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I. Einleitung.

Der Pilz, von dem die vorliegende Arbeit handelt, ist zuerst
von REukavuF (8) beschrieben und von J. GrUss (3) in einer ausfiihr-
lichen Abhandlung (1917) besprochen worden. Er hat ihn Awntho-
myces Reukaufii genannt. Ich schlieBe mich vollstindig der Meinung
von GriUss an, daB diesem Pilz der obige Name zugeteilt werde,
erstens, weil das der Prioritit entspricht und zweitens, weil der
Name einwandfrei und bezeichnend ist. Synonym ist die Bezeich-
nung Nektaromyces cruciotus, unter welchem Namen ihn 1921
C. ScHOELLHORN (9) als novum genus et nova species in die Literatur

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. XLVIII. 15
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einfithrte. Die deutsche Bezeichnung Nektarhefen sollte fiir alle im
Zuckersafte der Bliiten anzutreffenden Hefen angewendet werden.
Unter ihnen gibt es Formen von der iiblichen Hefengestalt und
solche, die sich durch ihre kreunzformigen SproBbéumchen auszeichnen.
Fiir letztere gilt der Gattungsname Anthomyces. Als deutsche Bezeich-
nung wollen wir Kreuzhefen sagen.

Rreuravur fand den Pilz im Nektar von Salvia verticillaia und
von Lamium-Arten. Er war der Ansicht, daB jede Pflanzenart eine be-
sondere Rasse des Pilzes beherberge und zwar infolge der verschiedenen
Zusammensetzung des Nektars. V. Scruster und ULEBLA (10) wiesen
ihn hierauf in den Nektarien von Lamium album, Lathyrus silvestris,
Glaleobsis tetrahit, Cytisus austriacus, Anthyllis vulneraria, Collutea
arborescens, Pisum sativum, Linaria vulg., in einer Scabiosa spec. und
in Tilia pubescens nach. Die Pflanzen, welche auf diesen Pilz hin
von ScEUSTER und Urenna untersucht werden sollten, wurden fiir
zwei Tage in Wasser in sterile Hawsewsche Késten gebracht, um
eine gute Vermehrung des Pilzes zu erzielen. Hierauf wurde der
Nektar mit einer sterilen, eigens dazu konstruierten Kapillarpipette
entnommen. Nach Verdiinnung des die Kreuzhefen fiithrenden
Zuckersaftes der Blumen mit Wiirzegelatine wurden PETrI-Schalen
gegossen. Von einer Kolonie auf der Wiirzegelatine wurde in ein
FreupeNrEICH-K6lbchen abgeimpft und neuerdings in eine PETrI-
Schale gegossen.

Fiir ihre Versuche brachten sie dann den reingeziichteten Pilz
in eine Nihrlosung von:

Pepton Witte 1,0 .

KH, PO, 03
MgS0, 05
H,0 93,5

und versetzten je 95 g dieser Losung mit je 5 g der Zuckerarten:
Saccharose, Dextrose, Livulose, Maltose, Laktose. Die Jodoform-
probe fiel nach 7 Tagen in Dextrose- und Lévuloselosung, sowie in
Bierwiirze positiv aus.

J. Grtss behandelt in seiner Arbeit iiber den Anthomyces haupt-
séchlich dessen Anpassung an den Bliitenbau und Bienenriissel. Er
fand ibn in den Haaren des Bienen- und Hummelriissels, worin er
sich infolge seiner kreuzformigen SproBbiumchen leicht verankert,
ebenso wie auf den Papillen der Nektarien der Bliiten. Gefunden
wurde der Amnthomyces von ihm auch im Vor- und Honigmagen der
Bienen. Griss spricht die Ansicht aus, daf der Pilz mit dem Honig
sowohl an die Larven verfiittert wird, als auch in die gedeckelten
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Waben gelangt. In alten Kulturen fand er manche Zellen mycelial
ausgewachsen und konnte in diesen Zellen nach einer von ihm nicht
weiter mitgeteilten Féarbemethode den Zellkern leicht sichtbar machen.

C. SceoELLHORN untersuchte hauptsichlich die Verbreitung des
Anthomyces Reukaufii. Er fand, daB der Nektar von Gewichshaus-
blumen infolge mangelnder Insektenbesuche steril sei; ebenso war
auch die Bliite von Narcissus poeticus steril, da diese Bliiten nur
von Schwirmern besucht werden, die allein mittels ihres langen
Riissels die tief in der Krone verborgenen Nektarien erreichen
konnen. Der Nektar von Alpenblumem war weniger infiziert als der
der Blumen der niedrigeren Regionen. ScHOELLHORN konservierte
die Kreuzhefen in einer Losung von:

Glukose 20,0
Saccharose 15,0

Mannit 1,0
H,0 60,0
KH,PO, 1,0
K,S0, 3,0

Diese Fliissigkeit nannte er kiinstlichen Nektar; in diesem iiber-
dauerte der Pilz gut den Winter; nach ScHOELLHORN sollte weiter
der Pilz nur Monosaccharide angreifen konnen.

J. Grss als auch C. ScHoELLHORN gaben an, daB Sporenbildung
von ihnen niemals beobachtet worden sei.

Am Schlusse der Einleitung sei noch erwédhnt, da8 nach
Paur LinonEr (5) der Pilz in Hummeln iiberwintert.

Bekannt war demnach sein Vokommen in den erwihnten Bliiten,
sowie die Art seiner Ubertragung und Uberwinterung; ferner auch
durch V. ScrusteEr und UrenLA, sowie durch J. GrUss die Tatsache,
daB der Pilz seine kreuzformige Sprossungsform #ndert, wenn man
ihn aus dem Nektar der Blumen in Bierwiirze iiberfiihrt.

Unbekannt dagegen war die Mikrochemie der Zelle, die Ursachen
der gestaltbildenden Faktoren, seine Erndhrungsphysiologie, sowie
seine Stoffwechselprodukte. In dieser Richtung Aufklirung zu
bringen, war die Aufgabe meiner nachstehenden Untersuchungen.

I1. Artbestimmung und Reinzucht.

Die Bestimmung der Zugehorigkeit des Pilzes zur Gattung
Anthomyces wurde nach den Beschreibungen und Abbildungen der
bereits erschienenen Publikationen vorgenommen; dieselbe bot infolge
des iiberaus charakteristischen Aussehens der Kreuzhefen keine

Schwierigkeit.
15%
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Reinzucht.

Die Pflanzen, welche auf den Pilz hin untersucht wurden,
wurden mehrere Stunden in Wasser an das gedffnete Fenster gestellt,
um eine bessere Ansammlung von Nektar zu erzielen, und zwar so,
daB ein Hinzukommen von Insekten ausgeschlossen war; dies wurde
dadurch erreicht, daB die betreffenden Pflanzenteile mit Gaze umhiillt
wurden. Nur bei Zilia wurde eine Glasglocke verwendet, um die
offen liegenden Nektarien vor der Verdunstung zu schiitzen.

Zur Entnahme des Nektars wurden Glaskapillaren benutzt,
welche vorher in Reagenzglisern mittels HeiBluft bei 150° steril
gemacht wurden. Die Entnahme selbst geschah so, daf bei Bliiten
mit einem Sporn das Ende desselben mit einer durch Alkohol steril
gemachten Schere abgeschnitten wurde; der herausgequetschte
Nektar wurde mit der sterilen Kapillare aufgesaugt. Bei Labiaten
wurde die Krone aus dem Kelche genommen, der Nektar heraus-
gequetscht und mit einer Kapillare entfernt. Von dem auf diese
‘Weise gewonnenen Nektar wurde dann eine kleine Probe auf die
Anwesenheit des Pilzes hin untersucht. Bei Vorhandensein desselben
wurde nun nach der Tropfchenmethode von Paur LinpNER im hohlen
Objekttriger nach entsprechender Verdimnung mit steriler unge-
hopfter Bierwiirze eine kreuzformige Zellkolonie isoliert und unter
-mikroskopischer Kontrolle zu einer kriftigen Kolonie auswachsen ge-
lassen. Dann wurde mittels einer Platindse etwas von derselben
abgehoben und auf Wiirzeagar im Proberhrchen iibertragen.

Auf solche Weise wurden nachstehende 10 Stamme isoliert, mit
denen die Untersuchungen ausgefithrt wurden.

Tabelle 1.
Bezeich-
Datum |nung des Name der Pflanze Fundort
Stammes
1922

29. VL. G Galeobdolon lutewm Hupson | Wald
31. VIL La I Lamium album L. Gebiisch
23. VIL Lil Linaria vulgaris MiLLER Waldsaum
23. VIL Li II | Linaria vulgaris MiLLER Unter Getreide
26, VIL Li IIT | Linaria vulgaris MiLLER Schuttplatz
29. VIL St. I Stachys stlvestris L. Waldsaum
25, VIL St. IT | Stachys palustris L. Nagse Wiese
31. VIL La II | Lamium album L. Schuttplatz
1. VIIL D Delphinium Consolida L. Kleefeld
28. VII T Tilia platyphyll. Scop. Park
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III. Die verschiedenen Wuchsformen.

A. Die kreuzformige Modifikation.

Wenn man den Nektar von Bliiten untersucht, so findet man in
zahlreichen Fillen neben rundlichen Hefezellen in dem iiblichen
Sprofverbande auch eigentiimlich geformte Gebilde, welche aus einem
Komplex von meistens 4—5 Zellen, in Form eines Kreuzes ange-
ordnet, bestehen (Textfig. la, b); es ist dies unser Amnthomyces,

10 20

Textfig. 1. Textfig. 2.

Textfig. 1. Kreuzformige Modifikation, bestehend aus einem Komplex von 5 Zellen.
a Protoplasten in kontrahiertem Zustand, b nach Zusatz von Wasser.

Textfig. 2. Verschiedene Zellkomplexe der kreuzformigen Modifikation.
c* tote Protoplasten mit Methylenblau tingiert.

welchem infolge dieser charakteristischen Anordnung der Zellen die
deutsche Bezeichnung Kreuzhefe zugeteilt wurde. AuBer diesem
4—bzelligen SproBverbande findet '
man auch noch Verbdnde von
nur 2 oder 3, oder auch solche von
iiber 5 Zellen (Textfig. 2). Der
4—bzellige Komplex ist derjenige,
welcher am h#ufigsten anzutreffen
ist. Nur in einem Falle, und zwar
im Nektar von Stachys silvestris,
konnte ich Sprofverbinde beob-
achten, die die gewohnlich vor-
kommenden an Zellenzahl iibertrafen
(Textfig. 3).

Beobachtet man unter dem
Mikroskop einen kreuzformigen
Sprofiverband, so bemerkt man,
daB die einzelnen Zellen eine ling-
lich keulenformige Gestalt besitzen, Textfig. 3. GroBe Zellkomplexe aus
und meist mit ihrem schmalen dem Nektar von Stachys silvestris L.




218 Friepricr HauTmany

Ende aneinanderhaften. Jede dieser Zellen besteht aus einer homo-
genen Masse, in deren dickerem Ende ein scharf umschriebenes
langlich ovales oder eiférmig gestaltetes Gebilde eingelagert ist, das
sich als Ganzes durch geringere Lichtbrechung auszeichnet und eine
kornige Struktur aufweist; dieses Gebilde muf als das von dem
Protoplasten erfiilllte Lumen der Zelle angesprochen, alles iibrige
muf dann als eine hier eigentiimlich ausgebildete Zellwand aufge-
faBt werden.

L&ft man ndmlich Reagentien auf EiweiB, z. B. Jod und Mirroxs-
Reagens auf das oben bezeichnete, das Licht anders brechende Ge-
bilde einwirken, so wird dieses durch Jod gelb, durch MiLLoxs-
Reagens beim gelinden Erwirmen des Objekttragers rot gefarbt.
Diese zwei Reaktionen deuten auf Plasma hin, und zwar erfolgt dies
nur an der bezeichneten Stelle. Durch Anilinfarben, z. B.
Methylenblau oder Bismarckbraun wird es im lebenden Zustand
nicht gefirbt, wohl aber, wenn man vorher die Zellen z. B. mit
Alkohol abtotet. Dabei bemerkt man, daf unter dem Einfluf des
Alkohols sich das vorher ovale Gebilde zusammenzieht und sich
konkav einkriimmt; dasselbe Bild beobachtet man auch im Nektar
an abgestorbenen Zellen (Textfig. 2¢).

Ferner zeigt die Stelle auch ofter im Nektar der Blumen eine
konkave Einbuchtung, die als eine Kontraktion des Protoplasten
angesprochen werden muf (Textfig. 1a). Laft man zu diesen Formen
Wasser unter das Deckglas treten, so verschwindet die Einbuchtung
in kiirzester Zeit, und infolge des Turgors erweitert sich das Lumen
der Zelle (Textfig. 1b). Saugt man anstatt reinen Wassers eine
Methylenblauldsung zu den Zellen unter das Deckglas, so kann man
zweierlei beobachten: bei den meisten Zellen geht die Kontraktion
zuriick, bei manchen nicht mehr. Im ersten Falle wird der Farb-
stoff nicht, im zweiten Falle wird er gespeichert (Textfig. 2¢). Der
Protoplast ist tot.

Die Bedingungen fiir den Eintritt einer Kontraktion des Proto-
plasten sind manchmal im Nektar der Pflanzen gegeben, denn in
diesem sind die Zellen des Pilzes infolge der hohen Konzentration
desselben einem groBen osmotischen Druck ausgesetzt. Die Summe
der festen Bestandteile des Nektars zu seinen fliissigen wurde von
mir fast immer wie 2:3 sich verhaltend gefunden. Die Versuche
in dieser Richtung wurden mit einer nach den Vorschriften Emicas (11)
modifizierten Salvioni-Mikrowage ausgefiihrt, derart, da ein Tripfchen
Nektar in einem Platinschilchen gewogen und dann durch zwei
Tage bei Zimmertemperatur iiber konzentrierter Schwefelsiure ge-
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trocknet und hierauf der Wasserverlust durch erneutes Wagen be-
stimmt wurde.

Im Protoplasten befinden sich fast stets 1—2 stark licht-
brechende Korperchen; die Untersuchung derselben ergab, daB sie
aus neutralem Fett bestehen; zuerst wurden sie als Fettkorper durch
die Reaktionen mit Alkannatinktur und Sudan identifiziert, welche
beide rote Farbung ergaben; weiter noch durch die Verseifungsprobe
nach Moriscr, welche zur Ausbildung feiner Kristallnadeln fiihrte
(Textfig. 4). Behandlung mit Osmiumséure ergab keine Schwirzung,
daher fehlen hier ungesdttigte Fettsduren. Die
Charakterisierung als neutrales Fett erfolgte
mittels Nilblau, mit dem eine orangerote Férbung
der Fettkorper erzielt wurde.

Textfig. 4. Verseifungsprobe nach MoriscH.
Kristallnadeln um die Fetttropfchen.

Textfig. 4.

Von anderen Inhaltsbestandteilen des Plasmas
wurde noch Volutin mit Hilfe der Methylenblauprobe aufgefunden.
Es findet sich immer in Form von kleinen Kérnchen, welche in der
Ein- bis Dreizahl vorhanden sein konnen. Glykogen konnte nicht
nachgewiesen werden.

Vakuolen fehlen stets dieser im Nektar der Bliiten vorkommenden
Form.

Die Zellmembran dieses Pilzes besteht nicht aus Cellulose, da
sowohl Schwefelsdure und Jod, als auch Chlorzinkjod keine Farben-
reaktionen gaben. Wohl aber wurde mit Korallin-Soda eine leuch-
tend rote, mit Kongo eine schwach rote Férbung erzielt.

Betrachtet man den Zellkomplex in chinesischer Tusche, so
sieht man deutlich die Zellen von einem hellen Hofe von Schleim
umgeben, der an jenem Ende der Zelle am stirksten ist, wo durch
die einseitige Lagerung des Zellumens die Membran an dem keuligen
Ende diinner erscheint.

B. Die hefeformige Modifikation.

Bringt man eine kreuzformige Zellkolonie des Amnthomyces aus
dem Nektar in ein Wurzetropfchen am Deckglas in den hohlen Ob-
jekttrager, so beobachtet man eine VergroBerung des Zellumens, die
durch die Erhthung des Turgordruckes bedingt ist. Es dauert
hierauf nicht lange, bis eine lebhafte Sprossung einsetzt. Hervor-
zuheben ist, daB diese Sprossung nur an dem Ende der Zelle ein-
tritt, dem der Protoplast nidher gelagert ist. Die in diesem Milieu
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entstehenden Zellen besitzen nicht mehr keulenformige Gestalt,
auch keine kreuzférmige Anordnung der Zellverbénde, wie sie der
Pilz im Nektar ausbildet, sondern gleichen durchaus hinsichtlich
ihrer Gestalt und Anordnung gewdhnlichen Hefepilzen (Saccharomyces).

Der SproBvorgang geht so vor sich, daf eine Zelle zuerst eine
kleine Ausstiilpung an den diinnsten Wandstellen treibt, die sich
dann etwas verlingert und am Ende eine kleine kopfformige Er-
weiterung bildet. Diese vergroBert sich rasch nach allen Seiten, so
daB auch der anfangs gebildete Stiel verschwindet; zuvor wird die
Tochterzelle von der Mutterzelle abgeschniirt. Die neugebildeten
Zellen haften aneinander, konnen aber durch Erschiitterung des
Objekttrigers voneinander getrennt werden. Die Abbildung 5 zeigt
den Verlauf einer Sprossung wihrend 4 Stunden. Die Kreuzhefe

Textfig. 5. Textfig. 6.

Textfig. 5. Aussprossende kreuzformige Modifikation in Bierwiirze.
Textfig. 6. Jiingere Zellen der hefeférmigen Modifikation.

wurde von 4 Uhr nachmittags an in einem hingenden Wiirze-
tropfchen im hohlen Objekttriger beobachtet und im Verlauf von
zwei zu zwei Stunden die neugebildeten Zellen gezeichnet. Die zu
den einzelnen Zellen in der Abbildung gesetzten Ziffern zeigen die
zur Beobachtungszeit gebildeten Zellen an. Die jungen Zellen be-
sitzen ein homogenes Plasma, doch bald wird dieses kornig, es
treten stark lichtbrechende Korperchen auf und es kommt zur
Ausbildung von Vakuolen, meist einer, oder zwei, oder auch einer
einzigen grofen, welche fast das ganze Lumen der Zelle ausfiillt
(Textfig. 6).



Uber die Nektarhefe Anthomyces Reukaufii. . 9291

Die Sprossung schreitet rasch vorwirts, so daB schon nach
einem Tage das Wiirzetropfchen ganz' von den gebildeten Zellen
ausgefiillt ist. Die urspriinglich in das Wiirzetropfchen eingeimpfte
Kreuzhefe verliert dabei nicht ihre Gestalt; sie geht meistens zu-
grunde oder bildet eine oder mehrere Zellen ihres kreuzformigen
Sprofverbandes zu Dauerzellen um, wenn auch die anderen Zellen
dazu schreiten, in den Dauerzustand iiberzugehen. Das geschieht
vornehmlich bei Krschopfung der Niahrstoffe im Wiirzetropfchen.
Dabei vergroBern sich die Zellen (Textfig. 7a), bilden im Protoplasma
stark lichtbrechende Korperchen aus, die im Fortschreiten dieser
Umgestaltung zu mehreren groBeren oder nur einem groBen Tropfen
zusammenflieBen, und umgeben sich aufen mit Schleim. In vielen
Fiallen wird eine doppelte Zellwand gebildet, deren &uBere Membran
dicker ist und ebenfalls auBen von Schleim umgeben (Textfig. 7b). Die
in der Entwicklung zuriickgebliebenen Zellen gehen dabei zugrunde.

Textfig. 7a. Textfig. 7h.

Textfig. 7a. Beginn der Dauerzellenbildung.
Textfig. 7h. Dauerzellen mit doppelter Membran.

Mit Jod, sowie mit Mirrons-Reagens wird der ganze Inhalt der
Zelle gefirbt. Mit Jod kann man bei dieser Wuchsform des Antho-
myces Glykogen nachweisen, welches in einzelnen Tropfen durch das
ganze Plasma zerstreut ist. Die stark lichtbrechenden Korperchen
bestehen auch hier, genau so wie bei der kreuzformigen Modifikation
aus neutralem Fett, welches mit denselben Reagentien erkannt
wurde. Auch Volutin wurde nachgewiesen, meist um die Vakuolen
herum. Sogenannte Tanzkorperchen, die in den Vakuolen angetroffen
werden, gaben Volutinreaktion.
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Die Zellmembran zeigte bei Jod und Schwefelsiure- oder Chlor-
zinkjodzusatz nur bei Dauerzellen mit doppelter Membran eine
schwache griinlich-blaue Farbung.

IV. Uber die Ausbildung der kreuzférmigen Modifikation.

So wie die Dauerzellen mit doppelter Membran oder auch die
kriftigen iiberlebenden Zellen mit einfacher Membran und Schleim-
hiillle des Wiirzetropfchens bald wieder in frischer Wiirze aus-
keimen (Textfig. 8), so gelingt es auch, in 2—3 Tagen die Riick-

30pu

[

Textfig. 8. Aussprossende Dauerzellen in Bierwiirze.

In den Textfig. 1—3, 5—7b sind die Oltropfchen schwarz, die Vakuolen nur um-
randet. In Textfig. 4 sind die Oltropfchen nicht schwarz, sondern nur umrandet
gezeichnet.

verwandlung der hefeformigen in die kreuzformige Modifikation zu
erzielen, wenn man Zellen aus der Wiirze in natiirlichen Nektar
fiberimpft.

Um die Ausbildung der kreuzférmigen Modifikation aus einer
einzelnen Zelle unter dem Mikroskop verfolgen zu konnen, wurde
in einem Nektartropfchen von Tropaeolum maius im hohlen Objekt-
trager eine isolierte Dauerzelle beobachtet.

Die Zeit, die vom Beginn des Versuches bis zum Auskeimen
der eingeimpften Zelle verstreicht, ist verschieden; sowohl die Art
als auch das Alter der zum Versuch verwendeten Zellen ist aus-
schlaggebend. Eine Zelle mit doppelter Membran aus einer jiingeren
Kultur brauncht im Durchschnitt 1—1?/, Tage, bis die erste Tochter-
zelle gebildet wird, eine Zelle mit einfacher Membran kann dagegen
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nach wenigen Stunden zur Sprossung schreiten. Zellen #lterer Kulturen
konnen selbst mehrere Tage noch in einem latenten Zustand verharren.

Bei der Aussprossung bemerkt man, daB zuerst an irgendeiner
Stelle die &ufere Membran (Textfig. 9/ links mit * bezeichnet) von

Textfig. 9. Ausbildung der kreuzférmigen Modifikation aus einer Dauerzelle
im Nektar von Tropaeolum maius.

einer sackartigen Ausstiilpung der inneren Zellwandschicht durch-
brochen wird. Die &uBere Membran kann dabei auch abgeworfen
werden. Die sackartige Ausstillpung wichst zuerst stielartig und
bildet analog der Sprossung der kreuzformigen Modifikation in
Wiirze ein Kopfchen (Textfig. 91 *), dann wird der Stiel von der
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Mutterzelle abgeschniirt und es beginnt die Tochterzelle zu wachsen
(Textfig. 9/II). Dieselbe ist jedoch selbst bald wieder sproffihig;
es entstehen so zwei aneinanderhingende Zellen (Textfig. 9/II links).
Und nun beginnen die Protoplasten die Wandsubstanz abzusondern,
welche zu der fiir die kreuzformige Modifikation so charakteristischen
Polaritdt der Zelle fithrt (Textfig. 9/III links). Das Lumen und
darin der Protoplast ist dann am keulenférmigen Ende der Zelle
gelagert, wo auch die Wandverdickung nicht oder nur sehr spérlich
vorhanden ist. Aus diesen diinnen Wandstellen sprossen nun
wiederum die Tochterzellen, bei welchen derselbe Vorgang zu be-
obachten ist (Textfig. 9/III, 9/IV links). Die an der Dauerzelle
zuerst entstehenden Zellen zeigen, nachdem sie ihrerseits wieder
eine Tochterzelle gebildet haben, eine Doppelkeulenform der Zellen,
welche mit ihrem schlanken Ende aneinander haften. Erst die nun
sprossenden Zellen vollenden das Bild, welches wir im Nektar der
Bliiten zu finden gewohnt sind. Es kommt nun vor, daf auch am
kreuzformigen Zellverbande Doppelkeulenzellen gebildet werden
(Textfig. 9/V rechts); diese sind dadurch ausgezeichnet, daB sie sich
durch selbst schwache FErschiitterungen aus dem kreuzférmigen
SproBverband oder von der eingeimpften Dauerzelle lsen lassen
(Textfig. 9/VI), wihrend dasselbe bei den einfach keulenformigen der
Kreuzhefe nur sehr schwer, z. B. durch andauerndes Schiitteln im
Reagenzglas mit Wasser, zu erreichen ist; deshalb findet man ein-
fach keulenférmige Zellen nie im Nektar.

Das Protoplasma der jungen Zellen ist anfangs homogen, bald
treten jedoch Fetttropfchen auf, welche in der Ein- oder Zweizahl
vorhanden sind. Vakuolen jedoch fehlen, wie schon erwéhnt wurde.
Die urspriinglich eingeimpfte Dauerzelle wird bei jeder neuen
Sprossung kleiner, das Olkérperchen verschwindet allmihlich. Die
dufere Membran verschleimt, wie das in den Zeichnungen (9 IV—VI)
durch eine punktierte Linie angedeutet ist.

Es war nun interessant zu erfahren, ob auch anderen Hefen
die Eigenschaft zukomme, in den Nektarien der Bliiten eine so
charakteristische Kreuzform auszubilden. Deshalb wurden folgende
Hefestimme (Tab. 2) des Institutes und noch 34 andere, welche teils
aus der Luft, teils aus dem Boden isoliert waren, in den nektar-
fithrenden Sporn von Z'ropacolum maius mit Hilfe eines sehr diinnen
Platindrahtes iibertragen.

Aber bei keinem dieser Hefestimme wurde ein derartiges Ver-
mogen vorgefunden, obwohl bei manchen von ihnen eine gute Ver-
mehrung zu verzeichnen war.



Uber die Nektarhefe Anthomyces Reukaufii. 225

Tabelle 2.

Himbeerhefe (Inst. f. Gérungsgew. Berlin)

Berncastler Doctor )

Sacch. marxianus

Sacch. anamensis

PreBhefe

Bierhefe

Eine hochvergirende Hefe

Rosahefe

— keine Vermehrung. -} schwache Vermehrung. -} gute Vermehrung.
Da auch keiner der aus dem Boden oder der Luft isolierten

Stimme das Vermogen zeigte, eine so charakteristische SproBform
im Nektar von Tropaeolum auszubilden, muB angenommen werden,
daB Kreuzhefen in der Luft oder im Boden nur selten vorkommen

+ +
+I+++L )+

V. Die Ursachen der Aushildung der kreuzformigen Modifikation.

Auffallend ist bei den Kulturversuchen der gestaltindernde
Einfluf des Nihrmediums, eine Erscheinung, die bereits aufgefallen
war. Seit Griss (3) ist bekannt, daB der Anthomyces in einer kon-
zentrierten Rohrzuckerldsung, seit ScHOELLHORN (4), daf er in seinem
in der Einleitung erwihnten Kkiinstlichen Nektar wiederum die
kreuzférmige Gestalt ausbildet.

Bekannt ist ferner durch Griss (3) die Tatsache, dafl in einer
mit 1 Proz. Pepton versetzten konzentrierten Rohrzuckerlosung
nicht mehr die kreuzformige Modifikation mit schlanken Zellen wie
im Nektar sich ausbildet, sondern da8 die Zellen mit breiter Basis
aneinanderhaften und eine gedrungene Gestalt besitzen.

Die auffallenden Tatsachen, daB der Pilz, sobald man ihn in
Wiirze bringt, seine charakteristische kreuzformige Aussprossung
verliert und sich dann kaum von Hefen der Gattung Saccharomyces
unterscheidet, und da8 er nach Ubertragung aus Wirze in die
Nektarien der Bliiten oder eine konzentrierte Zuckerlosung wieder
den kreuzformigen Sprofverband ausbildet, muBten zur Annahme
filhren, daB hauptsichlich die osmotische Konzentration der Ldsung
die Ursache der Anderung der Zellgestalt und SproBform sei.

Wiederholen wir kurz die Charakteristika der kreuzférmigen
Modifikation. Sie zeichnet sich vor allem aus durch die Form der
Zellen; diese sind schlank und keulenformig und infolge der polaren
Verdickung der Zellwand befindet sich das Zellumen am breiteren
Ende. Es nimmt etwa ein Drittel bis einhalb des gesamten Zell-
volumens ein. Vakuolen fehlen, und es sind fast immer 1—2 Fett-
tropfchen im Protoplasma eingelagert.
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Die Form der Zellen aber, welche man in konzentrierten Rohr-
zuckerlosungen mit reichlichem Peptongehalt beobachtet und die

ich als
Peptonmodifikation

bezeichnen will, steht offenbar in der Mitte zwischen der kreuz-
formigen und der hefenformigen Modifikation. Denn der SproB8ver-
band besteht einerseits wie im Nektar aus meistens vier oder fiinf
Zellen, jedoch kommen auch solche mit zwei oder drei Zellen vor;
ebenso besitzt die Peptonmodifikation noch die von Grtss als
kronenformig bezeichnete Sprossung der Kreuzhefe. Jedoch weisen
die hier gedrungenen und breiten Zellen nicht mehr die michtige
polare Wandverdickung auf; dadurch vergréfert sich das Lumen
der Zelle, das nun drei Viertel des Zellvolumens ausmachen kann,
e e e Y ja schlieBlich ist bei sehr hohem (1 proz.)

Peptongehalt die Verdickung der Zellwand
ganz verschwunden, und nur mehr die
kronenférmige Aussprossung erinnert an die
kreuzformige Modifikation (Textfig.104a,b,c).
Andererseits fehlt das sonst so hiufige
Fetttropfchen, es treten Vakuolen auf, in
denen sich meist ein Tanzkorperchen be-
findet, das aus Volutin besteht.

Textfig. 10. Peptonmodifikation; in den meisten
Vakuolen Tanzkorperchen.

Offenbar verhindert das Pepton oder
allgemein eine gute Stickstoffnahrung die
Ausbildung der typischen kreuzformigen
Modifikation, wie sie fiir den Nektar so
charakteristisch ist. Es war daher von Interesse, zu erfahren, bei
welcher Peptonmenge diese Wirkung auftritt.

Die Versuche fithrte ich mit je 5 ccm einer Losung aus, welche

folgende Zusammensetzung hatte:
Mg S0, 0,2 Proz.
KH,PO, 03 ,
H,0 590 ,
Saccharose purissim. ,KamLBaum“ 40,0
Die Saccharosekonzentration wurde deshalb so gewihlt, weil
die Losung dann der natiirlichen Konzentration des Nektars ent-
spricht, wie ich mich nach der schon beschriebenen Methode
Hilfe der Mikrowage iiberzeugen konnte. Die Peptonmengen wurden

entsprechend der Tabelle gewéhlt.

Textfig. 10.
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Tabelle 3.
Peptonkonzentrationen '
in Proz. 1,0 | 05 | 0,10 | 0,01 |0,001 }0,0001 | 0,600001 | O
S P P P P K K K K
I|® com Nahrlosung | 3 L ly gl 4 |44 | + | ¥ | =
5 cem
w1y 1x P P P P K K K K
II.| Nihrlosung ohne
MgS0, + + + + + — — —
5 cem
III| N#hridsung ohne P P P P K K K K
5 cem
IV.] Saccharoselosung _P E E _P E K K
ohne Nihrsalze - - -

P = Peptonmodifikation.
K = kreuzférmige Modifikation.
Vermehrung: — + +4+ 44+
nicht schwach gut sehr gut

Die Tabelle, welche die Ergebnisse der Versuche enthilt, zeigt,
daB die kreuzférmige Modifikation von einer Peptonkonzentration
von 0,001 Proz. an auftritt. Unterhalb dieser Konzentration ist die
Vermehrung sehr schwach und kommt iiberhaupt zum Stillstand,
wenn man Pepton fortlifit. Oberhalb 0,001 Proz. Pepton wird die
Peptonmodifikation ausgebildet und zwar finden sich bei 0,01 Proz.
Pepton Formen, deren Zellumen nur die Hélfte des Zellvolumens, bei
0,1 Proz. sind drei Viertel der Zelle von Plasma erfiillt, und bei noch
hoherer Konzentration des Peptons erinnert nur noch die kronen-
formige Sprossung an die kreuzférmige Modifikation (Textfig. 10).

Die Versuche wurden auch so abgedndert, dal in dem einen
Falle MgSO,, im anderen Falle KH,PO, und schlieBlich beide Né&hr-
salze iiberhaupt fortgelassen wurden, um einen eventuellen Einfluf
derselben auf die Ausbildung der Sprossungsform erkennen zu kénnen.
Dabei ergab sich, daf die Nihrsalze keinen Einfluf auf die Aus-
bildung der typischen Modifikationen hatten. Das Resultat in bezug
auf Peptonkonzentration blieb dasselbe; das Wachstum war beim Fort-
lassen von Magnesiumsulfat oder Monokaliumphosphat schwach und
kam ganz zum Stillstand beim Fehlen derselben.

Fihrt man die Versuche in alkalischer Losung durch, indem
man statt Monokaliumphosphat 1 Proz. Dikaliumphosphat fiir obige
N#hrlosung nimmt, so ergibt sich dasselbe Resultat; die Zellen
waren jedoch sehr langgestreckt und auch der Protoplast nahm
einen groBeren Raum ein (Textfig. 11).
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Die Ausbildung der kreuzformigen Modifikation ist also bedingt
durch eine geringe Stickstoffkonzentration, die fiir Pepton 0,001 Proz.
betrigt. Unabhéngig ist dieselbe von den Niahrsalzen und der
Néahrlosung.

Reaktion der

Textfig. 11.

Kreuzférmige Modifikation in
alkalischer konzentrierter Saccharoselosung.

Textfig. 12. Kreuzférmige Modifikation in
konzentrierter Saccharoselosung mit Nitrat als
Stickstoffquelle.

obachten, ob bei gednderter Zuckerkonzentration auch der Pepton-
gehalt seinen Einflul beibehalte.

Auch der EinfluB anderer
Stickstoffverbindungen
wurde in den Bereich meiner
Versuche gezogen. -Dabei
ergab sich, daf bei Aspara-
gin und Ammoniumsulfat
oder -chlorid, ebenso in
hoher Konzentration die
Peptonmodifikation ausge-
bildet wird; in geringen
Mengen erzeugen auch sie
die Nektarform. Es ist je-
doch zu bemerken, daB
durch Ammoniumsalze,
ebenso auch durch Kalium-
nitrat, Vakuolen selbst in
der typischen kreuzformigen
Modifikation hervorgerufen

werden (Textfig. 12).
Nachdem nun einmal die
giinstigste ~ Konzentration
fiir Pepton bekannt war,
war es das néchstliegende,
den Einfluf der Zucker-
konzentration festzustellen
und zugleich auch zu be-

Tabelle 4.

Proz. Pepton 0,001 0,01 0,1
e 1 H H H H = hefeformige
& 10 H und K H H  Modifikation
S g8 15 K und H H H K = kreuzformige
AES 20 K P P Modifikation
«g% 25 K P P P = Peptonmodif.
£% 30 K P P
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Die Niahrlosung wurde nach folgendem Rezept hergestellt:
MgS0, 0,2 Proz.
KH,PO, 03 ,
Saccharose puriss. Kanreaum in Konzentration 1, 10, 15, 20, 25, 30 Proz. und
Pepton Wirte » ” 0,001, 0,01, o1
Das Ergebnis der Versuche (Tab. 4) zeigte, daB die unterste
‘Grenze fiir die Ausbildung der kreuzformigen Modifikation bei
20 Proz. Saccharose und 0,001 Proz. Pepton liegt. Doch kommen auch
bei 10 u. 15 Proz. Saccharose u. 0,001 Proz. Pepton noch vereinzelt
Kreuzhefen vor und zwar bei 15 Proz. mehr als bei 10 Proz. Saccharose.
Unterhalb 10 Proz. Zucker unterscheiden sich dann die Zellformen
in nichts mehr von den in Wiirze vorkommenden, somit auch nicht
von anderen Hefezellen. Es findet somit bei 0,001 Proz. Pepton
ein allmahlicher Ubergang aus der kreuzformigen zur hefeformigen
Modifikation statt, bedingt durch die allmihliche Verdinnung der
Zuckerlosung.

Um nun sicherzugehen, daB tatsédchlich die osmotische Konzen-
tration ein Hauptfaktor fiir die Ausbildung der kreuzformigen Modi-
fikation sei, wurde versucht, die hefeformige Modifikation durch
Kultur in mit 40 proz. Saccharoselosung isotonischen anorganischen
Salzlosungen zur Ausbildung des kreuzformigen Sprofverbandes zu
bringen.

Die Versuche wurden mit isotonischen Lédsungen von K,SO,,
NaCl, KNO, und K,HPO, durchgefiihrt.

40 Proz. Saccharose sind isotonisch mit 10,20 Proz. X,SO,

oder , 450 , NaCl
” ” 7780 » KNOS
” ” 10720 » K2HPO4
Als Nihrstoffe wurden folgende Bestandteile hinzugegeben:
MgSO, 0,2 Proz.
KH,PO, 03
Saccharose 0,5 ”
Pepton 0,001

Eine geringe Zuckermenge (0,5 Proz.) mufte als Kohlehydratquelle
genommen werden.

Bei der Durchfiihrung der Versuche ergab sich zuerst, daf die
-eingeimpften Stdmme, wohl infolge der geringen Viskositit der
Losungen zu Boden sanken und abstarben. Brachte ich jedoch einen
Filterpapierstreifen zu den Losungen ins Reagenzglas und impfte
ich die Stimme knapp iiber dem Flissigkeitsspiegel auf dasselbe,
s0 konnte ich nach 1—2 Tagen die ausgebildeten Kreuzhefen nach-

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. XLVIIL 16



230 FriepricHE HAUTMANN

weisen (Textfig. 13). Es konnen jedoch Vakuolen auftreten, welche
ja den Zellen im Nektar fehlen; es ist dies dem EinfluB der be-
treffenden Salzlosungen zuzuschreiben; denn Vakuolen treten auch
auf, wenn man den Stimmen Ammonsalz oder Nitrat als Stickstoff-
quelle reicht. Kaliumsulfat dagegen erzeugt keine Vakuolen.

Die Beobachtung, daf eine Ausbildung der kreuzfsrmigen Modi-
fikation unterbleibt, wenn die Zellen zu Boden sinken, muf dem
EinfluB des Sauerstoffes zu-
geschrieben werden. Denn
bringt man den Anthomyces
in seinem kreuzférmigen
Sprofverbande mit kon-
zentrierter Saccharose-
Iosung in den Ausschliff
eines hohlen Objekttragers
-und schiebt unter Vermei-
dung von Luftblasen ein
mit Vaselin an den Réndern
eingefettetes Deckglas dar-
iiber, so kann man beob-
achten, daB die Zellen ab-
sterben oder in den Dauer-
zustand iibergehen.

Und tatsiichlich findet
man im Bodenbelag einer
Kultur in konzentrierter
Textﬁg.‘ 13. Kreuzformige Modifikation in einer Rohrzuckerlssung nur tote
Ammoniumsulfatlosung, die‘isotonisch 40 Proz. Kreuzhefen neben Dauer-

Saccharose ist.
zellen. Diese Beobachtungen

stehen auch in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis, daf in einer
Agarschiittelkultur nur unmittelbar unter der erstarrten Agarober-
fliche sich Kolonien ausbilden, wie auf S. 238 niher beschrieben ist.
Bringt, man den Anthomyces in eine 40 proz. Maltose-, Livulose-
oder Dextroselosung, so wird gleichfalls die kreuzformige Modifikation
ausgebildet. Bei Laktose jedoch, die nur zu 17 Proz. bei 10° 1os-
lich ist, miissen, um die Ausbildung der kreuzformigen Modifikation
zu ermoglichen, die fehlenden 23 Proz. Laktose noch durch eine
isotonische Salzlosung ersetzt werden um Kreuzformen zu erzielen.
23 Proz. Laktose entsprechen 5,1 Proz. K,S0,. Somit ein weiterer
Beweis fiir die ausschlaggebende Wirkung der Konzentration!
Nicht nur in Fliissigkeiten, sondern auch auf festen Nadhrbioden
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von hohem Zuckergehalt wird der kreuzformige SproBverband aus-
gebildet. Zu diesem Zwecke wurden die Stimme auf Agar in Petri-
Schalen iibertragen. Der Agar (2 Proz.) hatte folgende Zusammen-

setzung:
KH,PO, 0,3 Proz.

Mg 804 0’2 ”
H,0 57,5 ”
Pepton 0,001 ,

Saccharose 40,0 »

Die Kolonien enthalten neben einzelnen Zellen in der Haupt-
sache den charakteristischen kreuzformigen SprofSverband.

Die giinstigste Temperatur fiir die Ausbildung der kreuzformigen
Modifikation ist zwischen 10° und 20° C. Bei 30° im Brutschrank
wihrend 48" gehalten, waren die Zellen simtlich abgestorben.

Die Ausbildung der kreuzformigen Modifikation ist also an ge-
ringe Stickstoffkonzentrationen gebunden, die fiir Pepton bei
0,001 Proz. als Optimum liegt, sowie an eine Konzentration,
welche mindestens 20 Proz. Saccharose entspricht. Als weitere Be-
dingung wurde der Einfluf des Sauerstoffs erkannt, ohne den der
Anthomyces nicht gedeihen kann.

VI. Die zwei verschiedenen Rassen der Anthomyces.

Bei der Kultur der reingeziichteten Stimme auf Wiirzeagar
bemerkte ich, daf sie sich durch ihre Wuchsformen unterscheiden
und zwar findet man zwei Typen; der eine Typ besitzt eine glatte,
der andere eine gekriuselte Oberfliche der Kolonie.

Um die Ausbildung der Wuchsformen dieser zwei Typen besser
beobachten zu konnen, wurden auf Wiirzeagar in PEeTrI-Schalen
Riesenkolonien angelegt: Mit einer Platindse wurde eine Spur der
zu beobachtenden Stimme auf den Wiirzeagar gebracht und bei
Zimmertemperatur zu einer kréftigen Kolonie heranwachsen gelassen.

Wir wollen die Stimme mit glatter Oberfliche als Rasse «,
jene aber mit gekrduselter als Rasse § unterscheiden. Die beiden
beiliegenden Photographien zeigen deutlich den Unterschied in der
Oberflichengestaltung beider Riesenkolonien (Tafel u. Textfig. 14
a, b). Die Farbe der Kolonien ist gelblichweil; die der Rasse
zeigt makroskopisch einen wenig gewellten Rand und eine glatte
Oberfliche, deren Mitte etwas nabelartig erhoht ist. Von dieser
nabelartigen Mitte gehen dann bei &lteren Kulturen sternformige
Ausstrahlungen (Textfig. 14b,) aus, die auch den Rand der Kolonie

erreichen (Textfig. 14b,) und dieselbe in Sektoren einteilen.
16+
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Bei den Kolonien der Rasse §# dagegen ist die Oberfliche von
Télern und Hiigeln durchsetzt, die von der hier etwas eingesenkten
Mitte bis zum Rande in Windungen verlaufen; derselbe erscheint
daher durch die einmiindenden Tiler und Hiigel stark gebuchtet.

Wiéhrend die Kolonie der Rasse o eine feuchtglinzende Ober-
fliche besitzt, weist die der Rasse 8 eine trockene auf.

Textfig. 14. Textfig. 15.

Textfig. 14. Riesenkolonien der Rassen o und f. a und b auf Wirzeagar, ¢ anf
Rohrzuckeragar (Rasse «).
Textfig. 16. SproBbdumchen der Rasse  aus einer Riesenkolonie auf Wiirzeagar.

Auch mikroskopisch zeigen beide Rassen ein wohl unterscheid-
bares Verhalten. Denn die Rasse § erweist sich unter dem Mikro-
skope als in SproBbdumchen wachsend (Textfig. 15), wodurch die
gekriuselte Oberfliche ihrer Kolonie zustande kommt, wéhrend
die Zellen der Rasse « hochstens zu zweien angeordnet sind
(Textfig. 17).

Dauerzellen finden sich in é&lteren Kolonien in reichlicher An-
zahl, besonders in der Mitte und an der Oberfliche der Kulturen.
Wiahrend jedoch bei der Rasse g die Dauerzellen infolge ihrer
SproBbdumchen perlschnurartig aneinandergereiht sind (Textfig. 15 *),
finden sie sich bei der Rasse a einzeln.

Auch die sektorartigen Ausstrahlungen von der Mitte der
Riesenkolonien der Rasse « sind in alten Kulturen zu Dauerzellen
umgewandelt.
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Um auch die Aushildung charakteristischer Riesenkolonien auf
anderen Nahrboden als auf Wiirzeagar studieren zu konnen, wurden
Riesenkolonien auf Saccharoseagar angelegt. Als Nihrsalze wurden
bei folgenden Versuchen immer an Magnesiumsulfat 0,2 Proz., an
Monokaliumphosphat 0,3 Proz. genommen. Die Saccharose- und Pepton-
konzentration wurde ent-
sprechend den folgenden
Rezepten gewéhlt.

Versuch I. Es
wurde ein Saccharose-
agar verwendet, der
neben den oben er-
wihnten Néhrsalzen fol-
gende Zusammensetzung
hatte:

Pepton 0,5 Proz.
Saccharose 50
Agar 20

Der Agar wurde
wiederum in PETRI-
Schalen ausgegossen und
punktformig mit den be-
treffenden Stdmmen ge-
impft.

Versuch Il In
vorstehendem Rezept
wurde die Peptonmenge

mit nur 0,001 Proz. ge- Textfig. 16. Kreuzférmige Modifikation beider Rassen
wahlt, sonst alle anderen auf 40 proz. Saccharoseagar ohne Stickstoffquelle;
Bestandteile auf gleicher | tote SproSbéiumchen, * Beginn der Bildung von
Konzentration belassen. Dauerzellen.

Bei beiden Versuchen (I u. II) waren die Riesenkolonien
durch ihre Farbe von den auf Wiirzeagar gewachsenen ver-
schieden; dieselbe war weiB. Die Rasse 8 zeigte dieselbe Ober-
flichengestaltung wie auf Wiirze, wihrend Rasse « auch darin ver-
schieden war. Denn die Riesenkolonie dieser Rasse wies ein oder
zwei konzentrische Ringe auf, besal wie bei der auf Wiirzeagar
eine etwas nabelartig erhohte Mitte von der aber sehr feine Strahlen
(Textfig. 14) ausgingen. Nach dem letzten konzentrischen Ringe nahm
die Zahl der Strahlen stark zu. Diese sind jedoch so fein, daB sie
meistens nur mit der Lupe gesehen werden konnen. Mikroskopisch
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zeigen beide Kolonien dieselben Zellformen, respektive Zellverbinde,
wie auf Wiirzeagar.

Versuch III. Beide Rassen wurden auf einen Agar geimpft,
der neben den Nihrsalzen mit 40 Proz. Saccharose und 0,5 Proz.
Pepton versetzt war.

Die Kolonien zeigten makroskopisch dasselbe Bild wie unter
Versuch I u. II beschrieben. Mikroskopisch wiesen die Zellen die
schon beschriebene Peptonmodifikation auf und zwar waren Zellen
mit vielfach kronenformiger Sprossung vorhanden. Rasse # wuchs
wieder, gemidB der Oberflichenausgestaltung in SproBbiumchen.
Auch hier war das Fehlen des sonst so hiufigen Fetttropfens cha-
rakteristisch; ausgenommen waren nur die Dauerzellen, in denen
derselbe ausgebildet wird.

Versuch IV. Es kam derselbe Agar wie in Versuch III zur
Anwendung, nur wurde eine Peptonkonzentration von 0,001 Proz.
genommen.

Makroskopisch waren die Kolonien mit denen in den Versuchen
I—IIT erhaltenen vollkommen iibereinstimmend. Mikroskopisch je-
doch zeigten sie, da die Bedingungen fiir die Ausbildung der kreuz-
formigen Modifikation durch die Zusammensetzung des Agars erfiillt
waren, dieselbe in reichlicher Anzahl, besonders an der Oberfliche
der Kolonien. Man hitte erwarten konnen, daf die Ausbildung der
kreuzformigen Modifikation auf dem Agar den Rand und die Ober-
fliche der Kolonien in bezug auf ibre Gestalt beeinflussen sollte.
Eine mikroskopische Beobachtung einer nur wenige Stunden alten
Kolonie beider Rassen lehrt- die Ursache des gleichen Verhaltens
kennen; die Rasse o bildet nur einzelne Komplexe in kreuzférmigem
SproBverbande aus, wihrend Rasse 8 ihre kreuzférmige Modifikation
aus den SproBbiumchen heraus ausbildet. Die seitlichen Zellen der
krenzférmigen Modifikation verflechten sich nun so ineinander, daf
sowohl durch die Regelmifigkeit der Verflechtung der glatte Rand
der Riesenkolonie der Rasse o bedingt wird, als auch durch die
vorhandenen SproBbdumchen der Rasse g ihre Oberflichengestaltung
keine Beeintrichtigung erfihrt.

Versuch V. Es wurden beide Rassen auf reinen, nur mit
dem iiblichen Zusatz der beiden Néahrsalze versehenen 40 proz. Sac-
charoseagar in PeTrI-Schalen geimpft.

Die Kolonien wiesen infolge des Fehlens einer Stickstoffquelle
ein sehr geringes Wachstum auf; die Oberfliche und der Rand der
Kolonien beider Rassen waren bei diesem Versuch vollig gleich.

Unter dem Mikroskop sieht man sofort die Ursache des gleichen
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Verhaltens beider Rassen auf diesem stickstofffreien Agar. Denn
auf diesem kommen die SproBbdumchen der Rasse § nicht zur Aus-
bildung; wo sie aber doch vorhanden waren, waren sie abgestorben;
es findet sich bei beiden Rassen nur die kreuzformige Modifikation
und Dauerzellen, neben solchen, die gerade in den Dauerzustand
iibergehen (Textfig. 16). Beobachtet man die Kolonien einige Tage
spater, so kann man sich iiberzeugen,
daB alle Zellen zu Dauerzellen um-
gewandelt sind.

Textfig. 17. Zellen der Rasse « aus einer

Riesenkolonie auf Wiirzeagar.

In den Textfig. 9—17 Fetttripfchen schwarz,
Vakuolen umrandet gezeichnet.

Vorstehende Versuche I—IV zeig-
ten auch, daB Rasse o sowohl auf
0,5 Proz. als auch 0,001 Proz. Pepton
ein gleiches Wachstum hatte, wihrend
Rasse § bei einer Konzentration von 0,001 Proz. Pepton in der
Grofe der Kolonien hinter denen der Rasse a zuriickblieb.

Auf ein letztes noch festgestelltes Unterscheidungsmerkmal
wird noch im néchsten Abschnitt hingewiesen (8. 238).

Textfig. 17.

VII. Ernihrungsphysiologie und Stoffwechselprodukte.

Vorausgeschickt mufl werden, daf ungehopfte Bierwiirze fiir die
Entwicklung des Pilzes eine auBerordentlich vorteilhafte Nahrstoff-
quelle bedeutet. Um seine Anspriiche an

Kohlenstoffquellen
kennenzulernen, wurde der Anthomyces auf einem Nihrsalzagar ge-
ziichtet, der folgendermafen zusammengesetzt war:
MgSO, 02 g
KH,PO, 03 g
H,0 970 g
Pepton 0,5 g
Agar 20 g

Je 95 ccm dieses Agars wurden mit je 5 g der Zuckerarten:
Saccharose, Laktose, Maltose, Glukose und Fruktose versetzt. Mit
diesen kohlehydrathiltigen Nidhrboden wurden Prrri-Schalen aus-
gegossen und mit Hilfe einer Platindse die zu priifenden Stimme
punktférmig aufgetragen. Die Beurteilung der Versuche -erfolgte
durch Vergleich der Grofie der nach 14 Tagen gewachsenen Kolo-
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nien. Zu gleicher Zeit war auch als Kontrolle eine Prrri-Schale
mit obigem Agar, jedoch ohne Kohlehydratquelle, beschickt worden.

Es zeigte sich, daB Maltose, Glukose, Fruktose und Saccharose
fir das Wachstum giinstiger waren als Laktose, obwohl auch auf
diesem Nahrboden ein deutliches Wachstum zu erkennen war, ver-
glichen mit dem Kontrollnihrboden ohne Kohlehydratquelle.

Auch Zitrate und Tartrate wurden dem Pilz als Kohlenstoff-
quellen geboten und zwar in Form der Kaliumsalze. Es wurden
0,6 g der Salze auf 100 g Peptonagar gegeben. Auch freie Zitronen-
und Weinsiure — 1 Proz. in 100 g oben genannter Néhrsalzlosung —
wurden versucht.

Das Resultat dieser Versuche war, daB der Pilz nur ein
schwaches Wachstum auf beiden Sduren oder ihren Kaliumsalzen
zeigte; das Wachstum auf Zitronensiure und ihrem Kaliumsalze
war giinstiger als auf Weinsédure und Kaliumtartrat.

Ebenso war das Wachstum des Anthomyces in obiger N&hr-
losung ohne Agar, versetzt mit 0,1 Proz. Alkohol als Kohlenstoff-
quelle, sehr schwach.

Stickstoffquellen.

Zu diesen Versuchen wurde ein 5 proz. Saccharoseagar mit dem
obigen Gehalte an Néhrsalzen verwendet, der jedoch an Stelle der
0,5 Proz. Pepton die entsprechende Menge der Verbindungen: Aspa-
ragin, Harnstoff, Tyrosin, Glykokoll, Ammonsulfat und -chlorid und
Kaliumnitrat enthielt. Mit dem betreffenden Agar wurden PETRI-
Schalen beschickt und mittels eines Platindrahtes etwas der zu
prifenden Stimme eingetragen. Nebenher wurde noch eine zweite
Untersuchungsmethode, nimlich die Berserinck’sche auxanographische
Methode, angewendet; die in dem Saccharosenihrsalzagar suspen-
dierten Stimme wurden in Perri-Schalen ausgegossen und einige
Kornchen der erwihnten Stickstoffverbindungen auf die Oberfliche
des erstarrten Agars gestreut. Zum Vergleich waren bei beiden
Versuchsreihen Kulturen auf N#hrsalzagar ohne besondere Stick-
stoffquelle angelegt. Die GriBe der nach 14 Tagen herangewachsenen
Kolonien bildeten auch hier das MaB fiir die Beurteilung der Stick-
stoffquelle.

Die Versuche zeigten, daf hinsichtlich Wachstumsférderung an
erster Stelle Pepton, Asparagin und Harnstoff zu setzen sind, an
zweiter Tyrosin, Glykokoll, an dritter die Ammoniumsalze.

Auf Kaliumnitrat wuchs der Pilz nicht besser als auf den zum
Vergleich beniitzten Agarplatten ohne Stickstoffquelle.
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Eine giinstige Entfaltung seines Wachstums ist ferner abhiingig
von dem Zutritt des Sauerstoffes. Denn in einer Agarschiittelkultur
folgender Zusammensetzung: '

MgS0, 02 g

KH,PO, 03 ,

H,0 920 ,,

Pepton 0,5 ,,

Saccharose 5,0 ,,

Agar 20 ,
die in einem Reagenzglas in hoher Schicht (10 cm) zum Erstarren
gebracht worden war, zeigte sich nur von der Oberfliche des Agars
bis zur Tiefe von 1—1%/, cm Entwicklung von Kolonien; in tiefer
gelegenen Partien des Agars kam keine Kolonie auf. Uber den

weiteren Sauerstoffbedarf des Pilzes siehe S. 238.

Die Reaktion des Nihrbodens hatte keinen EinfluB auf das
Wachstum der Kolonien, wenn auch der schwach sauren der Vorzug
gegeben werden muf. Sowohl 1 Proz. Dikaliumphosphat als auch
1 Proz. Zitronensdure wurden sehr gut vertragen.

Was den Temperatureinflu auf das Wachstum der Kolonien
betrifft, so konnte festgestellt werden, daf dem Anthomyces eine
Temperatur von 15—20° C am besten zusagt. Bei 80 ° C im Brut-
schrank zeigte sich kein erhohtes Wachstum. Tiefe Temperaturen
bedingen einen Stillstand des Wachstums. Auf Filterpapier ein-
getrocknete Zellen dem Froste ausgesetzt, sprossen wieder aus,
wenn sie in Bierwiirze gebracht werden.

Um einen KEinblick in die vom Pilz erzeugten Stoffwechsel-
produkte zu erhalten, wurde er zunichst mit Bierwiirze in ein Gér-
kolbchen gebracht. Aber selbst nach 3 Wochen zeigte sich keine
Spur einer Gasentwicklung, obwohl sich der Pilz gut vermehrt hatte.
Die vorgenommene Jodoformprobe nach Lieex fiel jedoch positiv
aus, und beim Anwirmen des Girkolbchens iiber der Bunsenflamme
trat eine schwache Gasentwicklung auf, die mit konzentriertem
Kaliumhydroxyd als Kohlendioxyd bestimmt werden konnte.

Die Stimme wurden dann noch in Nihrlésungen mit dem iib-
lichen Gehalt an Né&hrsalzen und 0,1 Proz. Pepton eingeimpft; die
Néhrlosungen waren mit je 5 Proz. Saccharose, Laktose, Maltose,
Glukose und Fruktose versetzt.

Auch hier konnte keine Spur einer sichtbaren CO,-Entwicklung
wahrgenommen werden; die Jodoformprobe fiel jedoch iiberall
positiv aus.

Auch in natiirlichen Fruchtsiften wurde der Pilz auf seine
Gédrfaihigkeit hin gepriift. Zur Untersuchung gelangte der Most
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von Heidelbeeren, Johannisbeeren, Apfeln und Birnen. Bei allen
diesen Proben tritt in der Fliissigkeit keine Triibung ein, sondern
es zeigt sich nur ein weiBer Rand, welcher sich an der GefiBwand
knapp iiber und unter dem Fliissigkeitsspiegel bildet und in der
Gértechnik ein ,Hefering“ genannt wird, sowie ein unterer Boden-
satz. Die Zellen vom Bodensatz und Hefering sind miteinander
fibereinstimmend und gleich der hefeformigen Modifikation. Nur
manchmal findet man in dem iiber den Fliissigkeitsspiegel ragenden
Teil des Heferinges Zellverbinde, die der Peptonmodifikation zu-
zuzdhlen sind. Auch bei diesen Versuchen fiel die Jodoformprobe
positiv aus.

Zu erwihnen ist jedoch, daf die Jodoformreaktion bei Laktose
sehr schwach ist. Um Irrtiimer zu vermeiden, wurde sowohl bei
dem Versuch mit Laktose als auch bei den Fruchtsdften, deren
Geruch den des gebildeten Jodoforms nicht stark hervortreten laBt,
die Proben mit alkoholfreiem Ather ausgeschiittelt und einige Tropfen
auf dem Objekttrager unter dem Deckglas zur Verdunstung gebracht.
Es bilden sich dann in der Mitte desselben die charakteristischen
sechsseitigen Tafeln des Jodoforms aus, wihrend am Rande Kristall-
baumchen, jedoch immer mit der sechsseitigen Tafelform, entstehen.

Um zu sehen, ob der Pilz vielleicht doch bei LuftabschluB eine
energischere Girtitigkeit entfalte, wurde er in einer 5proz. Sac-
charoseagarschiittelkultur geziichtet, auerdem noch in 5 proz. Glukose-
agar und in Bierwiirzeagar. Alle diese Versuche wurden in hoher
Schicht im Reagenzglas durchgefiihrt.

Aber auch bei Luftabschluf wurde keine sichtbare Gartat1gke1t
festgestellt.

Zugleich wurde bei diesem Versuch noch ein letztes neues
Unterscheidungsmerkmal fiir beide Rassen aufgefunden; denn es
ergab sich, da die Rasse ¢ in zwei scharf geschiedenen Bidndern
wuchs. Das erste Band bis ca. 3 mm unter die Agaroberfliche
reichend, enthielt nur vereinzelte aufgegangene Kolonien (siehe Taf.),
in dem anschlieBenden ca. 2 mm breiten Band dagegen war dicht
Kolonie an Kolonie gelagert. Die Rasse g dagegen bildete in einer
Tiefe von ca. 2—10 mm Kolonien aus, die weniger an Zahl, als an
GroBe hervorstechend waren; oberhalb und unterhalb dieser groferen
Kolonien wurden noch zahlreiche kleinere ausgebildet.

Das Temperaturoptimum war fir den Anthomyces bei diesen
Gérversuchen das gleiche wie bei der Kultur auf der Oberfliche
fester Nahrboden. Bei 30° C im Brutschrank wurde auch keine
sichtbare Gartatigkeit erzielt.
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Um nun die Stoffwechselprodukte des Pilzes niher charakteri-
sieren zu konnen, wurden folgende Versuche durchgefiihrt.

Versuch I Ineinem Eruenmever-Kolben von 500 ccm wurden
250 ccm ungehopfte Bierwiirze gegeben mit einem festgerollten
Watteverschluf versehen und sterilisiert. Hierauf wurde der Pilz
eingeimpft. Es wurde dieser Versuch mit den Stimmen T (Rasse a)
und LiI (Rasse §) vorgenommen. Von jedem einzelnen Stamm
wurden zwei Kolben angesetzt. Die in die Kolben eingeimpften
Staimme wurden 3 Wochen bei Zimmertemperatur belassen. Dabei
vermehrte sich der Pilz sehr gut und bildete einen ca. 2 mm hohen
Bodensatz, die Fliissigkeit blieb Kklar.

Nach dieser Zeit wurden aus jedem Kolben 200 ccm abpipettiert,
in einen Rundkolben von 500 ccm gebracht, mit Kaliumhydroxyd
alkalisch gemacht und am absteigenden Kiihler iiberdestilliert. Der
Zusatz von KOH geschah, weil nach C. NEuBERG (7) ohne diesen
etwa vorhandener Alkohol nicht zur Génze iibergetrieben werden
kann. Das Destillat wurde aufs neue mit Kalilauge versetzt und
ca. 50 ccm iibergetrieben. Der im Kolben befindliche Riickstand
wurde mittels der Jodoformprobe auf etwa noch nicht destillierten
Alkohol gepriift. Die Probe fiel jedoch immer negativ aus,

Mit 50 cem des zweiten Destillates wurde mittels des Pykno-
meters das spezifische Gewicht desselben bestimmt.

Pyknometer 27,755 g Rasse o: Pykn. 4 Dest. 77,520 g 77,576 g

-+ H,0 77,625 ,, ) 27,755 , 21,755

H,0 49,870 g 497765 g 49,821 g

Rasse f: Pykn. - Dest. 77,480 g 77,480 g

i Dest Siitos & gt

49725 g 49725 g
Das Destillat der Rasse a besitzt also ein hoheres spezifisches
Gewicht als das der Rasse 8. Das spezifische Gewicht wurde aus

dem Mittel der Versuche 49,759 mittels folgender Gleichung ermittelt:
49,76 :49,87 = x:1 x = 0,999.

Dem spezifischen Gewicht 0,999 entspricht ein Alkoholgehalt von

0,5 g bei 15° C (12), bei welcher Temperatur die Wagungen aus-

gefithrt wurden. Da sich nun 0,5 g Alkohol in 200 g Wiirze be-

funden hatten, so entspricht der Bildung desselben in 100 g Wiirze

0,25 Gewichtsprozent.

Versuch II. Siurebildung konnte nicht beobachtet werden.
Von den bei Versuch I noch gebliebenen 50 ccm Wiirze wurden
40 ccm filtriert und 20 cem davon zur Titration verwendet. KEs
wurde so verfahren, daB diese 20 ccm Wirze mit 80 ccm Wasser
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(dest.) auf einem Wasserbade auf 30° erwirmt wurden, um die ge-
ringen Mengen Kohlensdure zu vertreiben. Vor dem Versuch wurden
ebenfalls 20 ccm der unvergorenen Wiirze desselben Sudes unter
gleichen Bedingungen gepriift. Nachstehend das Mittel aus vier
durchgefithrten Titrationen:

vor dem Versuch 9,6 ccm

nach ,, ” 9,9 cecm verbrauchte cem 5% KOH.

Man erkennt, daf die Werte fast gar nicht differieren.

Die Untersuchung des Destillates erstreckte sich darauf, ob
tatsichlich Athylalkohol vorliege, ob Aldehyde vorhanden seien und
ob Ester vielleicht in solcher Menge vorligen, daB sie durch Ver-
seifung nachweisbar wiren. Denn das Destillat besa8 einen Geruch,
der an Weinbranntwein erinnerte.

Priifung auf Aldehyde. Bei der Silbernitratprobe trat
kein Silberspiegel auf; es war nur eine sehr schwache gelbe Farbung
sichtbar.

Prifung auf Athylalkohol. Nachdem nun Aldehyde nicht
vorhanden waren, konnte daran geschritten werden, den vermuteten
Athylalkohol als solchen durch Oxydation mittels KMnO, zu Essig-
sdure zu charakterisieren.

50 cem Destillat wurden mit KMnO, bis zur schwachen Rot-
firbung versetzt und am RiickfluBkiihler erhitzt, bis die rote Férbung
verschwunden war. Hierauf Wurde von dem ausgeschiedenen MnO,
abfiltriert, das Filtrat durch 100 HCI neutralisiert und in der nun
neutralen Flissigkeit (6) mit FeCl; die KEssigsiure nachgewiesen;
es trat die fiir Essigsdure charakteristische blutrote Férbung auf.

Verseifungsprobe auf Ester. 50 cecm Destillat wurden
am RiickfluBkithler mit 100 KOH durch 2 Stunden zum Sieden er-
hitzt und die verbrauchte Anzahl ccm durch Zuriicktitrieren mit

100 HCl zu bestimmen versucht. Es ergab sich keine nennenswerte

Differenz; fir 100 cem Destillat wurde von W) HC1 0,6 ccm mehr

verbraucht.

In der Literatur iiber die Erzeugung alkoholfreier oder wenigstens
alkoholarmer Getrinke wird angegeben (1, 2), daf zu den zu ver-
wendenden Fruchtsiften Bliiten in frischem oder getrocknetem Zu-
stande gegeben wiirden, wodurch die Fruchtsifte durch die in den
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Bliiten befindlichen Hefen, die sog. Nektarhefen, vergoren wiirden.
Die Vergirung des Girgutes mit diesen Hefen bleibe jedoch nicht
auf der Stufe CO,-C,H;OH stehen, sondern der gebildete Alkohol
oder seine Vorstufe, der Acetaldehyd, wiirden durch die Nektarhefen
weiter zu CO,4H,0 oxydiert, oder die Zwischenstufe CH,CHO,
Acetaldehyd, weiter zu Sduren und Estern umgewandelt.

Es lag nun nahe, unserem Pilz, der ja so hiufig in den Bliiten
vorkommt, obige Eigenschaften zuzuschreiben. Nach meinen vor-
stehenden Untersuchungen muB dies aber verneint werden, denn
erstens ist weder CO, besonders hervortretend, noch werden Siure
und Ester in beachtenswerter Menge produziert.

AuBlerdem wurde ein als alkoholarm gepriesenes Getrink mit
Namen Mimosa, das in Bozen in Siidtirol erzeugt wird, auf die An-
wesenheit des Anthomyces von mir untersucht. Es war mir leider
nur moglich, auf Filterpapier aufgetrockneten Satz zun bekommen.
Wurde das hefehaltige Filterpapier in sterile Wiirze iiberfithrt, so
konnte schon nach wenig Stunden eine lebhafte CO,-Entwicklung
wahrgenommen werden. HEs wurden aus der gidrenden Fliissigkeit
zwei Hefestimme isoliert, die nichts mit dem Anthomyces gemein
hatten und beide starke Kohlendioxydentwicklung aufwiesen. Weder
in der gérenden Fliissigkeit noch im Bodensatz konnte unser Pilz
gefunden werden.

Die Stoffwechselprodukte des Anthomyces sind also wenig hervor-
tretend gegeniiber denen der echten Hefepilze, und im Nektar der
Bliiten infolge der hohen Konzentration desselben wohl in noch ge-
ringerem MafBe vorhanden; denn wenn auch die echten Hefepilze
nach Konwn (4) unter Umstinden hochkonzentrierte Sifte vergiren
konnen, so ist dies in der Regel nicht der Fall.

VIII. Yorkommen.

Der Pilz kommt in der Natur wohl ausschlieflich in der kreuz-
formigen Modifikation vor, soweit er nicht durch ungiinstige Lebens-
bedingungen gezwungen ist, Dauerzellen auszubilden. Letzteres ist
der Fall im Magendarmkanal der Bienen und Hummeln, sowie im
Boden, wohin er aus den herabfallenden Bliiten gelangt.

Von den Hummeln, in denen er iberwintert, wird der Pilz
bereits im ersten Friihjahr in die Nektarien der Blumen iibertragen,
und tatsichlich konnte er von mir in dem sehr frith blithenden
Galeobdolon lutewm aufgefunden werden. Spiter wird seine Verbrei-
tung auch von den Bienen iibernommen. Es stimmt mit seiner
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Ubertragung durch die genannten Insekten gut iiberein, daB er fast
ausschlieBlich in den Bliiten gefunden wird, die hauptséchlich von
Bienen und Hummeln besucht werden.

Solche sind aus der Familie der Labiaten: Lamium, Stachys,
Galeobsis, Galeobdolon, aus der Familie den Scrophulariaceen: Linaria
und Antirrhinum ; ferner von den Papilionaceen: Pisum, weiter Tilia
und Tropaeolum und die Composite Cirsium arvense.

Bei der Geschiftigkeit und ZielbewuBtheit, mit der diese In-
sekten Pflanze fiir Pflanze und Bliite fiir Bliite abzusuchen pflegen,
ist es auch verstiindlich, daf der Pilz im Sommer in fast jeder auf-
gebliihten Blume der genannten Pflanzen massenhaft anzutreffen ist.

Bei der Hiufigkeit ihrer Bliitenbesuche ist wohl auf eine fast
ausschliefliche Verbreitung des Anthomyces durch Bienen und Hummeln
zu rechnen, der gegeniiber eine Ubertragung durch andere Insekten,
z. B. Schmetterlinge und Ameisen, sehr zuriicktritt, ebenso wie jene
Infektion des Nektars, die durch Staub erfolgen konnte.

Es gelang mir ndmlich, den .Anthomyces im Erdboden aufzufinden,
und zwar in der Erde eines Tropaeolumbeetes, in dessen Bliiten ich
ihn auch vorher gefunden hatte.

Die Erdproben wurden Mitte Oktober entnommen, und zwar
von der Oberfliche des Beetes, und erst Mitte November untersucht.
Da pun die vielen in der Erde vorkommenden Bakterien und
Schimmelpilze so sehr die Untersuchung storten, daf an das Auf-
finden des Anthomyces nicht zu denken war, beniitzte ich seine Eigen-
schaft, gegen hohe Siurekonzentration unempfindlich zu sein, zu
seiner Abscheidung aus dem Gemisch der Bodenflora.

Dabei wurde wie folgt vorgegangen: Die Erdproben wurden
sorgfiltig durchmischt, und zirka 2—3 ccm davon in ein Probe-
réhrchen gegeben und mit 20 ccm 1proz. Zitronensdurelosung iber-
gossen. Unter hiufigem Umschiitteln wurde die Erde 2 Tage lang
ausgezogen, vom groben Bodensatz abgegossen und nochmals mit
einer frischen 1proz. Zitronensiurelosung iibergossen, welche aber
5 Proz. Saccharose als Kohlehydratquelle enthielt. Nach weiteren
4 Tagen wurde diese Fliissigkeit mit Wiirzegelatine vermischt und
in Perri-Schalen ausgegossen. Die Schalen waren fast frei von
Bakterien und Schimmelpilzen; die aufgehenden Kolonien des Antho-
myces waren daher leicht aufzufinden.

Es wire zu erwarten gewesen, daf der Amnthomyces auch im
Bienenhonig zu finden sei, nachdem sowohl GrUss als auch ScHOELL-
sorN die Ubertragung desselben durch Bienen von Blite zu Bliite
festgestellt und ersterer die Ansicht ausgesprochen hatte, er gelange



Uber die Nektarhefe Anthomyces Reukaufii. 243

mit dem Honig in die gedeckelten Waben. Nun konnte er aber
von mir nie im Bienenhonig aufgefunden werden, obwohl sehr zahl-
reiche Versuche in diesem Sinne angestellt wurden.

Diese wurden teils in der eben beschriebenen Weise, die zur
Isolierung des Pilzes aus dem Boden fithrte, ausgefiihrt, teils auch
so, da der Honig mit Gelatine vermischt und in Perri-Schalen
ausgezogen wurde. Die Gelatine hatte einen Zusatz von 0,5 Proz.
Pepton erhalten.

In bezug auf das Vorkommen der beiden Rassen sei bemerkt
daf Rasse o weitaus am hiufigsten anzutreffen ist. Rasse 8 wurde
von mir aus Linaria vulg. und Stachys silv. isoliert.

IX. Ergebnisse.

1. Die charakteristische Gestalt des Pilzes im Nektar der Bliiten
ist bedingt durch eine geringe Stickstoffkonzentration, deren obere
Grenze bei 0,001 Proz. liegt und einer Zuckerkonzentration von
mindestens 20 Proz. fiir Saccharose. Aufierdem ist reichlicher Luft-
zutritt erforderlich.

2. Es gelingt in Losungen, die 0,5 Proz. Saccharose enthalten
und durch Zusatz eines anorganischen Salzes isotonisch mit 40 Proz.
Rohrzuckerlosung gemacht wurden, den Anthomyces zur Ausbildung
des kreuzformigen Sprofverbandes zu bringen, so daf also die
osmotische Konzentration der bedingende Faktor ist.

3. Die kreuzformige Modifikation ist ausgezeichnet durch schlanke,
keulenformige Zellen, die eine polare Verdickung der Zellwand be-
sitzen und in deren dickerem Ende sich dort, wo die Zellwand am
diinnsten ist, das Lumen der Zelle mit dem Protoplast befindet.
Dort findet auch die Aussprossung statt.

4. Die Verdickung der Zellwand ist durch Corallin-Soda sowie
durch Kongorot zu firben; im Protoplast befinden sich Oltropfchen
aus neutralem Fett; ebenso ist Volutin vorhanden. Die Zellen sind
auflerdem noch von einer Schleimhiille umgeben. Die hefeformige
Modifikation besitzt Glykogen.

5. Die Peptonmodifikation ist ein Ubergangsglied von der kreuz-
formigen zur hefeformigen Modifikation, bedingt durch reichliche Zu-
fuhr von Stickstoffnahrung.

6. Es wurden zwei Rassen des Pilzes aufgefunden, welche sich
durch ihre Wuchsform auf festen Ndhrboden unterscheiden, ferner
bei der Kultur in hoher Schicht in einem N#hrsalzagar mit Saccha-
rose- oder Glukosezusatz durch ihr Sauerstoffbediirfnis.
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7. Die Stofftwechselprodukte sind wenig hervortretend, es werden
in 100 g Wiirze 0,25 g Athylalkohol gebildet. Aldehyde, Siuren und
Ester sind in quantitativ nicht bestimmbarer kleiner Menge vor-
handen. Erndhrungsphysiologisch schliefit sich der Pilz den echten
Hefepilzen an. Doch tritt keine deutliche Garung auf.

Prag IL vinina 3a.
Pflanzenphysiologisches Institut der deutschen Universitit.
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Tafelerklirung.

Tafel 9.
Fig. 1. Photographien gleich alter Kulturen auf Wiirzeagar. Vergr. 2, X.

Links Rasse ¢, rechts Rasse f.
Fig. 2. Beide Rassen, in 5 Proz. Glukoseagar gewachsen. Links Rasse e,

rechts Rasse . Natiirliche GrgBe.
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