereinreaction anzustellen, Dieselbe
gelang sehr gut. So ist also Glycerin in dem Bacterienfette nachge-
wiesen. Nur scheint es mir noch nicht sicher gestellt, dass das Ex-
tract frei von freiem Glycerin war, welches immerhin aus dem glycerin-
haltigen Nédhrsubstrate in die Bacterienmasse und so in das Extract
gelangen kénnte.

Welche Bedeutung diese Fette der Tuberkelbacterien fiir die
Biologie dieser Pflanzen besitzen, und wo sie in der Zelle liegen, ob
sie als Reservestoffe in dem Cytoplasma liegen oder ob sie als Ex-
crete ausgeschieden werden oder auch theilweise oder ganz in der
Membran sitzen, weiss man bis jetzt nicht.

Nicht alle Bacterien fithren Fett als Reservestoffe. Von den
Reservestoffen, welche in den Vacuolen der fettfreien Bacterien auf-
treten, sind bisher nur mit Jod firbbare Kohlehydrate bekannt,
iiber welche ich in dem Folgenden einiges mittheilen will.
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Die mit Jod firbbaren Polysaccharide, welche als Reservestoffe in
den Bacterienzellen auftreten.

Das biologische Verhalten des Fettes von B. tumescens hat mit
dem bekannten Verhalten des sich mit Jod blau firbenden Korpers
der Spaltpilze Aehnlichkeit, und schien es mir deshalb von Interesse,
dieses Kohlehydrat zu untersuchen und zu besprechen. Als Versuchs-
object ziichtete ich einen Granulobacter nach der Vorschrift Beije-
rinck’s (1593, S.10), unter Anwendung von Gerste. Die in dem
Butylansatze entwickelten Bacterien hatten einen einheitlichen Cha-
rakter; es schien fast eine Reincultur vorzuliegen, als die Géahrung

_ sehr lebhaft war. Welche Granulobacterart vorlag, kann ich nicht

genau sagen, da alle bisher gegebenen Beschreibungen der Arten
viel zu unvolistindig sind. Meine Form stimmte jedoch mit der Be-
schreibung, welche Beijerinck von seinem G. butylicum gibt.

In der Cultur fanden sich schlanke Stabchen (Fig. 24 Taf. XXI),
stirker angeschwollene, aber meist cylindrische oder wenig spindel-
formige, ~ich zur Sporenbildung vorbereitende Stabchen (Fig. 26 Taf. XX1I)
oder, selten, cylindrische, meist etwas spindelférmig gestaltete Spo-
rangien mit Sporen (Fig. 27 Taf. XX1). Verdiinnte ich etwas von der
gahrenden Masse im Reagensglase, so fand ich die Sporangien in leb-
hafter Schwirmbewegung. Die schlanken Stibchen firbten sich meist
mit Jod gelbbraun, nur in seltenen Fdllen liessen sich einige kleine,
rothbraune Massen in ihnen auffinden (Fig. 24 Taf. XXI). Wenn sich
die Sporangien zur Sporenbildung anschicken, so tritt nach der Fir-
bung mit Jod, an der ,Spitze“ der Sporangien eine relativ helle, gelbe
Stelle hervor, welche sich also gegen Jod so verhilt wie die spéter
zu beschreibende fettfreie Stelle der Sporangien von B. tumescens,
und sieht man direct unter derselben, sich mehr oder weniger weit
nach der Basis zu erstreckend, blaue oder braunrothe Massen liegen,
welche also an der Basis des Sporangiums oft deutlich von Cyto-
plasma rings herum umgeben erscheinen (Fig. 25 u. 26 Taf. XXI), selten
scheinbar den ganzen unteren Theil des Sporangiums erfiilllen. Die
Art der Firbung, welche der Reservestoff annimmt, hingt, wie ich
fand, in erster Linie von’der Menge des zugefithrten Jods ab. Setzt
man nur so viel einer-sehr verdiinnten Jodjodkaliumlésung zu dem
Priparate hinzu, dass die Fliissigkeit unter dem Deckglase fiir das
blosse Auge noch farblos erscheint, so findet man die Massen mehr
oder weniger dunkel blauviolett gefarbt (Fig. 26 Taf. XXI). Man er-
kennt dann auch, dass sie nicht homogen sind, sondern aus sehr
kleinen, unregelméssigen Massen, ,Kornchen¥, bestehen, die nur bei
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dichter Lagerung den EKindruck der homogenen Masse machen. Sie
sind in das Cytoplasma des Sporangiums eingebettet, wie man be-
sonders gut an der Spitze der Sporangien sehen kann, wenn dort
noch Cytoplasma frei gelassen ist. Es liegen also hier statt der Fett-
tropfen lornige Massen des Kohlenhydrates im Cytoplasma. Setzt
man so viel Jodjodkaliumlésung zu, dass die Flissigkeit unter dem
Deckglase braun gefarbt erscheint, so nimmt der Reservestoff eine
intensiv braunrothe Farbe an, und die ganze Masse erscheint, infolge
der hdheren Intensitit der Fiarbung und der Aehnlichkeit zwischen
der Farbung des Cytoplasmas und des Reservestoffes, homogener.
Wenn die Sporen reif sind, ist der Reservestoff meist verschwunden
(Fig. 29 Taf. XXI), und dann erscheint das basale, trophische Cyto-
plasma unregelmissig kleinvacuolig und in der Peripherie meist
dichter.

Dass der Reservestoff ein glycogen- oder stirkeshuliches Kohlen-
hydrat ist, lisst sich durch die folgenden Reactionen beweisen: Erhitzte
man eine Kleinigkeit der mit Wasser verdiinnten Bacterienmasse, die
mit Jod gefirbt war, im Reagensglase, so verschwand die Farbung,
nur die Jodfirbung des Wassers blieb iibrig. Brachte man die heisse
Masse unter das Mikroskop, auf einen warmen Objecttriger, so sah
man, dass die Sporangien entfirbt waren, aber beim Erkalten die
blaue oder rothbraune Farbe wieder annahm.  Erhitzte man die Spo-
rangien im Reagensglase mit 5ccm Wasser und zwei Tropfen cone.
Schwefelsdure dvei Minuten zum Sieden, so zeigten sie dann mit Jod
keine Blau- oder Rothfirbung mehr. An den Stellen, an denen das
Kohlenhydrat gelegen hatte, waren die Cytoplasmamassen weniger
dicht, und um die Sporenanlagen hatie sich héufig ein heller Hof
gebildet. Liess man einen frischen, mit Chloroform oder Toluol ver-
setzten Malzauszug bei 289 24 Stunden auf die Sporangien einwirken,
so war das Kohlenhydrat ebenfalls herausgelost. Es spricht die Schnel-
ligkeit der Losung dafiir, dass das Kohlenhydrat in einer zdhfliissigen
Losung vorliegt. Die Stelle des Protoplasten, in welcher das Kohlen-
hydrat gelegen hatte, erschien nach der Losung des letzteren fein-
vacuolig und feinkdrnig. Die feinen Vacuolen waren wohl sicher die
leeren Behilter der Kohlenhydratkérnchen (Fig.27 Taf. XXI). Das
Cytoplasma des fertilen Abschnittes des Sporangiums, welches die
Spore umgab; erschien dicht und fast véllig homogen (Fig. 27 Taf. XXI).
‘Wie Diastase wirkte auch Speichel bei 28° 18send auf das Kohlexn-
hydrat ein. Der Speichel griff jedoch das Cytoplasma etwas stirker
an als die Diastase (Fig. 30 u. 31 Taf. XXI). Wenn die Kérnchen mit
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Jod gefirbt worden waren, so losten sie sich nicht in Wasser. Ich sah
in einem durch Druck gedffneten Sporangium die geférbten Kornchen
in lebhafter Molekularbewegung, ohne dass sie sich ldsten.

Um zu sehen, ob andere Species vielleicht eine reine und auch
bei grésserem Jodzusatze bleibende Blaufarbung gaben, wurde ein dem
Ansatz mit Gerste gleicher Ansatz mit Reis hergestellt. Als Gihrung
eintrat, waltete Buttersdure vor und die Sporen der neuen Granulo-
bacterart waren grosser als die der mit Gerste gewonnenen Species.
Die neue Species verhielt sich jedoch gegen Jod wie die vorige.

Die Entdeckung, dass sich der Reservestoff der Granulobacter mit
wenig Jod blan, mit mehr Jod rothbraun firbt, liess es mir wahr-
scheinlich erscheinen, dass es auch Spaltpilze gibe, deren Kohlenhydrat
sich mit Jodjodkalium unter allen Umstinden rothbraun firbe. Ich fand
einen solchen Spaltpilz in B. subtilis. Wenn man Dextroseasparagin-
ndhridsung mit etwas von einer frischen Kahmhaut von B. subtilis
impft, so entwickelt sich bei 28° bald eine Kahmhaut, welche zuerst
diinn, nicht weisslich und nicht zdhe, sondern mehr durchscheinend
und schleimig fadenziehend ist, eine gesunde, junge Kahmhaut, in
welcher die Sporangienbildung in vellem Gange ist, ohne dass schon
fertige Sporen und absterbende Stibehen vorliegen. In den Spo-
rangien dieser Kahmhaut hduftén sich nun infolge der guten Er-
nahrungsverhiltnisse relativ viel Reservestoffe an. Ohne Reagentien
sieht man von den Reservestoffen nichts, auch Safranin sowie Ruthenium-
roth, welches das Protoplasma und die unbehduteten Sporen intensiv
firbt, iiben keinen Einfluss auf den Reservestoff aus. Wenn man
aber mit Jod gut gesittigte Jodlosung (1 Jodealium, 2 Jod, 200 Wasser)
zu einem Priparate hinzufiigt, so tritt der Reservestoff mit intensiv
rothbrauner Farbe hervor und zeigt dann &hnliche Lagerungen wie
die in Fig. 28 Taf. XXI dargestellten. Auch mit Jodglycerin (Jod-
kalium 0,50, Jod 1, Wasser 10, Glycerin 90) tritt die Reaction
schon ein.

Der Stoff 16st sich nicht, wenn man die Bacterien mit Wasser
kocht. Man kdnnte meinen, es sei dieses ein directer Beweis dafir,
dass das Kohlenhydrat kein Glycogen sei, da z. B. Barforth (Ver-
gleichende histochemische Untersuchungen iiber das Glycogen, Archiv
f. mikr. Anatomie 1885 8. 259) angibt, dass das Glycogen der Zellen
in allen wasser- und glycerinhaltigen Fliissigkeiten gelost werde. Das
ist richtig, aber aus den Bacterienzellen wiirde Glycogen dennoch
nicht austreten, wenn man sie mit Wasser kochen wiirde. Ich habe
glycogenreiche Schnitte durch die Triiffel in einem mit Baumwolle
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verschlossenen Reagensglase lange gekocht und dann 12 Tage stehen
gelassen und konnte hierauf noch reichliche Mengen des Kohlenhydrats
in allen Zellen finden, weil die Zellmembran den Austritt des Gly-
cogens verhindert.

Setzt man zu den gekochten Bacterien Speichel, so reagiren sie
anfangs moch mit Jod, aber nach 12 Stunden ist das Kohlenhydrat
gelost und hinterldsst eine mit Jod farblos bleibende Vacuole im Cyto-
plasma. Auch durch Kochen mit verdiinnter Schwefelsdure lasst sich
das Kohlenhydrat leicht l6sen.

Fermi (Centralblatt fir Bacteriologie 1890 8. 469) hat zwar
schon nachgewiesen, dass B. subtilis ein diastatisches Ferment ent-
wickelt. Da aber die Frage nach dem Vorhandensein des letzteren
weiteres Interesse durch die Constatirung des Vorkommens eines
Polysaccharides gewonnen hat, habe ich doch die Priifung meines
Spaltpilzes auf Diastase vorgenommen. Es stellte sich heraus, dass
er ziemlich reichlich stirkespaltendes Enzym producirte.

Nachdem ich im Vorstehenden die von mir angestellten Beob-
achtungen Giber die mit Jod farbbaren Polysaccharide mitgetheilt habe,
will ich zuletzt das bisher Bekannte und das von mir Gefundene einer
allgemeinen Besprechung unterziehen.

ES *
"

Es ist lange bekannt, dasss es Bacterien gibt, deren Zeliinhalt
sich mit Jod blam fiarbt. Trécul (8. 159, 465) entdeckte 1865
diese Blaufdarbung zuerst bei seinem Amylobacter. Van Tieghem
(1877) beschreibt dann schon sehr gut das Auftreten des ,amidon
amorphe* in dem Protoplasma eines Bacillus Amylobacter und den
Verbrauch des Stoffes bei der Sporenentwickelung, und schildert die
Lagerung und das Verschwinden des sich mit Jod bliuenden Korpers
bei der Sporenreife ferner fiir sein Spirillum amyliferum (1879b).
Wenn wir hinzufiigen, dass auch van Tieghem (1879a pag. 7)
schon schildert, wie die Bildung des Amidon nicht nur in stirkehal-
tigen Ldsungen, sondern ebenso gut in Losungen, welche Zucker,
Glycerin, Mannit oder milchsauren Kalk enthalten, vor sich geht, so
ist es klar, dass wir seit van Tieghem’s Untersuchungen nicht viel
Neues in dieser Frage gelernt haben.

In der That entspricht der folgende aus Fischer’s (1897b
8. 13) Vorlesungen entnommene Satz, wenn wir von den nachher zu
erwihnenden Angaben von Beijerinck (1893) absehen, unseren
heutigen Kenntnissen iber die sich im Jod blau fdrbende Ver-
bindung:

Universitatsbibliothek

Regensburg urn:nbn:de:bvb:355-ubr05155-00447-6


http://www.bibliothek.uni-regensburg.de/
http://www.nbn-resolving.de/urn:nbn:de:bvb:355-ubr05155-00447-6

444

,Besondere geformte Zelleinschliisse fehlen den meisten Bacterien,
deren Inhalt mit Jodlosung sich goldgelb farbt, wie alles Protoplasma.
Einige Buttersiiurebacterien aber, ferner einige die menschliche Mund-
hohle bewohnende Arten farben sich mit Jodlésung blénlich bis schwarz-
violett, sie geben dic sog. Granulosereaction. Der Stoff, der diese
Reaction veranlasst, ist noch nicht genau bekannt, er wird als Gra-
nulose bezeichnet, weil er sich genau so firbt wie der gleichnamige
Bestandtheil der Stirkekdrner. Ob er mit jhm chemisch ganz iiberein-
stimmt, ist aus der Jodreaction allein nicht zu entnehmen, ein Kohlen-
hydrat ist er wahrscheinlich.

Als ein Fortschritt in der Frage ist es zu bezeichnen, dass ich
jetzt entdeckt habe, dass mein Granulobacter butylicum einen Re-
servestoff speichert, welcher sich mit sehr wenig Jod blau, mit mehr
Jod rothbraun farbt. Ich fiige hinzu, dass sich bei den auch auf ihre
Jodreaction von mir gepriiften Bacterien des Zahnbelages die blaue
Farbe etwas kriftiger zeigte, jedoeh bei etwas grosserem Jodzusatze
ebenfalls einer dunkelrothbraunen Firbung Platz machte, die aller-
dings, infolge des grossen Gehaltes des Reservestoffes an sich mit Jod
blau firbender Substanz, etwas schmutzig ausflel.

Ueber das Vorkommen eines mit Jod sich rothbraun farbenden
Reservestoffes bei den Bacterien habe ich eine Notiz bei Beijerinek
(1893 8.9) gefunden. Ich weiss nicht, ob sich diese Notiz auf einen
Fall Dezieht, in welchem in Wirklichkeit eine Mischung der sich
blau und der sich roth firbenden Substanz vorlag oder in der That
nur ein sich mit Jod roth firbender Reservestoff. Beijerinck sagt:
,Im Staube orientalischer Getreide finden sich ibrigens sehr merk-
wiirdige, Sporen erzeugende Nebenarten von Granulobacter Polymyxa,
eine davon wéchst aerobie, bildet sehr zéhe Zoogloen und enthilt
Glycogen anstatt Granulose.* Der Ausdruck ,Glycogen* kann selbst-
verstdndlich hier nur ,eine sich mit Jod roth firbende Substanz® be-
deuten, da Beijerinck iiber die chemische Natur der sich mitJod
roth farbenden Substanz keine Untersuchung angestellt hat.

Bei B. subtilis habe ich nun in der That einen Fall aufgefunden,
in welchem als Reservestoff ein sich mit Jod unter allen Umstinden
roth firbender Korper gespeichert wurde.

Nach den mikrochemischen Versuchen, welche ich mit dem Re-
servestoff von B. subtilis und mit dem Reservestoff von Granulobacter
butylicum angestellt habe, und nach den makrochemischen Versuchen,
welche Beijerinck mit dem sich durch Jod blau firbenden Re-
servestoff seines Granulobacter butylicum machte, kann es keinem
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Zweifel unterliegen, dass wir es in diesen Reservestoffen mit Kohlen-
hydraten zu thun haben,

In mikrochemischer Beziehung zeigten uns, wie wir sahen, die
Reservestoffe wichtige allgemeine Reactionen der Kohlenhydrate, und
hesonders auch soleche, welche der f-Amylose, dem Amylodextrin und
dem Glycogen zukommen. Diese Reservestoffe sind farblos und stark
lichtbrechend ; sie lassen sich, wohl deshalb, weil sie schwierig diffun-
diven, mit Wasser nicht aus den todten Bacterien ausziehen, wohl’
aber durch verdiinnte Schwefelsdure, Malzauszug und Speichel vollig
auflosen, wobei die Losung, welche entsteht, keine Reaction mit Jod
mehr zeigt. Gegen Jod verhalten sich die Stoffe genau wie ﬁ Amylose
oder Amylodextrin, resp. Glycogen.

Zu diesen Thatsachen kommt die wichtige Angabe von Beije-
rinck erginzend hinzu. Beijerinck fillte aus einem Liter Wiirze-
cultur seines Gr. butylicum mittelst Alkohols die Bacterien, wobei er
7 g lufttrockene Bacterienmasse erhielt, welche er pulverisirte. Er
sagt davon (1893 8. 89):  Das Pulver ist reich an Granulose und
farbt sich mit Jod violettschwarz. Wird es mit Wasser lange ge-
kocht, so 1ost sich nur wenig Granulose, jedoch genug, um das Wasser
bei Jodzusatz blau zu farben. Bei sehr langem Kocher mit Sauren
verschwindet die Granulose und man findet Dextrin und Zocker in
der Losung. Die Umwandlung geschieht aber sehr schwierig. Viel
leichter dagegen ldsst sich die Granulose durch die verschiedenartig-
sten Amylasepriparate verzuckern. Bei der bekannten Zuverldssigkeit
Beijerin'ck’s kann es trotz der etwas kurz gehaltenen Angaben
keinem Zweifel unterliegen, dass der bei der Inversion entstandene
Zucker von dem Reservestoff der Bacterien herrithrte, und so ist also
auch sicher, dass bei der Herauslosung des Reservestoffes aus der
Zelle durch Sduren Zucker und Dextrin (?) entsteht.

Nach den angefiibrten Thatsachen miissen wir annehmen, dass
von den Bacterien zwei sich mit Jod firbende Kohlenhydrate als
Reservestoffe gespeichert werden konnen: I. ein sich mit Jod roth fir-
bendes und 2. ein sich mit Jod blau farbendes, Das sich roth fér-
bende fanden wir allein abgelagert bei B. subtilis, wéihrend es, mit
relativ kleinen Mengen sich blau firbenden Kohlenhydrats gemischt, bei
Gr. butylicum vorkam. Die Mischung der beiden Kohlenhydrate verhilt
sich genau so wie ein Gemisch von viel Amylodextrin mit wenig
B-Amylose. Wenn man eine kleine Menge dieses Gemisches mit wenig
Jod versetzt, so tritt immer zuerst Blaufirbung ein, die bei Zusatz

" von mehr Jod einer Rothfirbung Platz macht.
Flora 1899. 30
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Es ist nun zuerst die Frage aufzuwerfen, ob das sich roth far-
bende Kohlenhydrat Amylodextrin, Glycogen oder ein anderes Kohlen-
hydrat ist. Amylodextrin kommt bei den hoheren Pflanzen in manchen
Starkekornern sehr reichlich vor, welche dann aber stets zugleich
etwas a- und P-Amylose enthalten. (Siehe Arthur Meyer 1895,
8. 80.) Das Glycogen ist im Thierreich allgemein verbreitet und
soll nach Kiihne’s (1868) und Anderer Untersuchung bei Aethalium,
vorziiglich nach den eingehenden Studien Errera’s (1882 etc.), welche
sich zuerst an de Bary’s (1863) Forschungen iiber das Epiplasma
der Ascomyceten anschlossen, bei Ascomyceten, Mucorineen und Ba-
sidiomyceten sehr verbreitet vorkommen. Wenn die Identitit des
sich roth firbenden Kohlenhydrats der Pilze mit dem Glycogen der
Thiere nachgewiesen wire, so konnte man es wohl als wahrscheinlich
erkliren, dass auch die Spaltpilze Glycogen fithren, und so fragt es
sich wiederum hier, ob der betreffende Korper der Pilze Amylodextrin,
Glycogen oder ein anderes Kohlenhydrat sei. Fassen wir diese Frage
kritisch ins Auge, so haben wir zuerst die grosse Aehnlichkeit zwischen
Amylodextrin und Glycogen zu beachten, die hervortritt, wenn wir
die Eigenschaften beider Korper, wie folgt, nebeneinander stellen.

Thierisches Glycogen. Amylodextrin.
weisses Pulver in reinstem

Aussehen: {Weisses, amorphes Pulver; Zustande, weisse Krystalle
i ) .

In warmem Wasser leicht in kaltem Wasser schwer
Loslichkeit | zur opalescirenden Fliissig- léslich, in heissem Wasser
in Wasser: | keit loslich; leicht zur klaren Flissigkeit
loslich.
Verdinnte Loésungen roth-
Jod- braun; beim Erhitzen ver-
reaction : schwindet die Farbung, um  ebenso.
unter passenden Verhilt-
nissen wieder zu erscheinen
i 12 -l 13
Drebuflg [(a); — o1l nachKiilz: +193,4(Meyer18985,3.33).
(@p: 1881];
Reductions- 100 Amylodextrin redu-
fihigk. geg. . . ciren wie 6,6 wasserfreier
Fehling’s Soll nicht reduciren; Dextrose (Meyer 1895,
Losung: S. 84), also sehr schwach.
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Nimmt man hierzu den Umstand, dass aus beiden Kérpern durch
Inversion die gleichen Zuckerarten zu entstehen scheinen, so ist es
einleuchtend, dass selbst die makrochemische Unterscheidung der bei-
den Korper nicht leicht ist. Vorziiglich wird die Unterscheidung der
Koérper dann eine #Husserst schwierige, wenn sie beide in unreinem
Zustande vorliegen, da Loslichkeit und Fallbarkeit durch Alkohol ete.
ungemein durch Verunreinigungen verdndert werden konuen.

Am sorgfiltigsten hat wohl nun bisher Clautriau (anscheinend auf
Errera’s Veranlassung) das Kohlehydrat aus Pilzen herzustellen und
zu reinigen versucht, aber auch er hat freilich nicht durch vergleichende
fractionirte Fallung die Reinheit seiner Produkte nachgewiesen. Als
Eigenschaften des von ihm aus Amanita muscaria dargestellten Kohlen-
hydrates werden von ihm angegeben, dass es ein weisser, 0,315°9),
Asche enthaltender Korper sei, welcher sich zur opalisirenden Fliissig-
keit 16se, deren Opalescenz nach einigen Monaten verschwinde; zur
Fillung des Korpers wurden mehr als zwei Volumen Alkohol ge-
braucht; Jod firbte die Lidsung braunroth; (a)p == 196,2. Die Lsung
des von ihm aus Hefe dargestellten Kohlenhydrates opalisirte schwicher
als Leberglycogenlsung (8. 39) und farbte sich mit Jod violettroth;
(0)p = 184,4. Ich will ibrigens darauf hinweisen, dass Cremer
(1894) Unterschiede zwischen dem Leberglycogen und dem Hefe-
glycogen gefunden haben will.

Von den Angaben Clautriau’s wiirde nur das Opalisiren gegen
die Amylodextrinnatur des Kohlenhydrates sprechen, wenn wir anneh-
men, dass der Korper vollig rein, vorziiglich von B-Amylose frei, ge-
wesen sei. Sehr wichtig wire eine genaue Untersuchung des Re-
ductionsvermdgens des Produktes gewesen, denn der unter Anwendung
einer guten Methode gefiihrte Nachweis, dass das Produkt nicht im
(teringsten reducire, wiirde durchaus gegen die Amylodextrinnatur
desselben sprechen. Allerdings hat Errera (1882, 8. 15) angegelen,
dass das Pilzglycogen nicht reducire, aber bei dem geringen Reductions-
vermdgen des Amylodextrins konnte der geniigend exacte Beweis fiir
diese Behauptung mit einer aus drei Fruchtkérpern von Peziza vesi-
culosa hergestellten Menge unreinen Kohlenhydrates sicher nicht er-
bracht werden. Wir missen demnach sagen, dass dieIden-
titdt zwischen dem sich roth farbenden Kohlenhydrat
der Pilze und dem Glycogen der Thiere auf makroche-
mischem Wege noch nicht sicher erwiesen ist, dass aber
das Kohlenhydrat unbedingt dem Glycogen und dem
‘Amylodextrin sehr nahe steht.

30*
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Nach dem Gesagten ist es leicht verstindlich, dass die bisher
benutzten mikrochemischen Methoden eine Bestimmung der speciel-
leren Natur des Kohlenhydrates nicht gestatten. Besonders ist dabei
hervorzuheben, dass die leichte Loslichkeit des in den Zellen liegenden
Kohlenhydrates in Wasser keinen Unterschied vom Amylodextrin
abgeben kann, da ja z. B. das Inulin, welches in reinem Zustande
in kaltem Wasser sehr schwer 16slich ist, in den Zellen in einer
concentrirten, sich mit Wasser mischenden Lésung vorkommt.

So miissen wir auch beziiglich der genauen Feststellung der che-
mischen Natur des sich mit Jod roth firbenden Kohlenhydrates, welches
unbedingt auch dem Glycogen und Amylodextrin sehr nahe steht, auf
eine genaue makrochemische Untersuchung des Korpers warten.

Sollte es sich herausstellen, dass dieser Korper Glycogen ist, so
diirften wir dann das sich blau farbende Kohlenhydrat nicht als f-Amylose
(Granulose) ansprechen, sondern wir miissten annehmen, dass es ein
Condensationsprodukt des Glycogens sei, welches sich zum Glycogen
verhalten wiirde wie die f-Amylose zum Amylodextrin.

Von diesem Gesichtspunkte aus ist es interessant, dass auch das
thierische ,Glycogen® manchmai eine kleine Menge eines sich blau
firbenden Stoffes zu enthalten scheint. So z. B. sagt Barfurth
(1895, 8.261): ,Was nun die Reaction einer Jodlssung auf Glycogen
anbetrifft, so besteht sie bekanntlich in einer braunen oder rothbraunen,
rostfarbenen, mahagonibraunen, maronenbraunen, zuweilen auch pur-
purrothen, violetten oder auch blduliehen Farbung.“

Auch iiber das Pilzkohlenhydrat findet man #bnliche Angaben.

Interessant ist es, dass wir bei den mit hohem Condensations-
vermogen versehenen Chlorophyllpflanzen als Hauptprodukt die Starke,
als Nebenprodukt das Amylodexirin finden, wihrend bei Thieren,
Pilzen und Spaltpilzen der sich mit Jod roth firbende Korper in re-
lativ grosserer Menge als der sich mit Jod blau firbende vorzukom-
men scheint.

Zum Schlusse mdchte ich noch darauf aufinerksam machen, dass
wahrscheinlicherweise bei allen denjenigen Spaltpilzen, bei welchen
wir die in Rede stehenden Kohlenhydrate finden, auch ein diastase-
ghnliches Enzym vorkommen wird, welches den Abbau dieser Korper
besorgt. In der That ist ja diese Voraussetzung bei B. subtilis er-
fiallt und aus Gr. butylicum konnte Beijerinck (1893, S. 41) eine
Amylase herstellen, welche aus Amylose Amylodextrin zu bilden

vermag, Dextrine angreift und wahrscheinlich Maltose aus Amylose
bildet.
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Fett und die mit Jod firbbaren Kohlenhydrate sind hdchst wahr-
scheinlich nicht die einzigen Reservestoffe, die im Cytoplasma der
Spaltpilze abgelagert werden konnen. Ich mache hier nochmals auf
die frither (18975, 8. 206 un. 223) von mir fir B. asterosporus an-
gegebene Thatsache aufmerksam, dass der fixirte Vacuoleninhalt sich
oft mit Farbstoffen intensiv férbt. Vielleicht werden auch geldste
Eiweissstoffe in diesen Vacuolen gespeichert.

Ueber die Kerne der Bacterien.

Die Untersuchung iiber die Bacterienkerne habe ich gleich nach
Veroffentlichung meiner ersten Abhandlung fortgesetzt und spéter
mehrmals wieder aufgenommen, so oft das Licht!) an Tagen, die ich
wur wisscnschaftlichen Arbeit benutzen konnte, giinstig war. Als ich
meine crste Mittheilung tber Bacillus asterosporus versffentlichte, war die
Untersuchung itber B. tumescens schon sehr weit fortgeschritten; es
fehlte mir leider nur an Zeit, den Abschluss der Arbeit herbeizufiihren.
Um Missverstindnissen vorzubeugen, mache ich mit Riicksicht auf die
jetzt von mir verdffentlichte Kernfarbemethode darauf aufmerksam,
dass ich (1897, S.235) vor Migula (1898, 8. 146) verdiinnte Me-
thylenblauldsung zur Kernfirbung gebrauchte und zur Untersucbung
der nicht angetrockneten Bacterien dieselben mit Formol (1897, 8. 187)
und Osmiumsdure (8. 199) fixivt habe.

Ich habe auch damals schon fiir B. tumescens Fuchsin und an-
dere Farbstoffe angewandt, aber erst beim gleichzeitigen Gebrauche
von conc. Formol gute Resultate erhalten.

Was Migula’s gegen meine Arbeit gerichteten Untersuchungen
(1898) betrifft, so besitzen dieselben keine Bedeutung, weil dieser
Autor keinen Unterschied unter allen Kornchen aller Bacterien fest-
zustellen verstand und deshalb Beobachtungen, die von ihm an meinen
Kernen und an Fetten, vielleicht noch an anderen kérnigen Einschliissen
des Bacteriencytoplasmas, gemacht wurden, alle auf meine Kerne
iibertragen konnte. Er sagt (1898, 8.146): ,In dem Verhalten gegen-
iber Farbstoffen lassen sich also zwischen den ,Kernen“ der Astasia
und den Ko6rnchen anderer Bacterien Unterschiede nicht erkennen.®
Dass er Fetttropfen und meine Kerne nicht auseinander halten konnte,
geht ja auch aus dem schon erwidhnten Passus seines Handbuches
(1897, 8. 89) hervor, und das Zusammenwerfen der Kornchen von

1) Alle kiinstlichen Lichtquellen sind leider fiir diese Untersuchungen viel
ungeeigneter als von hellen Wolken reflektirtes Licht, da Strahlengang und Farbe
ides Lichtes bei Benutzung der stirksten Objective eine grosse Rolle spielen.
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Astasia mit denen von Bacillus Megaterium de Bary?), welcher Massen
von Fetttropfen enthdlt (8. 149), lasst die Konfusion, die Migula
anrichtet, klar hervortreten.

Auch eine neue Arbeit, die aus dem Laboratorium in Karlsruhe
hervorging und die Migula doch wohl in einigen Fillen controllirt
haben wird, darf wohl erwéhnt werden. Burchhard (1898) beschreibt,
dass die Sporen von Bacterium flexile, turgescens, Bacillus cursor,
paucicutis, bipolaris ete. (anscheinend alle fettbildend) durch Zusammen-
fliessen von stirker lichtbrechenden Kérnchen entstehen. Burchhard
hat also hier tiberall junge Sporen und Fetttropfen mit einander ver-
wechselt.

Es ist nach diesen Thatsachen selbstverstindlich, dass ich den
Beobachtungen, welehe Migula auf S. 148 iiber die Entstehung der
Kornchen bei B. asterosporus und seiner Angabe, dass diese Kornchen
sich nicht theilten, nicht die geringste Beweiskraft gegen die Kern-
natur der von mir fir Kerne erklirten Gebilde von B. asterosporus
beimessen kann, denn ich selbst habe wunter Umstdnden andere
Kornelungen als Kerne, also solche Korner, die den in den jungen
Sporen liegenden Kernen vollig gleichen, in dem Cytoplasma des
Spaltpilzes gesehen und weiss nicht, was Migula beobachtet hat.

Die Objecte, mit deren Untersuchung Migula seine Beobachtung
hitte beginnen miissen, wenn er sich klar darilber werden wollte,
was ich als Kern bezeichnet habe, die in ungefirbtem Zustande in
lebenden Zellen relativ leicht erkennbaren Kerne junger Sporen-
anlagen, hat Migula gar nicht in den Bereich seiner Beobachtung
gezogen.

Aber selbst wenn ich annehme, Migula habe meine Kerne
beobachtet, so sagen seine Beobachtungen gegen die Kernnatur dieser
(Gtebilde nichts aus. Wenn Migula, wie er 8. 148 angibt, ein re-
lativ grosses Kornchen iibersehen konnte, so hat er auch andere
ibersehen konnen und die ,Entstehung® dieser Kornchen unter seinen
Augen war eben nur das Insaugefalien junger Kerne, die er vorher
iibersehen hatte. Und wenn Migula diese winzigen Gebilde sich
nicht theilen sah, so wire das ja fir diese von ihm in ungefirbtem
Zustande in lebenden Zellen beobachteten Gebilde selbstverstiandlich,
sobald sie Zellkerne wiren; denn sie miissten dann wohl fiir unser
Auge zeitweise verschwinden, wenn sie in indirecte Kerntheilung

1) Ob meine Cultur mit der von Migula untersuchten identisch war, kann
ich allerdings nicht wissen.
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eintreten wiirden. Beobachten wiirde man die indirecte Theilung mit
unseren Instrumenten so nicht konnen,

Aus der kritischen (?) Besprechung meiner fiir die Kernnatur der
Kérnchen in das Feld gefiihrten Griinde durch Migula (8. 143—45)
geht hervor, dass Migula die letzteren gar nicht verstanden haben
kann. Tis erscheint mir diese Thatsache um so eigenthiimlicher, als
ich in meiner ersten Notiz (1897a), die Migula wohl kennen
musste, da Behrens dariiber in der Botanischen Zeitung referirt hat,
es dem Leser (auf 8. 51 und 52) recht leicht gemacht habe, zu er-
kennen, welche Griinde mir als die wichtigsten erschienen. Es hat
fiir die Sache keinen Werth, weiter auf die Bemerkungen Migula’s
einzugehen.

* . *

Rutheninroth firbt die Kerne gut, aber relativ schwach und ist
deshalb nur bei kornchenarmen Bacterien zu gebrauchen, fiir fettreiche
Bacterien ist es unvortheilhaft. Liegen fettreiche Bacterien vor, so
ist es ferner von Wichtigkeit, dass man zur Kernfirbung einen Farb-
stoff wihlt, der das Vornehmen einer gleichzeitigen Fettfirbung ge-
stattet. Unter den zahlreichen von mir gepriiften Farbstoffen hat
sich mit Formol versetztes Fuchsin am besten bewshrt. Die Kern-
firbung mit Formolfuchsin fithrt man folgendermaassen aus. Man
mischt 2ccm concentrirter alkoholiseher Fuchsinlésung mit 10cem
Alkohol von 959, und 10ccm Wasser. Von dieser vorrdthig zu
haltenden Lésung setzt man 15 Tropfen za 10cem Wasser und be-
nutzt diese verdiinnte Lésung zum Firben, Zur Kernfirbung rithrt
man eine kleine Oese der Cultur in einen Tropfen Formol auf dem
Objecttrager ein und ldsst das Formol 4—5 Minuten auf die Bacterien
einwirken. - Hierauf setzt man 1—2 Tropfen Fuchsinlésung zu und

o riihrt mit dem Platindraht gut um. Nachdem die Fuchsinlésung
10 Minuten unter mehrmaligem Umrithren eingewirkt hat, untersucht
man eine Oese voll des Gemisches unter dem Mikroskope. Treten
die Kerne der Bacterien noch nicht hervor, so untersucht man nach
je funf Minuten wieder, bis die Kerne deutlich in der rothvioletten
Farbe, welche die Fuchsinlosung beim Vermischen mit Formol an-
nimmt, hervortreten. Das Eindringen der Farbstofflosung geht je
pach dem Zustande der Stibchen verschieden schneil vor sich, wofiir
die Beschaffenheit der Membran wohl hauptsichlich bestimmend sein
wird, die auch insofern von Bedeutung ist, als sich die Membran
unter Umstinden so intensiv firben kann, dass die Kernfirbung fast
verdeckt wird. Bleibt die Farbung einmal aus, so muss man mit
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demselben Bacterienmaterial die Farbung nochmals ganz wiederholen,
indem man die Menge des Formols und der Fuchsinlosung etwas
veriindert. Man wird schliesslich stets eine schéne Kernfirbung er-
halten und sich so iiberzeugen, dass nicht das Fehlen der Kerne im
Material, sondern das Fiarbeverfahren die Schuld trigt, wenn Kerne
einmal nicht hervortreten. Uebrigens sind die Kerne selbst in den
verschiedenen Entwickelungsstadien der Species nicht gleich leicht
und gleich intensiv firbbar. Es ist moglich, dass das Auftreten von
Kernkorperchen dabei eine Rolle spielt, aber es ist dieses nicht zu
entscheiden, da die Kleinheit der Organe die Erforschung feinerer
Strukturen derselben nicht zuldsst.

Ueberfirbt man die Bacterien nach dem Fixiren etwas mit Fuchsin
und differenzirt man dann mit Essigsidure, so treten die Kerne meist
sehr deutlich hervor, aber man muss dann mit der Deutung der Bilder
etwas vorsichtig sein, da bei Anwendung dieser Methode die durch
die Fetttropfen zusammengedriickten Cytoplasmamassen auch relativ
dunkel gefirbt werden. Man mischt am besten zu 5 Theilen einer
Mischung von Bacterien, Formol und Fuchsinlésung 1 Theil einer
Mischung von 1 Theil Eisessig + 1 Theil Wasser und beobachtet

sofort.

Will man Kerne und Fetttropfen in den Bacterien zugleich und
verschieden firben, so firbt man die Kerne zuerst nach der Formol-
fuchsinmethode und setzt dann zu 10—20 Theilen des Gemisches von
Bacterien, Formol und Fuchsin 1 Theil Dimethylamidoazobenzollésung.

Methylenblau in der von uns benutzten Verdiinnung farbt die
Kerne ebenfalls sowohl in lebenden als fixirten Stdbchen, aber es ist
selten, dass die relative Intensitit der Farbung eine derartige wird,
dass die Kerne sich von dem Cytoplasma geniigend scharf abheben.
In den Fig. 50, 51 und 32 Taf. XXI sind mit Methylenblau geféirbte
Kerne dargestellt. Die Unsicherheit dieser Methode bedingte es, dass
sich bei meinen ersten Versuchen mit dem verdiinnten Methylenblau
und normalen Stiibchen immer nur ein Kern, wohl ein besonders
peripher liegender, firbte, so dass ich anfangs zu der Meinung ge-
langte, es enthalte jede Zelle nur einen Kern.

Ueber das Aussehen der nach der Formolfuchsinmethode geférbten
Bacterien und ihrer Kerne ist nun im Allgemeinen Folgendes zu be-
merken:

Bei B. asterosporus habe ich in der jungen Sporenanlage der
lebenden Sporangien den Kern als ein kleines Kérnchen von eigen-
thiimlicher Lichtbrechung oft gefunden; ebenso konnte ich unter
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Umstéinden einen Kern in der Sporenanlage lebender Sporangien von
B. tumescens erkennen, wenn die Lichtbrechuug derselben noch ge-
ring war, wiahrend in den fettreichen Stdbchen dic ungefirbten Kerne
selbstverstindlich durch die Tropfchen verdeckt werden. Dieselben
Kerne der Sporenanlagen, welche mit Rutheniminroth nur unsicher
firbbar sind, lassen sich ziemlich sicher durch Formolfuchsin firben.
Trotz der relativ unsicheren Methode, die ich friither benutzte, habe
ich bei B. asterosporus im Allgemeinen richtig geseben, nur habe ich
frither in den Sporangien niemals drei Kerne beobachtet, wihrend ich
jetzt drei Kerne oft fand. Die Lage der drei Kerne ist oft die in
Fig. 60 und 61 Taf. XXI abgebildete. Sind zwei Kerne vorhanden, so
liegt einer oft in der Spitze, an der Peripherie der Sporenvacuole;
auch wenn ein Kern vorhanden ist, liegt er in der Peripherie der
Sporenvacuole.

Die Kerne der von mir genau untersuchten beiden Species sind
von anndhernd gleicher Grosse. Intensiv gefirbte, runde, also dann
wohl ungefihr kugelférmige, hatten meistens den Durchmesser des in
Fig. 43 b Taf XXI dargestellten Kernes. Etwas kleinere Kerne fand
ich oft, wo zwei derselben dicht neben einander lagen, so dass man
sie als eben getheilte Kerne betrachten konnte, und relativ gross fand
ich den Kern, wenn er einzeln in einer Zelle oder Sperenanlage vor-
kam (Fig. 57 Taf. XXI). Vereinzelt konnte ich langgestreckte und
eingeschniirte Kerne von schwacher Férbung finden, wie sie in
Fig. 38d Taf. XXI dargestellt sind.

Die Sporen von B. tumescens sind mit einer Membran von sehr
wechselnder Dicke versehen, welehe wie die von .B. asterosporus
deutlich in Exine und Intine gegliedert ist. Diese Gliederung tritt
gut bei Farbung mit Safraninlésung hervor (Fig. 83 Taf. XXI), manch-
mal auch gut bei der Fuchsinfirbung (Fig. 85 Taf. XXI). Die Sporen
sind, wie in allen Fillen bei den Bacillusarten, von etwas wechseln-
der Grosse und Form. Gut ausgebildete Sporen sind ungefihr ellip-
soidiseh, im Querschnitte kaum bemerkbar sechseckig, also fast kreis-
rund, etwas seitlich von ihren Polen mit je einem hauptsichlich von
der Exine gebildeten Spitzchen versehen (Fig. 88 u. 85 Taf. XXI).
Aehnlich wie die Leisten der Exine von B. asterosporus mehr oder
weniger stark ausgebildet sind, wechselt auch die Grisse der Spitzchen
sehr, und koénnen die Spitzchen anscheinend einzelnen Sporen ganz
fehlen. 8Sie kommen aber der Mehrzahl aller Sporen jeder Cultur
stets zu, sind also ein Charakteristicum der Species. Diese Spitzchen

: sind keine Keimstellen; die Sporen keimen, wie bekannt, niemals polar.
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Im Ruhezustand der Spore verhindert die Membran den Eintritt des
Fuchsins zu dem Protoplasten meist ganz, der sich sofort im Formol-
fuchsin farbt, wenn man die Spore zerquetscht. Wenn die Spore vor
der Keimung anschwillt, so wird die Durchlissigkeit der Membran
fiir den Farbstoff grosser, und es firbt sich das Stdbchen. In der
ruhenden Spore konnte ich einen Kern mit meiner Methode nicht
nachweisen, wohl aber tritt in den angeschwollenen Sporen hie und
da ein peripher liegender Kern deutlich hervor (Fig. 55 Taf. XXI).

Die eben aus der Spore herausgeschliipften Stibchen lassen bei
Farbung mit Formolfuchsin schon eine Membran erkennen; diese
Membran, welche noch keine Schleimschicht besitzt, ist noch leicht
durchlassig fiir den Farbstoff, und die Farbung des Protoplasten geht
deshalb schnell und intensiv vor sich. Die Kerne sind nur schwierig
zur Anschauung zu bringen, da sie sich relativ schwach firben. Wie
Fig. 86 Taf. XXI zeigt, finden sich in jungen Stiabchen 1—2 Kerne,
die sogar relativ gross sind.

Wenn bei weiterem Wachsthum und weiterer Theilung des Keim-
stibchens relativ dicke und lange einzellige Stibchen entstehen, so
findet man mehr Kerne- in den Schwérmern, hochstens aber sechs.
In Fig. 37 Taf. XXI ist ein gutgefirbter Doppelschwirmer mit je sechs
Kernen im Stibchen abgebildet; unter diesen Kernen ist einer etwas
gestreckt.

Tritt in den Schwirmern Fett auf, so #ndern sich die Verhilt-
nisse in normalen Kulturen nicht. In Fig. 38 Taf. XXT ist ein Doppel-
schwirmer abgebildet, dessen Stibchen in Theilung begriffen sind.
Wie es sebr hipfig der Fall ist, liegt hier je ein Kern gerade an den
Stellen, an welchen sich eine neue Zellwand bilden soll, und die
beiden hier abgebildeten Kerne scheinen in Theilung begriffen zu sein.

Wenn sich Ruhestibchen bilden, die in mehr oder weniger leb-
hafter Theilung eintreten, so kommt es beziiglich der Zahl der Kerne,
die in einer Zelle vorkommen, anscheinend sehr darauf an, wie sich
das Wachsthum und die Theilung der Zellen zu einander verhalten,
In Fig. 40 Taf. XXI sind einige Ruhestibchen mit kurzen Zellen
dargestellt, welche in schneller Theilung begriffen waren. In den
meisten Zellen des Priparates, aus welchen diese Stibchen stammten,
konnte ich nur einen, meist in der Mitte liegenden Kern erkennen,
seltener fanden sich zwei Kerne. Im iibrigen schwankt die Zahl der
Kerne in den Ruhestibchen zwischen eins und sechs.

Da die normalen Sporangien nur ungefihr die doppelte Sporen-
linge besitzen, so findet man in ihnen nur 1—38 Kerne. Der Inhalt
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der Sporenvacuole und das diese umgebende Cytosplasma férbt sich
relativ intensiv, und so ist das Anwachsen der Sporenvacuole in den
gefirbten Priparaten noch besser zu verfolgen als in den ungefirbten.
‘Wie sich die Kerne bei der Sporenbildung verhalten, konnte ich
wegen der wechselnden Zahl der Kerne in den Sporangien und wegen
der, wie allen, auch unserem Firbeverfahren anhaftenden Unsicher-
heit noch nicht abschliessend entscheiden. Férbt man eine Oese voll
Material aus einer Kolonie, so kommt es immer vor, dass eine kleine
Reihe von Sporangien des in Fig. 43 Taf. XXI dargestellten Ent-
wickelungsstadiums keine Kerne erkennen ldsst, wéihrend die Mehr-
zahl sich verhilt wie Fig. 43 und 44 Taf. XXI. Im allgemeinen findet
man in Stadien, wie sie in Fig. 41 Taf. XXI dargestellt sind, schon
an den Polen des Stdbchens, ganz peripher einen Kern oder zwei
Kerne, von denen der eine (Fig. 43¢ Taf. XXI) oft in der Sporen-
vacuole liegt, wihrend sich der andere (b) so am Rande hilt, dass
man annehmen muss, er liege noch im wandstindigen Cytoplasma
des Sporangiums. In manchen Sporenanlagen findet sich ein relativ
grosser, intensiv gefirbter Kern (Fig. 44 Taf. XXI).

Da in den Sporangien oft 2—3 Kerne vorkommen, man aber
niemals mehr als einen Kern in den reifen Sporangien neben der
Spore findet, da ich ferner oft einen Kern neben der einen Kern
fihrenden Sporenvacuole sah, so ist die Frage zu stellen, ob nicht
Kernverschmelzung stattfinde.

In 14 Tage alten, kaltstehenden Culturen, in demen die Zellen
von B. tumescens anschwellen, die kurzen, dicken Stdbchen sich un-
regelmissig theilen, findet man ebenfalls bis zu sechs Kerne (Fig. 82
Taf, XX1), manchmal von etwas verschiedener Grosse, und in Fiden,
welche zehnmal linger als die normalen Stdbchen und halb so dick
waren, ohne septirt zu sein, sah ich bis zwanzig Kerne in regel-
méssigen Abstinden. Diese unseptirten Fiden, welche dem schon
von mir frither (1897) fir B. asterosporus in Fig. 29 Taf. VI abge-
bildeten Faden entsprechen, fand ich in ganz alten Kulturen.

Nachdem ich nun die von mir als Kerne bezeichneten Gebilde
der Bacterien nochmals angesehen habe, méchte ich mit Hinweis auf
das frither von mir (18975,8. 227) Gesagte, nochmals kurz ausein-
andersetzen, welche Griinde mir dafiir zu sprechen scheinen, dass
diese ,Kerne“, den Zellkernen anderer Organismen homologe Ge-
bilde sind.

Fiir mich konnen, wenn ich die Frage stelle, welcher Werth
diesen Gebilden zukommt, zuerst nur zwei Moglichkeiten in Betracht
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kommen. Sie konnen entweder ‘ergastische Gebilde (siche Arthur
Meyer 1898, 8. 18) oder protoplasmatische Organe sein. Ergastische
Gebilde,% welche in dem activen Cytoplasma oder in den Chromato-
phoren entstehen, also z. B. Stirkekérner, Fetttropfen, Oxalatkrystalle,
besitzen nur selten in einer Zelle unter sich so gleiche Grosse,
wie sie unsere ,Kerne“ zeigen; sie zeigen wohl niemals in verschie-
denen Zecllen und noch weniger in den Zellen verschiedener Species
eine so grosse Uebereinstimmung in ibrer Grosse wie die ,Kerne®.
Dazu muss ich bemerken, dass ich noch einige andere Bacterien-
species, unter anderen auch Bacillus Megatherium de Bary (?) unter-
sucht habe und auch dort die ,Kerne“ von annihernd gleicher Grosse
faud wie bei B. asterosporus und tumescens. Ergastische Gebilde
sind ferner wohl niemals in so constanter Zahl in Zellen bestimmter
Grosse vorhanden. Dafiir, dass die ,Kerne“ nicht zu der biologischen
Gruppe der ergastischen Gebilde gehdren, welche wir als Reservestoffe
bezeichnen, spricht ihr Auftreten vor der Fettbildung in den Sporen
und Keimstibchen und ihr Erhaltenbleiben nach der Sporenbildung
in den Sporangien. Wiren sie Reservestoffe, so wiirden sie bei der
Sporenbildung doch wohl ebenso verbraucht werden wie das Fett,
und wiren sie Reserveeiweiss, so wiirden sie wohl noch vor der
Membranbildung der Spore verbraucht werden.

Es ist also wabrscheinlich, dass diese ,Kerne“ ein protoplas-
matisehes Organ der Bacterienzelle sind. Wenn dieses feststeht, so
ist das Naheliegendste, dass wir sie als Zellkerne betrachten. Es
spricht fiir ihre Kernnatur zuerst ibr Verhalten bei der Sporenbildung.
Wie wir das von den meisten Sporen her kennen, tritt auch bei den
Bacterien in jede Spore ein ,Kern“ ein. Beim Auswachsen der
Keimstdbchen nimmt die Zahl der Kerne in einer Zelle zu; dass die
Zahl der ,Kerne“ dabei innerbalb bestimmter Grenzen wechselt, ist
eine bei vielen Pilzen vorkommende Erscheinung. Der Kiirze wegen
verweise ich auf Zimmermann’s Zusammenstellung (1896, S. 116)
und erwihne daraus ais Beispiele Aspergillus glaucus mit 3—30 Kernen,
Helvella ephippium mit bis zu zehn Kernen, Collema und Peltigera
mit 2—3 Kernen, Erysiphe communis mit einem Kerne in jeder Zelle.

Mit der. Zellkernnatur stimmen ferner die vorkommenden Ge-
stalten der Kerne, auch die der anscheinenden Theilungsstadien, dann
die Grossenverhiltnisse der Gebilde und ebenso die etwas variable
Art der Férbbarkeit der Kerne in den verschiedenen Entwicke-
lungsstadien der Species. Das Verhalten der ,Kerne“ zu den Farb-
stoffen spricht nicht gegen die Annahme, dass sie Zellkerne seien.
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‘Wenn nun auch mit alledem kein absoluter Beweis dafiir erbracht
ist, dass diese ,Kerne“ normale Zellkerne sind, so ist doch die Wahr-
scheinlichkeit fiir diese Annahme eine sehr grosse. Sollten sie keine
Zellkerne sein, so miissten sie neue Organe der Zellen sein, welche
die grosste Aufmerksamkeit verdienen wiirden.

Griindlich réumt wohl der Hinweis darauf, dass der Bacterien-
protoplast Fetttropfen und glycogendhnliche Substanzen in Masse in
sich ausbildet, mit der Meinung Biitschli’s von der Kernnatur der
Hauptmasse des ganzen Spaltpilzprotoplasten (siche dazu meine frithere
Abhandlung 18970, 8. 225) auf; denn selbst Biitschli, der noch
meinen konnte, die Vacuolen seien ein Ausdruck seiner Schaum-
struktur des Protoplasten, wird wohl zugeben, dass Fett bildende
Zellkerne und Glycogen fithrende Zellkernc etwas ganz neues im
Organismenreiche wiren,

Ich habe frither (1897b, 8. 231) eine kurze Besprechung der
Litteratur iiber die Sporenbildung gegeben und schliesslich dort be-
merkt, dass ich den Schluss wagen diirfe, dass bei den Bateriaceen
die Entwickelungsgeschichten der Sporen im Sporangium in allen
Yillen der Entwickelungsgeschichte der Sporen von B. asterosporus
und tumescens und so auch im allgemeinen der Sporenentwickelung der
Ascomyeccten gleiche. Es sind nun Angaben von tichtigen Forschern
gerade iiber B. subtilis gemacht worden, welehe vorldufig noch gegen die
Allgemeingiiltigkeit meiner Behauptung ins Feld gefiihrt werden
konnten, bei deren Beurtheilung man allerdings beriicksichtigen muss,
dass die den Angaben zu Grunde liegenden Beobachtungen, der be-
treffenden Zeit entsprechend, theilweise mit noch wenig leistungs-
filhigen Imstrumenten ausgefiithrt werden mussten. Die Beschreibung,
welche die verschiedenen Autoren von der Sporenentwickelung bei
B. subtilis geben, sind sehr verschiedenartig. Brefeld spricht sich
vorsichtig aus, indem er sagt (1881, S. 40): ,Sobald die Sporenbildung
in den Stdbchen anhebt, zeigt sich an einer Stelle, welche meistens
der Mitte zu gelegen ist, ein dunkler Schatten, welcher um so deut-
licher hervortritt, als die umliegenden Partieen gleichzeitig heller
werden. Es hat den Anschein, als ob die Substanzmasse des Stab-
chens sich an einer Stelle sammele.* de Bary (1884, 8. 505) be-
merkt, dass die Sporenbildung von B. subtilis der von B. Anthracis
,durchaus #dhnlich“ sei und verweist bei letzterem Spaltpilze auf
B. Megaterium, wo er (1884, 8. 502) sagt, dass der erste Anfang der
Sporenbildung ein kleines Kornchen sei, welches sich mehr und mehr
vergrossere und schliesslich zur Spore heranwachse. Alfred Fischer
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(18975, 8. 19) bemerkt ebenfalls, dass die Sporen des Heupilzes in
gleicher Weise entstinden wie die des Milzbrandspaltpilzes. Von den
Sporen der B. Anthracis berichtet er Folgendes: ,Ihre Entwickelung
wiirde beim Milzbrandbacillus dawit beginnen, dass der Inhalt eines
Stibchens zu einem ellipsoidischen Kiorper sich zusammenzieht, der
zundchst noch keine eigentliche Haut hat und von der sonst leeren
Stabchenhaut umschlossen wird. Spéter schrumpft der junge Sporen-
kérper noch etwas mehr zusammen, er wird dichter und lichtbrechen-
der als er frither war, als er noch als Protoplast das ganze Stibchen
erfiillte. Jetzt scheidet die junge Spore eine eigene Haut aus“. Noch
anders lautet die Beschreibung, welche Migula und sein Schiler
Burchhard iiber die Sporenentwickelung machen. Ueber iltere,
gleichlautende Angaben von Zopf (1885, 8. 82) habe ich schon frither
(18975, 8.235) gesprochen. Migula sagt (1898, 8.149): Einen
ganz dhnlichen Vorgang beobachtete man bei der Sporenbildung der
meisten Bacterien. Auch hier fliessen die an und fir sich schon
grosseren Kornchen sehr hdufig zu einem grosseren, der Sporeninitiale,
zusammen.* Burchhard rechnet auch B. subtilis zu diesen ,meisten
Bacterien* indem er bemerkt (1898, 8.53): ,Die Sporenbildung
wurde meist durch Kornchenbildung und spiteres Zusammenfliessen,
wie bei B. subtilis, eingeleitet.“

Nach dem Mitgetheilten hat die von mir ausgefiihrte erneute
Untersuchung der Sporenentwickelung von B. subtilis fiir die Beur-
theilung meines anfangs mitgetheilten Ausspruches Bedeutung. Zur
Untersuchung habe ich zwei aus verschiedenen Heusorten, zu ver-
schiedenen Zeiten gewonnene Reinkulturen als Ausgangsmaterial
benutzt, welche genau die von Alfred Fischer (1895) beschriebenen
Eigenschaften besassen. Ich untersuchte zuerst die junge Kahm-
haut zahlreicher anf Asparagindextrosenidhrlosung bei 28° gewachsener,
sehr gesunder Culturen, sowie einigein gesunder Entwickelung und Sporen-
bildung begriffene Culturen auf Traubenzuckernahragar. Die Sporangien
junger Kahmhaute hingen meist weniger fest zusammen, und ihre ling-
lichen Sporangien sind an den Enden meist mehr abgerundet als die
dlterer Kahmhaute, welche die bekannten Zellfdaden kurz cylinderischer
Sporangien mit meist mittelstdndiger Spore oft entwickeln. Die Beobach-
tung der zahireichen Culturen lehrte zuerst, dass in gesunden Culturen
den jiingsten und den dltesten Sporangieneinkdrniges
Aussehen vollkommen fehlt. Es waren weder Kornchen zu
sehen, welche zusammenfliessen konnten, noch solche, welche als
Sporeninitiale gedeutet werden konnten. In alten Kahmhiuten fanden
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sich allerdings hie und da absterbende Zellen, in denen das Plasma
bis auf einige glinzende Kérnchen zerfallen war, aber diese Vor-
kommnisse konnten bei Benutzung der Zeiss’schen Linsen (Apo-
chromat 2,0mm, Ap. 1,4; Comp.-Ocular 12 und 18) nicht zu Ver-
wechselungen fithren. Die wichtigste Entwickelungsgeschichte der
Sporangien und Sporen gleicht ganz der von B. asterosporus und
B. tumescens. Finf nach lebenden Zellen gezeichnete Entwicke-
lungsstadien habe ich in Fig. 5 Taf. XX1 dargestellt. In Fig.5a Taf. XXI
hat sich das Cytoplasma eben in den fertilen und den trophischen
Abschnitt gegliedert, in e liegt die fast reife Spore; b,¢,d sind da-
zwischen liegende Entwickelungsstadien. Das Cytoplasma des Sporan-
giums wird auch bei B. subtilis erst nach der Reife der Sporen, beim
Zerfall des Sporangiums oder ganz kurz vorher zerstort, geht also
auch hier nicht in die Sporenbildung vollig ein. Die frei gewordene
Spore ist in Fig. 6 abgebildet. An der Membran erkennt man auch
hier Exine und Intine; beide sind an den Polen etwas dicker als an
dem Aequator. Die kontinuirliche Beobachtung der Entwickelungs-
geschichte der Sporangien wurde an einer von der Néhrlosung ab-
genommenen Kahmhaut, im Héngetropfen, in einer gerdumigen feuchten
Kammer untersucht. Da die Beobachtung anfangs bei einer Tem-
peratur von 12—14°C. stattfand, verlief der Process der Sporen-
bildung relativ sehr langsam. FEine etwas schwicher conturirte Va-
cuole als sie in Fig. 5o Taf. XXI dargestellt ist, erschien 11 Uhr
Morgens in einem Sporangium. Bis 11 Uhr Nachts war erst das
Stadivm Fig. 56 Taf. XXT erreicht. um 4 Uhr des ndchsien Morgens
der Zustand Fig. 5¢ Taf. XXI, dann folgte sehr schnell der Zustand
Fig. bd Taf XXI

Da bei B. tumescens die Fetttropfen eine wichtige Rolle spielen
und uns etwas weitere Aufschliisse iiber den Verlauf des Sporen-
bildungsprocesses geben, so will ich die Entwickelungsgeschichte des
Sporangiums diescs Pilzes noch etwas eingehen(fer beschreiben. Die
Figuren 7 bis 12 Taf. XXI stellen, nach continuirlicher Beobachtung,
ein und dasselbe Sporangium in verschiedenen Entwickelungsstadien
dar; an Fig. 12 Taf. XXT schliesst sich das Stadium Fig. 13 Taf XXI
eines anderen Stdbchens an, welches wieder in Fig. 14 und Fig. 15
Taf. XXI die fortschreitende Entwickelung der Spore zeigt. Da bei
der Beobachtung der Bacterien in der feuchten Kammer niemals ganz
so klare Bilder zur Anschauung kommen, als wenn man die Bacterien
unter Deckglas in dinner Schicht untersucht, so sind in den Fig. 16
bis 22 Taf, XXI noch zusammengesuchte Entwickelungsstadien genau
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nach lebenden Zellen abgebildet worden. In den Sporangien ist das
Fett anfangs ziemlich gleichmissig vertheilt. Bei fortgesetzter Be-
obachtung cines Sporangiums sieht man stetige Verschiebungen der
Lage der Tropfchen vor sich gehen. Als erstes Anzeichen des Be-
ginnes der Sporenbildung erkennt man am lebenden Sporangium das
Wegriicken der Tropfchen von der Spitze der Zelle und das Auf-
treten einer Sporenvacuole, welche anfangs viel schwicher lichtbrechend
ist, als das sie dircct umgebende wandstindige Cytoplasma des Spo-
rangiums (Fig. 7 und 16 Taf. XXI). Die Sporenvacuole nimmt weiter an
Ausdehnung zu und dréngt das trophische Plasma mit dem Fette mehr
und mehr zurick (Fig. 9 und 18 Taf, XXT), bis die fettfreie Stelle un-
gefihr so lang ist als die spdtere Spore; dabei wird die Vacuole
schon deutlich stirker lichtbrechend als das trophische Cytoplasma, in
welchem die Fetttropfen liegen. In diesem Zustande haben wir also
im Sporangium zwei Abschnitte zu unterscheiden, den oberen fertilen
und den unteren trophischen. Der fertile besteht aus der Sporen-
vacuole, welche umgeben ist von dem sich moch nicht von ihr deut-
lich absetzenden, homogenen fertilen Cytoplasma, welches also jetzt
von Fett frei bleibt, bis die Spore sich scharf von ihm abgliedert
(Fig. 20 Taf. XXI); dann kann hie und da ein Fetttropfen neben der
Spore auftreten. Bei der Farbung mit Fuchsin macht der fertile
Abschnitt meist einen ganz homogenen Eindruek (Kig. 42 und 43
Taf, XXI), weil sich die Sporenvacuole, welche vielleicht bald Eiweiss-
stoffe in ihren Zellsaftvacuolen speichert, so intensiv firbt wie das
sie umgebende Cytoplasma. Dass dic Sporenvacuole aber in der That
nicht homogen ist, sondern Zellsaftvacuolen enthalt, haben wir bei
B. asterosporus frither (18974, Taf. VI, Fig. 424,¢) kennen gelernt.
Das Verhalten der Kerne in dem fertilen Theile ist in derselben Ar-
beit 8. 210 und im vorigen Kapitel dieser Arbeit geschildert worden.
Ich mache nur nochmals auf Fig. 43 Taf. XXI aufmerksam, wo ein
Kern o in der Peripixerie der Sporenvacuole, ein zweiter b im fertilen
Cytoplasma liegt. BEine ganz analoge Gliederung des Sporangien-
inhaltes finden wir bei den Sporangien von B. subtilis und Granulo-
bacter, ebenso bei B. asterosporus, dessen trophischer Abschnitt, an
Stelle der mit Fett oder zihen Kohlenhydratmassen gefillten Vacuolen,
mit anderen Stoffen gefiillte Vacuolen enthélt. FEine ganz analoge
Gliederung der jungen Sporangien ist uns auch schon ldngst fiir die
Sporangien der Ascomyceten bekannt gewesen. de Bary hat schon
1863 den trophischen, bei den Ascomyceten ,Glycogen* fiihrenden
Abschnitt meist als Epiplasma bezeichnet, manc.mal auch das Gly-
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cogen, dessen Natur er noch nicht kannte, allein so genannt (8. 22
und 23).

Bald hebt sich nun die Sporenvacuole von B. tumescens erst sehr
zart (Fig. 20 Taf. XX1I), dann scharf begrenzt durch eine helle Zone
(Fig. 21, 11 und 45 Taf. XXTI) vom Cytoplasma des fertilen Abschnittes
ab, ebenso wie das bei B. asterosporus, bei Granulobacter (Fig. 27
Taf. XXI) und B. subtilis (Fig.5¢ Taf. XXI) der Fall ist. Fernerhin
wird die Sporenanlage stirker lichtbrechend (Fig. 12 und 22 Taf. XXI)
und bildet schliesslich die Membran aus, an welcher relativ friih die
Spitzchen auftreten konnen (Fig. 15). Die genauere Verfolgung der
Bildung dieser Spitzchen konnten zur ferneren. Aufkldrung des Mem-
branwachsthums der Spore von B. tumescens dienen.

Die Stellung der Spaltpilze im System der Organismen und der
morphologische Werth der Morphoden der Spaltpilze.

Iech habe in meiner Arbeit iiber B. asterosporus (18978) auf
8.240 auf die Aehnlichkeiten zwischen den Bacteriaceen und den
Ascomyceten aufmerksam gemacht und gesagt, dass ich sie im System
als Schizomyceten neben die Ascomyceten stellen wiirde. Migula
wendet sich gegen diese Ansicht. Er meint (1898, 8. 150), dass die
Verschiedenheit zwischen den Eumyceten und den Bacterien eine
so grosse sei, dass man beide kaum mit einander in Beziehung bringen
kinne. Was or aber iiber diese Verschiedenheiten anfiithrt, ist durch-
aus unrichtig. Er beruft sich zuerst auf das Fehlen der Zellkerne
bel den Bacterien und bringt ferner nur noch ein Argumeént. Er sagt:
,Bs ist doch u. a. ein sehr betrichtlicher Unterschicd darin zu suchen,
dass bei den Bacterien die ganze Pflanze unter Bildung einer néuen
resistenten Membran in der Ruhestand tritt (Migula meint alse in
Form der Spere), bei den Ascomyceten aber neben den Vegetations-
organen besondere Fruktifikationsorgane angelegt werden, in denen
erst die Sporen entstehen.“ Das ist selbstverstindlich ein merk-
wiirdiger Einwand; denn erstens ist die Spore der Bacteriaceen ebenso
wenig und ebenso viel die ganze Pflanze zu nennen wie die Spore
von Pertusaria ocellata, von Saccharomyces, Taphrina, Endomyeces ete.,
und zweitens werden auch bei den Hemiasci und Euasci die Sporan-
gien oft morphologisch in ganz gleicher Weise gebildet wie bei den
Bacteriaceen, so z. B. bei den Exoasceae. Ich glaube wir finden
vorliufig weder in dem Brefeld’schen Systeme, noch in einem
anderen einen besseren Platz fiir die Spaltpilze als der ist,

welchen ich den Bacterien auf Grundlage meiner Kenntniss der
Flora 1899. 31
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Bacteriaceen jetzt anweise. Benutzen wir z. B. Englers (1898)
Bezeichnung, so wiirde die Steliung der Spaltpilze folgende werden
kénnen.

Unterabtheilung Eumycetes (Fungi, echte Pilze).

3. Klasse Ascomycetes.

1. Unterklasse Hemiasci. Sporangien mit grosserer und unbe-

stimmter Zahl der Sporen.

2. Unterklasse Schizomycetes. Sporangien normaler Weise mit einer

Spore. In vielen Féllen Schwirmoidien.
3. Unterklasse Euasci. Sporangien, eine bestimmte Anzahl von
Sporen, meist in der Potenz von zwei, selten nur eine enthaltend.

Entsprechend meiner Auffassung der Schizomyceten als Ascomy-
ceten (im weitesten Sinne, wie hier) wiirden die Morphoden der
Schizomyceten folgende Deutung erfahren miissen. Als phylogenetisch
primédres Vegetationsorgan der Spaltpilze wire der Zellfaden anzu-
sehen, In der That kommt der Zellfaden bei den allermeisten Species
der Spaltpilze zeitweise und unter bestimmten Umsténden noch zur
Entwickelung. Entsprechend der Anpassung der Spaltpilze an das
Leben in Fliissigkeiten, die, wegen der Kleinheit der Individuen,
den Bacterien in #usserst diinnen Schichten zur Wohnung dienen
konnen, kamen als wirksamstes Verbreitungsmittel die Schwirmoidien,
resp. gewohnlichen Oidien, zur Ausbildung.

Da der Begriff des Oidium, wie ich ihn in meinen Vorlesungen
definire und hier festhalten mochte, mit dem von Brefeld aufge-
stellten nicht véllig ibereinstimmt, so mochte ich auf ihn hier vorerst
niher eingehen. Der Name Oidium ist fiir eine Sporenform zuerst
von Brefeld 1889 (8. 24) gebraucht worden, fiir welche er frither
den Namen Gemme (z. B. bei Dacromyces) benutzt, und welche bei
ihm (1889, 8. 211) eine relativ einfache Unterart der Chlamydospore
bezeichnet. Die Definition, welche Brefeld (1889, S, 245) zuletzt
von den Begriffen Chlamydospore und Oidienspore gibt, ist in Tavel’s
(1892, S. 33) Satze kurz charakterisirt: ,Die Ausdriicke Oidie, Gemme,
Chlamydospore bezeichnen also alle nur eine zur Spore gewordene
Fruchttrigeranlage. Gemme und Chlamydospore sollen dabei das-
selbe bedeuten, Ich kaun Brefeld nicht zustimmen, wenn er alle
Oidien der Pilze als Fruchttriageranlagen auffasst. Ich kann mir
nicht vorstellen, dass alle Oidien der Ascomyceten und Basidiomyceten
phylogenetisch gleich alt seien und alle den gleichen phylogenetischen
Entwickelungsgang hinter sich hitten. Es liegt ndher, anzunehmen,
dass die Oidien der Ascomyceten und Basidiomyceten oft phylo-
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genetisch spit entstanden seien und dann aus rein vegetativen Hyphen,
aus typischem Mycel, hoch entwickelter Species ihren Ursprung ge-
nommen hitten. So lasse ich dieses Moment der Definition fallen
und definire den Begriff folgendermassen. Oidien sind durch einfachen
Zerfall von vegetativen Hyphen entstehende Sporen, also normaler
Weise einzellige Verbreitungs- und Vermehrungsorgane der Pilze,
welche unter allen Sporenarten in ihrer Morphologie und Psychologie
den vegetativen Zellen noch am nichsten stehen. Chlamydosporen
sind fiir mich anlalog angelegte, aber mehr als Dauerform ausgebil-
dete Sporen. Im Anschlusse an de Bary’s Namen und Begriffe der
Reihengemmen und Sprossgemmen (de Bary 1884, 8. 167) wende
ich den Namen Reihenoidien und Sprossoidien an und bildete frither
(18975, 8. 242) den Namen Schwirmoidien fiir Oidien, welche durch
die Greisseln zur biologischen Leistung der Speciesverbreitung etwas
besser ausgestattet sind als die gewdhnlichen Oidien. Alle dicse dureh
Zerfall von vegetativen Hyphen entstehenden Sporen méchte ich als
Gemmen zusammenfassen.

Die Oidenbildung wird im allgemeinen bei den Eumyceten dur(,h
fliissiges Néhrsubstrat begiinstigt, so dass es nicht Wunder nehmen
kann, wenn wir sie bei den Spaltpilzen in hoher Ausbildung finden.
Wie viele Oidien der Eumyceten haben die Oidien der Bacterien die
Fihigkeit, mit fortgesetztem Wachsthume auch sofort wieder weiter -
in Oidien zu zerfallen, ohne erst lingere Zellfdden zu bilden. Typischer
Weise sind die Oidien der Bacteriaceen einzellig und ein bis mehr-
kernig und an den Enden mehr oder weniger abgerundet. Da bei
den Bacteriaceen wie bei den Ascomyceten Zelltheilung und Kern-
theilung nicht eng miteinander verkniipft sind, und die Tendenz szur
Bildung von Zellfiden und zur Bildung von Oidien mit einander kon-
kurriren, so erhalten wir bei den Bacterien eine sehr grosse Mannig-
faltigkeit der Bildungen, welehe vielleicht am besten folgendermassen
zu beschreiben sind. Die kleinsten Zellen der Bacteriaceen sind
meist etwa doppelt so lang als die Sporen und bilden sich allermeist
bei der Sporangienbildung in gesunden Kulturen. Wir wollen
die Linge solcher kleinster Zellen einer Species als Masseinheit der
Zelllingen benutzen und die lingeren Zellen als zweilang, dreilang ete.
bezeichnen, wenn sie zweimal, dreimal ete. so lang sind als dlC Nor-
malzellen und dementsprechend anch eine grossere Zahl von Zell-

" kernen beherbergen. Hs konnen sich nun zuerst Zelifiden bilden,

. welche aus lauter Normalzellen bestehen (Fig. 67 Taf. XX1I); es kann

aber auch die Zergliederung des Zellfadens durch Querwinde, die in
g1*
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grosseren Abstinden entstehen, stattfinden, oder sie kann ganz unter-
bleiben. So entstehen Zellfiden aus zweilangen, dreilangen etc. Zellen
und eventuell aus verschieden langen Zellen, oder es entsteht eine
zwanzig- bis vierziglange vielkernige Zelle, wie ich sie fiir B. aste-
rosporus (18974, Fig. 29) und B. tumescens beschrieben habe.

Dazu kommt nun, dass infolge des Beginnens der Oidienbildung
die Zellwinde sich in ihrer Mittellamelle, unter Verquellung mittlerer
Lamellen zu trennen beginnen, und dass, oft schon sobald der Ring
der Zellmembran eben beginnt angelegt zu werden, oder auch erst
nach der Anlage einer ganzen Zellwand, die Abrundung der zu
Oidien werden sollenden Zellen an deren Enden anfingt, ehe die
Verquellung der Mittellamellen beendet ist. So erhilt der Zellfaden
der Bacterien leicht ein gegliedertes Aussehen, wir wollen sagen:
er wird ,stébig®.

Jedes der Stibchen des Zellfadens kann nun ein- bis vielzellig
sein und die Stibchen kdnnen ein bis mehrlang werden. Die Ab-
bildungen einiger Zellfiden von B. tumescens in den Fig. 63, 64,
67, 68 Taf. XXI konnen zur Illustration des Gesagten dienen.

Wie die Qidien und die Chlamydosporen von Mucor racemosus
direct zu Sporangien auswachsen kdnnen, wie ferner bei Taphrina
die Hyphe direct in lauter Sporangien zerfallen, und bei den Saccharo-
myceten jedes Sprossoidium zu einem Sporangium werden kann, so
kann auch bei den Bacteriaceen jede Zclle des Zellfadens oder
Oidiums zu einem Sporangium werden. Das normale Sporangium ist
einlang, enthilt in der Jugend eine anndhernd bestimmte Anzahl von
Kernen, und bildet eine Spore; es kann aber durch Ausbleiben der
Theilwinde in einem Stibchen ein einsporiges lingeres oder ein mehr-
sporiges lingeres Sporangium entstehen (siehe die Fig. 63, 64, 68
Taf. XXI). _

‘Wo Schwirmoidien bei den Bacteriaceen vorkommen, brauchen
diese Homologen der gewdhnlichen Oidien bei der Sporenbildung
nicht zur Ruhe zu kommen, da ja bei der Sporenbildung das Cyto-
plasma nicht aufgebraucht wird, und es ist nach den Erfahrungen, die

ich bei B. tumescens machte, mdglich, dass man alle Schwirmoidien

besitzenden Bacterienspecies dazu zwingen kann, die Sporen schon
in den,; sich bewegenden Schwirmoidien zu erzeugen.

Da die Hyphe bei den Bacterien so schnell zerfillt, so tritt an
Stelle der bei den Eumyceten stattfindenden Pseudogewebebildung
aus Hyphen die Koloniebildung aus kurzen Zellfdden und Oidien. Bei
so ausgezeichnet an ihre Lebensverhiltnisse angepassten Pflanzen,
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wie es die Bacterien sind, ist es zu erwarten, dass der Ersatz der
Gewebebildung durch die Koloniebildung fiir diese zweckmissige
Eigenthiimlichkeiten der Species gezeitigt hat. Ich habe bei B. astero-
sporus frither darauf aufmerksam gemacht, dass die Koloniebildung
bei dieser Species in Flissigkeiten activ erfolgt (18979, Fig. 25), in-
dem die Schwirmoidien nach einander hinschwimmen und, sich fest-
setzend, zu kleinen, kugeligen, schwimmenden Kolonien zusammen-
treten, die durch Schleim zusammengehalten werden. So mag vielleicht
auch bei mancher anderen Species die erste Anlage der Kolonien auf
dem ,festen“, scliesslich doch stets von einer Fliissigkeitsschicht iiber-
zogenen Nihrsubstrate stattfinden. Ferner habe ich frither (18979,
8. 207) darauf hingewiesen, dass die lebenden Stibchen wahrschein-
lich die Reste der absterbenden Stidbchen zu ihrer Erndhrung benutzen.
Ich sagte: ,Diesc absterbenden Stdbchen liegen theilweise in Gruppen
zusammen, theilweise liegen sie vereinzelt zwischen den Sporangien.
Ich habe einmal ein solches absterbendes Stabchen beobachtet und war
erstaunt, wie schnell dasselbe der Entleerung einheimfiel; es dauerte
kaum vier Stunden, so dass es nicht ganz unwahrscheinlicht ist, dass be-
nachbarte gesunde Stibchen durch ihren Einfluss die Losung der ab-
sterbenden Protoplasmamassen beschleunigen und die Zersetzungs-
produkte selbst wieder benutzen“. Auch bei B. tumescens habe ich
die schnelle Losung des Cytoplasmas absterbender Zellen wieder be-
obachtet und besonders auch gesehen, dass das Fett und die Mem-
bran der Losung langer widersteht als das Cytoplasma (Fig. 53 Taf. XXI).
Fiir derartige Losungserscheinungen kann man selbstverstdndlich nur
Enzyme verantwortlich machen, welche die lebenden Zellen bilden.
Bs ist nicht unwahrscheinlich, dass die bekannten peptonisierenden
und diastatischen Fermente der Bacterien theilweise eine in erster
Linie koloniezweckliche Bedeutung haben. .
Interessant ist es mir, dass jetzt Emmerich und Low (1899)
angeben, dass die Losung der Bacterien in der Kolonie durch ein
besonderes Enzym erfolge. Wichtig wiirde eine Uutersuchung des
Verhaltens des Fettes der todten Bacterien in den Kolonien sein.

Marburg, den 5. September 1899.

Botanisches Institut der Universitit.
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Tafelerkidrung.
Vergrosserung 3500 fach, mit Ausnahme der Figuren 63—68.

1. Schwirmoidie aus einer eben gekeimten, neun Stunden alten Agarcultur,
die mit abgekochten Sporen angesetzt worden war, von B. asterosporus.

2. Schwirmoidie aus derselben Cultur, nach 20 Stunden.

3. Geisselpriparat von B. Proteus Zopfii mit basaler Verquellung der Geisseln,

4. Schwirmoidie von B. tumescens mit relativ wenig Geisseln, aus zwolf
Stunden alter Cultur.

5. Sporangienfaden von B. subtilis; Sporen in verschiedenen Entwickelungs-
stadien.

6. Reife Spore von B. subtilis.

7—12. Entwickelungsstadien eines fortgesetzt beobachteten Sporangiums
von B. tumescens. T==9b10, 8==10h30, 9= 11h, 10 == 1130, 11 ==2h40,
12==6h_ Tiefe Einstellung.

18 ~15. Drei Entwickelungsstadien eines in der Sporenbildung fortgeschrittenen
Sporangiums von B. tumescens. 13=9h45, 14=10h, 3—12h, 15=6h30,
Tiefe Einstellung.

16 —22. Verschiedene Sporangien von B. tumescens, alle bei tiefer Ein-
stellung, so dass das schwach Lichtbrechende hell erscheint.

23. Sporangienfaden von B. subtilis, mittelst Jod geférbt.

24. Junge Schwirmoide von Granulobacter mit viel Jod gefirbt.

25. Sporangium von Granulobacter mit Sporenvacuole, mit viel Jod behandelt.

26. Sporangium von Granulobacter, mit sehr wenig Jod behandelt.

27. Sporangium von Granulobacter, ersi mit Diastase, dann mit Jod behandelt.

28. Sporangium von Grahulobacter, mit nicht véllig reifer Spore, durch Jod
gefirbt.

29. Sporangium von Granulobaeter, mit vollig reifer Spore und vacuoligen
trophischen Abschnitten des Cytoplasmas.

30 und 31, Sporangien von Granulobacter, zur Losung der Kohlenhydrate
erst mit Speichel behandelt, dann mit Jod geféirbt. Der Speichel hatte
unujthig lange (68 Stunden) eingewirks.

32, Angeschwollene Oidie von B. tumescens aus alter Cultur, mit fiinf durch

Methylenblau gefirbten Kernen und den farblosen Fetttropfen.

33. Sporen von B. tumescens mit Spitzen an der Membran.

84. Spore im Querschnitte, mit Safranin gefirbt.

85. Spore vor der Keimung, mit Kern; Formolfuchsin.

36, Gekeimte Spore mit zweistibigem Keimfaden; Formolfuchsin.

37. Fettfreie Schwirmoidien mit sechs Kernen; Formolfuchsin.

88. Zweistibiges, fettfiithrendes Schwiirmoidium, dessen Stibchen in Theilung
eintreten; Formolfuchsingelb, ¢ anscheinend in Theilung begriffener Kern.

89 und 40. Viel Fett fiihrende Oidien und kurzer Zellfaden in schneller
Theilung begriffen; Formalfuchsinessigsiuregelb.

41a und 42. Sporangien mit beginnender Sporenvacuole; Formolfuchsingelb.

43. Sporangium mit grossem fertilen Abschnitte, in diesem der Kern a in
der Sporenvacuole liegend, wihrend der schwicher gefirbte Kern b,
der nur bei hoher Einstellung sichtbar ist, im Cytoplasma liegt; Formol-
fuchsingelb.
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Sporangium mit einem grossen Kern inmitten der Sporenanlage, mit einem
kleinen im trophischen Abschnitte des Protoplasten; Formolfuchsingelb.
Sporangium mit abgegliederter Spore, in welchem kein Kern hervor-
getreten war; Formolfuchsingelb.

Sporangium mit schon beh#uteter Spore und einem Kerne.

Sporangien mit Kernen. Der Kern ¢ liegt in der Peripherie der Sporen-
vacuole; der scheinbar im Centrum liegende Kern war nur bei sehr hoher
Einstellung sichtbar und lag wohl im Cytoplasma des Sporangiums.
Lebender Doppelschwéirmer aus zwdlfstiindiger Agarcultur.

Junges Schwirmoidium aus dem Kondenswasser einer zwolf Stunden
alten Agarcultur; Formolmethylenblau-Sudan; Fett roth, Cytoplasma
blau; ebenfalls von B. tumescens.

Sporangium mit blau gefirbter Sporenanlage an der Spitze und einem
blau gefirbten Zellkern; Formolmethylenblau-Sudan.

Sporangium mit eben behduteter Spore.

Sporangium mit fast fertiger Spore,

In Auflésung begriffenes Oidium, dessen Cytoplasma schon geldst, dessen
Fett noch erhalten ist; ebenfalls Formolmethylenbiau-Sudan.
Pettfiihrendes Schwirmoidium nach Losung des Fettes durch Eisessig.
In Formolmethylenblau-Sudan zerquetschte Spore, aus welcher der
Protoplast theilweise herausgetreten ist.

Mit contrabirtem Protoplasten versehenes Oidium, mit sorgfiltigst in
ihrer Dicke wiedergegebener Membran; ebenfalls von B. tumescens.
62. Bchwérmer und Sporangien von B, asterosporus, mit Fermolfuchsin
gefdrbt, zur Demonstration der Zellkerne. .
Sporangienkette von B. tumescens aus einer bei 280C. gehaltenen Agar-
tropfencultur der feuchten Kammer.

Zelifdden aus vierlangen Stdbchen mit ein bis zwei Sporen.

w 65, und 66. Zellfiden von B. tumescens aus der gleichen Kultur, welche

einzeln lagen und in sich den Chlamydosporen éhnliche, jedoch nur
kriftige Oidien vorsteliende Zellen ausbildeten, wihrend die Mehrzahl
der Zellen in Losung ging. In Fig. 23 cine Spore.

Langer Zellfaden von B. tumescens mit Sporen, Sporangienfaden, aus
der gleichen Tropfencultar.

Angeschwollener kurzer Zellfaden aus der gleichen Tropfencultur. Es
sind dies relativ spdt in der Cultur entstandene Zellfiden, wclche also
von den Excreten der Vorginger schon beeinflusst sind.
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