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(Hierzu 17 Textfiguren und Tafel 3.)

1. Einleitung.

Im Zoologischen Institut der Universitit Rostock wurde im
Sommer 1928 in Daphnienkulturen eine schnell um sich greifende
Krankheit beobachtet. Die erkrankten Daphnien fielen schon rein
duBerlich durch ihre weilliche Férbung auf, und bei mikroskopischer
Untersuchung zeigten sie sich erfiillt von einer erstaunlich grofien
Zahl hefedhnlicher Organismen.

Dankenswerterweise iibermittelte Herr Prof. Dr. ScHULZE sein
Material zur Begutachtung dem Botanischen Institut, wo die Hefe-
natur des Parasiten festgestellt wurde.

Da iiber parasitische Hefen bisher nur sehr wenig bekannt ist,
schien es wilnschenswert, diese Erkrankung einer eingehenden Unter-
suchung zu unterziehen. Die Arbeit wurde ausgefithrt in den
Jahren 1930—1932.

Ich mochte nicht versdumen, an dieser Stelle Herrn Prof. Dr.
v. GUITENBERG meinen ergebensten Dank auszusprechen fiir die
stindige Anregung und Forderung, die er mir zuteil werden lie8.
Zu Dank verpflichtet bin ich auch Herrn Prof. Dr. Baucr fiir seine
Ratschldge und das Interesse, das er meiner Arbeit entgegenbrachte.
Bei der Kinarbeit in die Anatomie der Daphnien erfuhr ich wert-
volle Unterstiitzung durch Herrn Prof. Dr. ScEULZE, Wwofiir ich eben-
falls meinen Dank zum Ausdruck bringen mochte.
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2. Literatur.

Die Angaben, die sich in der Literatur iiber parasitierende
Sprofipilze finden, sind nicht sehr umfangreich. Ebenso ist iiber
Daphnienerkrankungen sehr wenig gearbeitet worden.

Eine echte Hefe als Krankheitserreger stellte METscENIKOFF (1884)
bei Daphnia magna fest. Der Pilz wird von der Daphnie mit der
Nahrung zusammen aufgenommen, und zwar im Zustande der Ascus-
bildung. Im Darm gibt jeder Ascus eine Spore ab. Die Sporen
dringen durch die Darmwand in die Leibeshohle und keimen seitlich
aus. Durch Sprossung vermehren sich die Hefen weiter, bilden
aber auch in der Leibeshohle Asci. Beim Tode ist die Daphnie mit
SprofBzellen und reifen Sporen angefiillt. METSCHNIKOFF nennt diese
Hefe Monospora bicuspidata. Er berichtet dazu, daf die eindringenden
Sporen von Blutkérperchen phagocytiert werden, und so die Iufektion
hiufig verhindert wird, wenn nicht viele Sporen zugleich in die
Leibeshohle eindringen.

Spéterhin wurde noch eine weitere Monosporaart von Kerran
(1920) entdeckt, und zwar die auf der Larve des Zweifliiglers
Dasyhelea obscura \WINNERTZ parasitierende Monosporella unicuspidata.
Die Larven leben gewéhnlich in dem dicken braunen Saft, der die
Wunden der Ulme und RoBkastanie erfiillt. Infiziert waren nur die
Tiere, die von der RoBkastanie gesammelt wurden. Die schmalen
ovalen Jugendstadien des Pilzes bilden gew6hnlich eine, mitunter
zwei oder drei Knospen; diese trennen sich schnell und knospen
weiter. Sofort nach Eindringen in die Larve verlingern sich die
Zellen um das drei- bis vierfache zu Asci, die eine lange nadel-
formige, an einem Ende verdickte Spore bilden. Die Zahl der infi-
zierten Larven ist auBerordentlich gering. Kernin fithrt das darauf
zuriick, daB infolge der Undurchsichtigkeit der Larve nicht alle
infizierten Tiere gefunden wurden, daB vielleicht aber auch eine
Phagocytose stattfindet.

BtrscrLr1 (1876) fand bei dem freilebenden Nematoden Tylenchus
pellicidus einen hefeartigen Parasiten, der allem Anschein nach der
Gattung Monospora verwandt ist. Er bildet sowohl SproBverbéinde
als auch stabformige Ascosporen. Die Angaben sind aber unzureichend.

Nahe verwandt der Gattung Monospore ist die Gattung Nemato-
spora, die aber ausschlieflich auf Pflanzen parasitiert. Sie unter-
scheidet sich von der Gattung Monospora dadurch, daf sie viel-
sporige Asci bildet, und an den Sporen ein geiBelférmiges Anhéingsel
aufweist. Bisher werden folgende Arten unterschieden:
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Nematospora coryli wurde von PeerIoN (1897) in den Cotyledonen
der Haselnuf gefunden, kommt aber auch im Endosperm einiger
tropischer Friichte vor. Sie bildet acht Ascosporen, die in Gruppen
zu vier in jeder Héalfte des Ascus angeordnet sind.

Nematospora lycopersici, von SCENEIDER (1916) bearbeitet, parasi-
tiert auf den Friichten der Tomate. Sie stimmt mit Nematospora
coryli wesentlich ilberein, nur entstehen die Asci hier nach Con-
jugation zweier Sprofizellen.

Nematospora phaseoli, von WinearD (1925) auf den Samen von
Phaseolus lunatus entdeckt. Die vegetative Phase ist typisch hefe-
artig, nur unter gewissen Bedingungen wird ein Mycel gebildet.
Ein Ascus entsteht durch Conjugation zweier Sporen.

Nematospora gossypis, von AsEBY und NowerLL (1926) beschrieben
als Parasit im Fruchtendosperm verschiedener tropischer Pflanzen,
bildet 4—32, meist 12 Sporen, die in zwei Gruppen angeordnet sind.
Der Thallus ist ein verzweigtes Mycel, in dem auch die Asci aus-
gebildet werden.

Nematospora nagpuri, von Dastur (1930) bearbeitet, lebt in den
Samenkapseln der Baumwollpflanze. Sie bildet zwei Zellformen:
schmal-elliptische, die héufig sprossen, und kugelférmige, die nicht
sehr stark sprossen. Kin Sprof der letzteren wird zum Ascus, der
acht, in Kultur mitunter nur vier oder zwei Sporen bildet. In Kultur
entstehen mitunter vielkernige Hyphen, doch sind diese sehr selten.

Alle Nematospora-Arten liefien sich ohne nennenswerte Schwierig-
keiten auf ganz einfachen Nihrboden kultivieren.

Weiterhin sind noch einige tierpathogene Hefen zu nennen,
deren systematische Zugehorigkeit unklar ist. Hartie (1892) be-
schreibt einen hefeartigen Pilz, der im Blute der Nonnenraupe
(Lymantria monacha) vorkommt. Er #hnelt dem Saccharomyces apicu-
latus, ist aber groBer. Sprossung kann an beiden Enden stattfinden.
Kulturversuche sind stets mifgliickt.

Eine Hefe, die das Fettgewebe von Periplaneta orientalis befillt,
wurde von MEercier (1906) entdeckt. Sie ist eiférmig oder rund
und koénnte ihrer Vermehrungsweise nach zur Gattung Saccharomyces
gehoéren. Die Sprossung findet selten im Fettgewebe, sondern meistens
im Blut statt. Der Organismus ist auf fliissigen und festen Sub-
straten kultivierbar.

CrarTon (1913) fand einen Hefeparasiten auf Drosophila funebris,
den Coccidiascus legeri. Er bildet durch Conjugation zweier SproB-
zellen einen bananenférmigen Ascus. Dieser enthilt acht nadel-
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formige Sporen, die in einer Gruppe beieinanderliegen. Die Asco-
sporen gleichen denen von Monospora bicuspidata.

HoLrLanDE (1919) beschreibt kurz einen hefeartigen Parasiten,
der im Blut von Caloptenus italicus (zur Gattung Acridium) vorkommt.
Dieser fiarbt das sonst klare gelbe Blut milchig weil und fithrt inner-
halb von 5—7 Tagen den Tod herbei. Er hat cylindrische bis ovale
Form und bildet in Kultur ein Mycel.

Zweifelhaft in ihrer tierpathogenen Bedeutung ist eine Zorula-
Art, die Rozsypar (1930) als weillichen Belag zwischen den Korper-
segmenten von Chlorops taeniopus fand. Rozsyparn glaubt, daf es
sich um einen Parasiten handelt, erklidrt aber nicht, inwiefern der
Organismus den Fliegen gefdhrlich wird. Jedenfalls wird nichts
davon erwidhnt, daB er in die Leibeshohle eindringt.

Bekanntlich werden auch bei Siugetieren und beim Menschen
eine Reihe von Krankheitserscheinungen durch Hefeinfektion hervor-
gerufen. Ein eingehender Bericht von Buscexe und Josepr iiber
diese sog. Blastomykosen findet sich im Handbuch der pathogenen
Microorganismen. Die in Europa gefundenen Blastomyceten sind
alle als echte Hefen festgestellt worden. Die systematische Zu-
gehorigkeit der amerikanischen Arten ist unsicher, doch werden auch
diese als Hefen angesprochen, da sie groftenteils endogene Sporen
bilden. Die sicher bestimmten Blastomyceten gehoren zu drei Hefe-
gattungen: Saccharomyces, Willia und Debaryomyces. Durch diese
Pilze werden Erkrankungen der Haut, der Knochen und Gelenke,
der inneren Organe und des Zentralnervensystems hervorgerufen.

Hinzuweisen bleibt schlieBlich noch auf die grofe Zahl der uns
bekannt gewordenen Symbiosen mit hefedhnlichen Organismen bei
Insekten. Die ausfiihrlichste Zusammenstellung findet sich bei
Bucaner. Von ihnen interessiert fiir die vorliegende Arbeit be-
sonders die Tatsache, daB die meisten sich wohl infolge ihrer stark
spezialisierten Lebensweise ‘sehr schwer kultivieren lassen.

Bei den Daphnien sind auBer Hefen auch noch andere Pilze
und verschiedene Microorganismen als Krankheitserreger bekannt
geworden.

Bereits Leypia (1860) berichtet iiber vier verschiedene Krank-
heiten. Bei Daphnia sima fand er einen parasitischen Pilz von sehr
kleiner, ovaler oder auch spindelférmiger Gestalt, dessen systema-
tische Zugehorigkeit nicht feststeht. In der Himolymphe von
Daphnia rectirostris entdeckte er zwei Parasiten: einen ldnglichen,
ringformig gekriimmten und einen schlauchférmigen von verschiedener
Linge, der unter Umstinden auch blasenférmig auftrat. In der
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Leibeshohle von Daphnia magna und Daphnia sima beobachtete er
mitunter einen echten, verdstelten Fadenpilz, den er fiir nahe ver-
wandt bhielt mit Sphaeria entomorrhiza.

Craus (1876) entdeckte bei verschiedenen Arten Pilzsporen von
der Art, wie sie Leypiec im Blute von Daphnia rectrostris ge-
funden hatte.

Einen Fadenpilz fand WErsman~ (1878) bei Daphnia pulex. Der
Pilz, der eine gelbrote Firbung hervorruft, umlagert Darm und
Ovar bis in die Fiile hinein. Zwischen den Hyphen liegen zahllose
kleine, stark lichtbrechende Korper.

Einige auf Daphnienarten parasitierende Sporozoen fiihrt LABBE
(1899) an. Plistophora coccoidess aut Daphnia pulex; Plistophora obtusa
in der Leibeshohle von Simocephalus vetulus, Daphwia pulex, Cerio-
daphnia reticulata und Daphnia longispina; Plistophora sp. Frirscm
auf Daphnia Kahlbergensis und Ceriodaphnio quadrangula; Plistophora
virgula auf Daphnia pulex. Amoebidium cienkowskianum als Kcto-
parasiten von Simocephalus vetulus und Ceriodaphnia reticulata. Und
schlieflich Botellus Daphniae in der Leibeshohle von Daphnia pulex.

Aus allerneuester Zeit liegt eine Arbeit von JirovEec (1932) vor,
iiber eine Bakterieninfektion bei Daphnia longispina. Die in der
Héamolymphe sich entwickelnden Bakterien machen die Tiere un-
durchsichtig und bewirken eine zartrosa Firbung. Drei Bakterien-
typen kommen vor, von denen zwei nur verschiedene Erscheinungs-
formen desselben Organismus sein sollen. Der dritte ist vielleicht
ein selbstidndiger Organismus. Alle drei sind sehr schwer farbbar.

3. AuBeres Bild und Verbreitung der Krankheit.

In einer Anzahl gefangener Daphnien kann man ohne viel Miihe
rein duberlich die kranken Tiere an ihrer weifllichen Firbung er-
kennen. Bei mikroskopischer Betrachtung sieht man dann, daB diese
Tiere erfiillt sind von in Klumpen zusammengeballten, hefedihnlichen
Organismen, die frei in der Leibeshohle liegen (Taf. 3 Fig. 1). Zer-
driickt man erkrankte Daphnien, so wird man immer wieder iiber-
rascht durch die ungeheure Zahl, mit der der Parasit das Innere
der Tiere erfiillt.

Zunéchst scheint es so, als ob die Tiere durch den Hefebefall
in keiner Weise in ihrem Befinden beeintrichtigt wiirden. Jedenfalls
zeigt sich in ibrem #uBeren Verhalten keine wahrnehmbare Ver-
anderung. So konnte z. B. beobachtet werden, dalB befallene Tiere
zweimal kurz hintereinander Junge zur Welt brachten. Auch daB
die Hiutung trotz der Infektion in gewdhnlicher Weise vor sich
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ging, ist einwandfrei festgestellt worden. Die Krankheit fiithrt
schlieBlich aber doch zum Tode. Erst kurz vor dem Kingehen kann
man an dem Verhalten der Daphnien ihren Zustand erkennen. Sie
schwimmen dann unruhig umher, ihre Bewegungen werden unregel-
m#fBig, rasch und ruckartig ausgefithrt. Das tritt aber erst dann
ein, wenn die Tiere derartig von Hefe erfiillt sind, da8 es héchst
verwunderlich ist, wie derartig stark befallene Tiere {iiberhaupt
noch lebensféhig sind.

Um iiber die Verbreitung der Krankheit ein Bild zu bekommen,
wurden etwa 200 Tiimpel in der niheren Umgebung Rostocks nach
Cladocerenarten systematisch untersucht. Hefebefall konnte nur
in vier Tiimpeln festgestellt werden, iiber deren Lage die beigefiigten
Skizzen Aufschlufl geben. Es handelt sich um schlammige Dorf-
timpel (Textfig. 2 u. 3) oder um ebenfalls sehr schlammhaltige Vieh-
trinken (Textfig. 1 u.4). In diesen vier Timpeln fand sich haupt-
séchlich Daphnia magna. Daneben kamen aber auch noch andere
Cladocerenarten mehr oder weniger reichlich vor, von denen in erster
Linie die groBeren fiir die Untersuchung herangezogen wurden,
ndmlich Daphnia pulex, Daphnia psittacea, Simocephalus exspinosus
und Simocephalus vetulus. Die Hefe fand sich nur bei Daphnia magna.
Damit ist festgestellt worden, daf der Parasit auf diese Art spe-
zialisiert ist.

Bei der Untersuchung der Tiimpel wurden noch vier weitere
entdeckt, in denen Daphnia magne vorkam. In drei wurden derartig
wenig Individuen gefangen, daf eventuell vorhandene befallene Tiere
vielleicht iibersehen worden sind. Im vierten fand sich Daphnia
magna sehr zahlreich. Niemals konnte aber ein von der Hefe be-
fallenes Tier festgestellt werden. Auch in einer aus diesen Tiimpeln
angesetzten Daphnienzucht, die etwa ein Jahr lang im Treibhaus
(Kalthaus) gehalten wurde, trat niemals Hefebefall auf. Daraus
kann gefolgert werden, dal der Parasit kein stdndiger Begleiter
von Daphnia magna ist.

AuBer dieser Hefe wurden auf Daphnia magna noch zwei weitere
Parasiten gefunden. Einer entspricht der Monospora bicuspidata
MgzrscaNikorF. In drei Tiimpeln fand er sich gemeinsam mit der
hier beschriebenen Hefeerkrankung, aulerdem in dem eben erwihnten
hefefreien Tiimpel. Der andere hat hefeartige, runde Form, nach
der er zu den Torulahefen gestellt werden muf. Er wurde nur in
bestimmter Jahreszeit in zwei Tiimpeln gefunden, in denen auch
die Daphnienhefe vorkommt. Uber beide Parasiten wird am Schluf
der Arbeit noch berichtet werden.
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Das Auftreten der Krankheit scheint sehr von der Jahreszeit
abhingig zu sein. Sie erscheint zuerst Ende April bis Mitte Mai,
offenbar mit Beginn des wirmeren Frithlingswetters, und zwar tritt
sie dann plotzlich sehr stark auf. Dieser Zustand hélt im allgemeinen
bis in den Dezember hinein an. Es scheint, dal vor allen Dingen
die Temperatur den maBgebenden Faktor fiir die Begiinstigung der
Krankheif darstellt. Kine im Juli beginnende mehrwochige Regen-
periode mit ziemlich niedrigen Temperaturen setzte nimlich die Zahl
der befallenen Tiere auf einmal merklich herab. Viele Tiere nahmen
jetzt aus anderen Griinden weiBliche Féarbung an, die oft zu Ver-
wechslungen fithrte. Teils hatten sie Fett gespeichert, teils waren
sie von den beiden anderen schon erwéhnten Parasiten befallen.

Sehr deutlich zeigt sich die Abhingigkeit der Hefekrankheit
von der Jahreszeit in den eigentlichen Wintermonaten. Im Januar 1931
begann die Krankheit rapide abzuflauen, um bereits um die Mitte
des Monats Februar ganz zu verschwinden. In diesen Monaten
herrschte sehr niedrige Temperatur mit h#ufigem Frost. Ende April
trat die Krankheit wieder in vollem Umfang in Erscheinung. Bei
dem im Januar 1932 herrschenden warmen Sonnenwetter dagegen
waren noch sehr viel befallene Tiere vorhanden. Erst Mitte Mirz
horte der Hefebefall ganz auf. Da die Temperatur bis in den Mai
hinein sehr niedrig blieb, trat die Erkrankung erst um die Mitte
dieses Monats wieder hervor.

In den Monaten Januar bis Mirz trat die Hefe sehr héufig
mit der Monospora zusammen in ein und derselben Daphnie auf
(Taf. 3 Fig. 2), so daf es fast den Anschein hatte, als ob beide
nur verschiedene Krscheinungsformen desselben Organismus seien.
Das kann aber nicht der Fall sein, da beide morphologisch scharf
voneinander zu unterscheiden sind, und in einem Timpel wohl die
Monospora, niemals aber die Hefe gefunden wurde. '

Die Dauer der Krankheit kann nicht genau angegeben werden,
da frisch infizierte Tiere nicht als solche zu erkennen sind, auf der
anderen Seite aber alle Versuche, gesunde Daphnien zu infizieren,
fehlschlugen. Es blieb also lediglich die Moglichkeit, noch nicht
sehr stark befallene Daphnien in Glésern zu isolieren, um so makro-
skopisch den Fortgang der Infektion bis zum Verenden zu beob-
achten. Im Gewichshaus bei 10—14° C gehaltene Tiere starben
nach einigen Tagen, und zwar ganz offensichtlich nicht an der
Infektion. In einer Zimmertemperatur von 20—28° C konnten sich
befallene Daphnien bis 20 Tage halten. Diese gingen offenbar nur
an der Infektion zugrunde; denn die Kadaver waren immer von
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Hefen restlos erfiillt. Rechnet man nun als Zeitraum vom Augen-
blick der Infektion bis zu dem Zeitpunkt, an dem diese einiger-
maflen sichtbar wird, an dem also die befallenen Tiere isoliert
wurden, 10 Tage hinzu (dies diirfte ungefihr richtig, jedenfalls
nicht zu hoch gegriffen sein), so wiirde sich als Dauer der Krankheit
etwa die Zeit von 30 Tagen ergeben. Daf diese Berechnung fiir
die im Freien lebenden Tiere zu hoch gegriffen sein diirfte, ist
ziemlich klar, da wir ja sahen, daB die Jahreszeit grofen Einfluf
auf den Krankheitsverlauf hat. KorscEELT gibt als Alter unserer
niederen Siifwasserkrebse etwa die Dauer eimer Sommerperiode,
mindestens aber mehrere Monate an. Danach setzt also der Hefe-
befall das Lebensalter der betreffenden Tiere erheblich herab.

4. Morphologie und Kultur der Hefe.

In Quetschpriparaten von befallenen Daphnien zeigt sich die
gewohnliche Wuchsform der Hefe, die auferordentlich regelmiBig
ist (Textfig. ). Die Hefezellen haben birnen- bis eiformige Gestalt,

Fig. 5. Normale Zellformen der Hefe. 3000 X vergr.

mit wenigen Ausnahmen sind alle nach einem Pol etwas zugespitzt.
Mitunter finden sich auch leicht gekriimmte Zellen, die dann aber
ebenfalls einen runden und einen spitzeren Pol aufweisen. Die
Hefe mift in der Lénge 45—6 u, an der breitesten Stelle 2,3—3 u.

Die Hefezellen enthalten eine Vakuole, die infolge der Licht-
brechung rotlich erscheint. Sie kann kreisrund sein und liegt dann
im breiteren Ende der Zelle. Héufiger schickt sie noch einen Fort-
satz in den spitzeren Pol, der aber nicht so deutlich erkennbar ist.
Es kommen jedoch auch Hefezellen vor, die mehrerec Vakuolen ent-
halten. 1In solchen Fillen handelt es sich hochstwahrscheinlich
immer um beginnende Teilungen. Die Zelle ist stets von einer
Schleimhiille umgeben, die an Hand von Tuschepriparaten leicht
nachgewiesen werden kann. Sie enthalten einen Zellkern, der sich
nach Fixierung mit Chrom-Osmium-Essigsdure (nach FrLemming) mit
Eisenh#matoxylin firbt. Er ist stets der Wand angelagert, und hat
langlich-ovale oder unregelmiBige Form (Textfig. 6). Thymonucleal-
reaktion hatte negativen Erfolg.

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXXX. 6
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Die Art und Weise der Vermehrung der Hefe war aus den
Quetschpriparaten nicht klar ersichtlich. Es wurden aber nicht
selten Zellbildun-

gen beobachtet, die
auf  Teilungsvor-
ginge  hindeuten
(Textfig. 7). Fast

in jedem Quetsch-

priparatfindetman
Zwillingsstadién,
die von einer ge-

meinsamenSchleim-
Fig. 6. Kernfiarbungen mit Eisenhdmatoxylin. hiille umgeben sind.
3000 X vergr. Die beiden Zellen

Fig. 7. Zweiteilung der Hefe. 38000 vergr.

haben .verschiedene Lage zueinander. Meistens liegen sie lingsseits
aneinander, und zwar so, daf die entgegengesetzten Pole sich be-
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rithren, doch konnen auch die gleichen Pole aneinander liegen. Mit-
unter berithren sich beide nur mit dem stumpfen Pol, und bilden
einen Winkel, der in wenigen Féllen auch gleich 180° sein kann.
Daneben finden sich ab und zu Hefezellen, die in der Mitte ein-
geschniirt sind. Ganz selten zeigen sich auch dreilappige Zellen,
mitunter sogar vierlappige (Textfig. 8). Die Kldrung dieser Erschei-
nungen gelang bei den Kulturversuchen.

Viel Mithe wurde darauf verwendet, Reinkulturen von der Hefe
zu gewinnen. Diese Versuche sind leider vollig fehlgeschlagen. In
verschiedenen N#hrmedien konnte zwar manchmal ein geringes
Wachstum der Hefe festgestellt werden, zu reichlicher Vermehrung
ist es aber hie gekommen, vor allem deshalb, weil Bakterien sehr
schnell die Kulturen iitberwucherten. Wenn wir an die ganz &hn-

Fig. 8. Dreilappige Zellformen. 3000 X vergr.

lichen Erscheinungen bei symbiontischen Hefen denken, deren Kultur
bisher auch nicht gelungen ist (siehe Scawarz, Uber die Pilz-
symbiose der Schildlduse), ist es an sich nicht sehr verwunderlich,
daf dieser stark spezialisierte Parasit nicht zu intensivem Wachs-
tum zu bringen war.

Auf Grund der parasitischen Lebensweise war anzunehmen, dafi
die Hefe im wesentlichen von organischen Stoffen ihren Umsatz be-
streitet. Dementsprechend wurden die Né&hrsubstrate in der ver-
schiedensten Weise aus Kohlehydraten, organischem Stickstoff und
tierischem EiweiB zusammengesetzt; in einigen Féllen wurden auch
anorganische Salze verwendet.

1. Als organische Stickstoffquellen fanden 1 proz. Peptonlésungen
und neutrales Hefewasser nach Wirr Verwendung.

2. Reine Kohlehydratquelle war 3proz. Malzlosung, die auch
mit 2 Proz. Agar oder 10 Proz. Gelatine zur Anwendung kam.

3. Meist wurden Kohlehydrate und Stickstoffe vermischt:

a) 3 proz. Malzlosung -+ 1 Proz. Pepton; dasselbe auch mit
2 Proz. Agar oder 10 Proz. Gelatine.

b) 3Proz. Glukose, 0,1Proz. Asparagin, 0,5Proz. Pepton, 2Proz.

Agar oder 10 Proz. Gelatine.
6*
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¢) 5,8 Proz. Rohrzucker - 0,1 Proz. Pepton.

d) 10 Proz. Rohrzucker -+ 1 Proz. Traubenzucker mit ver-
schiedenen Stickstoffquellen, ndmlich 0,1 Proz. Glykokoll, Harnstoff
oder Asparagin.

e) Neutrales Hefewasser 4 10 Proz. Rohrzucker.

4, Fleischextrakt wurde in folgender Zusammensetzung gebraucht:
Je 1 Proz. Agar, Pepton und Fleischextrakt, 0,5 Proz. Chlornatrium,
0,25 Proz. Glukose, dasselbe auch mit 10 Proz. Gelatine statt 1 Proz.
Agar.

5. Da der Parasit auf Daphnia magna spezialisiert ist, war an-
zunehmen, daf dieses Tier ihm eine ganz bestimmte Nahrungsquelle
bietet. Daher wurden auch Abkochungen von Daphnien mit ver-
schiedener Beimischung ausprobiert:

a) Daphnienbrithe ohne Zusatz.

b) Schwache und konzentrierte Daphnienbrithe mit 2 Proz. Agar.

¢) Schwache Daphnienbrithe mit 0,1 Proz. Asparagin, 0,5 Proz.
Pepton, 1 Proz. Glycerin und 2 Proz. Agar oder 10 Proz. Gelatine.

d) Daphnienbrithe mit 1 Proz. Pepton, 0,5 Proz. Chlornatrium,
0,25 Proz. Glukose 4 1 Proz. Agar.

6. Um den Hefen vitales Eiweil zu bieten, wurde das Kammer-
wasser von Rinderaugen als Nihrlosung verwendet, das den Augen
von frisch geschlachteten Rindern mit Hilfe einer sterilisierten
Kaniile entnommen wurde, nachdem zuvor die Einstichstelle mit
Alkohol gereinigt und keimfrei gemacht worden war.

7. Alle unter 1—5 genannten Néhrsubstrate wurden im Dampf-
strom sterilisiert. Da beim Erhitzen die vorhandenen Stoffe einer
durchgreifenden Verdnderung unterliegen, war es kaum mdoglich,
auf diesem Wege einen Néhrboden zu finden, der dem natiirlichen
Substrat einigermafen entsprach. Daher wurde die von ScHWEIZER
(1932) angegebene Methode der Sterilisation durch Chloroformdéimpfe
ausprobiert. Das N&hrsubstrat wurde hergestellt aus:

50 g getrockneten pulverisierten Daphnien,
0,5 g Pepton,
0,5 g Traubenzucker,
0,1 g Asparagin,
0,1 g Kaliumphosphat,
0,1 g Magnesiumsulfat.
Dieses Gemisch wurde mit 1 proz. Gelatinelosung versetzt und

in PETRI-Schalen ausgegossen. Die Schalen blieben dann 7 Tage
in einem KExsikkator, in dem ein Gefd mit Alkohol + Chloroform
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aufgestellt war. Dann kamen sie 2—3 Tage in einen 40°-Thermo-
staten, wo die letzten Reste des Chloroforms verdunsten sollten. Bis
auf eine waren alle Schalen steril.

Bei den Kulturversuchen stellte sich heraus, daB die Bakterien
in ganz kurzer Zeit die N&éhrsubstrate iiberwucherten. Deshalb
mufite ein Weg gefunden werden, um die Bakierienzahl zu ver-
ringern. Als wirksamste Methode stelite sich das Verfahren der
sterilen Priparation heraus. Die Daphnien, aus denen Hefen ent-
nommen werden sollten, wurden in 70 proz. Alkohol 1—2 Minuten
gebadet und dann in 0,75 proz. Kochsalzlosung oder sterilem Aqua
dest. abgespiilt. Nun mufite der Darm entfernt werden, da in diesem
naturgemif die meisten Bakterien enthalten sind. Die Priparation
geschah unter dem Binokular auf einem abgeflammten Objekttréiger.
Mit einer abgeflammten Prépariernadel wurde in die mittlere Bein-
gegend, also an einer Stelle, wo der Korper nicht verletzt werden
konnte, ein Einstich gemacht, um die Daphnie festzuhalten. Eine
zweite Prépariernadel wurde in den Kopf unterhalb des Darmes
eingebohrt, und der Kopf mit einem Ruck abgerissen. In den meisten
Fillen konnte der ganze Darm mit herausgerissen werden. Der
restliche Teil der Daphnien lieferte nun das Impfmaterial. Der Er-
folg war der, daf} die Bakterien sehr zuriickgedringt werden konnten.

Noch ein anderes Verfahren sollte zu Reinkulturen verhelfen.
Neutrales Hefewasser wurde mit Weinsiure in abgestufter Menge
versetzt, und zwar 1—4 proz. Die Hefen wurden dann in Abstéinden
von 2 Tagen durch die einzelnen Stufen hindurchgefiihrt. In einigen
Fillen schien es so, als ob die Bakterien abgetdtet wiren. Uber-
trug man dann aber den Inhalt der betreffenden feuchten Kammern
in einen Kolben mit Néhrlosung, so stellte sich heraus, daB sich die
Bakterien, wenn auch sehr langsam, doch wieder entwickelten. Sie
fiberstanden also einen Zusatz von 4 Proz. Weinsdure. Dieser darf
aber nicht hoher sein, da (nach Wins) die meisten Hefen dadurch
in ihrer Entwicklung stark, wenn nicht vollkommen gehemmt werden.

Auf den zur Kultur verwendeten festen Néhrsubstraten konnte
niemals Hefewachstum festgestellt werden. Zur genauen Kontrolle,
ob die Hefe sich auf diesen Nidhrboden tatsichlich nicht vermehrte,
wurden feuchte Kammern mit den verschiedenen Agar- und Gelatine-
sorten hergerichtet, und mit Hefe geimpft. Nun konnten bestimmte
Hefezellen unter dem Mikroskop fixiert und lingere Zeit beobachtet
werden. Nach 7 Tagen hatte sich auch nicht eine verdndert. Damit
war der Beweis erbracht, daf die Hefe auf diesen Ndhrbdden nicht
gedieh.
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Mehr Erfolg war bei den Versuchen mit N&hrlésungen vor-
handen. Zwar wurde auch hier die eigentliche Absicht, Reinkulturen
zu erzielen, nicht erreicht, aber es konnte doch die Art und Weise
der Fortpflanzung der Hefe und in zwei Féllen sogar eine merk-
liche Vermehrung festgestellt werden.

Die Vermehrung der Hefe geht in der Hauptsache durch Tei-
lung vor sich, und zwar auf sehr mannigfache Art und Weise. Am
héufigsten ist die Zweiteilung (Textfig. 7). Weiter oben war schon
die Rede von den Zwillingsstadien und eingeschniirten Zellen, die
sich oft in Quetschriparaten fanden. Diese Bildungen traten in der
Folgezeit immer wieder in Nahrlosungen auf, so daf die in Textfig. 7
gezeigten Entwicklungsreihen zusammengestellt werden konnten.
Danach kommt die verschiedene Aneinanderlagerung der Zwillings-
paare durch die verschiedene Richtung der Durchschniirung (schrig
oder gerade) zustande. Einigemal wurden auch drei aneinander-

liegende Zellen beobachtet,

einmal vier; die Zellen kénnen

sich also offenbar sofort weiter

teilen. Das zeigen deutlich

vier noch vollstindig zusam-

Fig. 9. Dreilappige Bildungen aus einer menhﬁngendef Zellen. Der V.O -

Malztropfchenkultur. 3000 XX vergr. gang‘ der Teﬂgng stellte sich

als ein sehr einfacher heraus.

Die Zelle schniirt sich in der Mitte ein, die Vakuole beginnt sich

zu teilen. Bevor dies ganz vollendet ist, bildet sich eine Membran,

und die Teilung ist vollzogen. Beobachtet wurde dies in Malzlgsung,
in Rinderaugenwasser und in Zuckerlésungen.

AuBer diesen einfachen Zweiteilungen kommen auch noch kom-
pliziertere Teilungen vor, deren Vorstadien die bereits erwéihnten
drei- und vierlappigen Zellen sind. Die ersten Beobachtungen hier-
iiber wurden wieder in einer Malztropfchenkultur gemacht (Textfig. 9).
Drei Zellen hatten eigenartige Umbildung erfahren. Ks schien, als
ob sich der spitze Pol der Zelle in zwei Hélften gespalten habe,
die nun einen Winkel miteinander bildeten. Kine Zelle hatte bereits
zwei Vakuolen. Weitere Verinderungen konnten nicht wahrgenommen
werden.

Ahnliche Zellbildungen traten in Rinderaugenwasser auf. Sie
bestanden hier aus drei vollig gleichen Lappen (Textfig. 10). In
einer Kultur, die im Thermostaten bei 32° gehalten wurde, konnte
eine Zelle 15 Tage hindurch genau beobachtet werden. An ihrer
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Gestalt dnderte sich im Laufe dieser Zeit im wesentlichen nichts;
dagegen zeigte die Vakuole tdglich deutliche Verinderungen. Sie
lag zunichst in einem der drei Zipfel und zog sich nun langsam in
die anderen hinein, indem sie dabei von Tag zu Tag blasser erschien.
Am b. Tage war sie kaum noch zu erkennen, erfiillte nun aber die
ganze Zelle. Von nun an begann sie sich an verschiedenen Stellen
wieder zu verdunkeln. Nacheinander nahm sie in den drei Zipfeln
wieder deutlich rotliche Farbung an. Dazu kam noch ein ebenso
deutlicher Fleck etwa in der Mitte der Zelle. Dann zeigte sich
keine Verinderung mehr, da die Néhrlosung wohl erschépft war.
Im Kammerwas-

ser, das bei Zim-
mertemperatur

im Dunkeln oder
Tageslicht ge-

halten  wurde, 17 x yon 18. X. 12h 19. X. 120 20. X. 16h

traten dieselben
Erscheinungen

auf. Diese Ver-
inderungen der

Vakuole konnen

nur alsdie ersten 21. X. 12n 22. X. 16h 23. X. 174 24. X. 16h
Anzeichen der
beginnenden Tei-
lung  gedeutet
werden.

Das wurde
in Versuchen mit
neutralem Hefe-
wasser bewiesen.
Hier konnte festgestellt werden, daB sich die Vakuole teilte, und
etwa gleichzeitig damit die Ausbildung von Membranen zwischen
den drei Zipfeln vor sich geht (Textfig. 11). Nach der vollstindigen
Teilung in drei Zellen lagen diese in einer gemeinsamen Schleim-
hiille zusammen, wobei sie kantig und gegeneinander abgeplattet
erschienen. Daneben kamen auch Vierteilungen vor; hierbei teilte .
sich zunéchst eine Zelle ab durch einen Vorgang, der bald einer
Sprossung, bald einer Durchschniirung shnlich sah. Der Rest der
Mutterzelle teilte sich dann auf #hnliche Art und Weise wie die
dreilappigen Zellen. Alle vier Tochterzellen blieben auch hier zu-
nichst in einer gemeinsamen Schleimhiille. '

26. X. 1580h 31. X. 11h

Fig. 10. Verdnderungen der Vakuole in einer dreilappigen
Zelle im Rinderaugenwasser.
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Erwihnt werden miissen dann noch einige sehr unregelméiBige
Bildungen (Textfig. 12), die in den verschiedensten Nahrmedien
beobachtet wurden. Sie

lassen sich alle in gewisser
- Weisemit diesem oder jenem
" der geschilderten Teilungs-
vorgéinge vergleichen.

Sprossungen  wurden
nur duberst selten gefunden.
Im lebenden Tier kamen
sie niemals vor. Nur in
einigen Néihrlosungen (be-
sonders in neutralem Hefe-
wasser) wurden einige be-
obachtet (Textfig. 13). Sie
gingen immer am spitzen
Pol der Zelle vor sich, ent-
wickelten sich aber nicht
sehr weit. Besondere Be-
achtung verdient eine Zelle,
die auch an demselben Pol,
aber seitlich aussprofte,

- und an einem kurzen Sprof-
Fig. 11. Dreiteilung und Vierteilung der Hefe. halszweineueZellenbildete.
3000 X vergr. Sonst war kein aus-
gesprochener Spro8-
hals  vorhanden.
Dauerbeobachtun-
gen liegen hieriiber
nicht vor.

Eine sicher
nicht normale Er-
scheinung, die spi-
ter auch nicht wie-
der auftrat, wurde
in einer Malzkultur
beobachtet (Text-
fig.14). Viele Hefe-
zellen hatten plumpere Formen angenommen und wurden z. T. rund-
oval. Manche vergroBerten sich offensichtlich, und nach einer Woche
trat eine Riesenzelle auf, deren Zugehorigkeit zu der Daphnienhefe

Fig. 12, Abnorme Teilungen der Hefe. 3000 X vergr.
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ziemlich sicher ist, da erstens viele Ubergangszellen von der nor-
malen Hefezelle bis zur Riesenzelle vorhanden waren, zweitens aber
auch keine derartig groBe Hefezelle vorher entdeckt worden war.
Es muB also angenommen werden, daf sie sich aus einer kleineren
entwickelt habe.

In einem Kolben mit neutralem Hefewasser konnte trotz der
reichlich vorhandenen Bakterien eine merkliche Vermehrung der

U P B

Fig. 13. Sprossungen der Hefe aus verschiedenen Ndhrmedien. 3000 ) vergr.

Hefe erreicht werden. Die Hefen wuchsen zunéichst langsamer, dann
intensiver. Die Vermehrung fand in der Hauptsache durch Zwei-

Fig. 14. Abnorme Zellbildungen aus einer Malztropfchenkultur.

teilung statt. Die entstandenen Zellen waren meist etwas kleiner
als die gewGhnlichen Zellen der Daphnienhefe. Nach etwa 2 Monaten
horte die Vermehrung auf. Lebende Zellen waren aber immer noch
vorhanden.

Den gleichen Erfolg zeitigte der Versuch mit den in Chloroform-
dimpfen sterilisierten Platten. Auch hier zeigten sich zunichst
Teilungsstadien der Hefe (Zweiteilungen). Auch die Zahl der vor-
handenen Hefen deutete auf eine gewisse Vermehrung hin. Doch
wucherten die Bakterien hier besonders stark, obwohl die Hefen
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durch sterile Priparation gewonnen waren. Die Platten trockneten
entweder ein oder gingen in Verwesung iiber.

Wenn es also auch gegliickt ist, die Hefe zur Vermehrung zu
bringen, so zeigen doch diese Versuche, daf die Hefe in ihrer Ent-
wicklung mit der der Bakterien nicht Schritt halten konnte.

5. Pathologisch-anatomisches Krankheitsbild.

An lebenden Tieren, besonders aber an Mikrotomschnitten wurde
die Erkrankung in pathologisch-anatomischer Richtung untersucht.
Die Hefezellen liegen frei in der Leibeshéhle zu Klumpen geballt
an den Geweben, an denen sie offenbar mittelst der erwihnten
Schleimhiille haften bleiben. Ks ist, abgesehen von der noch zu
besprechenden Durchbohrung der Darmwand, nicht beobachtet worden,
daB die Hefen in irgendwelche Gewebszellen eindringen. Es handelt
sich also nicht um einen Zellschmarotzer, sondern um einen Liquor-
schmarotzer. Infolgedessen ist es leicht einzusehen, daf man die
Hefen am hiufigsten an den Geweben trifft, die den reichlichsten
Stoffwechsel haben.

So findet man sie meistens in starker Ansammlung um den
Mitteldarm herum, dessen Muskulatur sie unmittelbar aufliegen, und
an den Kierstocken (Taf. 3 Fig. 3). Sehr oft dringen sie auch
zwischen die einzelnen KEier ein und umgeben diese ganz und gar,
so daB sie als schwirzliche Klumpen erscheinen. Gar nicht selten
findet man auch die Fifle bis zu den Kiemen von Hefen erfiillt.
Das Herz wird ebenfalls hiufig von grofen Hefeballen umlagert.
Nicht so stark befallen wird das Abdomen, das meistens erst bei
fortschreitender Infektion mehr und mehr in Anspruch genommen
wird. Ist ein Fettkorper ausgebildet, so wird er nicht unbetricht-
lich von der Hefe heimgesucht. Gemieden wird von den Parasiten
meistens die Gegend um das Exkretionsorgan. Im Kopf wird haupt-
séchlich der obere Teil um den Darm und die Leberhoérnchen herum
befallen. Niemals fanden sich Hefen am Auge, &uBerst selten an
den Sinnesorganen. In den Ruderantennen wurden nur bei ganz
stark befallenen Tieren Hefezellen beobachtet. Die Schale ist sehr
oft von den Parasiten bevdlkert, in manchen Féllen so stark, dal
die Tiere duBerlich vollkommen weill erscheinen.

Am lebenden Tier wurde beobachtet, daf die Hefen im Blut-
strom mitgefithrt werden. Dadurch haben sie die Moglichkeit, sich
iiberall an den Geweben, die vom Blutstrom beriihrt werden, fest-
zusetzen. So findet man sie auch hiufig an den Muskelstringen
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und Bindegeweben. Uberhaupt erklirt sich hierdurch die mitunter
sehr zerstreute Lage der einzelnen Hefeansammlungen.

Auch im Darmlumen wurden zwischen der aufgenommenen
Nahrung oft unverdaute Hefezellen gefunden. Dazu weisen in einer
ganzen Reihe von Schnitten viele Darmzellen besondere Zelleinschliisse
auf, die ohne weiteres als Mikroorganismen erkennbar sind (Taf. 3
Fig. 4). Sie férben sich genau so wie die Hefe, haben auch in den
meisten Fillen deren Form, bleiben aber in der Grofe sehr oft er-
beblich hinter dieser zuriick. Dennoch sind es offenbar besondere
Wuchsformen der Hefe, die vielleicht im Begriff sind, vom Darm-
lumen her in die Leibeshohle einzudringen. Besondere Verinderungen
waren in diesen Darmzellen offenbar nicht vor sich gegangen. Fast
alle wiesen einen gesunden Kern auf. Wo dieser nicht vorhanden
war, war er offenbar weggeschnitten worden.

Mikrotomschnitte von Daphnien mit Sommer- und Wintereiern
ergaben, daf die Eier von der Hefe nicht befallen sind. Oft sind
woh! die den Brutraum umgebenden Gewebe stark von der Hefe
parasitiert, niemals ist aber eine Hefezelle im Brutraum zu ent-
decken. Auch ist an keinem Schnitt beobachtet worden, daf die
Hefen imstande sind, durch das Integument nach aufBen zu gelangen.
Dasselbe ist bei den Ephippien der Fall. Die Ephippien bildenden
Tiere sind oft sehr stark infiziert; in vielen Fillen ist dann die
Ephippienschale in Mitleidenschaft gezogen (Taf. 3 Fig. 5). Die
Hefen liegen hier meistens zwischen der inneren und &ufBeren Hypo-
dermis, in einigen wenigen Féllen sind sie bis zur Chitinlamelle
vorgedrungen. Die Loge selbst ist aber immer hefefrei.

6. Die Infektion der Daphnie.

Nicht sehr einfach war es, die Frage zu kldren, wie die Hefe
in den Daphnienkorper eindringt. Hierfiir gibt es zwei Moglich-
keiten. Einerseits konnten die Hefen mit der Nahrung zusammen
aufgenommen werden und durch die Darmwand in die Leibeshohle
eindringen. Andererseits wire eine Infektion der Eier der kranken
Tiere moglich. Néherliegend ist die erstere Annahme, da ja auch
bei der von MEerscaNikoFF entdeckten Hefekrankheit die Parasiten
durch die Darmwand eindringen.

Die Moglichkeit einer Kiinfektion muB von vornherein sehr
zweifelhaft erscheinen, da ja die Mikrotomschnitte von befallenen
Daphnien mit Sommer- und Wintereiern deutlich zeigen, daf die
Eier bzw. Embryonen nicht befallen sind. Auch wurden Hefen
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weder im Brutraum noch in der Loge des Ephippiums gefunden.
Es konnte hier aber doch der Einwand gemacht werden, daf die
Ephippienschale bei befallenen Tieren meistens Hefen in ihren Hohl-
riumen aufweist, oft sogar im inneren Teil. Das kann aber nicht
von grofer Bedeutung sein. Denn genau so wenig, wie beobachtet
wurde, daf die Hefen das Integument durchdringen, diirfte es den
Parasiten moglich sein, die Chitinlamelle zu durchbrechen. Sie
konnen also giinstigstenfalls dann frei werden, wenn das Tier beim
Schliipfen die Schale zerstort. Bis zu diesem Augenblick hat aber
die Daphnie bereits einen derartigen Entwicklungsgrad erreicht,
daB eine direkte Infektion so gut wie ausgeschlossen ist.

Zum Beweise dieser Annahme dienten zwei Versuche mit leben-
den Daphnien. Befallene Tiere mit ausgebildeten Ephippien wurden
in Gldsern isoliert und halbtéigig kontrolliert. Die abgeworfenen
Ephippien wurden in einem hefefreien Aquarium gesammelt, und
bei Zimmertemperatur von 20—28° gehalten. Beim Schliipfen war
kein Tier von der Hefe befallen. Auch spiter, als die Tiere sich
stark vermehrt hatten, wurde keine infizierte Daphnie in dem
Aquarium gefunden, obwohl doch die Ephippien von einwandfrei
infizierten Tieren stammten.

Bei Zimmertemperatur isolierte, befallene Daphnien bildeten
meistens Sommereier. Die ausgeschliipften jungen Tiere wurden in
verschiedenen Altersstadien geschnitten. Keines war von der Hefe
befallen. Nur einmal wurde ein 6—8 Tage altes Tier gefunden,
das Hefen mit sich fithrte. Ein von diesem angefertigtes Quetsch-
praparat zeigte, daf der Darm stark mit Hefen besetzt war. Wahr-
scheinlich waren diese von hier aus in die Leibeshohle eingedrungen.
Einmal fand sich auch der Kadaver einer Jungdaphnie, die an
Hefeinfektion zugrundegegangen war. Der Grofe nach muBte das
Alter dieses Tieres etwa 8—10 Tage betragen. Von ganz jungen
Daphnien zeigte aber kein einziges Tier Hefebefall, obwohl sie alle
von infizierten Muttertieren stammten. Es steht also fest, daf die
Sommereier auch nicht zur Verbreitung der Krankheit in Frage
kommen.

Demnach ist also nur noch die Moglichkeit einer Infektion
durch den Darm gegeben. Hierfiir spricht zunichst schon der Um-
stand, daB h#ufig Hefen im Darmlumen gefunden wurden, die offen-
bar nicht verdaut wurden; denn sie befanden sich des éfteren schon
im Enddarm, wo keine wesentliche Verdauung mehr stattfindet.
Ferner zeigen ja auch die Darmzellen in allen Abschnitten des
Darmes hiufig besondere Zelleinschliisse, die wir als Hefezellen an-
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sprechen miissen, die gerade im Begriff sind, vom Darmlumen in
die Leibeshohle iiberzutreten. Taf. 3 Fig. 4 zeigt einen Querschnitt
durch den Enddarm einer befallenen Daphnie, der den Ubertritt
der Hefe in die Leibeshohle sehr gut veranschaulicht. Einige Zellen
liegen noch im Darmlumen, die Darmzellen sind zum griéfiten Teil
von Hefen erfiillt. Kleinere Hefenester befinden sich bereits zwischen
Darmmuskulatur und Bindegewebe. Textfig. 15 zeigt einen Abschnitt

g’v ﬂ
——“‘% il
—
==

\
W

Fig. 15. Durchtritt der Hefe durch den Darm. Rechts: Darmlumen und Stébchen-
saum, links: Ringmuskulatur (quergeschnitten) und Lymphraum. Daran anschlieGend
einige Hefezellen von normaler Gréfe im Bindegewebe. 3000 ) vergr.

aus der Darmwand noch stirker vergriBert, daneben einige Hefe-
zellen aus dem Gewebe der Daphnie in derselben Vergriofierung.

Nach diesen Ergebnissen kann es nicht mehr zweifelhaft sein,
daf die Parasiten durch die Darmwand in die Leibeshéhle ein-
dringen. Wie die verschiedenen Mikrotomschnitte zeigen, kann dies
in allen Teilen des Darmes geschehen.
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Um den Beweis, daf die Hefen durch die Darmwand in die
Leibeshohle eindringen, vollstindig zu erbringen, wurden mit ge-
sunden Daphnien Infektionsversuche angestellt. Als Versuchsmaterial
dienten Daphnien aus den Tiimpeln, in denen niemals von der Hefe
befallene Tiere gefangen wurden. Allerdings kam hier die Mono-
spora bicuspidata vor, aber es war aus anderen Timpeln nicht ge-
niigend einwandfreies Material zu beschaffen, so daf dies mit in
Kauf genommen werden mubBte.

Zunichst wurden zwei Versuchsreihen angesetzt; eine im Ge-
wichshaus (Kalthaus) in Aquarien, die mit Seesand und Wasser-
pflanzen hergerichtet waren, die andere bei Zimmertemperatur in
Glasern mit Leitungs- oder Timpelwasser. Als Infektionsmaterial
dienten zerquetschte befallene Daphnien. Im Gewéchshausversuch
starben alle Tiere innerhalb von 3 Tagen, im Zimmer lebten sie
bis zu einer Woche, Hefebefall war bei keinem Tier festzustellen,
alle waren aus anderen Ursachen eingegangen.

Das friithe Verenden der Versuchstiere konnte den Grund haben,
daff aus dem Glas herausdiffundierende Stoffe das Wasser verun-
reinigten. Daher wurden in Zukunft die Gliser und Aquarien mit
einer diinnen Paraffinschicht ausgegossen.

AuBlerdem entsprach das Infektionsmaterial offenbar nicht den
natiirlichen Verhiltnissen. Entweder waren nédmlich befallene
Daphnien einfach durch Zerquetschen getotet worden, oder es wurden
tote Tiere verwendet, die infolge ungiinstiger Lebensbedingungen
frithzeitig verendet waren. In freier Natur ist aber der Entwicklungs-
gang doch folgender: Wenn die Krankheit ihren Héhepunkt erreicht
hat, verendet die Daphnie und sinkt zu Boden. Durch die Ver-
wesung werden die Hefen allmihlich frei und liegen nun im Detritus
des Timpels. Da dem Organismus nunmehr seine spezifische
Nahrungsquelle, die ihm die Daphnie doch offenbar bietet, fehlt, ist
mit Bestimmtheit anzunehmen, daB die Hefe auf dem Boden des
Tiimpels eine Hungerperiode durchmacht. KEs wire moglich, daB
hur solche im Hungerzustand befindlichen Hefen eine Infektion be-
wirken konnen.

Solches Infektionsmaterial wurde auf folgende Weise hergestellt.
Aus einem Tiimpel, in dem die Krankheit vorherrschte, wurde eine
grofe Anzahl Daphnien gefangen und im Morser zu Brei gestampft.
Der Brei wurde in sterile Perri-Schalen ausgegossen und 2 Monate
lang unter stindiger Kontrolle aufbewahrt. Die Hefen iiberstanden
die Verwesung gut. Sie vermehrten sich so gut wie gar nicht,
einige degenerierten; am SchluB des Versuches zeigten die meisten
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Hefezellen fast keine morphologischen Verinderungen, nur waren
sie nicht mehr ganz so grof wie frither. Das diirfte die Annalme
einer Hungerperiode bestétigen.

Der ganze Brei wurde nun in ein Aquarium mit sterilem Tiimpel-
wasser ausgegossen. Etwa 20 gesunde Tiere wurden eingesetzt und
unter genaue Kontrolle genommen. Am 7. Tage waren zwei Tiere
von der Monospora befallen, die ja in dem Timpel, aus dem das zu
infizierende Material stammte, auftrat. Von der Daphnienhefe wurde
kein Tier infiziert. Der Versuch dauerte etwa einen Monat, wihrend
dessen sich die Daphnien stark vermehrten. SchlieBlich starben alle
ab, obhne daB die Hefe die Ursache ihres Eingehens war. Die Unter-
suchung des Detritus ergab, daf Hefen immer noch in gesundem
Zustand vorhanden waren.

Fiir den nun folgenden Versuch wurde das Infektionsmaterial
auf noch einfachere Art und Weise gewonnen. Auflerdem wurde
an Hand von Mikrotomschnitten eine genaue Kontrolle durchgefiihrt.
In dem Versuchsaquarium wurden befallene Daphnien solange ge-
halten, bis alle an der Infektion zugrundegegangen waren. KEinige
Tage spiter, als die Kadaver verwest sein muften, wurden gesunde
Tiere eingesetzt. Am 3. Tag wurden mehrere Tiere fixiert. Von
da ab jeden Tag, spiter in groferen Abstdnden. Der Versuch wurde
20 Tage lang beobachtet. Die Schnittbilder zeigten, daf die Hefen
mit der Nahrung zusammen aufgenommen worden waren. Am 3. Tag
waren noch nicht allzu viel Hefen vorhanden:; bedeutend mehr waren
es am 4. Tag. Dann nahm die Zahl wieder ab; am 8. Tag waren
iiberhaupt keine Hefen mehr im Darmlumen zu finden. Kin Ein-
dringen in die Darmwand war an keinem Schnitt ersichtlich; ver-
mutlich wurden die Hefen unverdaut wieder abgegeben.

Dieser Versuch schien fast das Gegenteil von dem, was die
cytologischen Befunde erbracht hatten, zu beweisen, so dal die An-
nahme einer Frafinfektion zeitweilig sehr in Frage gestellt wurde.
Ein Zufall kam hier zu Hilfe. Ein Aquarium, das im Gewichshaus
zu Versuchen gedient hatte, war mit in das Untersuchungszimmer
gesetzt worden, da alle befallenen Tiere bis auf eins binnen 2 Tagen
gestorben waren. Hier stand das Aquarium 6 Wochen lang, ohne
beachtet zu werden. In der Zwischenzeit hatte sich die eine iiber-
lebende Daphnie sehr stark vermehrt, so daf eine ganze Anzahl von
Individuen jeden Alters vorhanden war. Unter diesen war ein nicht
geringer Teil von der Hefe befallen, und zwar von den ausge-
wachsenen Tieren die meisten. Von jeder Altersstufe wurden einige
Tiere fixiert und geschnitten. Die Untersuchung ergab, daf  von
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den jiingeren Tieren auch nicht eines von der Hefe heimgesucht war,
wihrend mit zunehmendem Alter der Prozentsatz an kranken Tieren
immer groBer wurde. DaB hier die Infektion iiber das Ei vor sich
gegangen sein sollte, ist ausgeschlossen. Denn wenn die Infektion
im Ei erfolgt wire, miilBte wenigstens bei einigen Jungtieren der
Parasit festgestellt werden konnen, auch wenn er vielleicht erst in
einem spéteren Altersstadium zur Entwicklung kime. Das ist aber
erwiesenermafien nirgends der Fall. Fiir eine FraBinfektion spricht,
daf das Aquarium geniigend Infektionsmaterial enthalten mufte, da
es ja mit befallenen Daphnien besetzt gewesen war. Die Frage,
warum in diesem Fall die Infektion gelang, wihrend sie bei den
vorhergegangenen Versuchen doch stets ausblieb, kann man vielleicht
damit beantworten, daB in dem betreffenden Aquarium die Lebens-
bedingungen den natiirlichen Verh#ltnissen besser entsprachen. In
diesem Aquarium hatte sich nimlich, da es schon sehr lange stand,
infolge reichlicher Verwesung eine dichte Detritusschicht gebildet.
Auflerdem waren die infizierten Daphnien bereits vor 6 Wochen ver-
endet und die Hefen dadurch fiir eine Infektion vielleicht geeigneter.

Aus diesen Versuchen ergibt sich mit grofier Sicherheit, daf die
Infektion durch Aufnahme der Hefen mit der Nahrung vor sich geht.

7. Andere Hefeparasiten der Daphnien.

Wie schon eingangs erwéihnt wurde, fanden sich auf Daphnia
magne noch zwel andere Parasiten, die allerdings nicht sehr ein-
gehend untersucht wurden. Beide sind von der Daphnienhefe scharf
zu unterscheiden, so dafl Verwechslungen ausgeschlossen sind.

Von dem einen ist bereits gesagt worden, daB er mit dem von
MersceNiROFF entdeckten Hefepilz Monospora bicuspidata identisch
ist (Textfig. 16). Zunichst stimmt schon die Form wesentlich mit
diesem Parasiten iiberein. Die Sprofzellen zeigen allerdings meistens
kornigen Inhalt, von dem METSCENIKOFF nichts erwiihnt. Dagegen
gleichen die Sporen genau denen von Monospora. Besonders war
das von METSCENIKOFF erwihnte im dickeren Ende des Ascus liegende
Kornchen stets vorhanden. Es wurde mit den meisten vorher ge-
nannten N#hrsubstraten versucht, den Parasiten zu ziichten, wobei
aber nicht der geringste Erfolg erzielt wurde. Auch METSCENIKOFF
war die Kultur des Parasiten nicht gegliickt. Der Organismus firbte
sich nur nach Grawm.

Der zweite fremde Parasit (Textfig. 17) wurde nur im August—
September einige Male in zwei Timpeln gefunden, in denen auch
die Daphnienhefe vorkam. Er hat runde bis breitovale Form und
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zeigt stets eine stark lichtbrechende Vakuole, die immer exzentrisch
liegt. Er firbt sich nach Gram intensiv, nimmt aber auch HErpENHAIN-
Himatoxylin an. Der Kern liegt ebenfalls exzentrisch auf der anderen
Seite der Zelle gegeniiber der Vakuole. In der Leibeshohle der

%
f

Fig. 16. Sprofizellen, Asci und Sporen der Monospora bicuspidata.

010D

Daphnie liegt
der Parasit ge-
nau so verstreut
wie die Daph-
nienhefe, kommt
jedoch nicht mit

dieser zusammen
in einem Tiere
vor. Kulturver-
suche schlugen

alle fel;l,', tOffen- Fig. 17. Zellen des zweiten fremden Parasiten, die unteren
bar gehort er zu nach Firbung mit Eisenhdmatoxylin.
den Torulaarten.

8. Systematische Zugehorigkeit.

In den vorangegangenen Ausfilhrungen ist der behandelte Parasit
stets als Hefe bezeichnet worden. Wenn man Quetschpriparate
erkrankter Daphnien betrachtet, fillt sofort die gleichméBige Form

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXXX. 7



o8 WerNEr RUBBERG

des Parasiten auf, der nur in seltenen Fillen Vermehrungsstadien
zeigt. Ahnliche Formen haben auch die Sporen verschiedener Micro-
sporidienarten, die Daphnien infizieren, etwa Angehorige der Gat-
tungen Plistophora und Nosema. Da aber in den Kulturversuchen
und gelegentlich auch in zerquetschten Daphnien typische Ver-
mehrungsstadien des Parasiten gefunden wurden, ist an eine Ver-
wechslung mit derartigen Microsporidien nicht zu denken.

Die Hauptvermehrungsart des Parasiten ist Spaltung, nur ganz
selten bildet er kurze SproBverbénde. Daraufhin wire man geneigt,
den Organismus in die Gruppe der Schizosaccharomyceten einzu-
gliedern. Aber gegen diese Eingliederung lassen sich doch Bedenken
geltend machen. Nie wurden Sporen oder sporendhnliche Stadien
bei ihm beobachtet, wie sie fiir die Mehrzahl der typischen Hefen
charakteristisch sind. Da ja nun auch viele Pilze aus anderen Ver-
wandtschaftskreisen hefeihnliche Stadien bilden, ist es moglich, daB
die Zugehorigkeit dieses Organismus vielleicht an ganz anderer Stelle
zu suchen sein muf. Kine sichere Entscheidung dariiber ist daher
im Augenblick noch nicht moglich. Immerhin ist die Zuordnung zu
den Schizosaccharomyceten vielleicht die wahrscheinlichste. Von
einer Namengebung des Organismus sehen wir in Anbetracht seiner
unsicheren systematischen Stellung vorldufig ab.

9. Zusammenfassung.

Aus der vorliegenden Arbeit sind folgende Ergebnisse heraus-
zuheben:

1. Der Parasit ist eine Hefe, die wahrscheinlich zu den Schizo-
saccharomyceten zu rechnen ist.

2. Er ist ein Liquorschmarotzer, der zum Tode fiihrt. Der Tod
tritt etwa nach einem Monat ein.

3. Die Hefe ist auf Daphnia magna spezialisiert, tritt jedoch
nicht in allen Gewéissern auf, in denen Daphnia magna vorkommt.

4. Reinkulturen waren von der Hefe nicht zu bekommen, da
die Bakterien nicht ausgeschaltet werden konnten, doch wurde in
einigen fliissigen Nahrmedien Hefewachstum festgestellt. Feste Nahr-
substrate waren zur Kultur vollig ungeeignet.

5. Die Vermehrung geht durch Teilung vor sich; Sprossungen
wurden nur in ganz wenigen Fillen in Kultur beobachtet.

6. Die Infektion wird nicht auf die Eier iibertragen. Die Hefe
dringt durch die Darmwand in die Leibeshohle ein.
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Tafelerklirung.
Tafel 3.

Fig. 1. Totalansicht einer befallenen Daphnie.

Fig. 2. Schnitt durch eine von der Monospora bicuspidata und der Daphnien-
hefe gleichzeitig befallene Daphnie. Tiefschwarz die Kolonie der Daphnienhefe,
links oben in einer grofien ovalen Kolonie die Monospora. Firbung: Grau-Eosin.

Fig. 3. Schnittdurch ein befallenes Ovar. Firbung: Eisenhdmatoxylin-Lichtgriin.

Fig. 4. Hefen beim Durchtritt durch die Darmwand. Firbung: Eisenhima-
toxylin-Eosin.

Fig. 5. Querschnitt durch eine Daphnie mit Ephippium. Die Kolonien der
Hefe erscheinen tiefschwarz; links oben liegt eine Kolonie in der Schale des Ephippiums.
Farbung: Eisenhdmatoxylin-Eosin.
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