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Kleinere Mitteilungen.

(Zoologisches Institut der Karls-Universitit in Praha. CSR.)

Haplosporidium cernosvitovi n. sp.

eine neue Haplosporidienart
aus Opistocysta (Pristina) flagellum LEeipy.

Von

Otto Jirovec.

(Hierzu Tafel 12.)

Herr Koll. Dr. L. CeErvosviTov sammelte wihrend seines ein-
jahrigen Aufenthaltes in Argentina (Staat Missiones) eine grofe
Anzahl von verschiedensten Oligochéiten. Als er nach wunserem
Institute wieder zuriickkehrte und die Oligochéten systematisch zu
studieren begann, machte er mich aufmerksam auf einige in seinem
Materiale vorkommenden Parasiten, die er mir gefélligst zur weiteren
Verarbeitung iibergab. Ich spreche ihm an dieser Stelle dafiir meinen
besten Dank aus. In dieser Arbeit beschreibe ich eine neue Haplo-
sporidienart aus dem Oligochiten Opistocysta (Pristina) flagellum, die ich
meinem Freunde und Kollegen zu Ehren Haplosporidium cernosvitovi n. sp.
benenne. Der Wirt, Opistocysta flagellum, wurde in kleinen Béchen
und Fliissen in der Umgebung von Loreto (Missiones-Argentina) ge-
sammelt und wies gleichzeitig eine ziemlich starke Infektion durch
eine Nosema-Art, die ich anderswo beschreiben werde. Von 36 an
Schnittserien untersuchten Wiirmern waren nur vier mit dem Haplo-
sporidium infiziert, also etwa 12 Proz., drei davon zeigten eine relativ
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schwache Infektion, hauptsichlich nur aus jungen zweikernigen
Stadien bestehend, der vierte Wurm war so stark infiziert, daf
sein Vorderende tumorartig aufgeschwollen und mit verschiedensten
Stadien des Parasiten vollgepfropft war.

Die 5 u dicken Schnittserien wurden alle mit HrerpENHAIN-
Kongorot gefirbt. Die neue Haplosporidienart weist eine grofe
Ahnlichkeit mit Haplosporidium limnodrili (GRANATA, 1915) aus Limno-
drilus udekemionus, die in Italien gefunden wurde. Ich konnte fast
alle Stadien, wie sie GranaTa (1915) abbildet, wiederfinden, doch
ist fiir meine Art typisch die kleinere Zahl der Sporen in einer Cyste,
nimlich nur acht, wihrend GranaTa etwa 50 Sporen gefunden hat,
so daB wir sie mit gutem Recht als eine neue Art auffassen konnen.
Auch in einigen cytologischen Details fanden sich Unterschiede und
merkwiirdige, bei anderen Haplosporidien noch nicht beschriebenen
Strukturen, wie aus folgendem ersichtlich wird.

1. Anfangsstadien der Infektion.

Die jiingsten Stadien des Parasiten sind rundlich, oder durch
das herumliegende Gewebe oder #dltere Parasiten verschieden ver-
flacht, und liegen offenbar intracellulir in den Epithelzellen der
Darmwand. Ganz sicher konnte dies jedoch nicht festgestellt
werden, da die Grenzen zwischen den einzelnen Epithelzellen nicht
immer deutlich sind. In anderen Geweben wurde unser Parasit
nicht gefunden, wihrend GranaTa das Haplosporidium limnodrili auch
in Chloragogenzellen, Peritoneum und Geschlechtsapparat gefunden
hat. Das Plasma ist fein granuliert, an seiner Peripherie mit einer
deutlichen Membran abgegrenzt. Die jiingsten Stadien messen etwa
12—15 x 7—10 u, und sind leicht nach ihrer typischen Doppelkernig-
keit zu erkennen (Taf. 12 Fig. 14 links und rechts von der achtsporigen
Cyste). Die beiden Kerne liegen gewdhnlich dicht aneinander, so
daB die Grenzfliche abgeplattet ist.

Der Bau der Kerne ist sehr auffallend und typisch fiir die in
SiiBwasseroligochiten vorkommenden Haplosporidien, wie am besten
durch Vergleich mit den Figuren von GrawaTa (1915) ersehen
ist. Der Kern ist von einer dentlichen Membran umgeben. In seinem
Inneren finden wir einen (sehr selten zwei) groBen Nucleolus, der
von einer klaren Zone umgeben ist und nach HEIDENHAIN eine
dichtere, tiefschwarze Grenzschicht aufweist, die eine grau gefirbte
Zentralmasse umgibt. Ahnliche Nucleolenstrukturen kommen auch
in weiteren Entwicklungsstadien unseres Parasiten vor. (Bei Haplosp.
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limnodrili fand Granara hiufig Vakuolen im Inneren des Nucleolen).
Das Kernchromatin bildet im Ruhekern ein feines Fadengeriist
(Taf. 12 Fig. 2), wie es auch GraNaTa in seinen Abb. 14 bis 17, ab-
bildet. Héufiger ist jedoch das Chromatin zu einem Haufen im
Zentrum des Kernes zusammengeballt, so da an der Kernperipherie
eine freie Zone entsteht (Taf. 12 Fig. 1, 14, usw.). GranNata faft
solche Kernbilder als Prophase auf, DEBaIssieux (1920) schreibt je-
doch: ,il semble que les fixateurs alcooliques employés par GRANATA
aient entrainé des confractions anormales du caryoplasma.“ Da
mein Material mit Zenkers Fliissigkeit fixiert wurde und ich an
gleichem Schnitte sowohl Ruhekerne als auch Prophasen und weitere
Stadien der Kernteilung finden konnte, scheint mir ein solcher Ein-
fluB des Fixierungsmittels in diesem Falle ausgeschlossen.

Endlich finden wir im Kerninneren regelmidfig noch ein Stédb-
chen (Kernstab), daf sich nach HEIDENHAIN grau bis schwarz
farbt und durch den ganzen Kern reicht (Taf. 12 Fig. 1, 2, 14).
Dieses Gebilde ist im Kerne auch in weiteren Stadien des Zyklus
zu finden, wie noch spiter hervorgehoben wird. Gleiches Stibchen
beschrieb Grawata bei Haplosp. limnodrili und meint, daB auch bei
Haplosp. marchouzi und anderen, von CavnLery und M=esnin (1905)
beschriebenen Arten dieser Kernstab vorhanden ist, denn die beiden
genannten Autoren zeichnen in den Kernen ein Kreischen, das wohl
der Polansicht des Kernstabes entspricht. In den Kernen von Haplo-
sporidium aus Nereis diversicolor, das neuerdings von DEHORNE be-
schrieben wurde, scheint keine solche Struktur vorhanden zu sein.
Bei der Kernteilung lockert sich der Kernstab in einzelne Fasern
auf und bildet so die Teilungsspindel (Taf. 12 Fig. 3, 4, 5, 6).
Nach der erfolgten Mitose bildet sich der Kernstab wieder von
neuem. Die Kerne in jungen Stadien messen durchschnittlich b u x4 u.
Ich konnte immer nur zweikernige Stadien beobachten; dort, wo
anscheinend nur ein Kern gesehen wurde, fand sich der zweite am
néchsten Schnitte.

2. Altere Stadien.

Die zweikernigen Stadien verwandeln sich durch Wachstum und
aufeinanderfolgende Kernteilungen in mehrkernige Plasmodien. Die
Kernteilungen verlaufen ganz auf die Weise, wie sie von GRANATA
fir Haplosp. limnodrili beschrieben wurden, deshalb begniige ich mich
nur mit einer kurzen Darstellung. Der Kernstab teilt sich in die
Spindelfasern auf, das Chromatin sammelt sich mit dem Nucleolus
in der Kernmitte (Metaphase Taf. 12 Fig. 3) und bildet dort eine
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dicke Platte, die sich dann in zwei Chromatinmassen teilt. Beide
Chromatinmassen sammeln sich an den Polen des langgestreckten
Kernes, dessen Membran wihrend der ganzen Kernteilung erhalten
bleibt (Anaphase Taf. 12 Fig. 4, 5, 6). Der Nucleolus teilt sich
hantelformig (Taf.12 Fig.4,5) in zwei Stiicke, die auch nach den Polen
wandern (Taf. 12 Fig. 6). Ein vierkerniges Stadium mit Ruhekernen
sehen wir an der Fig. 7 Taf. 12. Durch weitere Kernteilungen ent-
stehen Plasmodien mit 8, 16 und mehr Kernen, bisweilen 20, 23, 24,
Der Kernteilungstypus bleibt wihrend des ganzen Zyklus immer
derselbe (Taf. 12 Fig. 8, 9, 10).

Wir miissen noch eine Struktur im Plasma unseres Parasiten er-
wihnen. Schon in den jiingsten zweikernigen Stadien beobachten
wir im Plasma ein etwa 4—5 u langes, nach HEIDENHAIN tief
schwarzes Stdbchen, daf beim Herabsenken des Mikroskoptubus als
ein etwa 3 u hohes, wahrscheinlich rundliches Pldttchen erscheint
(Taf. 12 Fig. 1, 2). Dieses Pliattchen ist immer nur in Einzahl vor-
handen und ich konnte es in allen weiteren Stadien verfolgen. An
den Fig. 8, 9, 10, 11, Taf. 12, finden wir es in vielkernigen Plasmo-
dien, auch in Cysten mit reifenden Sporen liegt es frei auBerhalb
der Sporen. Die Bedeutung und Herkunft dieses merkwiirdigen,
bei anderen Haplosporidien meines Wissens noch nicht beschriebenen
Gebildes bleibt vo6llig unklar. Nur eine Andeutung sehen wir in
der Struktur der reifen Sporen, an deren Poldeckel eine nach HErpEN-
HAIN tiefschwarze Randnaht zu finden ist (Taf. 12 Fig. 16). Es
scheint mir moglich, daf diese Randnaht von dem ausschliipfenden
Keimling aufgenommen wird wund in seinem Plasma bis zu der
Sporenbildung erhalten bleibt. Erst beim Zerfall des Plasmodiums
in einzelne Sporen wird es ausgeschieden.

3. Zur Frage der Schizogonie und Gamogonie.

Der weitere Entwicklungszyklus unserer Art zeigt die gleichen
Liicken wie bei allen bis jetzt bekannten Haplosporidienarten : ndmlich
die Frage iiber die Schizogonie und Gamogonie, die bei den Haplo-
sporidien iiberhaupt noch nicht gelost ist. Ich zitiere CAULLERY und
MesNinL (1905): ,Nous n’avons pas pu ici non plus nettement sé-
parer la phase schizogonique de la phase sporogonique.“ Bei Haplosp.
marchouzs verlduft der Entwicklungszyklus, ihrer Beobachtungen
gemiB, folgenderweise: Junge 1—2 kernige Stadien wachsen zu viel-
kernigen Plasmodien auf, die von einer Hiille umgeben sind und in
zuerst einkernige Pansporoblasten zerfallen. Diese teilen sich zwei-
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mal hintereinander, so das aus jedem Pansporoblasten im ganzen
vier Sporen entstehen. Bei Haplosp. vejdovskyi, das in Darmzellen von
Enchytreus albidus lebt, ist die Entwicklung &hnlich. Aus jungen,
immer zweikernigen Stadien entstehen vielkernige Sporonten, die
wieder in einkernige Sporonten zerfallen. Aus jedem Sporonten
entsteht eine einkernige Spore. In den Cysten kommen auch zwei-
kernige Sporonten vor. AuBerdem gibt es noch Stadien mit granu-
lierten Kernen, die einen vakuolenhaltigen grofen Nucleolus be-
sitzen, sowie zahlreiche Uberginge zwischen beiden Typen. Auch
bei dieser Art gelang es den sehr erfahrenen Autoren nicht
mit Sicherheit die beiden Zyklen — Schizogonie und Sporogonie —
zu unterscheiden. Bei Haplosp. limnodrili, mit welcher Art unser
Parasit am nichsten verwandt ist, zerfallen nach GrawaTa die
ausgewachsenen vielkernigen Plasmodien in 10 — 12 Schizonten,
die 7—8 u messen, also um etwas grofler, als die Gameten sind.
Nach mehreren solchen Schizontengenerationen zerfallen die neu
angewachsenen Plasmodien in etwa 50 einkernige, 5 u grofie
Gameten, die von einer gemeinsamen Cyste umgeben sind und
in ihrem Inneren je zu zwei und zwei kopulieren. Aus jeder
Kopula entsteht eine einkernige Spore. Bei Haplosp. (Minchinia)
chitonds fand Pixer-GoopricH (1915) Plasmotomie der vielkernigen
Plasmodien, wodurch eine Vermehrung der Parasiten innerhalb des-
selben Wirtes ermoglicht wird. Die eingekapselten Plasmodien zer-
fallen in einkernige Gameten. Wahrscheinlich encystieren sich auch
zwei Plasmodien zusammen, so daf die Gameten in diesem Falle
von zwei verschiedenen Plasmodien kopulieren.

DeBarsieux (1920) bezweifelt die Angaben GrawaTas iiber die
Schizogonie und Geschlechtsprozesse bei Haplosp. limnodrili, denn er
selbst konnte bei Haplosp. chitonis und Haplosp. nemertis mit Sicher-
heit keine Anzeichen der Schizogonie finden. Nach ihm wachsen
die jungen zweikernigen Parasiten zu vielkernigen Plasmodien auf
und zerfallen dann einfach in einkernige Gebilde. Die Bildung und
Kopulation von Gameten konnte DEBaTsIEUX bei den von ihm unter-
suchten Arten nicht bestitigen, dagegen vermutet er Caryogamie
(also Autogamie) wihrend der Entwicklung der Plasmodien. Die
durch Zerfall der Plasmodien entstandenen einkernigen Gebilde
konnen teilweise wieder zu Plasmodien aufwachsen und so zur Ver-
mehrung in demselben Wirte dienen. Auch in diesen jungen zwei-
kernigen Stadien soll eine Caryogamie moglich sein (wie auch GRANATA
und Pixer-GoopricH beobachtet haben wollten): ,Deux hypothéses
sont possible en ce qui concerne la fécondation: ou bien les gros
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noyaux plasmodiaux sont le résultat d’une autogamie, ou bien les
noyaux de sporoblastes sont le résultat d’une autogamie de deux
noyaux-filles. Il n’y a certainement pas copulation de gamétes.*
Aus jedem Sporoblasten entsteht eine einkernige Spore. DEBAISIEUX
konnte also eine deutliche Trennung der Schizogonie und Sporogonie
nicht beobachten. Ebensowenig gelang es vaN RyckeerEM (1930)
bei Haplosporidium gammari. DEHORNE (1935) beschreibt bei seinem
Haplosporidium nur Plasmotomie.

Auch mein Material war zur definitiven Losung dieser Frage
nicht geeignet. Ich beobachtete eine groBe Menge von vielkernigen
Plasmodien mit Anzeichen des Zerfalles in einkernige Gebilde
(Taf. 12 Fig. 11). Aus einem Plasmodium entstehen etwa 12--20,
grofitenteils 16 solcher einkernigen kugeligen Gebilde. Ihr Kern
hat einen Chromatinklumpen von einer hellen Zone umgeben und
miBt etwa 26—3,5 . In seinem Inneren lieB sich der Kernstab
nicht mehr feststellen. Da bei der Sporogonie in den Cysten grofiten-
teils acht Sporen entstehen, ist es augenscheinlich, daf sich diese
Gebilde nicht direkt in Sporonten verwandeln konnen. Auch sind
sie von keiner gemeinsamen Cystenmembran umgeben. Es war mir
aber unmdoglich zu entscheiden, ob diese einkernigen Stadien als
Schizonten oder als Gameten zu deuten sind. Als Gameten kénnten
vielleicht nur drei der gesehenen Stadien angesehen werden, von
denen ich eins an der Fig. 13 Taf. 12 abgebildet habe. Wir sehen
vier grofiere Kerne, die im Inneren zwei gleich grofe Chromatin-
haufen besitzen, und dann noch mehrere kleinere Kerne mit einzigen
Chromatinhaufen, von denen ich nur drei eingezeichnet habe. Ich
wire geneigt, in den ersten vier Doppelkernen das Produkt einer
Caryogamie zu sehen, denn bei normalen Kernteilungen kommt es
niemals zur Bildung solcher Chromatinhaufen, wie wir ja bei Be-
schreibung der Mitose gesehen haben, und mit einer ,Amitose® ist
man seit den grundlegenden Arbeiten Bra®s sehr vorsichtig. Da
ich jedoch im ganzen nur drei solche Stadien gesehen habe, muf
die Frage vorldufig noch offen bleiben.

4. Sporogonie.

Wie gesagt, entstehen in den Cysten fast regelméfig acht Sporen,
wihrend bei Haplosp. limnodrili etwa 50 Sporen gebildet werden.
Nur ausnahmsweise kommen Cysten mit mehr Sporen vor (Taf. 12
Fig. 15). Die jungen Sporonten sind zuerst kugelig, spiter nehmen
sie elliptische Gestalt an. Jede Spore besitzt einen einzigen Kern

mit freier Peripherie und einer Chromatinanhiufung in der Mitte
33*



506 Orro Jirovec

des Kernes. Der Kern mifit in der reifen Spore etwa 2,5—3 u, ein
Kernstab ist nicht sichtbar. In jungen Sporen ist der Kern be-
deutend grofler, ndmlich 4—5 u. Im Vorderende der nicht ganz
reifen, aber schon elliptischen Sporen liegt in einer klaren Zone
noch eine granulierte Anhiufung, deren Herkunft und Funktion
noch unklar ist. Kina (1926) identifiziert sie mit dem GorLci-Apparat.
Auch andere Forscher haben solche Anhiufungen in den Sporen der
Haplosporidien gefunden, so CavrrLery und Meswin bei Haplosp.
vejdovskyi, Haplosp. heterocirri und Haplosp. scolopli, GRANATA bei
Haplosp. limnodrili (,,Corpo achromatico“), Prxer-GoopricH bei Haplosp.
chitonis, DEBAISsIEUX bei Haplosp. chitonis und Haplosp. nemertis. In
reifen Sporen verschwindet dieses Gebilde génzlich. Die reifen
Sporen messen 10—11 # x 6—7 u (am Schnittpriparate gemessen),
haben eine dickere Aufienhiille mit typischem Poldeckel und eine
feinere Innenhiille. Am Rande des Poldeckels ist die schon er-
wahnte, nach HerpENHAIN tiefschwarze Randnaht.

Nicht unerwéhnt soll bleiben, daf ich einigemal auch Plasmodien
mit ziemlich dunkel gefirbtem Plasma und kleinen Kernen (2—2,5 u)
beobachten konnte (Taf. 12 Fig.12), die sehr an die erinnern, welche
DEBAIsSIEUX in seiner Arbeit erwihnt (1920): ,D’autre part on observe
souvent des parasites plasmodiaux & protoplasme spécialement dense et
colorable, & contours irréguliers, & noyaux trop petits pour appartenir
aux stades qui préparent la sporogonie normale, ou trop nombreux
pour appartenir aux stades de la multiplication plasmodiale (Fig. 33,
34, 3b), bref, des parasites qui paraisent appartenir & une période
de multiplication végétative. Il est souvent malaisé de différencier
nettement ces parasites de ceux décrits antérieurement, car aucun
des caractéres cités n’est probant et de nombreux parasites inter-
médiaires se rencontrent.”

Aus dem bisher Gesagten sehen wir, dafl bei der Gattung Haplo-
sporidium mit Sicherheit nur die Sporogonie bekannt ist. Uber die
Schizo- und Gamogonie liegen nur Vermutungen vor. Wenn wir
die starken Infektionen des Wirtes in Betracht nehmen, miissen wir
eine Vermehrung der Haplosporidien in demselben Wirte — moge
dieselbe durch Schizogonie oder Plasmotomie geschehen — als wirklich
vorhanden annehmen. Auch iiber die Geschlechtsverhiltnisse wissen
wir nichts Sicheres, denn es diirfen nicht jede zwei eng aneinander
geprefite Kerne fiir Caryogamie gehalten werden, wie es so manche
Forscher tun. Bevor nicht Arten gefunden werden, bei welchen
die Chrosomen gezihlt werden konnen, gelingt es nicht, die Frage
definitiv zu lbsen.
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5. Zusammenfassung.

Im Darmepithel von Opistocysta (Pristina) flagellum (SiBwasser-
oligochit auns Argentinien) wurde eine neue Art Haplosporidium
cernosvitove n. sp. gefunden. Junge Stadien sind zweikernig und haben
in ihrem Plasma ein Stibchen unklarer Herkunft. Vielkernige Plas-
modien encystieren sich und zerfallen in einkernige Sporen. In jeder
Cyste entstehen acht Sporen, die 10—11 u x 6—7 # messen, und mit
einem fiir Haplosporidien typischen Poldeckel versehen sind.
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Tafelerklirung.

Tafel 12.

Haplosporidium cernosvitovi n. sp. aus Opistocysta flagellum (Oligochdt aus
Argentinia). Alle Figuren sind mit Zeichenapparat bei Olimmersion Zgiss 90 X und
Komp. Ok. 15 X an der Basis des Mikroskopes gezeichnet. Fixation mit Zenkers
Flissigkeit, gefirbt mit Heipevuains Himatoxylin.

Fig. 1—2. Junge zweikernige Stadien.

Fig. 3—6. Kernteilung der jungen Stadien. 3 Metaphase. 4,5, 6 Anaphase.
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Fig. 7. Vierkerniges Stadium, Kerne in Ruhe mit feinem Chromatingeriist.

Fig. 8—10. Kernteilungen in vielkernigen Plasmodien.

Fig. 11. Grofles vielkerniges Plasmodium vor Auflgsung in Gameten (?).

Fig. 12. Plasmodium mit dunklem Plasma und kleinen Kernen.

Fig. 13. Karyogamie (?).

Fig. 14. Achtsporige Cyste und zwei junge Stadien in der Darmwand des
Wurmes.

Fig. 15. Vielsporige Cyste, die jedoch nur selten beobachtet wird, denn regel-
mifig werden achtsporige gefunden.

Fig. 16. Links noch nicht ganz reife Spore, rechts reife Spore, in der die
wachromatische Masse“ im Vorderende bereits verschwunden ist.
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